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OZET

Kistik fibrozis, yaklasik 1/25 tasiyic1 sikligr ve 1/2000-3500 canli dogum insidanst ile, beyaz irkta otozomal resesif ge-
¢cis gosteren en yaygm oliimciil hastaliktir. Tiim sistemlerdeki egzokrin glandlar1 etkiler. Temel bozukluk ter, tiikii-
riik, trakeobronsiyal agac, kalin barsak ve pankreas egzokrin glandlarindan anormal sekresyonlarin olusumudur. On-
de gelen klinik belirtiler, kronik obstriiktif akciger hastaligina ve pankreas yetersizligine ait bulgulardir. Kistik fibro-
zis hastalar1 i¢in ortalama yasam siiresi 30-33 yildir ve bazi hastalar seyrek olarak 40 ve 50 yil yagar. Ancak az sayi-
da hasta 50 yagindan fazla yasayabilmistir. Tekrarlayan pulmoner infeksiyonlar 6liimiin en sik sebebidir. Uzun siire-
dir bilimsel gevrelerde, kistik fibrozis gibi somatik ve kalitilmis hastaliklara genlerdeki nokta mutasyonlarin neden ol-
dugu kabul edilmektedir. Kistik fibroziste, etkilenmis dokulardan cDNA arastirmas1 ve capraz tiir hibridizasyon tek-
nigi ile kistik fibrozis geni (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-CFTR-Gene) izole edilmistir. Kis-
tik fibrozisli hastalarin akciger ve pankreas gibi dokularindan baglanti analizi ile elde edilen DNA daraltilarak, bu seg-
mentteki genlerin ekspresyonuna bakilabilir. CFTR geninde 1000’in iizerinde mutasyon tanimlanmistir. Bunlar, gen
kodonunun yanlis okunmasina yol acan delesyon ve inversiyonlar kadar, missens ve nonsens nokta mutasyonlarini da
kapsar. Bu mutasyonlar nadir olup, molekiiler seviyede dikkati ¢eken heterojenite toplum arastirma programlarinin
planlanmasinda 6nemli bir anlama sahiptir. Molekiiler-genetik alanindaki umut verici arastirmalarla, hastaligin 6zgiil
tedavisine yonelik gen terapisi yontemlerinin gelistirilmesine ¢alisilmaktadir.

Anahtar sozciikler: kistik fibrozis, molekiiler-genetik yaklasimlar, tan1, mutasyonlar

Toraks Dergisi, 2003;4(2):198-204

ABSTRACT
Cystic Fibrosis and Molecular-Genetic Approaches

Cystic fibrosis is a multisystem disorder of exocrine glands. It is represented as the most common autosomal recessive
lethal disorder of white race with an incidence of 1/2000-3500 in live births and a heterozygocity prevalence of 1/25
among whites. The characteristic feature of the disease is the production of abnormal secretions in sweat, salivary,
tracheobronchial, colon and pancreatic exocrine glands. Signs of chronic obstructive pulmonary disease and
pancreatic insufficiency constitute the presenting signs of cystic fibrosis. Mean survival is 30-33 years but some
patients may reach to fourth and fifth decades for homozygotes; however, few patients have been reported to live
more than 50 years. Recurrent pulmonary infections are the most common cause of death in cystic fibrosis patients.
Cystic fibrosis gene (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-CFTR-Gene) has been isolated from
affected tissues by cross species hybridization technique. Expression of the CFTR gene in DNA segments isolated by
linkage analysis from the affected tissues (i.e. lung, pancreas) might be searched for the diagnosis. More than 1000
mutations has been described in the cystic fibrosis gene. These include missreading of codons occured as a result of
deletions and inversions, and missense and nonsenese point mutations. The heterogenicity of these mutations, put
forward the necessity of surveillance programs. Specific gene treatment methods are still endeavored to be developed
for cystic fibrosis.
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GIRIS

Kistik fibrozis, tiim sistemlerdeki egzokrin glandlar1 etkile-
yen, beyaz irktaki en yaygin 6liimciil kalitsal hastaliktir. Oto-
zomal resesif olarak kalitilir. Temel bozukluk, ter ve tiikiiriik
bezleri, trakeobronsiyal agag, kalin barsak ve pankreasa ait
egzokrin glandlardan anormal sekresyonlarin olusumudur [1].

Mortalite oraninin yiiksekligine ve yasam kalitesini kotii-
lestirici 6zelligine ragmen, son yillarda yeni ve etkin tedavi
olanaklart ile, kistik fibrozisli hastalarin yagam siiresi ve kali-
tesinde belirgin iyilesmeler olusmustur. Gerek tipik gerekse
hafif veya atipik klinik sekillerde yasam siiresinin uzamast ile
kistik fibrozisli vakalarda taninin gecikebilmesi, prognoz ve
tedavi etkinliginde sorunlar olusturabilmektedir [2].

Kistik fibrozis gen (cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator -CFTR- gene) lokusunun 7 numarali kromo-
zom lizerinde bulundugu bilinmektedir. Spesifik DNA prob-
lar1 ile hastaligin antenatal tani yontemi de gelistirilmistir
[1,3,4]. Molekiiler-genetik alanindaki umut verici aragtirma-
larla, hastaligin molekiiler tani, mutasyonlarinin saptanmasi
ve Ozgiil gen terapisine yonelik yontemlerin gelistirilmesine

caligtlmaktadir [5-7].

Sikhik

Yaklagik 1/25 tastyict siklign ve 1/2000-3500 canli dogum
insidansi ile beyaz irktaki en yaygin letal otozomal resesif ge-
cis gosteren bozukluktur. Cinsiyet baskinligi yoktur. Beyaz
irk diginda sik degildir [1-3]. Ayrica hastalik Amish’de
(Ohio) yaklagik 1/500, Kuzey Amerika yerlileri ve Hawaili-
lerde 1/90 000 oraninda goriilmektedir. Siyah irktan Ameri-
kalilarda daha az siklikta (1/17 000) ve siyah Afrikalilarda ise
hemen hig¢ goriilmez. Vakalarin, %80’ine 5 yasindan énce ta-
n1 konulmakta; %10’una ergenlik cagina kadar tani konula-
mamaktadir. Az sayidaki ve/veya hafif hastalikli bazi olgula-
ra 40-50 yasina kadar tan1 konulmamus olabilir [1,8].

Klinik Bulgular

Onde gelen klinik belirtiler kronik obstriiktif akciger has-
taligina ait bulgular (hemen biitiin vakalarda degisik derece-
lerde bulunur) ve pankreatik yetersizliktir (hastalarmn %80-
90’inda mevcuttur) [1]. Oliimiin en yaygin sebebi, tekrarla-
yan pulmoner infeksiyonlardir [8-10]. Hastalarin balgamin-
dan izole edilen ve kistik fibrozis i¢in klinik énem tagiyan
mikroorganizmalarin bulunmasi (Pseudomonas aeruginosa’nin
mukoid formu gibi) ya da obstriiktif pulmoner hastalik varli-
g1 ile birlikte infertil erkek, eriskin dénemde 6ncelikle tanisi
konulmamus kistik fibrozisi diisiindiirmelidir [8].

Infeksiyon yasamin 6. haftasi kadar erken dénemde basla-
yabilir veya klinik tanisi akciger hasart oluncaya (eriskin yas-

larda) kadar gecikebilir [11].
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Son yillarda, kistik fibrozis ile uyumlu tipik klinik semp-
tomlar1 olmayan ve ter testi normal olan, ergenlik cagina ka-
dar tanisi1 gecikebilen ve bronkodilatatérlere iyi yanit verme-
yen diisitk FEV; degerine sahip astim semptomlari gosteren
ve astim tanist alan, daha sonra bilateral nazal polip ve bron-
sektazi geligen kistik fibrozis olgulart bildirilmistir [12]. Kistik
fibrozis hastalar1 arasinda atopi ve astim siklig1 genel niifusa
gore daha yiiksektir. Bir¢ok hasta, cesitli alerjenlere karg1 Tip
[ ve Tip III agir1 duyarlilik reaksiyonlari gosterir. Kan IgE ve
IgG diizeyleri, periferal eozinofil diizeyleri, brong agirt duyar-
lilig1 ve ¢esitli alerjenlere kargt deri testi yanitlarinda saglikli
kontrollere gore anlamli yiikseklik oldugu gosterilmistir. Bu
tiir bulgulara sahip hafif derecede kistik fibrozislilerde, tani
gecikmesi ve karigikligh olabilir [1].

Kistik fibrozisli kisilerin %85’inde, pankreatik fonksiyon
yetersizligi sonucu steatoreye sebep olan yag ve protein ma-
labsorpsiyonu olugur [9,10]. Bu durum yagda ¢oziinen vita-
min yetersizlikleri, kalori agig, biiyiime ve gelisme geriligi ve
rektal prolapsus gibi belirtilere yol acar [1,8].

Saglam ya da kismi egzokrin fonksiyonu olan hastalarda
tekrarlayici akut pankreatitis olabilir. Eksojen insiilin gerek-
tiren diabetes mellitus %2-5 oraninda gelisir. Diabetes melli-
tus gelisme insidansi yas ile artar, orta derecededir, kolay
kontrol edilebilir, ketoz, retinopati ve néropati goriilmez [8].
Kistik fibrozisli hastalarin %10’unda siroza yol agabilen kara-
ciger hasari gelisir [3]. Mekonyum ileusu, volvulus, perforas-
yon ve mekonyum peritonitine yol agabilir. “Clubbing” he-
men tiim hastalarda goriiliir [3,8,9].

Ciddi kistik fibrozisli erigskin hastalarda, spesifik sol vent-
rikiil anormallikleri bulunmadan sag ventrikiiliin énemli sis-
tolik ve diyastolik fonksiyon kayb1 olusabilmektedir [13].

Patogenez ve Prognoz

Kistik fibrozis epitelyal bir hastaliktir. Hastaligin ozelligi
egzokrin salgilarda viskozite artmasidir. Viskozitesi artmig
sekresyonlarin birikmesi ile kanallarda tikanma ve yapisal
bozukluklar ortaya ¢ikar [1]. Kistik fibrozisli kisilerde, sik ola-
rak etkilenen organlar akciger ve pankreastir. Solunum siste-
minin tiim diizeyleri etkilenebilir. Nazal polip, siniizit ve alt
solunum yollar1 hastaliklar1 yaygindir. Tekrarlayan infeksi-
yonlar nedeniyle hemen hemen tiim hastalarda solunum sis-
teminin kronik ilerleyici obstriiktif hastalig1 gelisir. Mekon-
yum ileusundan 6len infantlarda yapilan otopsi calismalarin-
da kistik fibrozisli yenidogan akcigerinin normal oldugu go-
riilmiistiir [8-10].

Kistik fibrozis hastalari i¢in ortalama yagam siiresi 30-33
yildir (ABD'de 31.3, Kanada’da 31 ve Ingiltere’de 31 yil)
ve bazi hastalar nadiren 40-50 yil yasar. Ancak az sayida
veya hafif hastalikli bazi hastalar 50 yasindan fazla yasaya-
bilir [2,14].

199



Tug E. ve Tug T.

Kistik fibroziste kronik hava yolu infeksiyonlar: ve nétro-
fillerin baskin oldugu kronik hava yolu inflamasyonu, ilerle-
yici akciger hastaligina yol acar. Kistik fibrozisli hastalarin
kaninda inflamatuar markerlarin (IL-1B, IL-8, ECP, notrofil
elastaz) konsantrasyonlarinda anlamli yiikseklikler oldugu
belirlenmistir. Morbidite ve mortalitenin ana sebebi, ilerleyi-
ci brongektaziye ve sonucta solunum yetmezligine neden
olan kronik bronkopulmoner infeksiyon ve inflamasyonlar-
dir [15]. Bakteriyel ve inflamatuar hiicrelerden elastaz ve ok-
sidanlar (serbest oksijen radikalleri) gibi inflamatuar, prote-
olitik ve toksik ajanlarin serbestlegsmesi de tabloda énemli rol
oynar. Kistik fibrozisli hastalarda, solunum epitelinin oksi-
danlara karsi en 6nemli savunma mekanizmasi olan glutat-
yon diizeyleri ile obstriiktif gdstergeler (FEV,) arasinda ters
bir korelasyon bulunmustur [16,17].

En erken pulmoner degisiklikler kii¢iik hava yollar1 obst-
ritksiyonudur. Bronsiyal glandlarin hipertrofisini izleyerek
mukoz tikaclar olusur. Inflamasyon siireci, bronsiyolit ve en-
dobronsiyal hastaligin sentripedal ilerlemesi sonucu kronik
bronsit, bronsektazi ve peribronsiyal inflamasyonla sonugla-
nir [1,8].

Kistik fibrozisli hastalarda surfaktan bilesimi ve fonksiyon-
lar1 nemli olciide degisebilir [18]. U¢ major bakteriyel orga-
nizma kistik fibrozisli hastanin hava yolunu infekte eder ya
da kronik olarak kolonize olur. “Staphylococcus aureus” ve
“Haemophilus influenzae”, hastalarin az bir kisminda balgam-
dan elde edilir ve “Pseudomonas aeruginosa” (6zellikle muko-
id formlar1), kistik fibrozisli hastalarin %90’indan fazlasinda
saptanir [8,19]. Hastalik ilerledikce ve yaygin antibiyotik
kullanimina bagli olarak 6zellikle “P. aeruginosa” etken ol-
maya baglar ve kistik fibrozis hastalart P. aeruginosa infeksi-
yonundan ciddi olarak etkilenir [3,20]. Diger bakteriler
(“E. coli”’nin mukoid formu, “Legionella” vs.) ve diger mikro-
organizmalar, viriisler, mycoplasma ve funguslar kistik fibro-
zisli hastalarin balgaminda mevcut olabilir. Kistik fibrozisli
hastalarin aile tiyeleri bu organizmalarla kolonize olmaz [§].

Akut ve kronik hava yolu ve akciger parankimindeki inf-
lamatuar ve yapisal degisiklikler, hava yolu obstriiksiyonu,
asir1 havalanma, yaygin fibrozis, doku kayb1 ve ventilasyon
perfiizyon bozukluguna yol acar. Ilerlemis respiratuar hasta-
likl1 olgularda pulmoner ve bronsiyal vaskiilaritede sekonder
degisiklikler hemoptiziye yol agar. Ciddi hava yolu obstriiksi-
yonu ve hipoksemisi olan kistik fibrozis hastalarinda siklikla
pulmoner hipertansiyon geliserek, ilerleyici sag ventrikiil
yetmezligi ile sonuclanir. Diigitk PaO, diizeyi miyokardin
kontraksiyonlarini da etkileyerek ge¢ dénemde sol ventrikiil
fonksiyonlarmi da bozabilir [1,8].

Kistik fibrozisli kigilerde, pankreatik duktusun blokajina
bagli azalmig enzim sekresyonuyla pankreatik fonksiyon ye-
tersizligi sonucu [10], yag ve protein malabsorpsiyonu, yagda
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¢oziinen vitaminlerin yetersizligi, kalori acig1, biiyiime ve ge-
lisme geriligi olur [8,9].

Kistik fibrozisli hastalarin %10’u mekonyum ileusu ile
dogar. Barsak obstriiksiyonu distal ileumdaki mekonyum ti-
kacina baglidir. Tikacin embriyonal yasamin son dénemle-
rinde olusmasi agag1 barsak boliimlerinde atreziye yol agabi-
lir. [3,8,9].

Erkek kistik fibrozis hastalarinda epididim, vas deferens ve
seminal kanallarda bilateral atrofi vardir [9]. Kadinlarda ise
servikal mukusun viskozitesindeki bozukluk nedeniyle fertili-
te azalmigtir [3]. Kadinlarda seksiiel gelisme, menstriiel siklus
ve fertilite daha az etkilenir. Kistik fibrozisli kadin gebe kala-
bilir ve saglikli bebek dogurabilir [8,21].

Tanisal Yaklasim

Kistik fibrozisli hastalarin ¢oguna bebeklik ya da cocuk-
luk ¢aginda tani konulabilir, ancak bazilarinin tanisi erigkin
doneme kadar gozden kagabilir. Kistik fibrozisli erkeklerin
%98’inden fazlasi infertildir ve hastalikli kadinlarda da ferti-
lite azalir. Ciddi oligo ve azospermili infertil erkeklerde sap-
tanan genetik anormallikler icerisinde CFTR gen mutasyon-
larmin da oldugu bildirilmistir [1,14,22].

Laboratuvar testleri, olast bir kistik fibrozis tanisini digla-
yamaz [4].

a. Klasik Tani Yontemleri:

Ekrin ter bezi fonksiyonundaki Na ve Cl iyon emilim
anormalligi, kistik fibrozis i¢in yanlis negatif ve yanlig pozitif
sonuglarina ragmen, halen tanimlayict bir test (ter testi) ola-
rak kabul edilmektedir [4,8]. Kistik fibrozis hastalarinin te-
rinde Cl konsantrasyonu 70-80 mEq/L ve Na konsantrasyo-
nu ise 45-65 mEq/L'yi geger (normal degerler Cl igin 40
mEg/L ve Na icin 50 mEq/L’dir) [23]. Terde elektrolit deger-
leri siirrenal yetersizlik, glikojen depo hastaliklari, nefrojen
diabetes insipitus, glikojen 6 fosfat dehidrogenez eksikligi gi-
bi durumlarda da yiiksek bulunabilir. Klinik bulgular ile kis-
tik fibrozisten ayirict tanilari yapilabilir. Terde elektrolit ice-
rigindeki artiga ragmen, ter kanalindan elektrolitlerin yeter-
siz reabsorpsiyonu sz konusudur. Elektrolit kaybi 6zellikle
kiigiik ¢ocuklarda ¢nemli tuz kaybina yol acabilir [3,8] Ter
elektrolitleri en giivenilir sekilde pilokarpin iyontoforezi
yontemiyle olciiliir [12].

Gecen birkag yil icerisinde, kistik fibrozisin klinik spekt-
rumu, diisiik ter kloriir konsantrasyonlu atipik klinik formla-
r1 kapsayacak sekilde biiyiik 6lciide genislemistir. Uzun siire-
dir, yenidoganda kistik fibrozis tarama testi olarak kandaki
immiinoreaktif tripsinojen (IRT) diizeyi baz olarak alinmak-
tadir. Kandaki IRT diizeyi artisinin, pankreas duktusunun
blokaji sonucu olustuguna inanilmaktadir. Kistik fibrozisli
yenidoganlarda dogumda artmis IRT diizeyi, karakteristik
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bulgu olarak kabul edilmekle birlikte saglikli yenidoganlarda
da yiiksek bulunabilir. Bununla birlikte kistik fibrozisli yeni-
doganlarda IRT diizeyi birkag ay siireyle yiiksek kalma egili-
mindedir. Oysa, yanlis pozitiflik durumunda, IRT genellikle
yasamin ilk haftalari icerisinde normale déner. CFTR’nin
kesfinden once, 1980’lerde, yenidogan bir aylik oldugunda
IRT testi tekrarlanarak tarama 6zgiilliigi artirilmaktaydi. O
zamanlar, ter testi bu kuskuyu gideren yegane kesin tani
amagh yontemdi. Normal ter testine sahip yenidoganlarin
kistik fibrozisli olmadigi kabul edilmekteydi. Oysa, son yillar-
da kistik fibrozis ile uyumlu tipik klinik semptomlari bulun-
mayan ve ter elektrolit konsantrasyonu ve pankreatik stimii-
lasyon testleri normal olan kistik fibrozis olgular1 bildirilmis-
tir. Normal ter testine ragmen bazi infantlarda uzamig hipert-
ripsinojenemi, atipik kistik fibrozis varligi igin uyarici olma-
lidir. Bu vakalarin ¢cogunda kesin kanit, nazal potansiyel fark
dlciimleri (NPD) ve kistik fibrozis mutasyonlarmin saptan-
mast ile saglanabilir. R553X ve D1152H, bu tiir vakalarda
saptanmusg iki kistik fibrozis mutasyonudur [9, 12].

Kistik fibrozisli hastalarda barsakta bulunan alkalen fosfa-
taz gibi mikrovillus enzimlerin diisiikk olmasindan yola ¢ika-
rak 16-18. gebelik haftalarinda alinan amniyon sivisinda bu
enzimlerin diizeyleri 6lciilerek de tani konulabilir [24,25].

Kistik fibrozis ¢ykiisii olan ailelerde kullanilan yontemler-
den biri de 15. gebelik haftasindan itibaren ultrasonografi ile
fetusta artmis mekonyum dansitesinin gosterilmesi, genisle-
mis barsak luplarinin ve mekonyum peritonitinin saptanma-

sidir [25,26].

b. Molekiiler-Genetik Tan1 Yontemleri:
1989’da CFTR geninin kesfinden beri molekiiler genetik

laboratuvarlarinda, kistik fibrozisli kromozomlarin popiilas-
yonlarindaki mevcut mutasyonlari tanimlamak igin hibridi-
zasyon deneyleri ya da restriksiyon enzim analizi gibi molekii-
ler tan1 yontemleri kullanilmaktadir [7,27].

Kistik fibroziste etkilenmis dokulardan cDNA arastirmasi
ve capraz hibridizasyon yontemi ile kistik fibrozis geni izole
edilmistir. Bu gen yaklagik 250 000 bp ve 27 ekzon iceren bir
genomik bolgeden olusur. Ozgiil olarak kistik fibrozis geni
iceren akciger ve pankreas gibi dokulardan elde edilen DNA,
500 kb’a kadar daraltilarak bu segmentteki genlerin ekspres-
yonuna bakilabilir [9,28].

Siipheli bir kistik fibrozis vakasinda yaygin bulunan mu-
tasyonlarin kanitlanamamast durumu, halen potansiyel bir
sorun olarak kalmaya devam etmektedir ve bu durum taniy
diglamaz. Farkli molekiiler-genetik tani yontemlerinin kulla-
nimiyla, bu tiir vakalarda molekiiler tan1 duyarliliginin artiri-
labilecegi bildirilmektedir. Iki mutasyon belirlenen kistik
fibrozisli hastalarin kardes vakalar1 harig, klinisyenlerin bu
testleri kesin tani yontemi olarak kullanma konusunda fazla
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cesur olmamalar1 gerektigi vurgulanmaktadir. Ancak, yeni-
doganin klinik olarak anlaml: kistik fibrozis siiphesi tagimasi
durumunda, stk bulunan kistik fibrozis mutasyonlarini aras-
tirmanin daha uygun olacag: belirtilmektedir. Tek mutasyon
belirlenmesi kistik fibrozise yonelik bir bulgu olabilmesine
ragmen, kesin tani destegi saglayamaz. Bu nedenle, daha faz-
la kanit saglanabilmesi i¢in nadir rastlanan mutasyonlarm da
daha ileri analizleri 6nerilmektedir [4,5].

Kistik fibroziste genetik analizler PCR’yi temel alarak ya-
pildig1 icin, olgularin biiyiik bir cogunlugunda DN A’nin kii-
ciik bir miktar1 yeterli olmaktadir. Genis analizler planlan-
madikga, agiz ytkama suyu ¢rnegi (veya —bebeklerde— yanak
mukoza 6rnegi) yeterli olmaktadir. Agiz yikama suyu érne-
gi, aragtirilacak kisinin kendisi tarafindan alinabilir (10 ml
%4 sukroz soliisyonu kullanilarak) ve posta ile gonderilebi-
lir [4,5].

Multiplex DNA amplifikasyonu PCR ile egzamanli olarak
farklt DNA sekansini amplifiye eder. Her bir PCR farkli bii-
yiikliikte bir fragment iiretir ve multiplex amplifikasyon ref-
rakter mutasyon sistemi (ARMS) teknigi ile birlikte kulla-
nildiginda, kiigiik delesyonlarin ya da nokta mutasyonlarin
tanimlanmasina olanak verir [28,29]. Mutasyonlarin dogru-
dan saptanmasi icin diger teknik ise, restriksiyon enzim kesi-
midir. Bir nokta mutasyonu, ¢nceden var olmayan bir rest-
riksiyon enzim yeri olusturabilir. Bu nokta kistik fibrozisin
11. ekzonundaki 3 ayri mutasyonun saptanmasinda gosterilir.
Bu ekzondaki 425 bp’lik bir sekans, Ddel (CTGAG) ve
Hinc2 enzimi (GTCAAC) icin tanima sekansi igerir.
G1778-A mutasyonu, serini (S) asparagine (A) doniistiirdii-
gii icin S549N olarak bilinir, Ddel sekansini tanimaz ve kes-
mez. Boylece bu kesim iiriinii, normal genden iiretilen
174bp+251bp iiriiniinden daha uzun olup 425bp’dir. Hem
C1789-T ve hem de G1784-A mutasyonlari, Hinc2 ile ta-
nimnmaz ve 11. ekzonun bu bolgesinin kesimi normal genden
tiretilen 186bp+239bp iiriiniinden daha ¢ok tek bir 425bp
iirtin verir. Bununla birlikte, G1784-A mutasyonunda Mbol
enzimi ile kesim sonucu diger iki mutasyonda gosterilenden
farkli olarak ve normal genden iiretilmeyen 182bp+243bp
{irtini olusur [28].

Kistik fibrozisin prenatal tanisi genellikle, gebeligin ilk tri-
mesterinde koriyonik villuslardan alinan érneklerle konulur.
Molekiiler analizler i¢in, amniyosentez 6rnekleri veya bunla-
rin 10-14 giinlik kiiltirlerinden saglanan amniyositler de
kullanilabilir. Bir mutasyonun aragtirilmasinda PCR veya
ARMS multiplex testi kullanilabilir. Fakat maliyet ve etkin-
lik agisindan en uygun sekil PCR ve bunu takiben poliakri-
lamid jel elektroforezinin (PAGE) birlikte kullanilmasidir.
Fazla sayidaki mutasyonlarin aragtirilmasinda bir¢ok test tek-
nigi birlikte denenebilir. Allel spesifik PCR (ASP) ve mik-
roflavmetre (MFL) tekniklerinin birlikte kullanilmasinin,
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Tablo I. CFTR genine ait sik rastlanan mutasyonlarin bazi iilkelere gore dagilimi

yonlardaki dagilim oranlari degisik iilke

: : : ve bolgelere gore farklilik gdstermektedir
Tiirkiye Ingiltere Ispanya Israil Avrupa (Tablo 1) [4,34-38)).

F508 %18.8-28.4 %75.32 %43.5 %217 %66.8 Tiirkiye’de, bilinen 15 mutasyona ila-
1677delTA %73 ve olarak 3172delAC, P1013L ve
G542X %1.63 %114 %26 M1028l’dan [;);l]@an ic yeni mutasyon

saptanmugtir [35].
N1303K %3.7 %0.46 %1.6

ke > > Tiim iilkeler icin yaklagik %70 siklik-

G551D %3.08 %1.5

la en yaygin mutasyon olan F508,

() 0, 0, 0,

W1282X %0.17 %1.0 %36.2-51 %1.0 CFTR’nin degismis glikolizasyonu ve
R334W 5.0 yanlis lokalizasyonu sonucu olugur.
R1162X %3.0 delesyon igin, F: fenilalanin i¢in kullani-
R347H %3.0 lan bir simgedir [4,9,19,30,34]. F508

tek niikleotid polimorfizmi veya bilinen mutasyonlarin basit,
duyarli ve ekonomik olarak belirlenmesini sagladig1 da bildi-
rilmektedir [4,30].

Kistik fibrozisli cocugun ailesine yukaridaki prenatal mo-
lekiiler tan1 yontemleriyle dogrudan mutasyonel DNA ana-
lizleri uygulanir. Etkilenmis cocukta, mutasyonlardan bir ya
da fazlast kanitlanamamigsa baglanti (linkaj) analizi ile ai-
lesel allel gecisinin saptanmast amaciyla prenatal tani 6ne-
rilir [4].

Kistik fibrozis igin iki farkli prenatal yaklagim ¢nerilmek-
tedir. Bir modelde gebe kadina CFTR geni mutasyonunun
aragtirilmast igin test dnerilir ve negatif bulunursa gebelikte
diisiik bir riske sahip olundugu sonucuna varilir. Eger bir mu-
tasyon tanimlanirsa, kadinlarin egleri ayni alleller i¢in test
edilir. Eslerin her ikisinde de mutasyon tanimlandiginda, et-
kilenmis infant riski !/4 oranindadir. Alternatif model cift ta-
ramasinda tanimlanmugtir. Risk birimi ciftlerde esittir ve mu-
tasyon her iki ciftte tanimlandiginda yiiksek risk durumundan
bahsedilir. Her iki ¢iftin negatif, bir esin pozitif, digerinin ne-
gatif bulundugu durumlar diisiik risk grubunu olugturur [7,23].

CFTR geninin iiriinii CFTR proteini olarak bilinir. CFTR
proteini 168 kDa molekiiler agirliginda ve 1480 aminoasit
(aa) uzunlugunda bir integral proteindir. Hiicre membranin-
da ¢apa seklinde iki transmembran alandan olusur. ATP bag-
lanan iki niikleotid baglanma kivrimi (NBF) ve bir regiilator
(R) alan, birkag fosforilasyon bolgesine sahip olan bir prote-
indir [9,19]. Baglangicta CFTR proteinin bir kloriir kanal
olarak hareket ettigi diisiiniilmekteyken, bugiin hem CI
transportundan hem de miisin sekresyonundan sorumlu ol-
dugu ileri siiriilmektedir [31]. Protein agik ya da kapali olabi-
lir. Ag¢ilma NBF alanlara ATP’nin baglanmasini takiben R
alaninin fosforilasyonu ile basarilir [9].

Simdiye kadar tanimlanmis, bircogu kisisel mutasyonlar
olan 1000’den fazla CFTR geni mutasyonu vardir [4,7,32,33].

Bazi mutasyonlarda daha belirgin olmakla birlikte, mutas-
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mutasyonu kistik fibrozis hastalarinin
%50’sinde homozigottur [23]. F508
mutasyonu iki bitisik kodonu etkiledigi i¢in kodonun okun-
ma ¢ercevesi degisir. 10. ekzondaki CTT’nin delesyonu ne-
deniyle yeni fiizyon kodonu ATT olugur. Delesyon sonucu
fenilalanini kodlayan kodon kalkar yeni fiizyon kodonu
ATT ile CFTR geninin protein iiriinii olan izolésin 508 po-
zisyonunda kodlanir. Bu  F508 mutasyonu olarak adlandiri-
lir [28]. Normal bireylerden 10. ekzonun amplifikasyonu 98
baz cifti (bp)’lik bir fragment iretir. Homozigot etkilenmis
bireylerden 10. ekzonun amplifikasyonu daha kiiciik ve da-
ha hizli hareket eden 95 bp fragment iiretir. Klasik kistik fib-
rozis icin heterozigot bireylerde F508 olarak bilinen hem
98 bp hem de 95 bp fragmentler karakteristik heteroduplex
fragmentlerdir [28,39].

Bir hasta iizerinde uygun testlerin yiiriitiilmesi icin bir ta-
kim sorularin yanitlanmasi gerekir:

1. Ailede kistik fibrozis ¢ykiisii var midir?

2. Ailede kistik fibrozis ¢ykiisii varsa, etkilenmis kisinin

genotipi biliniyor mu?
3. Test edilen kisinin etnik kékeni nedir?

Bir 6rnek tizerinde uygulanan analizin tipi ve kapsami test
edilen kisinin aile ykisiine bagldir. Ornegin, bir ailede kis-
tik fibrozisi dogrulamak i¢in onun iki mutant allelini tanimla-
mak gereklidir. Oysa ailesel kistik fibrozis 6ykiisii olmayan ki-
silere daha az kapsamli testler uygulanmaktadir. Kistik fibro-
zisteki genotip-fenotip iliskisi iyi tanimlanmamig olmasina
ragmen, belli klinik durumlarla daha sik birliktelik gosteren
mutasyonlar vardir. Ornegin ilimli akciger hastaligi (uzun ya-
sam siiresi ile iligkilidir), pankreatik yeterlilik ve normal ter
Cl diizeyi, siklikla kistik fibrozis sebeplerinden biri olan “spli-
cing” mutasyona —[3849+10kb (C>T)]- sahip bireylerde daha
sik bildirilmistir (7,40). Diger bir érnek mekonyum ileusu ile
sik birliktelik gosteren F508 ve G542X mutasyonlaridir [4].

Gen haritalamasi igin tek segenek, polimorfik marker’lar-
la hastaligin ayirim ¢alismasina dayanan baglanti analizi tek-
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nigini kullanmaktir [9]. 1985’te lokus pozisyonel klonlama
teknigi ile kromozom 7q31-7g32’ye haritalandi [32,39]. Kisa
zaman sonra MET ve D7S8 olarak bilinen iki polimorfik
DNA lokusunun kistik fibrozis lokusuna yakin bagli ve ya-
ninda oldugu gosterildi [4,20]. Giiglii linkaj esitsizligi (yakin
odaklara baglanmig iki veya daha fazla allelin beklenenden
daha sik birlikteligi olarak tanimlanir) nedeniyle, toplumda-
ki cogu kistik fibrozis mutant kromozomlari atasal sekansin
biiyiik bir kismini paylagabilir. Fenotipik olarak normal bi-
reylerin %3-4tinde F508 mutasyonu mevcuttur (onlar: ta-
styict —heterozigot— olarak adlandiririz). F508 mutasyonu
homozigot olan bireyler daha ciddi olarak etkilenmislerdir.
Linkaj esitsizliginin gii¢lii gdstergeleri olan XV2.c ve KM19
marker’lari, kistik fibrozis tagiyicilik riskini tarif etmek icin
genetik danigmanlikta kullanilmaktadir. Bir esin heterozigot
oldugu bilinen ve digerinin durumu bilinmeyen ciftlerde en
degerli tekniktir [28,32].

Bir kistik fibrozis hastasinda yogun testlerden sonra ta-
nimlanmamig iki mutasyon saptandiginda, prenatal tani
amaciyla kistik fibrozis tagiyan kromozomlari tanimlama pro-
sediirii olan intragenik marker’larin kullanimina bagvurmak
gerekebilir [7].

Hem allel spesifik oligoniikleotid problamada hem de
farkli restriksiyon enzim kesiminde normal ve mutant alleller
arasindaki tam sekans farkini bilmek gereklidir. Bu bilgi, in-
celenen bolgenin se¢ilmis amplifikasyonu i¢in PCR primer-
lerinin tasarimina olanak saglar [28].

TEDAVI

a. Semptoma yonelik tedavi yaklagimlar::

Bakteriyel infeksiyonun ve kolonizasyonun kontrolii icin
izole edilen mikroorganizmalara yonelik ¢zgiil antibiyotik te-
davisi gerekir. Kistik fibrozisli hastalarda pulmoner hastaligin
tedavisinde, sekresyonlarin mekanik drenaji énemli yer tutar.
Infeksiyon veya doku dekstriiksiyonu iyi lokalize olmussa ve
ciddi boyutta ise bazen cerrahi miidahale gerekli olabilir [3,8].

Kistik fibroziste her zaman kolay olmasa bile, genel olarak
beslenme sorunlari i¢in ¢éziimler {iretmek zor olmaz. Protein-
den zengin diyet uygulanir. Sindirim ve emilim olabilmesi
icin hastalarin %90’ina pankreas enziminin verilmesi gere-
kir. Cocugun biiyiime ve gelisiminin iyi olmasi ve diizenli ki-
lo almasi tedavinin etkinligini gosterir [3,9].

b. Gen tedavisi:

Laboratuvarda rutin olarak akciger hiicre kiiltiir yontem-
leri olmadig1 igin in vivo gen terapisi yontemleri benimsen-
mistir. Ik adenoviriis aracili protokol 1993’te baglamustir ve
hazirlayict veri in vivo respiratuar epitel icinde gen transferi-
ni dogrulamasina ragmen islemin giivenilirligi hakkinda bii-
yiik kaygi olusmustur. Gen terapisi denemelerinde, adenovi-
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riis vektorler ya da lipozomlar, CFTR minigen transferi i¢in
nazal kavite yoluyla ve bronkoskop araciligiyla kullanild:
[32]. CFTR geni ya da CFTR ¢cDNA’s1 uygun bir vektor igi-
ne yerlestirilebilirse (adeno grubu viriislerle) aerosol teknigi
ile alic1 epitel hiicrelerine penetre olur ve uygun bir protein
ekspresyonunu basarir [28].

Retroviral vektorler de, konak hiicre genomuna entegre
olabilme yetenekleri nedeniyle, kistik fibrozisin gen tedavisi
icin uygun ve cekici vektorlerdir. Bu sekilde, uzun siireli
ekspresyonu ve belki de tedaviyi yonlendirebilirler. Bununla
birlikte, hava yolu epiteline gen transferi igin yapilan retro-
viral uygulamalar, prolifere olan hiicre gerekliligi ve diigiik
titreler ile sinirlandirilmigtir. Retroviral driinlerle ilgili an-
laml: geligsmeler titre ile ilgili bazi endiseleri gidermistir. Len-
tiviral vektorlerin gelisimi de retroviral uygulamalar ile gen
tedavisinin, boliinmeyen hiicrelerde uygulanabilirlik sansini
belirlemede yardimci olmustur. Bu gelismelere ragmen hava
yolu epitelinin apikal membran1 gen transferi icin énemli bir
bariyer olusturmaya devam etmektedir [41].

CFTR geni icin hedef hiicreler olan solunum epiteli ve
ozellikle de submukozal bez hiicrelerine postnatal gen trans-
feri ¢abalarinda karsilagilan giicliikleri asmada yeni yontem-
ler denenmektedir. Yeni bir caligmada, adenoviriis vektorler-
le insan fetal trakeal organ kiiltiirlerinde solunum epiteli ve
submukozal bez hiicrelerine gen transferinin 4 haftalik siire-
de miikemmel sekilde ve yiiksek etkinlikle basarildigi bildi-
rilmistir. Bu sonucun, fiziki bariyerlerin daha az ve hedef
hiicreye ulagimin daha kolay olmasindan kaynaklandig: vur-
gulanmistir. Kistik fibrozis gibi dogumsal hava yolu hastalik-
larinin tedavisi amaciyla, adenoviriis vektorler araciligiyla fe-
tal trakeal epitele yonelik gen transferi uygulamasinin daha
etkin gen transferi sagladig1 bildirilmektedir [6].
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