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AF508, AI507 ve F508C kistik fibroz mutasyonlarinin gergcek-  zamanl
multipleks PCR ile hizli analizleri

Rapid analysis of the cystic fibrosis AF508, AI507 and AF508C mutations by
real-time multiplex PCR
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Ozet

Amag: Kistik fibroz genellikle ¢cocukluk yaslarinda ortaya ¢ikan ve tim ekzokrin bezlerin fonksiyon bozuklugu ile
seyreden kalitsal bir hastaliktir. Avrupa’ da yaygin olarak goériilen bu hastalik kisilerin yasam kalitesini etkilemekte ve
tekrarlayan agir solunum yolu enfeksiyonlarinin agctiklari komplikasyonlar nedeniyle, erken yasta 6lume yol
acmaktadir. Kistik fibroz’ daki en yaygin mutasyon AF508’ dir. Bununla birlikte, binden fazla kistik fibroz gen (CFTR)
mutasyonu tanimlanmistir; AI507 ve F508C gibi. F508C ve AF508 mutasyonlari ayrica konjenital vas deferens
agenezin gelisiminde de rol oynarlar. Calismadaki amacimiz, ayni CFTR gen bdlgesine dusen bu U¢ mutasyonu
gergek-zamanli multipleks PCR ydntemi ile hizli analizlerini gergeklestirmekti.

Gereg ve Yontem: Ege Bolgesinde yasayan kistik fibrozlu veya konjenital unilateral vas deferens agenezisi bulunan
toplam 116 olgunun DNA &rnekleri, tek bir calismada G¢ CFTR mutasyonun ayirici tanilarina gidilecek sekilde
tasarlanmis olan gergek zamanl bir multipleks PCR ydntemiyle calisildi. Kullanilan yontem ayrica jel elekroforezi ve
dHPLC ydntemleriyle de karsilastirildi.

Bulgular: Calismanin sonunda, AI507 ve F508C mutasyonlari i¢in tasiyici olgu saptanmamasina karsilik, olgularin
% 6.0’ s1 AF508 aleli icin heterozigot taslyici ve % 1.8 i de homozigot hasta bulundu. AF508 mutasyonunun gérilme
sikhgi % 4.7 olarak belirlendi. Gergek-zamanh multipleks PCR ydnteminin jel elektroforezi ve dHPLC’ den daha hizl
sonug verdigi goruldi.

Sonug: Kistik fibrozlu veya konjenital unilateral agenezisi bulunan olgularda CFTR AF508, AI507 ve F508C gen
mutasyonlarinin hizli tayininde gergek-zamanh multipleks PCR ilk tercih edilen ydontem olmalidir.

Anahtar kelimeler: Kistik fibroz, konjenital unilateral vas deferens agenezisi, CFTR, AF508, Al507, F508C, mutas-
yon, gercek-zamanl PCR, multipleks, jel elektroforezi, dHPLC, Ege Bolgesi.

Summary

Purpose: Cystic fibrosis, usually seen in childhood, is a hereditary disease that proceeds with the dysfunction of all
exocrine glands. The disease is widely spread in Europe, affects the life quality of the affected individuals and causes
their early death because of complications resulting from repeatedly serious respiratory tract infections. The most
common mutation in cystic fibrosis is AF508. But so far, more than a thousand of other mutations have been
discovered in the cystic fibrosis gene (CFTR); like AI507 and F508C. F508C and AF508 mutations are also
implicated in the development of congenital vas deferens aplasia. The aim of this study was the rapid analyses of
these three mutations that reside in the same CFTR gene region with a real-time multiplex PCR method.

Methods: A total of 116 DNA samples of cases coming from the Aegean Region with cystic fibrosis or unilateral vas
deferens aplasia were analyzed by a specifically designed real-time multiplex PCR method that detects all three
CFTR mutations in one-step. The applied method was also compared with gel electrophoresis and dHPLC methods.
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Results: Although, we could not detect any carrier for the AI507 and F508C mutations at the end of our study; 6.0 %
of the cases were heterozygous carriers for the AF508 allele and 1.8 % homozygous ill. The frequency of the AF508
mutation was defined as 4.7 %. The applied PCR method was also found to be faster in obtaining results compared

to gel electrophoresis and dHPLC.

Conclusion: The employed real-time multiplex PCR method should be the preferential method for the rapid analysis
of the CFTR AF508, A1507 and F508C gene mutations in cases with cystic fibrosis or congenital unilateral vas defer-

ens aplasia.

Key words: Cystic fibrosis, congenital unilateral vas deferens aplasia, CFTR, AF508, Al507, F508C, mutation, real-
time PCR, multiplex, gel electrophoresis, dHPLC, Aegean Region

Girig

ilk kez 1935 yilinda Dorothy H. Andersen tarafindan
tanimlanan kistik fibroz, basta ekzokrin pankreas olmak
Uzere, tum ekzokrin bezlerin fonksiyon bozuklugu ile
seyreden kalitsal bir hastaliktir (1). Cinsiyete bagli olma-
yan, otozomal resesif gecisli bu hastaligin beyaz irktaki
tasiyicihk orani 1/25 ve canli dogum insidansi 1/2.000-
3.500’ dir. Bununla birlikte, gérilme sikligi etnik gruplar
arasinda ve Ulkeden llkeye buyuk farkliliklar gosterir (2).
Kistik fibroz hastaligina neden olan gen 7. kromozomun
g31.2 bolgesine lokalize edilmistir ve 250 kilobaz (kb)
uzunlugundadir; Gzerinden 6.5 kb uzunlugunda bir
mMRNA ve 1.480 aminoasit buylkluginde bir protein
sentez edilir (3-6). Kistik fibroz transmembran regulator
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,
CFTR) adini alan bu protein normal hiicrelerde klor (CI)
transportundan sorumlu bir kanal olusturur. CFTR ge-
ninde en sik rastlanilan ve kistik fibroz hastaligina neden
olan mutasyon AF508 (F508del)’ dir. Bu mutasyonda, {i¢
bazin delesyonu sonucunda proteinin 508. pozisyonun-
daki fenilalanin aminoasidi eksik kodlanir (5-8). AF508
mutasyonu proteinin anormal iglenmesi ve tasinmasina
neden oldugundan, mutant alel Uzerinden kodlanan
protein membranlarda bulunmaz (9). Bu nedenle,
viskositesi artmis sekresyonlar olgularin akcigerlerinde
birikir ve bakterilerin Uremesiyle agir enfeksiyonlar geli-
sir. Tekrarlayan enfeksiyonlar, olgularin kronik ilerleyici
obstriktif hastalik gelistirmelerine ve erken yasta 6lmele-
rine neden olur (2). Gunumizde AF508 mutasyonu
digsinda 1.000' nin Uzerinde CFTR mutasyonu daha
tanimlanmistir (10). Bunlardan AI507 ve F508C, ayni
AF508 mutasyonu gibi proteinin ilk nikleotid-baglama
bdlgesini etkilerler (11-12). Kistik fibroz hastalarin hangi
mutasyonu tasidiklarinin belirlenmesi, mutasyonlarin
hastahdin klinige yansimasi ve siddeti ile dogrudan iliskili
olduklarindan ¢ok énemlidir (13). Ornegin, adi gegen bu
U¢ mutasyon kistik fibroz hastaligina yol actiklar halde,
hastalidin klinige daha siddetli yansimasina ve akciger
fonksiyonunun yasa bagli gittikce azalmasina neden
olani AF508’ dir (14). Ayrica AF508 mutasyonu, F508C
ile birlikte vas deferens’ in konjenital bilateral agenezine
ve bu sekilde infertiliteyle de yol acabilmektedir (15).

Calismadaki amacimiz, ayni CFTR gen bdlgesi icine
disen AF508, AI507 ve F508C mutasyonlarint hizli bir
metod olan ger¢cek-zamanli PCR ydntemi ile ayni anda,
yani multipleks olarak, kistik fibroz veya vas deferens
agenezisi bulunan olgularda saptamak ve Ege Bolgesi’
ndeki gorilme sikliklarini belirlemekti.
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Gereg ve Yontem

Olgular: Calisma grubumuz, 2000 — 2005 yillari arasinda
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hasta-
liklari Anabilim Dall’ na bagvuran ve Kklinik olarak kistik
fibroz tanilar konulan 114 ve Uroloji Anabilim Dal’ na
basvuran ve konjenital unilateral vas deferens agenezisi
bulunan 2, toplam 116 olgudan olusmakta idi. Tim olgu-
lar Ege Bolgesi’ nden gelmekteydi.

DNA izolasyonu: Her olgudan alinan 3 ml periferik kan
ornegi, antikoagulant olarak EDTA iceren bir tup iceri-
sinde DNA izolasyonu yapilana kadar -20C’ de saklan -
di. DNA izolasyonu icin High Pure PCR Template
Preparation Kit' i kullanildi (Roche Applied Science).
Nikleik asidi cam lifli filtreye baglama prensibine daya-
nan bu izolasyon islemi sonrasinda, DNA' nin konsant-
rasyonu spektrofotometrik olarak dlgtldi. Olgularin DNA'
lari PCR’ lari gerceklestirilene kadar -86C’ de saklandi.

Gergek-Zamanh Multipleks PCR: AF508, AI507 ve
F508C mutasyonlarini igeren 256 baz cift' lik (b¢) CFTR
gen bolgesi bir ¢ift primer ve floresan-isaretli prob kulla-
nilarak ¢ogaltildi. Primer ve problarin dizileri; ileri primer
5'-GGAGGCAAGTGAATCCTGAG-3', geri primer 5'-
CCTCTTCTAGTTGGCATGCT-3', fluorescein-isaretli
prob 5-TTTTCCTGGATTATGCCTGGCACCATTAA-F3',
ve LCRed640-igaretli prob 5'-LCRed640-
GAAAATATCATCTTTGGTGTTTCC-P3' di. Son hacim
10 pl olacak sekilde hazirlanan PCR reaksiyon karigimi
4.0 mM MgCl,, 0.50 uM ileri primer, 0.50 uM geri primer,
0.20 uM fluorescein-isaretli prob, 0.25 uM LCRed640-
isaretli prob, 1x LightCycler-DNA Master Hybridization
PCR tampon c¢ozeltisi / enzim karsimi ve 50 nmol
genomik DNA icermekteydi. PCR sartlari; 95C’ de 1 dk’
lik ilk denattrasyonu takiben; 45 dongi, 95T’ de 0 sn
denaturasyon ve 63T’ de 25 sn baglanma ile uzama;
erime egrisi analizi i¢in, 95C’ de 0 sn denatlrasyonu
takiben 1s1 degisim orani 2%C/sn olacak sekilde 71C’ ye
kadar sogutma, sonra is1 deg@isim orani 0.1C/sn olacak
sekilde 37C’ ye kadar tekrar bir sogutma ve ayni 1si
degisim orani ile 70C’ ye kadar isitma; son olarak ta
40C’ de 30 sn son sodutma olacak sekilde gercek-
zamanl bir PCR cihazi olan LightCycler® 1.2v' de ayar-
landi (Roche Applied Science). Her mutasyon icgin olgu-
larin genotiplendiriimeleri, calisma sonrasinda olugan
PCR drlnlerin erime derecelerine (melting temperature,
Tm) gore cihazin F2 kanalinda gerceklestirildi.

Konvansiyonel PCR: Aralarinda 3 bg¢’ lik fark bulunun
yabanil tip (wild type, wt) ve AF508 CFTR alellerini, jel
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elektroforezi ve denature edici yuksek performansli likit
kromatografisi (dHPLC) ydntemleriyle ayirabilmek igin
olgularin DNA' lari yine ayni ileri ve geri primerler
kullanilarak konvansiyonel PCR’ a tabi tutuldu. Son
hacim 50 pl olacak sekilde hazirlanan PCR reaksiyon
karisimi 1.5 mM MgCl,, 0.50 uM ileri primer, 0.50 uM
geri primer, 0.20 mM dNTP karigimi, 1 U Taq DNA
polimeraz enzimi, 1x PCR tampon ¢o6zeltisi ve 50 nmol
genomik DNA icermekteydi. PCR sartlari; 94C’ de 3 dk’
lik ilk denatlirasyonu takiben; 40 déngl, 95T’ de 1 dk
denaturasyon, 56C’ de 1 dk ba glanma ve 72’ de 1 dk
uzama; 72C’ de 10 dk son uzama sonrasinda da 4<C’
de « sogutma olacak sekilde CTC-3000 PCR cihazinda
ayarlandi (Techne).

Jel Elektroforezi: PCR UrUnlerinin 10’ ar ul’ leri % 2’ lik
agaroz ve % 12’ lik poliakrilamid jellerde yurituldi, EtBr
ile boyandi ve bir jel goruntileme sisteminde
degerlendirildi (Vilber Lourmat).

dHPLC: Daha 6nce hazirlanmis olan PCR 6rneklerin 5-
10 plI' leri WAVE MD System Model 4000 dHPLC
cihazinda caligildi (Transgenomic). Erime profili olarak
56C’ den 60T’ ye kadar bir aralik belirlendi ve
heterozigot oldugu bilinen  6rneklerin  profilleri
cikartilmaya cahisildi.

istastiksel Analiz: Elde edilen sonuclar yiizde degerleri
verilerek hesaplandi ve daha o©nce yayinlanmis olan
arastirma sonugclari ile karsilastirlarak degerlendirildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 116 olgunun yas ortalamalar
11.00 = 12.06’ di. Bunlarin, 63’ Ui erkek (11.35 + 12.53)
ve 53’ 0 kadindi (10.81 £ 11.44). Cocuk ve erigkin olarak
degerlendirildiklerinde ise, 1-16 yasindaki 93 c¢ocuk
olgunun yas ortalamalari 6.00 + 4.42 ve = 17 yasindaki
23 eriskin olgunun yas ortalamalari da 33.00 + 6.80’ di.
Olgularin cinsiyete ve yas gruplarina goére yas
ortalamalari Tablo 1' de O6zetlenmistir. Arastirilan Uc¢
CFTR gen mutasyonu igin yabanil genotipte olan olgular
% 92.2, AF508 aleli i¢in heterozigot tasiyici olan olgular
% 6.0 ve AF508 aleli icin homozigot hasta olan olgular %
1.8’ di.

Tablo 1. Yas Ortalamalari. Calismadaki olgularin yas ortalama-
lar, cinsiyetlerine ve yas gruplarina gore hesaplan-
mistir. *SD: standard deviation, standart sapma.

Cinsiyet / Ya § Grubu Ya s Ortalamasi + SD*

Erkek (n = 63) 11.35+12.53
Kadin (n = 53) 10.81 +11.44
0-16 Yas (n = 93) 6.00 + 4.42

>17 Yas (n = 23) 33.00 +6.80
Toplam (n = 116) 11.00 +12.06

Olgularin hicbiri AI507 ve F508C mutasyon taslyicisl
degildi. Ayrica, iki konjenital vas deferens agenezili olgu
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da arastinlan U¢ kistik fiboroz mutasyonu icin yabanil
genotipteydi. Buna goére, Ege Bélgesi kistik fibrozlu olgu-
lardaki CFTR AF508 alelinin gorilme sikligi % 4.7 olarak
belirlendi. Olgularin CFTR AF508 mutasyonu igin
genotip ve haplotip dagilimlari Tablo 2’ de 6zetlenmistir.

Tablo 2. CFTR AF508 Gen Mutasyonu i¢in Genotip ve Haplotip
Dagilimi. Calismadaki olgularin CFTR AF508 gen
mutasyonu i¢in genotip ve haplotip dagilimlari cinsiye-
te gore sayl ve ylzdeleri verilerek hesaplanmistir.
WT: wild type, yabanil tip; HT: heterozygote,
heterozigot tasiyici; M: mutant, homozigot hasta.

CFTR AF508 Erkek Kadin Toplam
n =63 n =53 n =116
Genotip
WT n (%) 60 (95.2) 47 (88.7) 107 (92.2)
HT n (%) 3(4.8) 4 (7.5) 7 (6.0)
M n (%) 0(0) 2(3.8) 2(1.8)
Haplotip
WT n (%) 123 (97.6) 98 (92.4) 221 (95.3)
M n (%) 3(2.4) 8 (7.6) 11 (4.7)

=
-0

250!

Resim 1. AF508 igin Normal, Heterozigot ve Homozigot Olan
Olgularin % 2’ lik Agaroz Jel Elektroforez Goruntuleri.
Resimde, bazi olgulara ait PCR urinlerinin % 2’ lik
agaroz jel elektroforez sonrasi gorintileri verilmistir:
b¢: baz cifti; B: Belirteg DNA (GeneRulerTM 50 bp
DNA Ladder; MBI Fermentas); 1 No.’ lu Ornek: Ya-
banil genotipe sahip olgunun PCR irlnd; 2 No." lu
Ornek: AF508 heterozigot taglyicl genotipe sahip ol-
gunun PCR uriini; 3 No." lu Ornek: AF508 homozigot
hasta genotipe sahip olgunun PCR drinid; 4 No’ lu
Ornek: Negatif H,O Kontrol.
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Sekil 1. AF508, AI507F ve 508C Mutasyonlarinin Gergek-Zamanl Multipleks PCR Sonuglari. Grafikte 6rneklerin erime egrileri
gorilmektedir. Y-ekseni egrinin ilk negatif derivatifi (-dF/dt) zamana karsi alindidinda elde edilen degerleri, X-ekseni I-
sty! belirtir. Erime 1sisi (Tm) egrinin pik noktasindan okunur. Buna gore, ¢alismada kullanilan CFTR heterozigot pozitif
kontrollerin Tm degerleri sirasiyla, AF508 icin 49.0 £+ 1T ile 61.0 £ 1T (_._ e gri), AI507 i¢in 51.0 £ 1T ile 61.0 + 1C

(___ egri) ve F508C i¢in 56.0 + 1T ile 61.0 £ 1C’ dir ( _.. egri). Negatif kontrolin Tm degeri bulunmamaktadir ( _ _
egri).
:’qﬂc':e{rel. Heterazigot

FSOSdel, Hormozigot
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LR L
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Sekil 2. AF508 Mutasyonunun Gergek-Zamanli Multipleks PCR Sonuglari. Grafikte AF508 mutasyonunu tasimayan yabanil
genotipteki bir olgunun 61.0 + 1C’ de verdi i tek pik (..... egri), AF508 icin homozigot hasta olan bir olgunun ve
homozigot pozitif kontroliin 49.0 + 1C’ de verdikle ri tek pik (sirasiyla, _.. ve ___ egri), ve AF508 heterozigot pozitif
kontroliin 49.0 + 1 ile 61.0 + 1T’ de ( _._ e gri) verdigi iki pik gorilmektedir. Negatif kontrol, DNA yerine H,O icerdi-
ginden Tm degeri bulunmaz ve egrisi diiz ¢gikar ( _ _ egri).
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Gercek-zamanli multipleks PCR sonrasinda elde edilen
CFTR gen urlnlerin wt ve mutant alel olarak ayirimlari,
erime egrisi analizi sonrasi belirlenen Tm derecelerine
gore gerceklestirildi. Buna gore wt alelin Tm derecesi
61.0 £ 1C, AF508 alelin 49.0 + 1C, AI507 alelin 51.0 +
1T ve F508C alelin 56.0 + 1T’ di ( Sekil 1-2).

CFTR geninin PCR ile cogaltilan wt ve AF508 alel
buyuklukleri, sirasiyla 256 bg ve 253 bg’ di. Olusan bu iki
farkli uzunluktaki PCR Gruninidn jel elektroforez ile
ayinmlarn % 2’ lik agaroz (Resim 1) ve % 12’ lik
poliakrilamid (g6sterilmedi) jelleriyle gerceklestiriimeye
calisildi. Buna gore, AF508 mutasyonu icin yabanil
genotipte veya homozigot hasta olan olgularda sirasiyla,
256 bg veya 253 bg¢ uzunlugunda birer band; AF508
mutasyonu igin heterozigot tasiyici olan olgularda ise
256 ve 253 bg¢ uzunlugundaki her iki band gorilecekti.
Ancak, her iki jelde de CFTR AF508 mutasyonu igin
heterozigot tasiyici olan olgularin aleller arasindaki bu 3
b¢’ lik fark gorilebilir bir sekilde ayrilamadi ve yabanil ile
mutant aleller arasinda bir buyukliukte, tek, kalin ve
parlak bir band gibi gériindii (Resim 1).

Normalde dHPLC yonteminde arastirilan mutasyon igin
heterozigot tasiyici olan hasta 6rneklerinde karakteristik
heterodupleks bir yapinin goériilmesi beklenir (Sekil 3,
ortada). Fakat, PCR’ da kullanilan ileri ve geri primerlerin
yapilart ve bodylece cogaltlan CFTR wt ve AF508
alellerin yapilari dHPLC sisteminde ayiriimaya uygun
olmadiklarindan, istenilen bu heterodupleks yapi
g6zlenemedi (Sekil 3, sagda). Bunun icin, geri kalan
ornekler de dHPLC uygulamalarina tabi tutulmadi.

Y

Homodupleks Heterodupleks Heterozigot AFS08 Ornedi

Sekil 3. AF508 Mutasyonu igin Heterozigot Taslyici Olan Bir
Olgunun dHPLC Sonucu. Sekilde, arastirilan gen mu-
tasyonu i¢in yabanil veya homozigot hasta genotipte
olan bir olgunun dHPLC sonrasi gorulmesi beklenilen
homodupleks egrisi (solda) ile heterozigot genotipte
olan bir olgunun heterodupleks egrisi (ortada) gorul-
mektedir (34). Sag tarafta ise, AF508 mutasyonu igin
heterozigot tasiyici olan bir olgunun egrisi gorulmek-
tedir; normalde heterodupleks yapida olmasi gereken
bu egri calismamizda dogrusal bir ¢izgiye yakin ¢ik-
mistir.

Tartigsma

Ege Bolgesi kistik fibrozlu veya konjenital unilateral vas
deferens agenezisi bulunan toplam 116 olgunun AF508,
AI507 ve F508C mutasyon sikliklari arastiriidiginda, bu
oranlarin Al507 ve F508C icin % O ve AF508 igin % 4.7
oldugu belirlendi. Bununla birlikte AF508 icin elde edilen
deger, simdiye kadar Tirk toplumundaki kistik fibroz
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hastalari ile yapiimig olan arastirmalarda bulunan en
distk olanidir. Normalde AF508 mutasyon sikhginin
Tark kistik fibroz hastalarinda % 15-28.4 oldugu
gosterilirken (16-19), Inal ve arkadaslarinin Cukurova
Bolgesi icin belirledikleri oran da dusuk ve % 8.8’ di (20).
Almanya’ da yasayan Turkler' deki AF508 mutasyon
sikhgi ise % 22-27’ dir (21). AF508 en sik kistik fibroza
neden olan mutasyon olmakla birlikte, toplumlarin etnik
ve bdlgesel kdkenlerine bagh olarak gorulme orani %
17.9 ile % 90 arasinda degismektedir (13). Farkli Avrupa
toplumlari ile yapilan arastirmalarda AF508 mutasyon
sikhdinin Kuzey Avrupa’ ya dogru gittikce arttigi ve en
yuksek Danimarka’ da oldugu gosterilmistir (13, 22-23).
Kopriibasi ve arkadaslarinin da belirtmis olduklarn gibi
Avrupa ulkelerinin gogunda AF508 mutasyon sikhidi Tark
toplumunkinden daha yiksek ve % 40-70 arasindadir
(16).

AIF507 ve F508C mutasyonlarinin Turk toplumundaki
gorulme sikhklariyla ilgili bilgi bulunmamaktadir. Fakat,
Almanya’ da konjenital bilateral veya unilateral vas
deferens agenezili 106 hastanin F508C mutasyon
frekansinin % 3 ve AF508' in % 54 oldugu gosterilmistir
(24). Daha sonra, yine Almanya daki arastirma
grubunun ve Dayana¢ ile arkadaslarinin birlikte
yirGttikleri ve toplam 51 Tirk konjenital bilateral vas
deferens agenezili hastayr inceledikleri c¢alismada,
AF508 mutasyon frekansinin yalnizca % 1.9 oldugu ve
F508C mutasyonuna da hi¢ rastlanilmadigi ortaya
konulmustur (25). Konjenital vas deferens agenezin
siklikla obstruktif azoospermi’ ye yol actigi ve erkeklerde
% 1-2 oraninda infertiliteye neden oldugu bilinmektedir
(26). Bu calismada, konjenital unilateral vas deferens
agenezili iki infertil erkek olgunun, arastinlan her Uc
CFTR gen mutasyonu igin taslyict olmadiklari
belirlenmigtir.

Kistik fibroz tanisinda degisik molekiler yéntemlerden
faydalanilmaktadir. Bunlardan bazlari heterodupleks
analizi, denatire edici gradiyent jel elektroforezi,
restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP),
floresan rezonans enerji transferi (FRET), floresan-
temelli oligonikleotid ligasyon, floresan problu nick-
translasyon PCR ve gercek-zamanh PCR’ dir (12, 27-
32). Calismada CFTR AF508, AIF507 ve F508C
mutasyonlarin tayininde FRET teknigine dayali gercek-
zamanh multipleks PCR yontemi (33) kullanildi ve jel
elektroforezi ile dHPLC yontemleriyle karsilastiridi.

Gergek-zamanli  multipleks PCR ydnteminin baslica
tercih edilme sebebi, diger yontemlere goére daha hizli
olmasidir: 32 hasta 06rneginin  calisiimasi  ve
mutasyonlarinin  belirlenmesi ~30 dk surmektedir.
Degerlendirme dogrudan cihazin kendisi tarafindan,
PCR asamasinin hemen ardindan, floresan isaretli
problarin  6zgil Tm  degerlerinin  dlgtlmesiyle
gerceklesmektedir. Bu esnada &rneklerin  bulundugu
kapiller tipler acilip, pipetle agaroz jele yiklenmedikleri
icin, kontaminasyon riski ve zaman kaybi ¢ok duguktur.
Yontemin bir diger avantaji ise, her amplifikasyon
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dongusu sonrasindaki dUrin artisinin - gercek-zamanl
olarak cihazin bilgisayar ekranindan izlenebiliyor
olmasidir. Buna gore, eger bir drnekteki Griin artisi geg,
yani c¢alismanin sonlarina dogru gerceklesiyorsa,
calismaya dogrudan midahale edilerek déngu sayisi
arttinlabilmektedir; ya da tersi, zaten yeterince uriin elde
edilmis ise, calisma ©nceden sonlandirilabilmektedir.
Tek bir calismada her (i mutasyonun bir kerede yuksek
6zgullikte belirlenebiliyor olmasi da hem maddi, hem de
zaman aclisidan avantajli olmaktadir (32-33).

AF508’ deki delesyon nedeniyle, ilgili mutant alel
Uzerinden olugan PCR Urunu wt aleline gére 3 b¢ daha
kisadir. Kullanilan gercek-zamanli PCR ydntemin
hassasiyeti ve elde edilen sonuclarin dogrulugunu
gOsterebilmek icin, ayni zamanda konvansiyonel PCR
sonrasi jel elektroforezi ve dHPLC de gerceklestiriimis
ve elde edilen sonuglar birbirleriyle karsilastiriimigtir.
Bunun sonucunda, % 2’ lik agaroz ve % 12’ lik
poliakrilamid jeller Uzerinde kosulan AF508 ve wt alelleri
birbirlerinden yeterince iyi ayrilamamistir. Bununla
birlikte, ayni aleller heterodupleks olusturulmasi
sonrasinda dislik mobilite 6zel poliakrilamid jel
sistemiyle ayrilabilirdi (20, 28). Fakat, bu durumda bile
PCR sonrasi poliakrilamid jelin hazirlanmasi, érneklerin
jelde kosulmasi ve boyanarak incelenmeleri gibi bazi ek
islem ve haziliklarin yapilmasi gerekeceginden, gergek-
zamanlh PCR’ dan daha gec¢ sonuglar elde edilecek ve
daha az 6rnek birlikte incelenebilcekti.

Normalde dHPLC 1 bg’ lik delesyonu saptayabilecek
hassasiyete sahip bir ybntemdir. Girardet ve
arkadaslarinin yaptiklari bir caismada dHPLC ile tek bir
lenfosit hiicresindeki AF508 mutasyonu saptanabilmis ve
yontem preimplantasyon genetik calismalari igin

onerilmistir (34). Bu calismada, heterozigot hasta
ornekleri icin beklenilen heterodupleks  yapi
Kaynaklar

gOsterilememis ve nedeni olarak PCR’ da kullanilan
primer yapilarin uygunsuzlugu disunulmustir. Fakat,
dHPLC' nin standardizasyonu igin farkli primer ciftleri

kullaniimis  olunsa dahi, heterodupleks yapinin
olusumuna neden olan mutasyonun kesin
belirlenebilmesi icin DNA dizi analizinin yapilmasi

gerekecekti. Boylece bu ydntem, CFTR genin ayni
bolgesini disen  AF508, AIF507 ve F508C
mutasyonlarinin ayirici tanisi i¢cin tek basina yeterli
degildir. dHPLC ydntemi ayrica, ayni jel elektroforezi gibi
PCR sonrasi bazi ek islem ve hazirliklarin yapiimasina
gerek duydugundan, gercek-zamamh PCR’ dan daha
ge¢ sonuclar vermektedir. Kistik fibroz stiphesinde hizli
genetik sonu¢ verilmesi, 06zellikle preimplantasyon
genetik tani (preimplantation genetic diagnosis, PGD)
veya ileri gebelik haftalarindaki prenatal tanida c¢ok
6nem kazanmaktadir.

Sonug olarak, bu calismada gergek-zamanli multipleks
PCR kullanilarak kistik fibrozlu veya konjenital unilateral
agenezisi bulunan olgularda CFTR AF508, AlI507 ve
F508C gen mutasyonlarinin  go6rilme  sikliklari
arastirimis ve AF508 icin % 4.7 bulunmustur. Gergek-
zamanh multipleks PCR, jel elektroforezi ve dHPLC
yontemleriyle  karsilastirildiginda  daha  avantajli
bulunmus ve normal genetik taninin yaninda, hizl tani
konulmasi gereken durumlarda (6rn.: PGD ve prenatal
tani) ilk uygulanmasi gereken yontem olarak dnerilmistir.
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