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OZET

TURKIYE’DEKI KiSTiK FIBROZISLi HASTALARDA CFTR GENIi
DNA VARYANTLARININ KARAKTERIZASYONU VE
FENOTIPiK OZELLIKLERI iLE ILISKIiSIi

0z, Atilla

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Damgmant: Prof. Dr. Afig BERDELI
Temmuz 2017, 119 sayfa

Kistik fibrozis bircok viicut sistemini etkileyen otozomal resesif bir
hastaliktir. Kistik fibrozis transmembran regulatér (CFTR) geninde meydana
gelen mutasyonlar, bu hasliga neden olur. CFTR geni insanda kromozom 7
tizerinde lokalize olup 250000 niikleotidden meydana gelir. ABCC7 olarakta
bilinen CFTR proteini hiicrede kanal proteini olarak gorev yapar ve klor
iyonlarinin hiicre igine ve disina gecisini kontrol eder. CFTR genindeki

mutasyonlar, CFTR proteininin yapisinda degisiklige neden olabilir.

Saglikli (control grup) 25 bireylerden ve kistik fibrozis siiphelisi 30
bireylerden genomik DNA o6rnekleri DNA sekans yontemi ile karsilastirilmistir.

Tiim gen analizi ile CFTR genindeki mutasyonlar tespit edilmistir.

Saglikli bireylerin hi¢ birinde hastalik yapici mutasyon gézlenmezken, buna
karsin hasta grubunda, 26 farkli mutasyon gozlenmistir. Hasta grubunda en yaygin
gbzlenen mutasyonlar ve goriilme oranlar sirasiyla, F508del (%13.3), F1052V
(%13.3), 1148T (%10), R297Q (%6.6), E92K (%6.6), E632X (%6.6), bunlarin
yaninda R74W (%3.3), G126D (%3.3), L1831 (%3.3), G178R (%3.3), K174X
(%3.3), R347P (%3.3), E379X (%3.3), T388M (%3.3), M472V (%3.3), G542X
(%3.3), 1807M (%3.3), 19821 (%3.3), L1034F (%3.3), Y1092H (%3.3), K1165E
(%3.3), T12201 (%3.3), S1235R (%3.3), W1282X (%3.3), S1426F (%3.3)
mutasyon oranlari saptanmistir. Calismamizda veri tabaninda yer almayan alti
yeni mutasyon ilk olarak tanimlandi. Bu mutasyonlardan {ig¢ii misens (M472V,
K1165E, L1034F) biri sinonim (19821) ve iki taneside stop kodon (K174X,
E632X) mutasyonlaridir.

Anahtar sozciikler: Kistik Fiborizis, CF, CFTR, Mutasyon, DNA.






ABSTRACT

RELATION TO THE PHENOTYPIC FEATURES AND
CHARACTERIZATION OF THE CFTR GENOMIC DNA
VARIANTS IN PATIENTS WITH CYSTIC FIBROSIS IN TURKEY

0z, Atilla

PhD in Biotechnology Department
Supervisor: Prof. Dr. Afig BERDELI
July 2017, 119 pages

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease that affects many
body systems. It is caused by mutations to the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) gene. The CFTR gene is located on chromosome 7
and consisted of 250.000 DNA nucleotids. The CFTR protein also known as
ABCCY acts as a channel protein which control transition of chloride ions to the
inside and outside of the cells. The mutations in the CFTR gene can cause
changes in the structure of the CFTR protein.

In this study, genomic DNA samples taken from healthy (control group=25)
individuals were compared with the individuals with CF clinical pre-diagnosis
(working group =30) via the using of DNA sequencing method. Mutations in the
CFTR gene were detected by whole gene analysis.

None of the pathogenic mutations were observed in healthy individuals,
however, in the patient group, 26 different mutations have been observed. The
most common mutations observed in the patient group and the observation rates
were F508del (13.3%), F1052V (13.3%), 1148T (10%), R297Q (6.6%), E92K
(6.6%) and E632X (6.6%), R74W (3.3%), G126D (3.3%), L183I (3.3%), G178R
(3.3%), K174X (3.3%), R347P (3.3%), E379X (3.3% (3.3%), K1165E (3.3%),
T12201 (3.3%), S1235R (3.3%), 11270M (3.3%), 1807M (3.3%), 19821 3.3%),
W1282X (3.3%) and S1426F (3.3%). Also in our study, six novel mutations were
first described which are three missense (M472V, K1165E, L1034F), one
synonym (19821) and two stop codons (K174X, E632X) mutations

Keywords: Cystic fibrosis, CF, CFTR, Mutation, DNA sequencing.
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1. GIRIS VE AMAC

Tirkiyenin cografi konumu bakimindan populasyonlarin go¢ yollar
tizerinde bulunmasi ve akraba evliliklerinin fazla olmasi gibi nedenlerden dolay1
bircok genetik gecisli hastaliklar1 gdsterme potansiyeline sahipitir. Ulkemizde
goriilen genetik gecisli hastaliklardan biride, “Kistik Fibrozis” (CF/Cystic
fibrosis) (OMIM#291700) hastaligidir. Kistik fibrozis otozomal resesif bir
hastalik olup, beyaz irkta, 1/2500°de goriilme ve 1/25 tasiyicilik insidansina
sahiptir. Kistik fibrozis hastaligl, rinosiniizit, nazal polip, obstruktif akciger
hastaligi,  rekiirren  pulmoner infeksiyonlar,  gastrointestinal  sistem
malabsorbsiyonu, yag intoleransi, yagh diski, karaciger disfonksiyonu ve
intestinal obstriikksiyon gibi klinige sahiptir. Kistik Fibrozis Transmembran
Regulator proteinini kodlayan gende meydana gelen mutasyonlar sonucu Kistik
Fibrozis hastaligi, olusur. Litaratiirde, Kistik Fibrozis Transmembran Regulator
proteini ve bu proteinin olugsmasina neden olan gen kisaca CFTR olarak
tamimlanir (Riordan et al., 1989). CFTR geni, 7. kromozomun 7931.2 bandinda
lokalize olup yaklasik 250 kb’ lik CFTR genini kodlar. CFTR geni ise 27 ekzon
icermekte olup yaklagik 6,5 kb’ lik mRNA transkriptini sifreler (Sekill.1).
Yapilan molekiiler ve baglanti analizleri ile kistik fibrozis hastaligina, 7.
kromozom iizerindeki CFTR genindeki mutasyonlarin neden oldugu ve bu genin
hastalikla iligkili major bir gen oldugu arastiricilar tarafindan gosterilmistir

(Zielenski et al., 1991).
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Sekil 1.1. Kromozom 7 ve kistik fibrozis geni (Sharma et al., 2013).



Kistik Fibrozisli hastalarda genotip-fenotip iliskisi bilinmekle birlikte, ayni
mutasyona sahip bir¢ok hastanin klinik seyrinin birbirinden farkli oldugu,
gosterilmistir  (Kerem, 2006). CFTR genindeki polimorfik ve mutasyon
noktasinin, genin hangi domani iizerinde oldugunu belirlemek ve ilgili
mutasyonlarin hastaligin fenotipiyle iliskilendirilmesi hastaligin klinik seyrinin

bilinmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.

CF’nin Klinik tanisin1 kesin analamak igin DNA dizileme yonteminin
kullanilmas1 6nemlidir. Ancak bu yontemin hem pahali, hemde zaman alan bir
yontem olmasindan dolayi, bunun yerine kolay, hizli ve ucuz olmasi gibi
nedenlerden otiirti, ticari olarak iretilen 20 mutasyonluk stripp testleri tercih
nedeni olmaktadir. Ancak bu testler Diinyada insidansi fazla olan mutasyonlarin
taranmasina olanak saglamaktadir. CF’ye neden olan 1900 den fazla mutasyonun
olmasi ve bu mutasyonlarin bir¢ogu’nun bireysel veya ailesel olmasi, hizli sonug
veren bu gibi teslerin dogru sonug¢ vermesini kisitlayabilmektedir. Bu durumdada
bu mutasyonlarin disinda olasi mutasyonlarin gozden kacirilma ihtimali s6z
konusu olabilmektedir. Bu nedenerden otiirii, tilkemiz populasyonuna 6zgii CFTR
mutasyonlarinin siklikliginin belirlenmesi, ileride klinik tani igin yapilacak bu gibi

testlere ayrica bir litaratiir katkisi saglayacaktir.

Bu tez c¢alismasinda, laboratuvara kistik fibrozis molekiiler tanisinin
yapilmasi i¢in gonderilen bireylerden, CFTR geninin analizinin yapilmasi sonucu
elde edilen mutasyon veya DNA varyantlarinin protein yapisindaki roliini
belirleyerek fenotipe yansimasinmi aragtirmak amaglanmistir. Bu amagla ¢alisma
grubu (30 birey) ve saglikli grub (25 birey) olusturulmustur. Her iki grupta CFTR
geninin protein kodlayan ve intron-ekzon baglant1 bolgelerini i¢ceren 100bp (baz
cifti) bolgeleri DNA dizileme yontemiyle analiz edilmistir. Analiz sonucunda
caligma grubunu olusturan 30 bireyden 4’tinde homozigot mutasyon, 26’sinda ise
heterozigot mutasyon bulunmustur. Kistik fibrozis otozomal resesif bir kalitim
gosterdiginden dolayi, homozigot 4 birey hasta, 26 birey ise tasiyict olarak
saptinmistir. Saglikli grupta ise caligma grubunda saptanan patojenik etkisi olan
mutasyonlarin hi¢ biri saptanmamustir. Bu grupta 25 kiside sadece V470M amino

grup asit yer degisimi saptanmis ve benin varyantlar olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Tamim ve Tarihge

Kistik fibrozis (CF)(OMIM 291700), primer olarak solunum yollarinin
kronik obstriiksiyonu ve sindirim bozuklugu ile karakterize olmakla birlikte,
cocuk ve geng eriskinlerde ¢oklu organ tutulumu gosteren kalitsal bir hastaliktir.
Hastalarda ter, tiikiiriik bezleri, kalin bagirsak enfeksiyonlari, havayollari,
pankreasa ait egzokrin glandlardan anormal sekresyonlar, ¢omak parmak,
erkeklerde tiirogenital anomaliler’in olusumu gibi klinik bulgulara sahiptir.
Hastaligin bagslica klinik o6zellikleri ise kronik obstriiktif ve siipiiratif akciger
hastalig1, egzokrin ve endokrin pankreas yetmezligi, terde yiiksek sodyum ve klor
kaybina bagl gelisen Psddo-Bartter sendromu ile erkeklerde goriilen infertilite

olarak 6zetlenebilir (Anderson et al., 1938).

Kistik fibrozun ilk kapsamli tanimi, 1938’de Anderson tarafindan
yapilmistir. Anderson bu sendromu ilk olarak ¢ok sik beslenmelerine ragmen
gelisemeyen, gergin karinli ve fazla miktarda soluk renkte kotii kokulu digk ile
karakterize diyare ataklar1 olan cocuklarda farkina varmistir. Ancak hastalarin
Oonemli bir bolimi ikinci yaglarini dolduramadan brons ve akcigerlerde gelisen
enfeksiyonlara bagl 6limler meydana gelmistir. Bu hastalarda yapilan otopsiler
sonucunda hastaligi belirleyen iki 6nemli bulgu ortaya cikmustir. Bunlardan
birincisi, enfeksiyonun akciger parankimasindan ziyade daha c¢ok solunum
yollarinda ortaya ¢ikmis olmasi; ikincisi ise, solunum yollarinin yogun, yapiskan,
yesil-gri renkte, iltihapli bir maddeyle tikanmis olmasidir. Anderson "un bulgulari
kistik fibrozisli hastalarda karsilasilan iki temel fizyopatolojik sorunu
gostermistir. Bu bulgulara gére, beslenme bozukluguyla birlikte hastalarin viskoz
salgi iiretmesine bagli olarak pankreas yetmezligi ve solunum yolu enfeksiyonlari
goriilmistir (Anderson et al.,, 1938). Solunum yollarinda {iretilen bu viskoz
salgilar ise cesitli mikro-organizmalarin, 6zellikle Pseudomonas aeruginosa’ 1n
etken oldugu kronik enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Esterly et

al., 1968; Sobonya et al., 1986)



1950 yillarda, hastaligin, epitel hiicrelerdeki tuz transportunda meydana
gelen anormallikten kaynaklandigi saptanmistir. Arasgtiricilar 1953 yilinda hasta
cocuklarin terinde ileri derecede tuz kaybi oldugunu gostermisler (DiSant’ Agnese
et al., 1953). 1985 yilinda ise hastaliktan sorumlu olan genin 7. kromozomun uzun
kolunda yer aldigi tanimlanmis ve 1989 yilinda ise mutasyona ugrayan gen
triintiniin  “Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator” (CFTR)

oldugu arastiricilar tarafindan bulunmustur (Riordan et al., 1989).
2.2 Kistik Fibrozis

2.2.1 ATP baglayic1 kaset (ABC) tasiyicilar:

Hiicrede tasimaya aracilik eden proteinler, ATP ile ¢alisan pompalar olup P,
F, V ve ABC siiper ailesi olarak 4 ana gruba ayirilir. P tipi ATP pompasi Na*, K*
Ca®* ve H" pompasi olarak gdrev yapar. F tipi ATP pompasi ise hiicre icin ATP
iiretiminde kullanilan proton pompasi olarak, 6zellikle de i¢ mitokondriyal zarda
gorev yapar. V tipi ATP pompasi, lizozomlarin yiiksek asiditelerini saglamak
iizere lizozomal vakuol zarlar arasindaki proton pompasi olarak gorev yapar. ABC
tastyict ailesi lyeleri, transmembran proteinleri olup enerjiye bagimli olarak

caligirlar.

ABC siiper ailesi, membran proteinleri i¢erisinde yer alan, en biiyiik protein
ailesinden birisidir. ABC siiper ailesi ATP baglayici motif ozelliklerine sahip
olmasindan dolayr hem ATP yi baglayabilir hemde hidrolize edebilirler. Boylece
ATP nin baglanmas1 ve hidrolizi sonucu olusan enerjiyi kullanarak, yogunlagsma
farkina kargit maddelerin her iki yonde taginmasini saglayarak, sitoplazma ile
hiicre dis1 arasinda, madde tasinmasinda goérev yaparlar. ABC tasiyicilari,
Okaryatik hiicrelerde filogonetik olarak A’dan G’ye kadar alt siniflara ayrilmistir.
Insan genomunda 49 gen ile temsil edilmekte olan bu iist aile, gen yapilari,
domain sayilar1 ve aminoasid dizilimleri temel alinarak 7 alt gruba ayrilmistir

(Tablo 2.1) (Dean et al.,2001; Stavrovskaya et al., 2008).



Cizelge 2.1. ABC alt ailesine ait proteinlerin siniflandirilmasi

ALTERNATIF .
. ABCl | MDR | MRP | ALD | OABP | GCH20 | WHITE
isim

Alt-aile ABCA | ABCB | ABCC | ABCD | ABCE | ABCF | ABCG
Protein sayist 12 11 13 4 1 3 5

ABC protein ailesindeki mutasyonlar kistik fibrozis, stargardt hastaligi ve
tangier gibi gesitli hastaliklara neden olur (Rust et al., 1999).

2.2.2 ABC proteinlerinin genel yapisi

ABC tasiyicilart MSD1 ve MSD2 olarak bilinen, iki tane membran segment
domainlerinden olusur. MSD’ler ise her biri, alt1 adet olan transmembran
segmentten meydana gelir. MSD’lerin igerisinde ise ATP ile etkilesime giren
niikleotidi baglayan bolgeler olan NBD’ler bulunur. NBD’ler ise NBD1 ve NBD2
olarak ikiye ayrilir. (Bkz. Sekil 2.1) Sonug olarak bir ABC tasiyict proteininde
MSDI1, MSD2 NBD1 ve NBD2 olmak iizere 4 ana domain bulunur. Membran
segment domain’ler (MSD) heliks yapilar olup hidrofobik 6zellik gosterirler. Bu
yapilar membran {izerinde i¢ ve dis ¢evre arasinda bes ile on arasi zikzak ¢izerek
bir kanal yapis1 meydana getirir, boylece aminoasid, peptid, vitamin, hormon, ilag,
toksik madde ve metal kompleksleri gibi farkli birgok maddenin segici bir sekilde
taginmasini saglamis olurlar. (Locher, 2004; Licht and .Schneider, 2011). NBD
bolgeleri ise ABC proteinlerinin gorev yapmast i¢in gerekli olan ATP’nin
baglandigi ve hidrolizinin gerceklestigi yerdir. NBD’ler yaklasik 200
aminoasidlik P-loop/Walker A ve Walker B motiflerine sahiptir (Sekil 2.1). Bu
dizilerin arasinda ise ABC tasiyici proteinlerinin imzasi niteginde olan C motifi
(LSGGQ) yer alir. Walker A ve Walker B motifleri ATP hidrolizini gerceklestiren
proteinlerde bulunurken C motifi ise sadece ABC tasiyici proteinlerine 6zgiidiir.
Walker A motifi ATP ‘nin a ve B fosfatlarina baglanirken, Walker B motifinin
sahip oldugu B katlanma Mg™™ iyonlarmi dengeleyerek ATP molekiiliinii sabitler
ve Walker B sonrasinda bulunan glutamik asit ise ATP’nin hidrolizini
gerceklestirmis olur (Higgins, 1992; Oswald et al., 2006; Dean et al., 2005).
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Sekil 2.1. ABC proteini ve NBD’lerdeki karakteristik aminoasid sekanslarinin gematik gosterimi.
(A) Cift kath lipit bariyer gri renkte, Membran segment domainler (MSD) acik
kahverengi ve Niikletid baglanma bolgeleri (NBD) mavi renkte temsil edilmistir. (B)
Walker A (X herhangi bir aminoasidi gosterir), C motifi ve Walker B(¢ hidrofobik
residiieleri) korunmus karakteristik aminoasid sekanslarini temsil eder (Dean et al.,
2001).

2.2.3 Kistik fibrozis transmembran regulatér (CFTR) geni

Kistik Fibrozis (CF) geni (OMIM#602421) ilk defa 1989 yilinda, 7.
kromozomun g31-2 boélgesinde lokalize oldugu bulunmustur. CF geni litaratiirde
ABC35, ABCC7, MRP7 gibi isimlerlede karsimiza ¢ikar (NCBI, 2017). CF geni
(NM_000492.3) 250 kB uzunlugunda olup, 27 ekzon igeren 6132 bp cDNA’ya
sahip biiyiik bir gendir (Bkz. Sekil 2.3). CF geninin iriinii 1480 aminoasitlik
168kDa molekiiler agirliga sahip Kistik Fibrozis Transmembran Regulator
(CFTR)(NP_000483.3) proteinidir (Riordan et al., 1989). CFTR proteinin agirlig
invivo c¢alismalarda yaklagik 150 ile 180 kDa arasinda saptanmistir. Proteinin
agirligindaki bu farkliliki, proteinin glikozile olup olmamasi ve invivo kosullarin

farkliligindan kaynaklanmaktadir (Higgins,1992).

CFTR proteini cAMP bagiml calisan, klor kanali olarak gorevi yapan ve

salg1 epitel hiicrelerinde eksprese olan hiicre membraninda ¢apa seklinde bir



integral proteindir (Riordan et al., 1989). Giiniimiize kadar bu gende 1900’den
fazla mutasyon tanimlanmistir (Sekil 2.2) (Cytic Fibrosis Mutation Database,
08.09.2015).

A crra | 188.7 kb >
o TR T I P A
| LN Voo |
| | I|III I|I I||| II|I |
[ | b l'.l | f |
L ! (A Lo
Exon # 123 4 5 6 7 & 910 111213 14 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27
B Legacy exon # 123 4 56a6b 7 8 9 101112 13 14a14b15 1617a17h 18 19 20 21 22 23 24
Missense (LR LU JUR TN R R T i L0 L NIy
Nensense THIRREE TOE I (Hm e wammr rrem nuernmn rmn
Frameshift TRINAE DT RO R NN N i (A W e
C Inframe in/del I mir rm 1 rn o I n
Splicing |
Promoter
Sequence variations [l [[IINMERTE 11 [NDRNCEURN (HCOE 000 0 DRNNTVIMNETRERRDEnt AR nnm
Legend  Exonregion MM  Intron region (not to scale) Exon mutation Intron/promaoter mutation

Sekil 2.2. CFTR geni, transkripti ve mutasyon dagilimi. (A) Eski ve yeni ekzonlarin
siniflandirilmast ve genel ekzon e intronlarin sematik gosterimi (B) Ekzonlarin koyu
mavi aradaki kisimlar ise intronlar1 temsil eder (C) Dikey siitunlar ise polymorfizmler

ve mutasyonlarm dagilimini ifade eder (Tsui et al., 2016).

133 186 297 406 622 72 8716 1002 1249
185 296 405 621 711 875 1001 1248 1341
8-
1 54 165 274 490 580 744 870 M7
53 164 273 489 579 743 869 1116 1208
1342 1525 mr 1812 1899 2623 2752 2790 3041
1524 1716 1811 1898 2622 2751 2789 3040 3120
=
1210 1383 1585 1680 1767 2491 2620 2658 2908
1392 1584 1679 1766 2490 2619 2657 2008 2988
3121 3212 3500 3601 3850 4006 4096 4269 4375
3271 3499 3600 3849 4005 4095 4268 4374 4572
17a- 17b- 6
2989 3140 3368 3469 3ra 3874 3964 4137 4243
3138 3367 3468 anr 3873 3963 4136 4242 4440

Sekil 2.3. CFTR genine ait ekzonlarin cDNA (NM_000492.3) iizerindeki yerleri. Kirmizi reknli
rakamlar 27 ekzonlu CFTR geninin cDNA iizerindeki yerini ifade ederken, siyah renkli
rakamalar 24 ekzonlu eski diizenlemeyi ifade eder (Universal Mutation Database,
2017).



2.3 CFTR Proteini

CF gen iirinii, CFTR (Kistik Fibroz Transmembran Regulatorii) (NCBI
Reference Sequence: NP_000483.3) proteini olarak bilinir. CF geni, 1480
aminoasidlik ve 6,5 kb’lik bir mRNA transkriptini sifreleyerek CFTR proteinini
olusturur (Riordan et al., 1989). CFTR proteini epitel hiicrelerde klor ( CI )
kanali olarak islev goren, aktif tasimada rol oynayan ABC (ATP-Binding
Cassette/ ATP- Baglayici Bolge) protein ailesinin bir iiyesidir. CFTR proteini,
normal bir hiicrede endoplazmik retikulumdan salgilanmakta, golgi cisimciginde
glikolize olmakta ve epitel hiicresinin apikal membranina yerlesip cAMP ile

aktive olan klor (CI') kanali islevi gormektedir (Randak et al., 2003).

CFTR proteini, MSD1, MSD2, NBD1 NBD2 ve bir R bolgesi olmak {izere
toplam bes domainden olusur. Herbir MSD ise, hidrofobik heliks yapilara sahip
alt1 adet transmembran segmentten (TM1-TM2-TM3-TM4-TM5-TM6) olusur.
CFTR proteinini diger ABC aile iiyelerinden ayiran en énemli fark ise, CFTR’de
bulunan R (Regulator/Diizenleyici) bolgesinin diger iiyelerde bulunmamasidir
(Kim and Skach, 2012; Collins et al., 1992). (Sekil 2.4) (Kim and Skach, 2012).

Ekstraseliilers Bolge o

/\ AN\
/1}b l/tl\} { {f\ 0000000000000 H Iox 4 B od 1 booooeonoec

Membran

)

s.Umm Domalini 1 ‘
...... DOX Q 100,0,00009006.66606
J“J\/”l\}H ek

Intraseliiler Bdlge

Nucleotide

Nucleotide
e Binding Domain 2

Binding Domain 1

Sekil 2.4. CFTR proteininin transmembran topolojisi ve domain organizasyonu (Bradbury, 2016).



Niikleotid Binding Domain olarak bilinen NBD bdlgeleri ise protein igin
gerekli olan ATP’nin baglandig1 ve hidrolizinin gerceklestigi yerdir. NBD’ler P-
loop/Walker A ve Walker B motiflerine sahiptir. Bu dizilerin, 548-552 aminoasid
pozisyonlar arasinda ise ABC tasiyici proteinlerin imzasi niteginde olan C motifi
(LSGGQ) yer alir. NBD 1’in Walker A (GSTGAGKT) motifi, protein iizerinde
458-465. aminoasid pozisyonlar1 arasinda lokalize olup, ATP ‘nin o ve [
fosfatlarina baglanir. Walker B motifi ise (R-X-h-h-h-h-D) sahip oldugu B
katlanma sekli ile Mg*™" iyonlarin1 dengeleyerek ATP molekiiliiniin sabitlenmesini
saglar. Walker B motifinin sonrasinda bulunan glutamik asit ise ATP’nin
hidrolizini gerceklestirir. NBD 2°nin Walker A (GRTGSGKS) motifi ise 1244-
1251 aminoasid pozisyonlari arasinda yer alir (Bkz. Tablo 2.2) (David et al.,1999,
Sheppard and Welsh, 1999).

Cizelge 2.2 CFTR proteinine ait NBD1 ve NBD2 domainler i¢indeki motiflerin aminoasid sekans
ve lokasyonlari (Sheppard and Welsh, 1999)

Sekans Aminoasid numarasi

Waker A motif GXXGXGKS/T

CFTR NBD1 GSTGAGKT 465
CFTR NBD2 GRTGSGKS 1251
LSGGQ motif LSGGGQ

CFTR NBD1 LSGGGQ 552
CFTR NBD2 LSHGH 1350
WalkerB motif RXhhhhD

CFTR NBD1 RXLYLLD 572
CFTR NBD2 RXILLLD 1370

Motif

CFTR proteini epitel hiicrelerindeki temel gérevi, klor ( CI ) kanali olarak
islev gdormesidir. CFTR proteininin diger hiicre kanal proteinlerinden ayiran belli
bash Ozellikleri bulunmaktadir. Bunlarin basinda kiiciik, tek kanalli ileti
saglamalari; akim-voltaj iligkisinin dogrusal olmasi; katyonlardan ziyade
anyonlara 6zgii olmalari; anyon gegirgenliginin I >Br > CI >F sirasiyla
olmasi, aktivitelerinin siklik adenozin monofosfata (cAMP) bagimli fosforilasyon
ve hiicre i¢i niikleotidler tarafindan diizenlenmesi yer almaktadir (Anderson et al.,

1991). MSD’ler kloriir iyonlarina 6zgii porlarin sekillenmesine, NBD’ler ise
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transport i¢in gerekli olan enerji kaynagini olusturmak tizere ATP’nin kendisine
baglanip hidrolize olmasina, R boélgesinin fosforillenmesi ise kanallarin aktive
olup regiile edilmesine katki saglar. Kistik fibrozis transmembran regulator
proteininin islev gorebilmesi i¢in Oncelikle cAMP’nin, R bolgesindeki serin
rezidiilerini fosforillemek iizere protein kinaz A’yr uyarmasi gerekmektedir
(Collins, 1992). CFTR’ yi diger ABCC iiyelerinden ayiran en temel ozellik,
NBD1 sonrasi uzun bir hidrofobik bdlgenin varligidir. Bu bolge protein kinaz A
(PKA) tarafindan yapilan fosforilasyon igin yiiklii aminoasitler ve ¢ok fazla
dibazik ve monobazik ortak diziler igerir (Sekil 2.5). R (regulator) bolgesi adi
verilen bu bolge, klor kanali aktivitesi tizerinde kritik 6neme sahiptir (Riordan et

al., 1989).

Sekil 2.5. CFTR glikoproteininde yiikli R domain bolgesi ve iyon gecirgenligini saglayan

transmembran bolgelerdeki aminoasitler (Riordan et al, 1989).

ABC proteinleriyle CFTR arasindaki bir diger belirgin fark ise
transmembran sekanslar1 igindeki, yiiklii yan zincirlere sahip aminoasidlerin
sayisinin Onemli Olgiide daha yiiksek olmasidir. Gilinlimiizde membran icinde
yiiklii aminoasidlere sahip baska ABC proteinlerininde varligida tespit edilmistir.
Bununla birlikte, CFTR'nin transmembran dizileri i¢indeki bu aminoasidlerin
birgogu’nun, iyon kanalinin 6zelliklerini etkiledigi bulunmustur. CFTR ile ABC
proteinlerinin iki NBD sekanslar1 benzer olmakla birlikte, NBD'nin 6zellikleri

bakimindan, ABCC alt iiyesi ile daha ¢cok benzerlik gosterdigi bulunmustur.

CFTR’nin NBD1 boélgesi, diger ABC proteinin NBD’leri ve NBD2 “si ile
kiyaslandiginda, CFTR proteinin Walker A ve Walker B motifleri arasindaki
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yaklagik 13 aminoasid’in silinmis oldugu gozlenmistir. CFTR NBDI1 sekansinin
diger bir 6nemli ozelligi ise Walker B aspartik asidi takip eden glutamik asit
kalintisinin yerine serin aminoasid’inin gelmesidir (Sekil 2.6). Bu durumun 6nemi
ise, glutamatin, ATP'nin hidrolizinde katalitik baz olarak islev gormesidir (Deeley
and Cole, 1997).

ABC proteinlerinin imzasi niteliginde olan LSGGQ motifi, NBD1'de iyi
sekilde korunmasma karsin, NBD2'de olduk¢a bozulmustur. NBD'ler i¢indeki
diger kisa aminoasid dizi motiflerinin 6nemi, diger ABC proteinlerinin NBD’ler
bakimindan gruplandirilmasina fayda saglamasidir. Bu motiflerden bazilari,
domainlerin ve proteinin biitiinliigiine katki saglarken, C- ucu yakinindaki dort
aminoasidli hidrofobik motifler ise, proteinin olgunlasmasina ve stabilitesine katki
saglarken N terminaldeki diziler ise diger proteinlerle etkilesimleri ve kanal
gecirgenligini sagladigi bulunmustur (Naren et al., 1998; Gentzsch and Riordan,
2001).

Sekil 2.6. CFTR molekiiliindeki NBD1 ve NBD2 yapisinin tersiyer yapist (Hanrahan et al., 2002).

CFTR proteinindeki 46-60’mc1 aminoasid’ler arasindaki aminoasid’ler,
kanal gegirgenligini etkilerken,N ucu yakinindaki baska kisa diziler ise anneksin
denilen sinyal peptidi olarak gorev yapan proteinler ile etkilesimi sagladigi
bulunmustur (Naren et al., 1999).
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2.3.1 CFTR proteininin topolojisi

CFTR molekiilii havayolu, bagirsak, tireme dokular1 ve ekzokrin bezlerdeki
(6rn. Ter bezleri, ekzokrin pankreaslar ve tiikriikk bezleri) epitel hiicrelerin apikal
(limenle ylizlesen) membranlarinda lokaliz olmustur. CFTR ekstra ve intraseliiler
stvidan iyon gegisini saglayan ATP enerjisi kullanan simetrik politopik bir
taransmembran proteini olup, 6’11 helikal transmembran (TM) yapiya sahip 2
hidrofobik membran- segment domain (MSD) ve niikleotid baglanma bdlgesi
(NBD) olarakta bilinen ATP baglanmasi igin 2 sitoplazmik hidrofilik bolge igerir.
Bu iki motif sitoplazmik diizenleyici (R) bolge ile baglantilidir. Diizenleyici bdlge
¢ok sayida yiikli aminoasid ve PKA, PKC, cGMP-bagimli protein kinase II
[cGKII] gibi ¢oklu fosforilasyon bolgeleri igerir (Sekil 2.7) (Hanrahan et al.,
2002).

NEBD1 NE D=
»
—_— PKC (R/Kia— X o0— S™/ T — Xo o— R/K+—3)
- PKA (R —R/K —X —S*/T1T7)

Sekil 2.7. CFTR molekiilii R bolgesi i¢indeki fosforilasyon alanlari. PKC bagimli fosforilasyon
pozisyonlart sirastyla, T582, T604, S641, T682, S686, S707, S790, T791, ve S809;
PKA bagimli fosforilasyon pozisyonlari sirastyla, S660, S686, S700, S737, S753, S768,
T788,5795, ve S813 (Hanrahan et al., 2002).

CFTR proteinindeki N (amino) ve C (karboksi) terminal kuyruklari,
sitoplazmik bolgede, Syntaxin 1A, PDZ gibi ¢esitli baglayici proteinler arasindaki
etkilesime aracilik ederler ( Bkz. Sekil 2.8).
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Apikal (limen) CFTR

SNARES
(Syntaxin 1A
BNAFP23; otc.)

o a—

Sitoplazma Cytoskeloton (E=rim):
Transporters (MRP); (NHERFs,
Reoceptors (B2ZAR): CAP70, CAL,
lon channeils (ROMK) IKEPP, otc.)

Sekil 2.8. Tahmini CFTR topolojisi ve gesitli proteinler ile etkilesimleri (Li and Naren 2005).

CFTR proteininin bir kismi ekstraseliiler bolgede, bir kismi helikal bolgede,
bir kism1 ise sitoplazmik bolgede yer alir. Ekstra seliileler ve sitoplazmik bolgede
kalan kisimlar1 topolojik bolge (domain), taransmembran (TM) igerisinde yer alan
bolge ise, helikal kisim olarak bilinir. CFTR proteinini olugturan aminoasidlerin
lokalizasyonuna baktigimizda, sirasaiyla intraseliller (IC) trasnmembran (TM)
ekstra seliiler (EC) bolgeler seklinde olusan bir dongii, proteinin hiicre zarinda
kivrilarak ilmek (loop ) olusumunu saglamasina neden olmustur. CFTR
ekstraseliiler bolgede, (ECL1, ECL2, ECL3, ECL4, ECL5 ve ECL6) alt1 tane
hidrofobik loop, intraseliiler bolgede ise (ICL1, ICL2, ICL3 ve ICL4) dort tane
hidrofilik loop olusturmustur (Ward and Kopito,1994) (Sekil 2.9).

894 N-Linked (GlcNac,) 00 N-Linked (GleNac,)

ECL3 ECL6

EcL1 ECL?  EcL3 1.4
Ekstraseliiler m ) 3 m 5
I A PR
122 pr 3 -
it e AT My B (oo
Transmembran
58 ] 6 s
243 3 50 3 034, . 3!
@ g i:f B 2y il el
T 147 N 258
Sitoplazma
‘ N ICL1 ICL2 3 ICLA4 1305 5- Palmitoyl-cystein

213 Fosfosanin - PEA
725 Foafosarin - PEA
720 Foafosarin - PEC
762 Feafosenin - PEA
733 Foafosarin - PEA
737 Feafosarine PEA
717 Feafotirionin
712 Feafosarin - PEA
700 Foafosarin - PEA

514 S-palmitoyl-cystein

£40 Foafosarin
1478-1480 PDT binding
T4R0

§40 Foafosarin-PEA
§2§ Feafosarin- PEC

Sekil 2.9 CFTR proteinine ait domain bolgeleri ve aminoasid lokalizasyonlari.
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2.3.2 CFTR UniProtKB kimligi

Protein: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Protein kisa adi: CFTR

UniProtKB Protein ID: P13569

Gen adi: CFTR

Gen synonim adi: ABCC7

Organizma: Human

Molekiiler fonksiyon: Klor kanali, Hidroliz, Iyon kanali
Biyolojik proses: Iyon tasima, Tasima

Ligand: ATP-baglama, CI, Niikleotid baglama

Katalitik aktivitesi: ATP + H20 = ADP + fosfat

Cizelge 2.3 CFTR proteini tizerindeki ATP baglanma pozisyonlari

ATP Baglanma noktalar

Aminoasid pozisyonu Tammlama
401 ATP1
434 ATP1
493 ATP1
1219 ATP2

Cizelge 2.4 CFTR proteini tizerindeki NBD bolgelerinin aminoasid pozisyonlari

Niikleotid Binding Domain (NBD)

Aminoasid Pozisyonu Tammlama

458-465 ATP1

1244-1251 ATP2




15

Cizelge 2.5 CFTR topolojisinin aminoasit lokalizasyonlari

TOPOLOJI
Ozellik Pozisyon Aciklama
Topolojik domain 1-77 Sitoplazmik
Transmembran 78-98 Helikal-1
Topolojik domain 99-122 Ekstraseliiler
Transmembran 123-146 Helikal-2
Topolojik domain 147-195 Sitoplazmik
Transmembran 196-216 Helikal-3
Topolojik domain 217-222 Ekstraseliiler
Transmembran 223-243 Helikal-4
Topolojik domain 244-298 Sitoplazmik
Transmembran 299-319 Helikal-5
Topolojik domain 320-339 Ekstraseliiler
Transmembran 340-358 Helikal-6
Topolojik domain 359-858 Sitoplazmik
Transmembran 859-879 Helikal-7
Topolojik domain 880-918 Ekstraseliiler
Transmembran 919-939 Helikal-8
Topolojik domain 940-990 Sitoplazmik
Transmembran 991-1011 Helikal-9
Topolojik domain 1012-1013 Ekstraseliiler
Transmembran 1014-1034 Helikal-10
Topolojik domain 1035-1095 Sitoplazmik
Transmembran 1096-1116 Helikal-11
Topolojik domain 1117-1130 Ekstraseliiler
Transmembran 1131-1151 Helikal-12
Topolojik domain 1152-1480 Sitoplazmik

(UniProt database, 2017)

2.3.3 CFTR proteininin katlanma mekanizmasi

Homoloji modelleriyle, CFTR nin 1-2,9-12 ve 7-8,3-6 TM bolgelerinin iki
tane altili sarmal demet seklinde, bir iyon ileten gbézenek etrafinda biikiildigi
kompleks domain degis-tokus yapisi sergiledigi tahmin edilmektedir. NBD1 ve
NBD2 igin baglanma alanlar1 olusturan intraseliileler loplarm (ICL1-4)
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olusturdugu TM’larin (Transmembran) sarmal uzantilari sitozol i¢inde yaklagik 40

A ‘luk bir agiklik olusturur.

Simdiye kadar var olan bilgilere gore, iki NBD arasindaki ara yiizdeki ATP
baglanmasi ve hidrolizinin, ICL'ler (Intracellular loops) boyunca kanal
kapanmalarii kontrol eden MSD’lere (Membran Segment Domain), bir alosterik
konformasyonel degisim gegirttigine inanilmaktadir. Bu yapiya, biyosentetik
acidan bakildiginda, birkag¢ onemli soru akla gelmektedir. Birincisi CFTR,
TM’leri yonlendirildikleri ve endoplamik retikulum (ER) zarina entegre olduklari
icin uygun topolojisini nasil elde edebildigi? Ikincisi ise, TM'ler MSD kurulumu
sirasinda nasil bir etkilesime giriyor? Ugiincii olarak da TM 7-8 ve TM 9-12
transmembran bolgelerinin sentezlenmesi siiresince, TM1-2 ve TM3-6 gereken
birka¢ dakika i¢in gegici olarak nerede bulunur? CFTR MSD’leri zar icinde
muhtemelen, ¢ok sayida polar etkilesimler agi olusturan iyonize olabilen kalintilar
(4Arg, 2Lys, 3Glu, 1Asp ve 1His) ihtiva etmektedir. Ancak bu kalintilarin, lipit
tabakasindaki TM'lerin entegrasyonunu geciktirdigi veya bozdugu tahmin

edilmektedir (Hessa et al., 2005, Chen et al., 2004; Loo et al., 2008).

CFTR katlanmasinin ilk tanimlanabilir 6zelliklerinden biri, TM'lerin ER
zarma yonlendirilmesi ve integrasyonunu igerir. Yapilan ¢alismasglarla, TM1 ve
TM2'nin ribozomdan ortaya ¢ikmasi, SRP'yi (Signal Recognition Particules /
Sinyal Tanima Taneciklerini) baglamasi ve iki alternatif katlanma yolunu igeren
yeni bir mekanizma ile Sec61 translokonuna girmesi seklinde, ER hedeflemesinin
gerceklestigi tespit edilmistir (Bkz. Sekil 2.10A) (Carlson et al., 2005, Lu et al.,
1998). Dikkat c¢ekici bir nokta ise MSD igindeki iki iyonize olabilen
aminoasid,Glu92 ve Lys95'in varligina bagh olarak, TM21’in verimli bir SA
(Sinyal gapa/Sinyal anchor) aktivitesinden yoksun olmasidir. Sonug olarak TM1,
olusmaya baslayan CFTR polipeptitlerinin yalnizca yaklagik % 25'inde
translokasyon baslattig1 tespit edilmis ve, zincirlerin geri kalan % 75'inde ise
TM1-2 dongiisiiniin topolojisi TM2'nin tip | SA (Sinyal capa/Sinyal anchor)
aktivitesi tarafindan olusturuldugu bulunmustur. Bu durumun, translokon igine
TM2’nin yerlesme enerjisi ile ECL1’1 (ekstraseliiler loopl) ER limenine ¢ektigini
ve boylece TM1'in tip Il topolojisinin kuruldugunu gostermistir (Bkz. Sekil
2.10B).



17

A
translocon

ER lumen — — — — —
Cytosol SRE @ ~

B C
- ooy
. . ’% iR 901
o W andiTd
E’E TM1T'\AZf : e

Sekil.2.10. Politopik protein topolojisinin ¢esitleri (A) ER hedeflemede en basit kotranslasyonel
topogenesis modeli, sinyal tanima pargacigr (SRP), ortaya c¢ikan bir sinyal dizisini
(TM) tamdiginda baslar, ER zarinda reseptoriinii (SR) baglar ve RNC'yi (Ribosome-
nascent chain complex ) Sec61 translokona aktarir. TM topolojisi, ardigik olarak
translokon poru acan ve kapayan doniisiimlii sinyal ve durdurma aktarma faaliyetleri
vasitasiyla bagKiarilir. Ribozom translokon baglantisimin  dikkatli bir sekilde
diizenlenmesi, ¢6ziinebilir alanlarin sitosol veya ER liimenine ulagmasini ve TM'lerin
iki tabakaya entegrasyonunu saglar. (B) CFTR i¢in, TM1 ve TM2min topolojisi,
translokasyonun TM1 (sol) veya TM2 (sag) ile baslatildigi iki alternatif yolla
olusturulur. Yeni olugsmaya baslayan CFTR zinciri, TM2 takilmas: ile translokona
TMI1 siiriikledigi bir posttranslasyonel mekanizma kullandi. (C) TM3 ve TM4
arasindaki kisa ilmek (bes aminoasitli) TM3 ve TM4'in ayn1 anda sarmal bir sag
tokasi olarak translokona eklendigini diisiindiirmektedir. TM5-6, TM9-10 ve TM11-12
igin de benzer bir mekanizma onerilmistir. (D) TM8'in stop-transfer aktivitesi, zari
kapsayan topolojiyi almadan once, ER liimeninde TMS8'in gegici olarak maruz

kalmasiyla Asp924 tarafindan zayiflatilir (Kim and Skach, 2012).

Her iki yolun sonu da ayni olmakla birlikte, TM1, TMZ2'den sonra topolojiyi
elde ettiginden, basit yol gosterici modelden farklidir. Boyle bir mekanizma, her
iki TM'nin de translokon kanalinin i¢inde ya da ona c¢ok yakin bir yerde es
zamanli yerlestirildigini Onermistir. Bu topogenezik mekanizmanin onemli bir
etkiside, TM1'e ilave bir iyonlasabilir aminoasid yerlesmesiyle sonuglanan ve
CF'ye neden olan G85E ve G91R mutasyonlarinin varligi ile aydinlatilmigtir. Her
iki mutant da TM1’in sinyal ¢apa aktivitesini tamamen bloke eder, buna karsin
TM1 domaini, TM2 tarafindan membrana hala eklenebilir, ¢iinkii bu durum
MSD1 topolojisini etkilemez ( Xiong et al., 1997 ). Bununla birlikte MSD1 dogru
topolojiye ulasilmasina ragmen, G85E ve G9IR CFTR katlanmasin1 ve
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fonksiyonelligini bozmaktadir ( Xiong et al., 1997; Patrick et al., 2011). TM1-2
topolojisinin analizi, CFTR'nin farkli bolgelerindeki hastalikla ilgili mutasyonlarin
ortak bir mekanizma yoluyla katlanmay1 bozabilecegi, daha yiiksek dereceli
ticiinciil domain-domain etkilesimlerini 6nleyecegi tahminini ortaya ¢ikartmustir (
Xiong et al., 1997; Skach, 2000 ). TM1’e, fazladan bir polar aminoasid
eklenmesinin, sarmal demetlerin diizenlenmesini ve bunun ardindan sarmal
uzantilar ile sitoplamik NBD'ler arasindaki etkilesimleri bozdugu ileri siirilmiistiir
( Xiong et al., 1997; Skach, 2000 ). Ayrica TM3, araya giren hiicre dis1 dongii
olan ECL2 yer degistirmesi i¢in TM4 ile birlikte ¢alisan etkisiz bir sinyal dizisini
kodlar. ECL2 sadece bes aminoasid igerdiginden, muhtemelen TM3 ve TM4 ile
ayni anda sarmal bir sa¢ tokasi seklinde translokon gozeneklerine yerlesir (Bkz.
Sekil 2.9C). Benzer sekilde, sinyal ¢apa ve stop-transfer diziler olarak islev goren
TM5 ve TM6, yalnizca tek bir yiikli lizin aminoasidiyle ayrilir ve bu durum,
topolojinin ayn1 anda ECL3 olarak ER liimeni iginde translokasyona girmesiyle
birlikte kuruldugunu gosterir. Sipiral sa¢ tokasi goriinlimlii TM tarafindan es
zamanli translokasyonun bu 6zelligi, dogal politopik proteinlerin ortak bir 6zelligi
(Sadlish et al., 2005) ve birbirine ¢ok yakin aralikli iki TM'nin tek bir fonksiyonel
topojenik belirleyici faktor oldugunu, diisiindiirmektedir. Ayrica, arastiricilar, bu
gibi belirleyicilerin, topoloji kurmak i¢in translokon ile etkilesim mekanizmasini
aragtirmiglar. Bu sonuglara gore, zayif tip II SA (Sinyal anchor/ Sinyal ¢apa)
(TM1) ve giiglii tip I SA (TM2) aktivitelerinin birlikte hareketleri ile TM1-2
topolojisinin kuruldugu bir model 6nerilmistir. Daha sonra TM3-4 ve TM5-6, kisa
ECL2 ve ECL3 loplarmin yerini degitirmek igin Sec61'e yerlestirilir. Dikkat
cekici ¢oziilmemis bir soru ise, TM'lerin veya TM ciftlerinin, helikal paketleme
sirasinda Sec61 veya diger translokon proteinleri ile birlesmis kalmalar
durumunda, kiigiik Sec6lafy gozeneklerinden ikili tabaka igerisinde serbestce
ayrilip ayrilmadigidir. Bu soru 6zellikle TM1-2 ile TM9-12 ve TM3-6 ile TM7-
8’in kiimelendigi yerde domain yer degistirmesi 1s18inda agiklanir. TM1, 2, 3 ve
6'daki iyonize olabilen aminoasid yaygmlig1 g6z oniine alindiginda, nihai montaj,
muhtemelen, ¢ift kath lipit tabakaya tam entegrasyon oncesinde, TM'lerin kesin
olarak hizalanmasini zorunlu kilar. TM6 translokasyonu sonlandirdiginda, NBD1
kotranslasyonel olarak ribozomdan sitoplazmaya geger. CFTR'nin birkag¢ 6zelligi,
bu islem sirasinda ribozomun sitoplazmik alanlarin katlanmasina izin vermek i¢in,

gecici olarak Sec61'den ayrildigi diistincesini akla getirmektedir. CFTR TMD1
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sarmalarinin membrandan 40-50 A uzadig: tahmin edilmektedir. Bu uzantilar,
TMD2 sentezinden 6nce NBD1 igin bir 6n yerlestirme yeri saglamaktadir ( Xiong
et al., 1997; Kleizen et al., 2005; Du and Lukacs, 2009 ). Bu nedenle, NBD1 bagh
ilave TMD uzantisi, zar yilizeyinden yaklasik 80 A uzatir.

2.3.4 CFTR TMD2 topolojisi ve katlanmasimin yeni

mekanizmalari

Diizenleyici (R regulatory) bodlge sentezinin tamamlanmasindan sonra,
TMD2 topolojisi, doniisiimlii sinyal (TM7,9 ve 11) ve stop-transfer (TM8, 10 ve
12) sekanslari ile kotranslasyonel bir tarzda olusturulur. TM7'den 31 aminoasidle
ayrilan TMS8, translokasyonu sonlandirir ve sitoplazmada ICL3'@ yeniden
yonlendirir. ilging olan sudur ki TM8, TM7 ile eslendiginde, etkin bir stop-
transfer olarak iglev goriir, ancak tersi bir durumda bu durum s6z konusu degildir
(Carveth et al., 2002; Enquist et al., 2009). TM7 ya TM8'in translokondaki stop
transfer aktivitesini etkiler yada TM7'nin, ribozom c¢ikis tiinelinde TMS8’in
taninmasini etkiledigini diisiindiirmektedir. Geri kalan TM9-10 ve TM11-12, her
biri sinyal ¢apa dizilerini ve kisa hiicre dis1 dongiileri olan stop transfer dizilerini
kodlar ve muhtemelen TM3-4 ve TM5-6’daki gibi sarmal dongiiler olarak
translokon igerisine girerler (Carveth et al., 2002). TMD2, birka¢ olagandis
katlanma davranis1 sergiler. N-baglantili glikosilasyon alanlarinin, oligo sakkaril
transferaz (OST)’a erisilebilmesi i¢in lipid tabakasindan en az 12-14 aminoasid
uzakta olmasi gerekmektedir. (Popov et al., 1997; Nilsson and von Heijne, 2000).
Buna karsin, CF ye neden olan T908N mutasyonu, TM8'in 6ngoriilen N terminal
bolgesinden sadece dort aminoasidlik mesafede meydana gelmesine ragmen, OST
tarafindan taninan bir glikosilasyon bolgesi olusturur. Eger membran simnirlari,
homoloji modelleri ile dogru bir sekilde tahmin edilmis ise, bu bulgu TM8'in
CFTR sentezi sirasinda gegici olarak ER liimenine kadar uzandigini ve daha sonra
katlanma ve sarmal paketleme sirasinda zar igerisinde  yeniden
konumlandirildigin1 ortaya koymaktadir (Hammerle et al, 2000; Carveth et al,
2002) (Bkz. Sekil.2D). Bu davranis, sentez sirasinda TM8'i tanimayan translokon
bilesenleri ile degistirilmis etkilesimlere, yada TMS8 sarmal olusumunun
degistirilmis zamanlamasina veya her ikisine neden olabilir. ilging bir sekilde,

TM8’den bir aspartat amino asidinin uzaklastirlimas: (D924V), gegici olarak
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limene maruz kalmayi onler ve ayni zamanda bagimli stop transfer aktivitesi

saglar.

Ozetle, CFTR’nin TMD biyogenezi, alternatif ko ve post translasyonel
translokasyon yolaklar1 (TM1-2), helikal dongiilerin yerlesim uyumu (TM3-4,
TM5-6, TM9-10, TM11 -12), topojenik belirleyici fonksiyon (TM7-8) igin es
giidim ve ER zar iginde diizenlenmis entegrasyon gibi doniisiimlii topogenesis
modelinden sapma gosteren ¢oklu mekanizmalar1 kullanir. Bu belirgin
translokasyon mekanizmalarinin altinda yatan nedenler yeni anlasilmaya
baslanmistir. Ortaya ¢ikan yeni kanitlar, farkli katlanma yollaklarinin islevsel
etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Ormegin, TM1'deki (E92A ve K95A)
iyonlagabilir aminoasidlerin degismesi, TM1'i giiglii bir sinyal ¢apa (anchor)
dizisine cevirir, bdylece kotranslasyonal topogenezi destekler, ancak CFTR
islevini bozar (Lu et al, 1998; Patrick et al., 2011). Benzer sekilde, D924V
mutasyonu TMS8'i giiglii bir stop transfer dizisine doniistiiriir ve translasyonel

membran entegrasyonunu kolaylastirir, ancak CFTR kloriir iletkenligini azaltir.

2.3.5 CFTR Sitoplazmik Domain Katlanmasi ve AF508 Eksikligi

Yapilan ¢alismalara gore, uygun domain eslesmesi icin CFTR’nin her bir
domaininin dogru bir sekilde katlanmasinin gerekli oldugu ve karsilikli olarak
uygun domain yerlestirmesinin domain katlanmasini etkiledigi bilinmektedir. (Qu
and Tomas, 1996; Younger et al., 2006; Loo et al., 2008; Du and Lukacs, 2009;
Thibodeau et al.,, 2010). AF508 mutasyonu NBDI in katlanmasini ve
mekanizmalarin1 bozmaktadir. Bu durum CFTR katlanmasi ve mekanizmalrinin

aydinlatilmasinda arastiricilar tarafindan yogun bir sekilde calisilmistir.

NBDI1 ii¢ tane alt bolgenin birlesmesinden olusur: N-terminal alt bolgesi
ATP baglayici alan (aminoasid 389-494) igerir (Khushoo et al., 2011), a helikal
alt bolgesi Phe 508 ‘i icerir ve merkez o/p ¢ekirdek alt bolgesi ise F1 tip ATPaz’a
benzer alt1 iplikten meydana gelen, paralel B tabakasindan olusur (Sekil 2.10).
NBDI1 ayrica LSGGQ imza motifi (aminoasid 548-552), yapilandirilmamis
diizenleyici ekleme bdlgesi (aminoasid 404-436), yapisal olarak farkli bolge
(aminoasid 526-547 ), ve C — terminal diizenleyici uzanti (RE, aminoasid 638-
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673) bolgelerini igerir (Sekil 2.11A). CFTR katlanmasi iizerindeki derin etkisine
bakildiginda, baslangicta AF508 mutasyonunun NBD1 kristal yapisi {izerinde ¢ok
az etkisi oldugu sasirtictydr (Lewis ve dig., 2004, 2005). Ancak yapilan son
calismalar, AF508'in, NBD1'in hem kinetik hem de termo dinamik stabilitesini
onemli derecede bozdugu gibi, 507-511 aminoasid araliginda bolgesel omurganin
dinamiklerini de onemli derecede bozdugu gosterilmistir (Hoelen et al, 2010;
Lewis et al., 2010; Wang et al., 2010; Rabeh et al., 2012). AF508’ den
kaynaklanan spesifik katlanma kusurunun bir kismi o helikal alt bolgesinde
(Hoelen et al., 2010; Wang et al., 2010) bir kismida C-terminal S9 ve S10 -
iplikleri igindedir (Hudson et al., 2012). AF508, ayn1 zamanda kanal ge¢idi ve
trafigi i¢in gerekli olan NBD1 ve TMD2 arasindaki hidrofobik temasida ortadan
kaldirir (Serohijos et al., 2008). NBDI1 ¢oziniirliiginii veya termodinamik
stabiliteyi (IS39T, G550E, R553Q ve digerleri) artiran veya omurga esnekliginini
azaltan bu mutasyonlar, hem NBDI1 katlanma verimliligini hem de tam
uzunluktaki WT (wild type) ve AF508 mutanti olan CFTR’nin de etkinligini
artirabilmektedir (Teem et al., 1993; De Carvalho et al., 2002; Pissarra et al.,
2008; Hoelen et al., 2010) (Sekil 2.11 B).

A ATP-baglayia B
alt bdlge (389-494)

F508

a- helikal alt ¥
bdlge (495-564) }—{
»

T a/p- cekirdek
bélge (565-637)

LSGGC

(548-552)

Sekil 2.11. (A) NBD1’in kristal yapisindaki alt domain ve kritik bolgelerin organizasyonu. (B)
NBD1domaini igindeki baskilayici mutasyonlarin lokalizasyonlar1 (Kim and Skach,
2012).

ICL4 ve NBD1 i¢indeki mutasyonlar NBD1 ve TMD?2 etkilisimini yeniden
diizenlemekle birlikte, endoplazmik retikulum’dan disar1 salinnmi ve klor kanal
fonksiyonununuda gelistirir (Serohijos et al., 2008; He et al., 2010; Loo et al.,
2010; Thibodeau et al., 2010; Aleksandrov et al., 2012). Ancak, hem NBD1
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TMD2 ara yiizlinlin hem de NBD1’in termodinamik stabilitesinin diizeltilmesi,
mutant AF508 fonksiyonu’nun WT (wild type) seviyelere yakin olmasimi
saglamak i¢in gereklidir. Bu nedenle CF'deki temel hedeflerden biri, bu katlanma
adimlarinin her ikisinde de rol oynayan kii¢iik molekiillerin tanimlanmas1 yapmak
ve CF hastalarindaki kanal islevini arttirmaktir (Mendoza et al., 2012; Rabeh et
al., 2012).

2.3.6 CFTR domain —domain birlesmesi

CFTR'nin ER'den ¢ikmasi i¢in gereken zamana bagl olarak, CFTR alan
birlestirme islemi 30-120 dakika siirer. Bu, alan katlamasinin es-doniisiimlii (co-
translasyonel) olarak basladigi ve bunu alan-alan kontaklariyla post-translasyonel
olarak olusturdugu hiyerarsik bir siire¢ oldugu Onerilmektedir (Ostedgaard et
al.,1997; Du et al., 2005; Cui et al., 2007) (Sekil 2.12). Bu siire zarfinda CFTR,
ATP gerektiren en az iki farkli katlanma olayina maruz kalir. Birincisi, Sec61
translokon kompleks (RTC) ve hiicresel saperonlar1 ihtiva eden biiyilk bir
biyosentetik kompleksten tam uzunluktaki CFTR salinimini icerir diger ifadeyle
CFTR'nin ER zarinin iki katmanina entegrasyonu goriiliir (Meacham et al., 1999;
Oberdorf et al., 2005). Hem wild type/ yabanil tip (WT) hem de mutant AF508
CFTR, bu adimi esit verimlilikle gerceklestirir (Oberdorf et al., 2005). Bu
adimlarda ATP hidrolizinin membran entegrasyonunu nasil kolaylastirdigi
bilinmemekle birlikte bilinen, translokon bilesenleri ATP'yi  hidroliz
etmemektedir. Ikinci olgunlasma asamasi ise, olgunlagmamis ve tam
katlanmamis CFTR nin (tipik olarak band B olarak adlandirilan) ve ER iliskili bir
konformasyondan ¢karak, golgi islemine tabi olgun Band C formuna uygun olan
katlanmis bir doniistirmeyi igerir. Er’den golgiye uzanan bu katlanma
doniistimlerine ayn1 zamanda sitozolik saperonlarda dahil olmaktadir (Lukacs et

al., 1994).
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Co-translational folding Post-translational folding
(Individual domain folding) (Domain-domain interaction)
- -
B
AF508 CFTR

(1) (2) (3) (4)
> —> —

Sekil 2.12. (A) CFTR ko-translasyonel katlanmasi ve post-translasyonel katlanmasi. (B) AF508
mutasyonu, NBD1 yapisint destabilize eder, TMD1, TMD2 ve NBD2 katlanmasina

miidahale eder ve NBD1 ve ICL4 arasindaki etkilesimi bozarak domain-domain

birlesmesini zorlagtirir (Kim and Skach, 2012).

2.4 Post Translasyonel Modifikasyon (PTM)

Proteinlerin yapisal ve islevsel Ozelliklerini kazanmasi igin translasyon
asamasinda ya da translasyon bittikten sonra bazi modifikasyonlara ugramasi
gerekmektedir. Polipeptidin sentezi fonksiyonel proteinin {iretimine esdeger
degildir. Proteinlerin kullanilir hale gelmesi i¢in polipeptidin son ii¢ boyutlu
konformasyonuna katlanmasi ve bir¢ok durumda da, fonksiyonel kompleksi
olusturmak tizere polipeptid zincirlerinin bir araya gelmeleri gerekir. Bu tip
modifikasyonlar arasinda 6rnek olarak fosfat ve metil gibi kii¢iik molekiillerin ya
da karbonhidrat ve lipit gibi biiylik ve karmagsik molekiillerin kovalent olarak

baglanmasi sayilabilir.



24

PTM islemleri hiicrenin farkli organellerinde (6rnegin ¢ekirdek, sitoplazma,
golgi vs.) gergeklesebilir. PTM farkli hiicresel islemlerde farkli amaglarda
kullanilir. Bunlar arasinda en bilinenleri enzim regiilasyonu, proteinlerin hiicre i¢i
lokalizasyonu, protein-protein etkilesimi, hiicre i¢i sinyal iletimi ve (hiicre
boliinmesi sayilabilir. PTM ler arasinda fosfat, metil ve hidroksil gibi kimyasal
gruplarin eklenmesi, lipid ve seker gibi daha kompleks gruplarin eklenmesi ve

ubiquitin gibi kiicilik peptidlerin eklenmesi sayilabilir.

Kistik fibrozis, kloriir ve bikarbonatin tasinmasindan sorumlu bir iyon
kanali olan kistik fibrozis transmembran iletkenlik diizenleyicisinin (CFTR)
mutasyonlarinin neden oldugu bir hastaliktir. CFTR'nin ifadesi, akcigerler,
bagirsak yollari, pankreaslar, karaciger, ter bezleri ve vas deferens gibi ¢ok sayida
ekzokrin dokunun diizgiin isleyisi i¢in kritik 6neme sahiptir. Hastaliga neden olan
en yaygin mutasyon, Amerika Birlesik Devletleri'nde ve Avrupa'da klinik CF'nin
% 90 oraninda bulunan mutasyon 508 konumundaki fenilalaninin (F508del)
silinmesidir. Yabanil tip (normal) CFTR, endoplazmik retikulumda N-
glikozilasyona ugrar ve daha sonra kompleks glikan eklenmesinin meydana
geldigi golgi aygiti tarafindan islenir. Plazma membraninda yapilan iglemlerinden
sonra, tamamen glikozile edilmis kanal proteini, endozomlar tarafindan taninir ve
daha sonra hiicre ylizeyine geri gonderilir veya lizozomal proteoliz i¢in hedef
haline getirilir (Glozman et al.,2009; Sharma et al., 2004). F508del mutasyonuna
sahip CFTR ise ER'de yanlis katlanmis olarak kabul edilir ve ubiquitin-proteazom
sistemi yoluyla ER'ye bagli bozunma i¢in kenetlenir (Sharma et al.,2004; Gelman
etal.,2002). Bu isleme kusuru, diisiik sicaklikta (~ 27 ° C) epitel hiicrelerinin
biiyiimesi veya F508del CFTR ylizey lokalizasyonu ile sonuglanan kii¢iik molekiil
diizelticiler ile muamele ile kismen asilir. ER ile iliskili par¢alanma ve trafik
akisindan hiicre ylizeyine kacan yanlis katlanmis CFTR, proteini hizla taninir ve
parcalanma i¢in ubikitin ile isaretlenmis olmasina ragmen kismi islevini bir iyon
tasiyici olarak korur ve boylece periferik yarilanma omriinde azalma meydana

gelir (Sharma et al., 2004; Swiatecka et al., 2005; Lukacs et al., 1993).

Glikosilasyon ve fosforilasyon gibi kovalent modifikasyonlar, CFTR gibi
membran proteinlerinin dogru biyogenezi ve fonksiyonu i¢in c¢ok Onemlidir.

Ornegin, N-glikosilasyon, CFTR'nin yiizey kararlihimi arttirir (Glozman et
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al.,2009; Chang et al., 2008). CFTR kanal kapisi, dimer ara yiiziinde ATP
baglanmas1 ve hidrolizi takiben NBDI-NBD2 (niikleotid baglanma alani)
heterodimerizasyonunu tesvik etmek i¢in PKA'ya bagli fosforilasyonu kullanir
(Mens et al., 2006; Cheng et al., 1991). Ote yandan CFTR diizenleyici alanindaki
(Regulatér domain) spesifik serinlerde fosforilasyon kanal aktivitesini inhibe eder
ve bu aminoasidlerin alanin ile ikame edilmesi, kanal iletkenligini arttirir
(Wilkinson et al., 1997). CFTR’nin tiim bu kovalent modifikasyonlar1 terapotik
oneme sahip olabilir. Ornegin, diizenleyici alanin fosforilasyonunu arttirarak
mutant CFTR aktivitesini arttiran kiiciik molekiil giiclendiriciler tanimlanmistir

(Pyle et al., 2011).

Kiitle spektrometrisi kullanarak yeni bir CFTR post-translasyonal
modifikasyonu (PTM), olan S-palmitolasyon noktasi tespit edildi (Bkz. Sekil
2.13) (McClure et al., 2012). PTM, siilthidril gruplarindaki tiyoester baglantisi
yoluyla sistein aminoasidine, bir 16 karbonlu doymus yag asidi olan palmitatin
kovalent baglanmasi ile karakterize edildi. Diger lipidasyon tiirlerinden farkli
olarak, tioester ile bagl palmitat modifikasyonu, proteinlerin S palmitolasyon ve
depalmitilasyonun diizenlenmis sikluslarindan gegmesine izin vererek hizla geri
dondiiriilebilir (Zhang et al., 2010; Resh et al., 2006). Coziiniir substratlar igin,
palmitatin tutturulmasi, tipik olarak membrana birlesmesini tesvik eder ve
cogunlukla N miristoylasyon veya prenilasyon ile birlikte olusur (Lin et al., 2009;
Abrami et al., 2008; Qanbar et al., 2003)

Membran proteinlerinin  palmitolasyonu, transmembran yonelimini
degistirerek protein protein etkilesimini diizenler, diger yan zincir eklerini kontrol
eder veya cesitli hiicresel bolmelere gore siralama i¢in bir sinyal gorevi goriir
(Kinlough et al., 2006). Ozellikle, protein lokalizasyonu, maturasyonel isleme ve

cok sayida iyon kanali ve ABC tasiyici proteinlerinin islevi bu sekilde diizenlenir.
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841  PAVITHNTYL RYITVHKSLI EVLIHCLVIF LAEVAASLYV ']{LLCNT?L" GNSTHS
901 NSYAVIITST SSYYVEYIYV GVAL RGLPLVB'I‘ LI'I'VSK mﬂsvmp
961 MSTLNTLKAG GILNRFSKDI AILDDLLPL [QLLLY VIGAIAVVAV LQPYIEVA
1021 AFTHLR AYFLQTSQOL I(QLESEGRSP IFTHLV‘I'SL!( WILR tGR QPYFE’I‘Lm
1081 AI.NLHTAM LYLSTLRAFQ MRIEMIFVIF FIAVIRISI] TTGEGEGRVG TILTLAMNIM

1141 STLOWAVNSS TDVDSIMRSYV SRVEKFIDMP TEGKPTKSTK PYKNGQLSKV MITENSHVKK
1201  DDIWPSGGQM TVKDLTAKYT EGGNAILENI SESISPGQRV GLLGRTGSGK STLLSAFLRL
1261  LNTEGEIQID GVSWDSITLO OWRKAFGVIP QKVFIFSGTF RKNLDPYEQW SDQEIWKVAD
1321  EVGLRSVIEQ FPGKLDEVLV DGGCVLSHGH KQLMCLARSV LSKAKILLLD EPSAHLDPVT
1381 YQIIRRTLKQ AFADNIVILC EHRIEAMLEC QQFLVIEENK VRQYDSIQKL LNERSLERQA
1441  ISPEDRVKLE PHRNSSK S KPQIAALKEE TEEEVQDTRL

Sekil 2.13. CFTR aminoasid dizileri igerisindeki post translayonel modifikasyon (PTM) bolgeleri
(Michelle, 2011).

2.4.1 CFTR’nin biyogenezi ve hiicre i¢i trafigi

CFTR'nin biyogenezi, sinyal tanima parcacigi yoluyla sinyal tanima
pargacigl reseptorii araciligityla ER membran translokonun (Sec61 kompleksi)
hedeflenmesiyle, sitozolik ribozomlardan baslar. Ribozomdan ortaya ¢ikan CFTR
polipeptit zinciri, translokondan sinyal transfer ve stop- transfer sinyallerinin sirali
ve koordineli hareketi yoluyla kotranslasyonel olarak ER'ye sokulur(Skach, 2000).
ER liimenine ¢ikan yeni sentezlenen CFTR polipeptid zinciri, ER membrana
yerlestirildikten hemen sonra, ister dogal isterse mutant (F508del) CFTR proteini
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,ICL4 de bulunan Asn894 ve Asn900'da bolgeleri iizerinde c¢ekirdek-
glikozilasyonuna ugrar. N-glikosilasyon, katlanma, ayirma ve hiicre igi trafik gibi
hiicre i¢i siireglerde 6nemli bir rol oynar. Genellikle bu oligosakaritler, hiicrenin
disinda, stabilizatorler olarak, yapisma ve bagisiklik tepki modiilasyonunda,
tanima hedefleri olarak etki ederek goriirler (Caremelo and Parodi, 2007).
Bununla birlikte, glikozilasyon ER'de, salgi yoluna yonlendirilen proteinlerin
katlanabilme durumunu degerlendiren kalite kontrol siirecinde onemli bir rol
oynar. ER'de glikozilasyon, CFTR’nin lektin / saperon kalneksin (calnexin)
tarafindan katlanmay1 degerlendirmek icin kullanilan (b bandi da denilen)
proteinin glikosile edilmis (olgunlasmamig) formunu olusturur. ER'da, dogal
tipteki CFTR trafik iglemleri, golgi kompleksi vasitasiyla gerceklestirilir, burada
coklu golgi glikosiltransferazlari tarafindan islenir ve tamamen olgun formda

CFTR (ayn1 zamanda bant C olarak adlandirilir) olusturulur ( Cheng et al., 1990).

Yeni yapilan ¢aligmalar, iki yakin glikozilasyon bodlgesinin ¢ikarilmasinin
translasyon sonrasi iiretken katlama islemini durdurdugunu ve bu da mannozidaz
ile yonlendirilen ER'ye bagli parcalanma yolundan par¢alanmaya maruz kalmis
terminal olarak yanlis katlanmig mutantlarla sonuglandigini ortaya koymustur

(Cioaca et al., 2011).

En sik goriilen mutant protein olan F508del-CFTR, hatali katlanma
nedeniyle ER'de hemen hemen tamamen tutulur ve buradan ubikitin-proteazom
(UPP) yoluyla bozunur. ER’ deki bu kontrol mekanizmasma ER kalite kontroli
kisaca ‘ERQC’ adi verilir (Vashist et al., 2004). ERQC iizerinde ¢ok sayida
aragtirmadan elde edilen biiyiikk miktarda veriye ragmen, yerel bir protein
konformasyonunun yanliglikla katlanmis bir protein konformasyondan nasil ayirt
edildigi hala netlik kazanabilmis degildir. Bununla birlikte, proteinlerin
katlanabilme durumunun hem birincil sekansi tarafindan belirlenen i¢ yapisal
motiflere ('protein otonom') hem de hiicresel ¢evrede bulunan molekiiler
saperonlar gibi ekstrinsik faktorlere (‘protein-otonom olmayan’) bagli oldugu
kabul edilmektedir (Amaral et al., 2013). Hsc70 / Hsp70 ve Hsp90 iceren saperon
kompleksleri iki temel sitozolik katlanma mekanizmasi olup yapilan galismalarda
her iki saperonunda CFTR’nin katlanmasina katildigi bulunmustur(Farinha et al.,
2002; Zhang et al., 2001). Hsp70 normal ve F508del mutanti CFTR’nin ‘ ayrimin
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yapan Onemli bir saperondur. Son veriler, F508del mutantt olan CFTR'nin,
saperon tuzagi olarak adlandirilan ¢ekirdek 1si-sok proteinleri (Hsp40, Hsp70 ve
Hsp90) ile stokiometrik iliskide durgun katlanma araci olarak mevcut oldugunu
gostermistir(Coopinger et al., 2012). Izole edilen mutant F508del- NBD1’i
Hsc70'i, normal CFTR’nin NBD1'ine gore daha yiiksek afinite ile bagladigi ve
Hsp70’in -NBD1’e baglanma afinitesinin ATP veya ADP ile azaltilabilecegi
bulunmustur. Bununla birlikte, bu niikleotidler, mutant F508del-NBD1 ve dogal
tip CFTR-NBDI1 i¢in Hsp70-baglayici afiniteleri arasindaki farki arttirmasina
karsin kiicik molekiilli CFTR dizelticileri, onu azaltabilir(Scot-Ward et al.,
2009). Bu ve diger bulgular, CFTR' nin ERQC’si igin iki 6nemli kontrol noktasini
tanimlayan daha onceki modeli tam olarak desteklemktedir. Bu modele gore,
normal tip CFTR, Hsc70 aracili ilk ERQC noktasindan geger, buna karsin
F508del mutant1 olan CFTR, Kinetik olarak buraya sikisir, ¢ciinkii mutant proteinin
sentezlenen polipeptit zinciri, dogal yapiy1 kazanamadigi i¢in Hsp / Hsc70 mutant
proteindeki hidrofobik kalintilarini tanir ve kuvvetle baglar (Farinha et al.,
2005)(Sekil 2.14).

1=tcheckpoint
asas Hsp70 (& other chaperones)
machinery

coen B TR = i 'Qé;‘__:zﬁ‘
: (imcz! FBD cosue D g
4 ‘%ﬁ‘ Cytopiasm Sl (eees :
e ER mambrane Ifl If I= 7[ ]1”
ER exit A0 U L_H T
ERwmen R P ) rew
B N A\ —
. 52 F508del-CFTR wt-CFTR = = =
ey e @ 0
~ — _d
bo
4™ checkpoint
Diacidic code
&i
?"A‘-
2

37 checkpoint
Arginine-framed
tripeptides

24 checkpoint
Calnexin Cycle

Sekil 2.14. CFTR'nin ER kalite kontrolii (ERQC) i¢in kontrol noktalar.. Ilk kontrol noktasinda,
Hsc70 ve Hsp70, yeni ortya ¢ikan CFTR'nin sitozolik alanlariyla etkilesime girer, bu
nokta F508del CFTR'yi tutmanin ve atmamn ana mekanizmasidir. ikinci kontrol
noktasinda, normal tip CFTR, N-glikosil artiklari ile calnexin'in etkilesimi yoluyla
katlanir yolak boyunca ilerler. Basarili bir katlama yapildiginda, CFTR, hem salgi
yolunda {igiincii kontrol noktast (AFTler gibi), hemde dordiincii kontrol noktast (di-
asidik ¢ikis kodu/DAD gibi) iceren adimlarda ilerleyerek ER'den ¢ikar (Farinha, and
Canato, 2017).
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Phe508, NBDI1'in dis yiizeyinde Yerlesmis bulunmasina karsin NBD1
domainindeki yiizey lizerinde biiyiik bir etki yaratmaz (Levis et al., 2005) Ancak
tam uzunluktaki CFTR modelleme verilerindeki kanitlara gore, katlama
islemlerinde, domain-domain etkilesimleri sirasinda Phe 508 NBDI iizerinde,
kritik temas noktasi olusturmaktadir (Serohijos et al., 2008; Thibodeu et al.,
2010). Yeni olusan normal tip CFTR ile Hsc70-Hdj-2 komplekslerinin olusumu
RD'nin ekspresyonundan sonra biiyiik dl¢iide azaltilir, Hdj2 / Hsc70 ile katalize
edilen intramolekiiler NBD1-RD etkilesiminin CFTR katlanma yolunda kritik bir
adim oldugunu ve bu durumun F508del-CFTR'nin biyogenezinde bozuk oldugunu
diisiindiirmektedir (Meacham et al., 2001). Ikinci ERQC kontrol noktas: (BKz.
Sekil 2), CFTR'nin ¢ekirdek glikosilasyonunu ve kalneksin donglisiinti igerir
(Hammond and Helenius, 1995). Cogunlukla Hsp70 katlama kontrol noktasinda
UPP (ubikitin-proteazom)bozunmasi i¢in muhafaza edilen F508del-CFTR'nin
aksine, normal tip CFTR, bu dongii boyunca katlanma yolunda ilerlemekte olup,
bu asamada sirasiyla, deglikosilasyon, reglukosilasyon ve ER zar saperon / lektin
kalneksin kompleksine tekrar baglanir (Farinha et al., 2005). Bu modele gore,
katlanma formasyonuna gegemeyen bazi normal-tip CFTR ve ilk ERQC
noktasinda degredasyondan kagan kiigiik bir miktar F508del- CFTR, ikinci
kontrol noktada (kalneksin-bagli) proleotik glican-aracili endoplazmik retikulum

iliskili degradasyona ugrar.

Ucgiincii bir ERQC kontrol noktas1 ise CFTR’nin ER ¢ikis yerlerinde olusan
kaplama proteini (COPII) kapl vezikiiller yoluyla Golgi'ye nakledildiginde olusur
(Roxo-Rosa et al., 2006). Bu noktada, yanlis katlanmis F508del-CFTR, ER tutma
motifleri olan dort arginin cerceveli (RXR) tripeptidlere (Arginine Framed
Tripeptides /AFT) maruz kalmasindan dolayr ER'den ¢ikamaz. Bu motifler, N-
terminal kuyruguda (Arg29-GInArg3l), NBD1’de (Arg516TyrArg518 ve
Argb53Ala Argb55) ve RD’de (Arg764ArgArg766) bu dort motife sahiptir.
F508del-CFTR, bu tiir motiflerin ortaya ¢ikmasi nedeniyle ER'den ¢ikamiyor
(Roxo-Rosa et al., 2006; Chang et al., 1999). Aslinda, F508del-CFTR'deki dort
AFT'nin eszamanli mutasyonunun, 29, 516, 555 ve 76 konumlarindaki Arg yerine
lisin gelmesiyle (yani F508del-R29K-R516K-R555K-R766K-CFTR, yada kisaca
F508del-4RK-CFTR), F508del-CFTR, ERQC'den kagisini  hizlandirdig
bildirilmistir. Mutant F508 del CFTR’in kontrol noktasindan kagisi islemi aslinda
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F508 del CFTR katlanmasint diizeltilmesi anlamina gelmez, sadece kontrol
noktasinin listesinden gelme anlami tagimaktadir. CFTR, ER ¢ikis bolgelerindeki
kaplama proteini (COP) II kapl vezikiiller i¢ine paketlendiginde dordiincii bir
kontrol noktast mevcut. Bu siireg, NBDI'de bulunan di-asidik ¢ikis kodunu
(Asp565AlaAsp567-DAD) igeren 6zel bir ¢ikis motifine dayaniyor. DAD olarak
bilinen bu motif NBD1’de yer alir (Bkz Sekil 2.14). Bu motif, Sec24 aracili
COPII paketlenmesi igin gerekli ve bu kodun bozulmasi hem Sec24 CFTR
birlikteligini hem de ER’den ¢ikis1 azaltir(Nishimura and Balch, 1997). Bu motif
icindeki, ikinci Asp kalintisinin alanin ile yer degistirmesi CFTR katlanmasini
etkilemedigi, ancak Sec24 ile iliskisini azaltigt ve ER'den ¢iktigi
gosterilmistir(Wang et al., 2004). Bununla birlikte, her iki Asp artiklarinin es

zamanli mutasyonu CFTR islemini tamamen ortadan kaldirdig: bildirilmistir.

CFTR’nin ER c¢ikis yerlerinde olusan kaplama proteini (COPII) kaph
vezikiiller yoluyla Golgi'ye nakledildiginde olusur (Roxo-Rosa et al., 2006). Bu
noktada, yanlis katlanmig F508del-CFTR, ER tutma motifleri olan doért arginin
cergeveli (RXR) tripeptidlere (Arginine Framed Tripeptides /AFT) maruz
kalmasindan dolay1 ER'den ¢ikamaz. Bu motifler, N-terminal kuyruguda (Arg29-
GIn30-Arg31), NBD1’de (Arg516-Tyr517-Arg518 ve Arg553-Ala554- Arg555)
ve RD’de (Arg764-Arg765-Arg766) bu dort motife sahiptir. F508del-CFTR, bu
motiflerden dolay1 ER' den ¢ikamaz (Roxo-Rosa et al., 2006; Chang et al., 1999).
Aslinda, F508del-CFTR'deki dort AFT'nin eszamanli mutasyonunun, 29, 516, 555
ve 76 konumlarindaki Arg yerine lisin gelmesiyle (yani F508del-R29K-R516K-
R555K-R766K-CFTR, yada kisaca F508del-4RK-CFTR), F508del-CFTR,
ERQC'den kacisini hizlandirdig: bildirilmistir. Mutant F508 del CFTR’in kontrol
noktasindan kagisi islemi aslinda F508 del CFTR katlanmasini diizeltilmesi
anlamma gelmez, sadece kontrol noktasinin {istesinden gelme anlami
tasimaktadir. CFTR, ER ¢ikis bolgelerindeki kaplama proteini (COP 1) kaph
vezikiiller i¢ine paketlendiginde dordiincii bir kontrol noktast mevcut. Bu siireg
ise NBD1'de bulunan di-asidik ¢ikis kodunu(DAD) (Asp565-Ala566-Asp567)
iceren Ozel bir ¢ikis motifine dayaniyor. DAD olarak bilinen bu motif NBD1’de
yer alir. Bu motif, Sec24 aracili COPII paketlenmesi i¢in gerekli ve bu kodun
bozulmast hem Sec24-CFTR birlikteligini hem de ER’den c¢ikis1 azaltir

(Nishimura and Balch, 1997). Bu motif igindeki, ikinci Asp kalintisinin alanin ile
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yer degistirmesi CFTR katlanmasini etkilemedigi, ancak Sec24 ile iliskisini
azalttigi1 ve ER'den ¢iktig1 gozlenmistir (Wang et al., 2004). Buna karsin, her iki
Asp artiklarin es zamanli mutasyonu CFTR islemini tamamen ortadan kaldirdig
bildirilmistir. Do6rt kontrol noktasindan sonra, CFTR, Sarl GTPase ve
heterodimerik Sec23-24 ve Sec13-31 kompleksleri gibi genel trafik mekanizma

proteinlerini igeren bir siireg ile Golgi yoluyla COPII vesikiillerine doldurulur.
2.5 CFTR Genindeki Mutasyonlar ve Fenotip ile iliskisi

CFTR proteinin islevselligi ve dogru c¢alisabilirligi CF genindeki
mutasyonlarinin gen lizerindeki yerine ve anlamli olmasma bagl olarak
degisebilmektedir. CFTR proteininin islevselligine gére mutasyonlar, alti ana
grupta toplanmistir (Bkz. Sekil 2.15)(Sheppard et al.,1993; Zielenski et al., 2000).

1.Grup mutasyonlar: CFTR geninde meydana gelen,
insersiyon/delesyonlar soncunda ¢ergeve kaymasi mutasyonlari olusabilir veya
cerceve icinde tek niikleotid degisimleri gozlenebilir, bu durum CFTR geninde
erken stop kodon (prematiire stop kodon) olusmasina neden olur. Bunun sonucu
olarak, klor kanal aktivitesini tamamen kaybetmis yada kismen aktivite gdsteren
CFTR proteini olusur. p.Gly542X, p.Arg553X, p.Trpl282X ve bir gerceve
kaymas1 mutasyonu (p.Phe316LeufsX12) simif I mutasyonlarina 6rnek verilebilir
(Magquat, 1995). Bu sinifta en sik goriilen CF hastalarinin yaklasik %4 tinde, en az
bir alleli etkileyen mutasyon ise p.Gly542X mutasyonudur. Diger mutasyonlar, ise
belirli populasyonlarda daha yiiksek bir frekansa sahiptir. Ornegin Israil'deki
Ashkenazi Yahudilerindeki allellerin  %48'inde p.Trpl282X mutasyonu
goriiliirken, Fransiz Reunion Adasi'nda p.Tyrl22X tasiyict orani yaklasik %
24’tiir (Dugueperoux et al., 2004, Shoshani et al., 1992).

1. Grup mutasyonlar: Bu grupta yer alan mutasyonlar CFTR proteininin
yanlis katlanmasina neden olurlar ve CFTR proteini, membranin apikal yilizeyine
ulasamadig1 i¢in klor kanallar1 olusamamaktadir. Yanlis katlanan CFTR
sentezlendikten sonra hiicre i¢indeki trafiginin bozulmasina neden olurlar. Yanlig
katlanmis CFTR proteini geriye c¢agrilir ve E.R’da Ubikuitin/proteozomlar
tarafindan parcalanir. p.Phe508del, p.lle507del, p.Asn1303Lys smuf II
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mutasyonlara drnektir. Bu simnifin en sik rastlanan mutasyonu p.Phe508del NBD1
domaininde meydana gelir ve NBD1 ile dordiincii stoplazmik halka (ICL4)
arasindaki etkilesimi degistirir ve bunun sonucunda NBD’1 de enerjik ve kinetik

karasizlik olusur ( Protasevich et al., 2010, Cui et al., 2007, He et al., 2010 ).

I1l. Grup mutasyonlar: Bu grupta yer alan mutasyonlar siklikla CFTR
proteininin ATP baglanma alanlarinda ( NBD1 ve NBD2) bulunur ve kapi
mutasyonlar1 olarakta bilinirler. Uretilen protein normal seviyelerde membrana
etkili bir sekilde yerlesir, ancak ATP baglanma bolgelerinde olusan mutasyonlar
protein kinaz A (PKA) ile aktivasyona diren¢ gdsterilmesine neden olur. Boylece
proteinin kanal agiklig1 degisir. Bu grup mutasyonalarin basinda p.Gly551 Asp ve
p.Gly970Arg gelir. P.Gly 551 Asp normal CFTR proteinin kanal agiklgina gore
yaklasik 100 kat daha dar kanal a¢ikliginin olusmasina neden olur. Dikkat cekici
bir nokta da, p.Gly970Asp mutasyonudur. Bu mutasyon proteinin tigiincii
sitoplazmik ~ dongiistinde (ICL3) yer alir ve aminoasid ikamesinin
lokalizasyonunun bilinmesi sonuctaki CFTR yapisal ve islevsel hatalarim
ongdrmek icin yetersiz kaldigim1 vurgular. G178R, G551D, G551S, R560T,
V520F, G970R, G1244E, S1255P, G1349D, bu grupta yer alan
mutasyonlardir.(Anderson and Welsh, 1992; Seibert et al., 1996).

IV. Grup mutasyonlar: Bu mutasyonlar, ¢ogunlukla kanal go6zenek
olusumunda rol oynayan membran spaning domain (MSD)’de bulunur. Bu
bolgelerde bulunan missense mutasyonlar sonucunda, membrana yerlesmis ve
Cl kanal aktivitesini koruyan CFTR proteini iiretilmesine karsin, proteinin kanal
iletkenligi azaltilmistir. Bu smiftaki aleller genellikle hafif hastalik formuyla
iliskilidir. p.Argl17His mutasyonu, en iyi tantmlanmis sinif IV mutasyonudur. Bu
mutant siklik AMP ile diizenlenmis apikal Cl akimlan iretirken, patch-clamp
analizi, hem kanal a¢ulma olasiligini, hem de iletkenlikte bir azalma oldugunu
gosterdi (Reddy and Quinton, 2001; Sheppard et al., 1993). Son zamanlarda
yapilan calismalar gore, kloriir iletkenligini azaltmaksizin CFTR bikarbonat
iletkenligi 6zelligini etkileyen mutasyonlar i¢in bir [Vb alt siifi (bikarbonat igin)
onerilmistir (Schneider et al.,, 2011). Giiniimiiz itibariyle, p.Arg75GIn ve
p.Ile148Thr gibi sadece birkag mutant saptanmistir. P.1le148Thr, CF genine yakin
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zararl goriinmesede (Claustres et al., 2004) p.Arg75GIn bazi ¢alismalarda patojen
etkisi bulunmustur (Divac et al., 2004, Schneider et al., 2011).

V.Grup mutasyonlar: Azalmis CFTR kanal aktivitesine neden
olmaktadirlar (c.1210-12T[5] (5T allele), c.3140-26A>G (3272-26A>G), ¢.3850-
2477C>T (3849+10kbC>T)).

VI. Grup mutasyonlari:

Bu mutasyonlar CFTR’nin diizenleyici ozelliklerini etkileyen niikleotit
degisikliklerini igine alir. Genin C terminalindeki 70- 98 aminoasit rezidiisiiniin
kaybolmasi sonucunda gelisir. Bu degisiklik proteinin iyon kanali fonksiyonunu
etkilemez ancak proteinin stabilitesini olumsuz yonde etkiler. Protein daha hizl

yikilir. Q1412X ve 279insA mutasyonlar1 bu grupta yer almaktadir.
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Sekil 2.15. CFTR mutasyonlarinin siniflandirilmasi (Arends and Pettit, 2015).

Smif I-IIT ve VI'ya ait mutasyonlar, apikal membranda ya cok az
fonksiyonel CFTR aktivitesi gosterirler yada hi¢ gostermezler. Genellikle "ciddi"
olarak kabul edilir ve akciger hastaligi, ancak pankreas yetmezligi ile klasik bir

CF fenotipine neden olurlar. Siuf IV ve V'e ait mutasyonlar, hafif CFTR
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aktivitesine sahiptir. En az “hafif” bir CF alleline sahip hastalarda, CFTR
fonksiyonu sindirim i¢in yeterli ve akciger hastalig1 az siddetlidir. CFTR mRNA
seviyesi %10 dan fazla olan CFTR mutasyonlu bireyler, sadece bir semptom
gbsterebilir, Ornegin CF nin genital formu olan erkeklerde gériilen CBAVD (Vas
Deferens Konjenital Bilateral Yoklugu) bu duruma ornek verilebilir. CFTR
mutasyonu bakimindan heterozigot bazi bireyler, pankreatit, siniizit ve allerjik
bronkopulmoner aspergilloz gibi CFTR ile iligkili hastaliklar bakimindan yiiksek
risk altinda olabilirler. CFTR mutasyonlu vakalarda genetik yatkinlik 6nemli bir
faktor olmakla birlikte c¢evresel modifiye ediciler ilave katki saglayabilir
(Castellani et al., 2008).

Farkli siniflar ig¢indeki mutasyonlari siniflamak fonksiyon bozuklugunu
anlamak i¢in yararlidir, ancak bir¢ok sekans varyasyonlari nadir goriildiigii i¢in
patojenik Ozellikleri degrlendirmek i¢in uygun olmamaktadir. Dahasi tek
niikleotid degisimi mutasyonalar1 birden fazla anormallikler olusturabilir ve

degisken fenotip saglayabilir (Welsh et al., 1993; Zielenski et al., 1995).

Cizelge 2.6 CFTR mutasyonlarinin CF(Kistik Fibrozis) ile ilskisi (Castellani et al 2008)

Mutasyon grubu Ornekler

| FSO8del. RS53X. R1162X. R1158X. 2184delA,

| 2184insA. 3120+1G=A. I1507del. 1 677deITA.

| G542X. G551D. W1282X. NI303K.

| 621+1G=>T. 1717-1G=>A. A455E. R560T. GS85E.
| R334W. R347P. 71 1+ 1G>T. 71 | +3A>G.*

| 1898+ 1G=>A. SS549N. 3849+ 10kbC >T. E822X.

| 1078delT, 2789+5G >A. 3659delC. RI117H-TS5.*
FRIIZH-T7.* DI 152H.* L206W.* TG 13-T5*

TRIIT7ZH-T7.* TGI2-TS5.* RII17H-TS5.* DI 152H.*
TGI3-TS5." S997F. R297Q." L997F. M9521L.
DS5S65G. " GS576A.“ TGII-TS5.7F R66BC-G576A-

. D443Y, R74VW-D1270N

I T148T. R75Q. 8754 40A/G. M470V, ES28E. |
.T854T P1290P. 2752-15G/C. I807M. IS21F. ;

{ FS08C., 1506V, TG11-T5* '
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2.5.1 CFTR genotipi ve toplam CFTR aktivitesi

CFTR geninde meydana gelen mutasyonlar genin, miktarini veya
fonksiyonel 6zelliklerini degistirir. Bu mutasyonlar tek bir allel (heterozigot) yada
her iki allel (homozigot) olarak karsimiza ¢ikar. Mutasyonlarin ¢esidine gore
CFTR proteininde hem miktar hemde fonksiyon kayibi s6z konusu olur. Bu
durum CFTR nin toplam aktivitesinde c¢ok daha fazla kayiplara neden olur.
Boylece CFTR genindeki mutasyonlarin neden oldugu CF veya CF ile iliskili
hastaliklarin seyrini, yani kisacast fenotipinin farklilagsmasini saglar (Bkz. Sekil
2.16) (Zielenski, 2000).

Total
CFTR

aktivitesi

Sekil 2.16. CFTR proteininin toplam aktivitesi ve CFTR ile iligkili hastaliklarin siddeti. Gri renkli
bolgeler, allellerden birinin yada ikisininde normal oldugunu ve CFTR aktivitesi
yeterli olup, hastaligin olmadigini belirtir. Turuncu renkli bolgelerde ise her iki allelde
mutasyon s6z konusu olup CF ve CF ile iliskili en az bir hastalik durumunun varligina

isaret eder (cftrscience, 2017).

CFTR aktivitesinin kaybi1 CF’ye neden olsa bile, CF’li hastalarda gesitli
faktorlerler klinik bulgular1 etkiler. Bu faktorler, hastalardaki semptomlarin
cesitliligine katki saglayabilir (Castellani et al., 2008; Sheppard et al.,1993).
CFTR genotipi, hiicre yiizeyindeki toplam CFTR aktivitesini belirleyen CFTR
proteinin miktarin1 ve fonksiyonunu belirler. Genel olarak her iki CFTR alleli
iizerinde CFTR aktivitesi olmayan ya da ¢ok az olan mutasyonlarin varligt
hastaligin ilerlemesinde erken kanit sunabilir ayrica, kompleks allellerin varligi,

toplam CFTR aktivitesini azaltabilir. Ornegin Polytimin (Poly-T) bélgesinin



36

uzunlugu, CFTR aktivitesi olan R117H mutasyonunun etkisine niifus eder
(Zielenski, 2000).

CF fenotipi, ayn1t CFTR mutasyonlarini tasiyan hastalarda, hatta kardesler
arasinda bile, olduk¢a heterojeniteye sahiptir. Hastalik siddetindeki bu farkli
fenotipler, modifiye edici genleri iceren alternatif genomik lokus gibi diger
genetik faktorler ve ayrica gevresel etkilerin katkisiyla belirlenmektedir (Bkz.
Sekil 2.17). Fonksiyonel CFTR yokluguna neden olan ciddi mutasyonlari,
pankreatik yetersizlik (vakalarin %95’inden fazlasi), karaciger hastaligi (vakalarin
%3-5), erken tan1 (1y1l <), terde yiiksek Cl seviyesi( >80 meq/ ) mekonyum ileus
(vakalarin yaklasik %20) vakalariyla baglantilidir. Az miktarda CFTR aktivitesine
sahip hafif mutasyonlar genellikle pankreatik yetersizlikle (vakalarin %70-80’1) ,
gee¢ tant (10y1l >), terde diisiik cl seviyesi, mikonyum ileus yok, hafif diizey
akciger hastligiyla iliskilidir.

Allele #1 L Allele #2
Molekiiler Molekiiler
Bozukluk Bozukluk
J
Modifive Toplam CFTR Cevresel
edici Aktivitesi
genler Faktorler

— —

S~ T . l

JIIFCF Klinik Fenotip i

Sekil 2.17. CFTR genotipi ile CF klinik fenotip arasindaki iligki (cftrscience, 2017).

CF'nin ¢esitli klinik belirtileri, yalnizca pankreatik fonksiyonunun CFTR
genotipi ile iyi korele oldugu gosterilmistir. Pankreas yeterliligine sahip hastalar

en az bir hafif allele (simif IV ve siif I deki bir kisim missplicing mutasyonlar ya
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da protein stabilitesini etkileyen mutasyonlar) sahiptir. Buna karsin pankreatik
yetersizligi olan hastalarda, ciddi fenotipik etkileri olan mutasyonlar (6rn; siif I,
Il veya Ill) bakimindan homozigot ya da birlesik heterozigotluga sahitir. R117H
R334W ve R437P mutasyonlar1 genellikle daha az bozulmus pankreatik
yetersizlikle ilskilidir (Bkz. Sekil 2.18) (Tsui, 1992). Ayni ailede bireyler arasinda
benzer pankreatik yetersizlik goriiliir iken akciger hastaliginda, ayn1 mutasyonlara
sahip kardeslerde bile ¢ok farkli fenotipler gozlenebilmektedir. Nitekim bu
durum, birlesik CFTR genotipi olan F508/1717-1G>A dizogotik (¢ift yumurta)
ikizlerde pankreatik yetersizlik goriiliirken, akciger hastaliklarinin ise ikizlerin
birinde Pseudomanas enfeksyonunun kronik semptomlar1 goriiliirken diger ikizde
anormal bir akciger fonksiyonu gozlenmedi ve herhangi bir antibiyotige ihtiyag

duyulmadi (Borgo et al., 1993).

CFTR CFTR

Miktan Fonksiyonu

i Vo

Apikal | Kanal Kanal Toplam

membrandakiCFTR X agikiig X lletkenigi = CFTR_ _
kanal sayisl | aktivitesi
- 3

*Bozulmus Sentez (Sif | * Bozulmus 'B Qzu]mug

Mutasvonlan kanalkap [eti (Simf IV

*Bozulm usiglemler veileti| < fonksiyonu mutasyonlan

(Struf [T mutasyonlan) (Struf IIT

*Sentezr miktan azalmis

(5uf V. mutasyonaln) ~ J

4 * Yiizey stabilitesnde
azalma( S VI
mutasyonlan)

Sekil 2.18. Bozulmus CFTR miktar1 ve fonksiyonunun toplam CFTR aktivitesi {izerine etkisi
(cftrscience, 2017).
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Yapilan calismalar gosterdiki, akciger hastaligimin siddeti ile belirli
mutasyonlar arasinda bir ilsiki oldugu saptandi. CFTR geninin intron 8
bolgesindeki 5T splicing varyanti, CF hastaligindaki eksik penetrans ile iliskili
oldugunu gosterdi. Nasal epitelden elde edilen normal (ekzon 9+) CFTR
ekspresyon seviyesi ile akciger hastaliginin siddeti arasinda 6nemli bir iligki
gozlendi. Zorlu ekspiratuar volim 1(FEV1) > %80 den fazla olan kisilerde
ekspresyon seviyeleri % 25'den fazla olurken, FEV1<80 olan kisilerde ise bu oran
%15’in altinda goriildii. Ayrica, konjenital bilateral vas deferens yoklugu olan
dort infertil hastanin (CBAVD) analiz sonucu, % 6-24 araliginda normal CFTR
ekspresyonuna sahip olduklar1 goriildii (Rave-Harel et al., 1997; Teng et al.,
1997). Bu sonuglar CF’li kisilerin splicing (ekleme) mekanizmalarindaki
degiskenligin hastaligin degisken fenotipi ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Splicing (ekleme) mutasyonu 3849 + 10 kb C — T, CF akciger fenotip ile normal
CFTR ekspresyon miktar1 arasinda da korelasyon gosterir (Rave-Harel et al.,
1997). 3849 + 10 kb C — T, intron 19'da, prematiire inframe stop kodonunu
iceren yeni bir 84bp kriptik eksonun eklenmesine yol agan kismen aktif bir
ekleme bolgesi (splice site) olusturulmasma neden olur; Boylece hem dogru
birlestirilmis hemde anormal kopyalar ayni anda iiretilebilir. Anormal sekilde
birlestirilmis CFTR transkriptlerinin seviyeleri % 3'ten daha diisiik oldugunda,
akciger hastalig1 olmayan normal fonksiyona sahip akciger bireyler gozlenir buna
kars1 daha yiiksek seviyelerde (%9-23) anormal transkriptler ise orta veya siddetli
akciger hastaligina neden olur (Chiba-Falek et al., 1998). Ayni genotipi olan
hastalar arasinda CFTR mutasyonlarinin sebep oldugu fenotiplerin dogasina
uygun olarak, anormal eklenmis CFTR mMRNA’s1 (trasnkripti), degisken
seviyelerde bulunmustur; bu durum CFTR lokusundaki cis elemanlarindan ziyade
ekleme faktorleri farkli fenotipler olusturulmasinda etkili olabilecegini
gostermektedir. CFTR alleli ve pulmoner hastalik arasindaki korelasyona bir
baska Ornek ise A455E mutasyonudur. Quebec bolgesinde hafif akciger ve
pankreatik hastalik F508 homozigotlu olanlardan daha fazla A455E bilesik
heterozigotlu olanlar ile iliskilendirilmistir. (De Braekeleer et.al., 1997).



39

2.5.2 Kompleks Alleller

Kompleks alellerin (iliskili iki mutasyonun bir kromozom {izerinde
tasinmasi) bircogu, bir hastalik yapan mutasyon ile hastlik yapmayan bagka bir
mutasyon ile ilgkili oldugu durumu gostermesine ragmen, ikinci mutasyonunun,
esas mutasyonun etkisini azalttigi durumlarda vardir. Tanimlanan ilk kompleks
allel 1991'de R553X mutasyonunu tasiyan CF’li  bir hastanmin  F508
mutasyonuyla aym allel lizerinde bulunan R553Q mutasyonu oldugu durumdur.
(Dork etal.,1991).Bu hasta pankreatik yetmezlik ve siddetli akciger hastalig1
sergiledi ancak ter testi ile R553Q mutasyonunun F508 ile iliskili CF hastaliginin
siddetini modiile ettigini diislindiirmiistiir. R553Q’nun islevini anlamak i¢in
yapilan ¢aligmalarda ABC ailesi iiyesi olan HisP (Histidin transport ATP-binding
protein) nin kristal yapisinin analizi, bu iki mutasyonun bitisik a-helikslerinde yer
aldig1 ve R553Q'nun protein katlanmasinin biitiinliigii i¢in gerekli olan bir bolgede
bulundugunu diisiindiirmistiir (Hung et al., 1998). Bu nedenle, 553'te bir glutamin
kalintisinin yer degistirmesinin, 508 pozisyonundaki fenilalaninin eksikligini
telafi edecek kadar protein katlanmasini gelistirmesi, daha islevsel bir CFTR

molekiilii ve daha az siddetli hastalik fenotipi olusturmustur.

Yapilan baglanti analizlerinde 102T — A promotor mutasyonu, S549R (T
— G) mutasyonu ile baglantili olarak bulunmustur (Romey et al., 1999).
Genotipleri 102T — A + S549R (T — G) / F508 ve 102T — A + S549R (T — Q)
/ S945L kompleks mutasyonlara sahip olan iki bireyin pankreas fonksiyonlar
yeterli ve hafif CF bulgular1 vardir. Daha 6nceki verilere gore S549R mutasyonu
pankreas yetersizligi ile iliskili 'siddetli' allel olarak tanimlandi, ancak S549Rnin
diger alleller ile birlikte bulunmasi, S549R nin klinik fenotipini hafiflettigini
diisiindiirmektedir. Yapilan in vitro analiz sonucuna gore, 102T — A mutasyonu,
CFTR promotor (6zendirici) bolgedeki bir Yin Yang 1 (Yin Yang 1 insanda YY1
geni tarafindan sifrelenen transkripsiyonel represdr proteini) transkripsiyon
faktorii baglama bolgesi olusturdugu, boylece CFTR ekspresyonunda yukariya
yonlii bir regiilasyona neden oldugunu gostermistir (Romey et al.,2000).

Daha agir fenotip ile sonuglanan 'siddetli' allellerin ilaveten, 1limli fenotip

sergileyen birden fazla tanimlanmis mutasyonun birlikte ortaya ¢iktigi ve daha
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siddetli bir CF fenotipinin olustugu birka¢ kompleks alel tanimlanmustir. Pankreas
yeterliligi olan CF hastalarinda ve CBAVD hastalarinda sirasiyla tanimlanan iki
hafif mutasyon (R347H-D979A) ile kompleks allel arastirilmistir. R347H'nin orta
derecede kusurlu Cl kanal aktivitesi ile iliskili oldugu, buna karsilik D979A'nin
CFTR'nin yanlis islenmesine yol actig1 bulundu. R347H-D979A mutasyonlarinin,
¢ift mutant oldugu durumda ise cl iletkenligini 6nemli ol¢iide azalir (Clain ve
ark. 2001). D443Y, G576A ve R668C ii¢ missens mutasyonun oldugu kompleks
alleller tanimlanmis olup, mutasyonlarin her biri daha 6nce CF hastalarinda ve
CBAVD'den muzdarip olan hastalarda bagimsiz olarak gozlemlenmistir. Bu
kompleks alellerden G576 A-R668C mutasyonlar1 normal bir ter testi olan bireyde
bildirilmistir, ancak bu kompleks allelden etkilenen aile tiyeleri hafif bir CF
fenotipi sergilemistir. Bu durum gosteriyor ki, kompleks G576A-R668C
allellerine D443T allellininde eklenmesiyle 1limli CF fenotipinin ortaya ¢iktigini
gostermistir (Abramowicz et al., 2000).

R117H mutasyonu hafif derecede CF fenotipinden sorumludur. Bununla
birlikte, bu mutasyon CFTR geninin intron 8'deki T7 alelinin varligi ile modiile
gibi gorliniiyor ayrica CF fenotipi sadece R117H, T5 aleli mevcutsa ortaya
¢ikmaktadir. CBAVD’li sekiz birey ve bir asemptomatik bireyde (R117H / F508)
R117H alleli T7 alel ile baglantili olarak bulunmustur. Dahasi, T7 alleli ekzon
9'un normal eklenmesi ile iligkili ve normal seviyelerde CFTR mRNA ile
sonuglanmistir. Bu yiizden, R117H / T7 bireyler, hafif CF fenotipi ile sonuglanan,
kismen fonksiyonel olan CFTR proteinini normal seviyelerde iiretilirken, buna
karsin R117H/T5 allellerinin varligi, tam uzunlukta CFTR mRNA miktarini
azalmasina ve ciddi CF fonotiplerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur
(Kiesewetter et al.,1993)

2.5.3 Atipik CF bulgular ve iliskili mutasyonlar

CF’li hastalarin yaklasik %2’sinde CFTR proteini kismen de olsa gorev
yapabildiginden, bu hastalarin klinikleri daha hafif ve bunlar “nonklasik” yada
atipik CF olarak adlandirilir. Bu hastalarin ter kloriir diizeyleri normal veya hafif
yiikksek olup, genellikle pankreas fonksiyonlar1 yeterlidir ve malabsorbsiyon

bulgular1 yoktur. Akciger tutulumlan tipik CF’li hastalara gore daha hafiftir ve
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daha ge¢ baglar. Bunlar genellikle kronik siniizit, bronsektazi, tekrarlayan
pankreatit, fokal biliyer siroz, kolestaz, anormal glukoz toleransi, infertilite veya
sicak intoleransi nedeniyle basvuran hastalardir. Atipik CF tanisi; CF diisiindiiren
en az bir organ tutulumu olmasi ve normal veya smirda ter testi diizeyleri ile
birlikte iki mutasyonun gosterilmesi (Cizelge 2.7) yada anormal nazal potansiyel

fark 6l¢iimii sonucu ile konulur. (Boyle, 2003)

Cizelge 2.7 Atipik (Hafif CF klinigine sahip) hastalarda yaygin goriilen CFTR fenotiplerinin
mutasyonlar ile iliskisi (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/resource/Table3.html)

Hastahk KF hastlardaki yaygm bulgular En az bir KFTR Gizlenen
mutasyonu bulunan Mutasyonlar
hastalarm
fraksivonu(%)
CBAVD vas deferens yoklugu (bilateral) 731102 (73%) IVSE:3T
31/68 (75%) V88T
CUAVD vas deferens yoklugu (unilateral) 6/14 (43%) [[Delta]JE308, R117H .
R730
Diffiiz Brongektazi bronglarda anormal dilatasyon 6/10 (60%) NBDI sifreleyen
ekzonlardaki
mutasyonlar
6/48 (12.3%) Sipesifik olmayan
vaygm KFTR
mutasyonlar
9/28 (32%) V88T
Yiiksek terile anormal brong dilatasyonu ve terde 3/16(31%) [[Delta]]F308
brongektazi Cl- viiksek klortr sevivesi
Allerjik allergic asthma Sipesifik olmayan
Bronkopulmoner vaygm KFTR
aspergilloz mutasyonlar
Jepska bl 6/11 (34%)
mukus plaklart
Kronik Pseudomonas | Kronik siniisit Sipesifik olmayan
brongit vaygm KFTR
2110 (20%) mutasyonlar
nasal polipler
Kronik bronsival asmt | anommal mukus salgdanmast 6/63 (9.2%) [[Delta]JF308
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2.5.4 Epidemiyoloji ve genetik

Kistik Fibrozis (CF)’den sorumlu gen yaklasik 25 yil 6nce klonlama
caligmlar1 yapilarak tanimlanmis ve CF hastaliginin diger organlardaki fenotipinin
aydinlanmas1 saglanmistir. Ancak buna ragmen, hastaligin prognozu bakimindan
farkli etnik populasyonlarda farkliliklar goriilmektedir. Diinyada hastaligin
goriilme siklig1 etnik gruplara gore farklilik gostermektedir. Hastaligin insidansi,
beyaz irkta ve Avrupa irklarinda daha ¢ok goriilmekle birlikte evlilik ve gog¢ gibi
cevresel etmenler sonucu diger irklardada diisiik insidanslarda goriilmektedir

(Bkz. Sekil 2.19.) ( Bkz. Cizelge 2.8) (Kerem, 2006).

CFTR Avrupadaki insidans1 1/2000-3000 dir. Populasyonlar nispeten
homojen goriinse bile yerel ve bolgesel farkliliklar olabilir. Ornegin Fransa’nin
kuzaybat1 bretonya bolgesinde CF yiiksek insidans gostermekte ancak ayni
bolgenin giineyinde CF daha diisiik insidansa sahiptir (Claustres et al 2000). En
stk goriilen mutasyon tiim diinyada hastalarin %66’sinda bulunan delta(A)F508
mutasyonudur (Hull, 2003). AF508 CFTR polipeptidinin 508. pozisyonunda bir
fenilalaninin kaybina neden olan 3 baz ¢iftinin silinmesiyle olusan bir
mutasyondur. Bu mutasyon etnik gruplara bagl olarak degisiklik gosterir. Avrupa
topluluklar1 arasinda AF508 mutasyonu siklig farklilik gosterir. Kuzey Avrupa’l
hastalarda %70-80 arasinda iken Giiney Avrupa’lilarda %50-55 oraninda goriiliir
(Tablo 2.4) (Rowe et al., 2001). AF508 mutasyonu, diinya ¢apinda CF’ye neden
olan en yaygin mutasyon olsa da, Tunuslu hastalarda yalnizca %18 oraninda
goriiliir. Bizim tlkemizde yapilan calismalarda ise en sik goriilen mutasyon
AF508(%24,5) olup, bunun disinda diger mutasyonlarda sirasiyla, 1677delTA
(%4,1), 2789+5G>A (%3,9), 2181delA (%3.8), R347H (%3,6), N1303K (%2,9),
621+1G>T (%2,6), G542X (%2,6) mutasyonlarin takip ettigi bildirilmistir
(Yilmaz vd., 1995) Diger CFTR mutasyonlar1 ¢ok nadirdir ve sikliklart %]1’in
iistinde olan sadece 4 mutasyon (G542X, N1303K, G551D ve W1282X)
bildirilmistir.
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GlyS42X 394delTT CFTRdele2,3
HeS07del 3659delC GlySS51Asp
SerS49Asn B Low birth prevalence
3 Intermediate birth prevalence
1 ! Il High birth prevalence
Gly{éii(iﬁ ArgSS3X 394delTT Glys42x s
849+10kb C—T
GlyS42x Asn1303Lys Asn1303Lys FEA9+
621+1G—-T Gly542X
‘ Ala455Gly Zl;;(;’(_"\ :
GyS42X 3717964 9 394delTT
Asn1303Llys ——mM8M8M8m GlyS42x
a0 1:2400 |
12
GlyS51As; QYSS)ASP 1:2000
Y. P Argl17His
ArglI7His —— Gly542X
1:900 Trp1282X
Alad55Glu < 12500
GlyS42% Asn1303Lys
(USA white) 621+1G—T GlyS51Asp
GlyS42X
GlyS51Asp 1300 GlyS51Asp
Trp1282X AlaSGl_Glu Trp1282X GlyS42X
Arg1066Cys 3849+10kb T ArgS53X
(African American)
ASSIThr Glys42x GlyS42x
3120+ 1iEaA 181141.6kb A—G Leu346Pro
(Latin American) (Brittany)
GlySa2X rittany]
md?_ A 1078delT
1811+1.6kbA—G GlyS51Asp Aaray
e Tp846X Arg1162X
(Native American) GlyS51Asp
Arg1162X Gly542X Gly542x GlyS42x
Leu1093Pro 711+1G—T CFTRdele2,3 Asn1303Lys

Seki 2.19 Kistik Fibrozisin Diinya’daki insidansi (O'Sullivan. and Freedman, 2009).
2.5.4.1 Avrupa

CFTR gen mutasyonlari bircok Avrupa populasyon’larinda karakterize
edilmistir. Bazi1 bat1 Avrupa sehirlerinde CF hastalarindan CFTR mutasyonlarinin
%095 den fazlasi belirlenmistir. Belirlenmis bu mutasyonlardan Delta(A)F508 /
F508del CF’ye neden olan en yaygin muastyondur. AF508 mutasyonun frekansi
Danimarkanin Faroe adalarinda %100 iken, kuzey, bat1 ve kuzey-dogu Avrupa da
yaklasik %70°dir. Tirkiyede ise bu oran yaklasik %20 dir. AF508’den bagska
CF’ye neden G542X, N1303K, ve G551D gibi CFTR mutasyonlar1 %10-%15
arsinda frekansa sahiptir. G542X ve N1303K Akdeniz iilkelerinde en yaygin

goriilen mutasyonlardir.

Bazi1 populasyonlarda etnik belirli mutasyonlar gézlemlendi. Avrupa bolgesi
i¢in belirli etnik gruplara 6zgii mutasyonlar, Iskandinav’da 394delTT, Isvigre’de
3905insT, Kuzeydogu Italya’da R1162X ve dogu slav irklarinda ise
CFTRdele2,3(21kb) mutasyonlar1 olup, geri kalan mutasyonlar ise hetorojen,ozel

ve sinirl sayida kisilere 6zel mutasyonlardir (Claustres et al.,2000).
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2.5.4.2 Afrika

Avrupada sik goriilen AF508, G542X ve N1303K mutasyonlari, Afrikanin
kuzey kiy1 iilkeleri Cezayir ve Tunusta’da farkli frekanslarda gézlemlenmistir.

Ayrica Afrika populasyonuna 6zgii bazi mutasyonlarda tanimlanmastir.

Sahra alti Afrika kokenli bireylerde CFTR mutasyonlarinin tanimlanmasi
CF nin Afikada yaygin olduguna kanittir. Afrika kokenli Amerikalilar ile geng
Amerikalilar arasinda karsilastirilmali sistematik bir ¢alisma yapilmistir. Bu iki
grubun Klinik belirtileri benzer olmasina karsin tek fark Afrika kokenlilerin kotii
beslenme kosullart olmasidir. Buna gore; Sahra alti Afrikalilardaki CFTR
mutasyon profili 3120+1G—A Afrika bdlgesine 6zgii yaygin bir mutasyon olarak
gbzlenmistir. Bu bolgedeki CF hastalarinda 3120+1G—A mutasyonu CFTR
alleleri i¢inde %46 oranina sahiptir. Degisik oranlarda mutasyonlar bulunmus
olmasina karsin AF508 mutasyonu tespit edilmemistir. Gliney Afrikada Saglikli
Afikalilar ve Avrupa toplumu ile karismis ¢ok az Afrikalarin CF insidansi
istatistiki olarak 1/ 7056 olmas1 beklenirken, 1/42 olarak tespit edilmistir (Hamosh
et al., 1998; Goldman et al., 2001).

2.5.4.3 Kuzey Amerika

CF’nin insidans1 Kuzey Amerikada 1/35009. CFTR mutasyonlar1 mevcut
populasyonlarin cografik orjinlerini giiglii bir iligki ile Avrupay1 yansitir. CF’ye
neden olan yaklasik 10 CFTR mutasyonu, Amerikali CF hastalarinda %35 den
daha fazla frekansa sahiptir. Bu 10 mutasyonun oranin %79.7 dir. Beyaz irkin
etnik katkisi ile ikinci en yagin mutasyon AF508 mutasyonudur. Afikalilarda
goriilen 3120+1G—A mutasyonu Afirka kokenli Amerikalilarda goriilen en

yaygin ikinci mutasyondur (Kosorok et al.,1996)

Kanadadaki mutasyonlarin ¢ogu, Avrupa kokenli beyaz irk mutasyonlaridir.
Buradaki ©6nemli farklilik Ingiliz ve Fransiz kokenli populasyonlarda
goriilmektedir. Bu yiizden kanadinin ilgili bolgelerinde bulunan mutasyonlar
Fransiz ve Ingiliz soylarmin frekansii yansitir. AF508 mutasyonunun frekansi

dogudan batiya dogru gidildik¢e artmaktadir. Bu durum muhtemelen, kanadanin
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batist ve merkezindeki populasyonlar’in etnik gesitliligindeki artistyla iliskili,
ayrica bir kisim etnisiye 6zgli nadir goriillen mutasyonlar da o toplumlarda sik
goriilmektedir. (Ornegin, Hutterites kolonisindeki M1101K mutasyonu)( Zielenski
et al.,, 1993). Bu mutasyonlar bir kisitm populasyonlarda korunmus oldugundan
yiiksek frekansta olabilmektedir (Rozen et al., 1992). Kuzeydogu Quebec bolgesi
Saguenay-Lac St. Jean bolgesinde farkli bir mutasyon dagilimi gozlenmistir. Bu
bolgede CF hastalarindan izole edilen CFTR genlerindeki mutasyonlarindan
sadece li¢ tanesi (AF508,58%; 621+1G—T, 23% ve A455E, 8%) biitiin CFTR

allelerinin %89 unu olusturmaktadir (Collazo et al., 1995).

2.5.4.4. Latin Amerika

Latin Amerikanin etnik yapis1 olduk¢a hetorojendir. Ozellikle Uruguay ve
Arjantin gibi tlkleri yaklasik %90°1 beyaz 1rk, buna karsin Meksika, Kolombiya
ve Sili gibi iilkelerin ise yaklasik %57 -%85 i beyaz ik ve Kizilderili karigimi
melezlerler olusturmaktadir. Buna ilaveten Uruguay, Ekvador, Kolombiya
Venezuella ve Brazilya ‘da Afrika kokenliler de olmakla birlikte bunlarin oran1 %

10’u ge¢memktedir. Kiiba ve Meksikada yenidogan CF hastalarinin insidansi ise

1/3900 ile 1/8500 araligindadir (Orozco et al., 2000).

Latin Amerika da AF508 mutasyonu oldukga fazladir.Arjantin gibi beyaz
irkin fazla oldugu iilkelerde AF508 mutasyonu yiiksek frekansa sahipken Sili gibi
beyaz irk dagiliminin diigiik oldugu iilkelerde ise diisiik AF508 mutasyonu diisiik

frekansa sahiptir.

2.5.4.5 Orta Dogu

Orta Dogu’da CF’nin insidansi etnik kdkene ve akrabalik derecelerine gore
farklilik gostermektedir. Arab diinyasinda %65 in iizerinde bir akrabalik
goriilmektedir. CF insidans1 1/2560 -1/15876 araliginda’dir. AF508, N1303K,
W1282X ve 3120+1G>A gibi mutasyonlar Diinyanin birgok bolgesiyle benzer
dagilima sahiptir. Avrupada AF508 mutasyonu Orta Dogu’dan daha sik
gdzlenmesie karsin, Israil ve Liibnan iilkelerinde de olduk¢a yaygindir. Diger

yandan Afrika kokenlilerde gorillen 3120+1G>A mutasyonu bu bdlgelerde
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oldukea yaygindir. Bagka bolgelerde nadir goriilen mutasyon tipleri Orta ve Yakin
doguda yaygin olarak goriilmektedir. Yaygin goriilen bu mutasyonlar etnik kdken
veya dinsel ortaklig1 olan insanlara 6zgii olabilir. Ornegin bedevi kabilelerinde
11234V, Misliman araplarda CFTRdele2(ins186), Hiristiyan arablarda
4010delTAAT, Birlesik Arab Emirlikleri ve Umanli bedevilerde S549R(T>G),
Bahreyn de 548A>T ve Sudi Arabistan da ise 1548delG mutasyonlari siklikla
goriilmektedir (EI-Harith et al., 1997; Eskandarani et al.,2002).

2.5.4.6 Asya

Kistik Fibrozis(CF) vakasi, Asyada normal oranlara sahip oldugunu gosterir
birkag rapor mevcuttur. Ancak gergek insidans tam olarak bilinmemektedir. Fakat
Birlesik Krallikta yasayan Asya kokenlilerin (Hindistan/Pakistan) tahmin edilen
insidanslart 1/10.000 iken USA de ise 1/40.000 dir(Powers et al 1996).
Hindistanda tahmin edilen insidans ise 1/40.000 ile 1/100.000 araligindadir (S.
Kabra, 2002, unpublished). Japonyada hesaplanmis insidans canli dogumda
1/100.000 ile 1/350.000 arahigindadir, ancak frekans ongoriilenden daha yiiksektir
(Anzai et al., 2003).

Asya iilkelerindeki CF ‘nin insidansina ait bilgiler kisithidir. Birlesik Krallik
CF veritabanina gore 5274 ¢ocugun disinda, Hindistan alt kitasina ait 88(%1.67)
hasta mevcut, bunlarin 63’1 Pakistanli, 12’si Hindistan kdkenli,7’si Bangadesli ve
6 sida diger Asya iilke vatandaglarindan olusmaktadir (Walters and Mehta, 2007).
Birlesik Kralliktaki bu sonuca gore, hint alt kitasinda CF kesinlike vardir, ancak

muhtemelen Avrupadan daha az yaygindir.

Pakistanli hastalarda delta(A)F508 mutasyonu goriilme orani yaklasik %60
iken, bu oran Hindistan’l1 hastalarda yaklasik %20, Japon hastalarda ise yaklasik
%10 daha diistiktiir. Birlesik Kralliktaki Asya kokenli 36 CF hastas1 ( 26 Giiney
Asyali, 10°u ise Orta Asyali) AF508 bakimindan homozigottur (Callaghan et
al.,2002).
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Cizelge 2.8 Kistik Fibrozisin Diinyadaki Insidansi

ULKE INSIDANS
Avrupa
Finlandiya 1/25,000
Tiirkiye 1/<10,000
Isveg 1/7,300
Polonya 1/6,000
Kuzey Irlanda 1/5,350
Rusya 1/4,900
Danimarka 1/4,700
Estonya 1/4,500
Norveg 1/4,500
Hollanda 1/3,650
Yunanistan 1/3,500
Ispanya 1/3,500
Almanya 1/3,300
Cek Cumbhuriyeti 1/2,833
Birlesik Krallik 1/2,600
Italya 1/2,438
Fransa 1/2,350
Isvicre 1/2000
Iskogya 1/1,984
Irlamda 1/1,800
USA 1/3,500
LATIN AMERICA
Meksika 1/8,500
Brezilya 1/6,902
Sili 1/4,000
Kiiba 1/3,900
ORTA DOGU
Birlesik Arap Emirlikleri 1/15,876
Bahreyin 1/5,800
ASYA
Hindistan 1/40,000-100,000
Japonya 1/100,000-350,000
AFRIKA
Giiney Afika (Afrika 1/7,056
Populasyonu)
AVUSTURALYA 1/2,500
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Calisma Grubu

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali’na veya Molekiiler Tip Laboratuvarina baska merkezlerden Kistik Fibrozis
siiphesiyle gonderilen 30 birey ve 25 saglikli birey calismaya dahil edilmistir.
Kistik fibrozis siiphesi olan 30 birey iizerinden, bir ¢alisma grubu tasarlandi.
Calisma Izmir 1 nolu Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve ¢alismada yer
alan hastalarin tiimiiniin ebeveyinleri genetik caligmalar i¢in bilgilendirilmis

goniillil olur formunu imzalamiglardir (Ek 1).

3.2 Arastirma Parametreleri

Gen Mutasyon Analizi: DNA dizi analizi ilk kez 1975 yilinda Ingiltere’de
F. Sanger ve A.R. Coulson tarafindan zincir sonlandirma (chain termination)
metodunun gelistirilmesiyle gergeklestirilmistir. Bu metod giliniimiizde artik
tamamiyla gelistirilmis ve otomatize edilmistir. Otomatize DNA sekanslama
yonteminin kullanilmasiyla CFTR geni mutasyon analizleri, ¢alisma ve kontrol
grubu arasinda karsilagtirmali olarak NCBI GenBank (NM_000492.3) cDNA
sekans ve protein database referans diziler (NP_000483.3) ile karsilastirilmais,
mutant alleller, aminoasid mutasyonlar1 veya nukleotit dizi degisimleri
incelenmistir. Ayrica, mutasyonlarin, patojenite skorlamasini veren PolyPhen-2
veri tabanina gore aminoasid degisimlerinin skorlamasi yapilmis ve HGMD

biyoinfarmatik veri tabaninda goérede, hangi hastalikla iliskili oldugu saptanmustir.

3.3 Yontem

1. Adim: Calisma Grubunun Olusturulmasi

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali’na bagvuran, CF (Cystics fibrosis) siihesiyle bagvuran hastalardan ¢aligmaya

katilmay1 kabul eden 30 kisi ile ¢alisma grubu olusturulmustur. Ayrica, ailesinde



49

CF hikayesi olmayan ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden 25 saglikli birey kontrol

grubu olarak caligmaya dahil edilmistir.

Goniilliilerin Calismaya Katilmasina Iliskin Diizenlemeler:

3.3.1 Calismaya alinma kriterleri

Calisma grubu: 0-16 yas arasinda 30 bireyden olusmustur.

1.Bu hastaliktan sliphelenilmesi gereken, rinosiniizit, nazal polip, obstruktif
akciger hastaligi, rekurren pulmoner infeksiyonlar, gastrointestinal sistem
malabsorbsiyonu, yag intoleransi, yagl diski, kolelityazis, karaciger

disfonksiyonu, intestinal obstriiksiyon gibi klinik bulgulari olanlar,

2. Bagka bir amacla yapilan ultrasonografi veya bilgisayarli tomografi gibi

goriintlileme tetkiki sirasinda multiple kistler saptananlar.

3.Kistik fibrozis siipheli klinik 6n tanisi almis hastalar arastirmaya dahil

edilmistir.

Kontrol grubu:

25 kisilik 0-16 yas grubunda ailesinde higbir kronik hastaligin olmamasi,
ayrica ailelerde belirlenen herhangi bir akciger hastaliinin olmamasi ve hasta
grubunda belirtilen klinik bulgulardan hig¢birini tasimayan saglikli bireyler kontrol

grubu olarak ¢alism grubuna dahil edilmistir.

3.3.2 Calismaya alinmama kriterleri

¢ Calismaya uyum saglayaman,

e 16 yasindan biiyiik olma,

e Diger sistemik hastalig1 olan hastalar calismaya dahil edilmemistir.
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Genetik Calismalar I¢in Bilgilendirilmis Géniillii Olur Form’unu okuyup

kabul ederek imzalayan katilimci, bu kriterler dahilinde ¢alismamizda yer almistir.
3.3.3 Goniilliilerin arastirmadan cikarilma kriterleri

Calismaya uyum saglayamama, 16 yasindan biiyiik olma, tibbi kanitli baska

hastaliginin bulunmasi, noktasinda bireyler calismada yer almamustir.

Hastalarin detayli anamnezi, 6z ve soygec¢misleri alinarak bagvuru
sikdyetleri ve muayene bulgulari, analiz sonuglari ile ‘olgu rapor form’unda yer

almistir.
3.3.4 Cahisma tasarim

Calisma kriterlerine uygun ve hasta goniillii olur formunu imzalayan
kisilerden 1 cc (ml) periferik vendz kan &rnek materyali alinmistir. Ornegi alinan
hastanin demografik, klinik patolojik ve labaratuar bulgulari kaydedilmistir.
Calisma ve saglikli grup olusturulduktan sonra biolojik materyellerden DNA elde
edildi daha sonra, CFTR geninin her ekzonuna &6zgii PCR yapilmistir. PCR
orneklerinden olast mutasyonlar direkt DNA dizi analizi ile yapildi. Her hastada
bunlar saptandiktan sonra mutasyon dagilimi kontrol grubu ile karsilastirilmistir

ve ayrica her mutasyonun fenotiple iligkisi ortaya konulmustur.
3.3.5 DNA izolasyonu

Hastalardan EDTA’1 tiipe alinan 1 ml periferik kandan 200ul alinarak
genomik DNA elde edildi. Bu yontem i¢in Invitrogen Purelink Genomic Blood
DNA Purification (K1820-01) DNA izolasyon mini kiti kullanildi. DNA eldesi
islemleri kit prospektiisiine gore yapildi. Genomik DNA eldesinin agsamalarinda

kullanilan soliisyonlarin amagclari su sekildedir:

Hiicre lizis soliisyonu: Hiicre zariin uzaklastirilip hiicre iceriklerinin agiga

cikmasini, proteinaz K ile tiim hiicresel ve niikleer histon proteinlerin ve RNA’nin

uzaklastirilmasini saglar. Alkolle DNA’nin membranda presipitasyon basamagi
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ile yikamasi gergeklestirlir. Membrana baglama basamaklar1 sonucunda alkol,
protein ve membran lipid kontaminasyonlarindan uzaklagtirilmis halde en son
uygulanan eliisyon basamaginda DNA’nin saf olarak eldesi saglanir. Eliisyon

tampon ¢ozeltisi ile membrana bagli kalan niikleik asidin %85-100’ii elde edilir.

Invitrogen Purelink Genomic Blood DNA Purification (K1820-01) DNA

izolasyon mini Kit prosediirii:

Hazirlama

e Su banyosu 55°C'ye ayarlanur.

e Her hasta icin 1,5 ml'lik ependorf, spin ve kolon tiipler hazirlanir.
e Hastalarin isimleri tiiplerin {izerine ve kapaklarina yazilir.

e Etil alkol saf olmasi i¢in yeni olarak hazirlanir (%95>) .
Prosediir

e Steril bir ependorf tiipiine 200ul donmus ya da taze kan 6rnegi

konulmustur
e Uzerine 20 ul Proteinaz-K eklenmistir.

e 20 pl Rnase A ekleyin ve vortekslenir, oda sicakliginda 2 dakika inkiibe

edilmistir.

e 200 pl Genomik/Lysis tamponundan eklenir ve homojen olana kadar

vortekslenmistir.

e Protein sindirimini hizlandirmak i¢in 55°C'de 10 dk. su banyosunda

inkiibe edilmistir.

e 200 pul %96-100"Mik etil alkol eklenir, 5 saniye kadar vortekslenmistir.
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e Ependorftaki lizattan toplama tiiplerine ~640 pl eklenmistir.

e 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmis ve kolonlar1 atilmis ve temiz

tiipe yerlestirilmistir.

e 500 pl Wash Buffer 1 ilave edilmistir.

e 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edin. Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe

yerlestirilmistir

e 500 ul Wash Buffer 2 ilave edilmistir.

e 3 dakika maksimum hizda santrifiij edilir. Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe

yerlestirilmistir.

e 25-200 pl (ort. 100 pl) Elution Buffer (invitrogen) eklenmistir,

e Maksimum hizda (14000 rpm) 1 dakika santrifiij edilir.

e FElde edilen DNA toplama tiipiinde birikmistir, burdan mikropipetle
ependorfe aktarilarak +4°C’de ya da -20°C’de saklanmustir.

3.3.6 DNA'nin kontrolii

2 ul (100 ng) DNA ¢ozeltisi %1°lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi
tutuldu. DNA safliginin 6l¢iilmesi i¢in, NanoDrop spektrofotometre cihazinda
260/280 nm dalga boyunda olgim yapildi. Kontroli tamamlanan DNA

molekiilleri, DNA sekans analizine baslamak iizere +4°C’de saklandh.

3.3.7 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); uzun ¢ift iplikli bir DNA molekiilii
icinden 100 ve 600 baz igeren kisa DNA dizisini logaritmik amplifikasyonuna izin
veren bir tekniktir. Bu yontemde ¢ogaltilmasi (replikasyon) istenen DNA 6rnegi,

replikasyon i¢in gereken maddelerle birlikte bir tiipe konarak, li¢ degisik 1sida bir
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dongii (siklus) igerisinde tutulur. Ilk basamak DNA’nin denatiirasyonudur. 94-
95°C’ye 1sitilan DNA’min iki zinciri birbirinden ayrilir (denatiirasyon). ikinci
basamak baglanmadir (yapisma = annealing). Ortama konmus ve sadece
cogaltilmak istenen DNA bolgesine Ozgiil iki primer, sicakligin (50-7OOC’ye)
diistiriilmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA’nin 6zgiil olduklar
bolgelerine baglanirlar. Uciincii basamak primerlerin uzamasidir (sentez =
extension). Ortama konmus ve optimum sentez sicakligi 72-74°C olan Thermus
aquaticus (Taq) polimerazi (ya da 1stya dayanikli baska polimerazlar) bu 1sida
hedef DNA’ya yapismis primerlerin 3’ ucundan baslayarak istenen DNA
bolgesinin sentezini yapar. Bu tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan iig
basamak bir dongliyli olusturur ve her 6zgiil DNA parcasi ¢ogaltilarak iki katina
cikarilmis olur. Yeni sentezlenen DNA da bir sonraki dongiide kalip olarak
kullanilir ve bu DNA parcalar1 geometrik olarak artar. Teoride 6zgiill DNA
pargasi; siklus sayisi (n) ve baslangigtaki hedef sayisina (t) bagli olarak yaklasik
tx2" sayisina ulasir (Sekil 3.1). Hedef sayisi, enzim, dNTP, primer konsantrasyonu
ve c¢ogaltilan bolgenin birikmesi gibi nedenlerle iirlin miktar1 formiildeki sayiya
ulagsmaz. Fakat yinede milyonlarca kopyalik ¢ok yiliksek yogunluga ulasan hedef
DNA molekiiliniin PCR sonrasi agaroz jel elektroforezi gibi bir yontemle

gosterilmesi oldukga kolaydir (Kubista et al., 2006).

(4]
(4]

3 5

DENATURASYON
94°C-97°C

SICAKLIK

47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA |
25°¢

ekil 3.1. PCR sicaklik dongiisii: (1) Cift iplikli DNA’nin ayrilmasi i¢in sicaklik yaklasik 95°C’ ye
g p y Yy M
ylikselmistir, (2) primerin baglanmasina izin verilmesi i¢in sicaklik primere gore

diisiiriilmiistiir, (3) sicaklik 72°C” ye ayarlanarak polimeraz primerin uzamasi saglar.
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CFTR geninin her bir ekzonuna 0zgiil olan oligoniikleotid primerler
hazirlanmistir (Cizelge 3.1). PCR islemi igin toplamda 12,5 ul olacak sekilde;
icerisinde; 3ul genomic DNA, Buffer (15 mmol/l Tris-HCI, pH 8.0, 50
mmol/IKCI), 0,75 mmol MgSQ, hazirlandi her birinden 50 umol/l dGTP, dATP,
dTTP ve dCTP, 2.5 pmol forward ve reverse primer ve 1.0U Ampli Taq Gold
polimeraz eklendi. MyGene Gradient Thermal Cycler cihazinda gradient

programinda PCR amplifikasyonu yapildi

Cizelge 3.1. CFTR geninin her bir ekzonuna 6zgiil olan oligoniikleotid primerler

EKZON FORWARD REVERSE

1 FGGCATTAGGAGCTTGAGCC AAACCCAACCCATACACALCG 185 bg
2 GTGCATAATTTTCCATATGCC GCCACCATACTTGGCTCC 338 bg
3 TTGTGTGAATCAAACTATGTTAAGG TTCACCAGATTITCGTAGTCTTITIC 283 bg
4 TCTTGTGTTGAAATTCTCAGGG AAAACTACAACAGAGGCAGTITACAG | 525 bg
5 GAACCTGAGAAGATAGTAAGCTAGATS | GAAAACTCCGCCTTTCCAG 321 bg
<] TGATTGTTAGTTTCTAGGGETGE TCCTGGTTTTACTAAAGTGGGEC 304 bg
7 TGCCCATCTGTTGAATAAAAG TGCATGAATATTGACAGAACTTAAATG | 384 bg
B CTTCCATTCCAAGATCCCTG TGAACATTCCTAGTATTAGCTGGEC 476 bg
=] TCCTAGTGCTTGGCAAATTAAC GCACCTGGCCATTCCTCTAC 446 bg
10 AGTTTCTGTCCCTGCTCTGG GTCCCACGAGCTCCAATTC 325 bg
11 GCAAGTGAATCCTGAGCGTG TITGGGTAGTGTGAAGGETTC 309 bg
12 GGAAGATGTGCCTTTCAAATTC CCCACTAGCCATAAAACCCC 301 bg
13 TECATGTAGTGAACTGTTITAAGG TGCAATCTATGATGGGACAG 225 bg
14_1 AAATGCTAAAATACGAGACATATIGE | TCTTCGATGCCATTCATITG 485 bg
14_2 ACAGACTGGAGAGTTTGGEE TTACATGCTACATATIGCATTICTACTC | 500 bg
15 ACAATEGETGGCATGAAACTG TTGAGCTTTCGAATCTCTTAACC 548 b
16 AATTTAGATGTGGGECATGGG GGATTACAATACATACAAACATAGTGEG | 201 be
17 GGGETGCATGCTCTTCTAATG CAGGCCCTATTGATEGTGG 431 bg
18 TTCAGAGAAATTGGTCGTTACTTG CTAAATGTGGGATTGCCTCAG 570 b
19 AGTTTCTGTCCCTGCTCTGG GTCCCACGAGCTCCAATTC 325 bg
20 TCTATTCAAAGAATGGCACCAG CAATGGAAATTCAAAGAAATCAC 549 bg
21 TETGAATAAAGTCGTICACAGAAG CACAGTGACCCTCAATITATCTG 310 be
22 AAACTAATTGTGAAATTGTCTGCC CATTGCTTCAGGCTACTGGG 380 bg
23 TGAATTATGTTITATGGCATGG TTGCAGAGTAATATGAATTITCTIGAG | 317 bg
24 TGATGGTAAGTACATGGEGETGTTTC TCAGCCATTTGTGTTGGTATG 283 bg
25 TCAAATGGTGGCAGGTAGTG GTGTCACCATGAAGCAGGC 385 bg
26 GGETTGAAAAGCTGATTGTGG TGAGTAAAGCTGGATGGCTG 334 bg
27 TITCTGTCCCTGETCTGGETC ATGAGGTGACTGTCCCACG 334 bg

3.3.8 PCRiiriinlerinin purifikasyonu

Elde edilen PCR firiinleri, agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmis pozitif
PCR fragmanlari Exo-SAP enzim karigimi (Amersham Life Science,UK)
kullanarak purifiye edilmistir (5:1 oraninda). Saflastirilmig PCR f{iriinleri yeniden
agaroz jel elektroforezine tabi tutularak jelde goriintiillenmistir. Gerekli gorildiigii
takdirde amplifikasyon {iiriini Nanodrop Spektrofotometrede kantite edilmistir

syonu gerceklestirilmistir.
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3.3.9 DNA sekans analizi

Saflastirilmis PCR firiinleri BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems
U.S.A) kiti kullanilarak DNA dizileme 6ncesi niikleotidlerin floresan isaretlemesi
icin ikinci PCR analizine (Cycle-Sequencing PCR) alinmistir. Cycle-Sequencing
PCR isleminden sonra elde edilecek olan 2. tur PCR iiriinlerinin, BigDyeXT kiti
(Applied Biosystems U.S.A) kullanilarak presipitasyonlar1 yapilmistir. Presipite
edilerek yeniden saflastirilmis PCR irtinleri ABI 3130XL Genetic Analyser
otomatik DNA sekans sistemine yiiklenerek nukleotid dizileri okunmustur. Elde
edilen diziler ayn1 sistemin kendi software ve SeqScape2.0 programi kullanilarak
FASTA elektronik kiitiiphaneden elde edilen normal CFTR (NM_000492.3) gen
dizisi ile karsilastirildi ve varolan niikleotid yerdegisimleri ve uygun aminoasit
mutasyonlart kayit edildi. Mutasyon smiflamasi Human Genome Variation

Society yonetmeligine gore yapildi.

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir.
Elektroforetik iinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k
olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik 151k ile
taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 151k ile taranan
bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi igin karakteristik olan dalga
boyunda 1s181 geri yansitir. Yanstyan bu 1sik demeti bir detektor tarafindan
kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilmis ve

sonuglar grafiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma grubunda yer alan 30 birey ile yapilan CFTR geni analiz
sonuglarina gore, calisma grubundaki bireylerde, fenotipe yansiyan yani,
aminoasit degisimine neden olan 26 farkli mutasyon tespit edilmistir. Calisma
grubundaki bireylerde, en az bir mutasyon saptanmistir. 30 bireyde toplam
mutasyon sayisi 36 olarak bulunmustur. Bu mutasyonlarin 5 tanesi homozigot 31

tanesi heterozigot olarak belirlenmistir (Sekil 4.1) (Cizelge 4.2).

Analiz sonuglarimizin fenotip skorlamasi Polyphene-2 veri tabanina gore
yapildi. Bu sonuglara gore 18 varyant patojen, 7 varyant non-patojen ve 1 varyant
ise polimorfik oldugu goriildi. HGMD biyoinformatik veri tabanina gore, yapilan
analizde ise aminoasid degisimlerinin hastaliklarla iliskilendirilmesi yapilmustir.
Ayrica aminoasid degisimlerinin polaritesi incelenmis ve 8 tane aminoasid

degisimi sonucunda polarite degisimi meydan geldigi goriilmistiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Aminoasid degisimlerinin fenotip skorlamasi HGMD/dbSNP veri tabanlarina gore

olasi1 fenotip ve polarite degisimleri

Mutasyon
Niiklcotid | Polyphen-2 HEMDIdbSN Fgr:g:i‘p Polarite Hidrofobik/Hidrofilik
poziyonu
Arg74Trp 0.897 CF patojen polar/nonpolar hidrofilik/hidrofobik
Glu92Lys 0.996 CF patojen polar/polar hidrofilik/hidrofilik
Gly126Asp 1 CF patojen nonpolar/polar hidrofobik/hidrofilik
1le148Thr 0.29 Mggiigye zararzis | nonpolar/polar | hidrofobik/hidrofilik
Lys174X? kayit yok kayit yok patojen polar/- hidrofilik/-
Gly178Arg 1 CF patojen nonpolar/polar hidrofobik/hidrofilik
Leul83lle 0.184 CF zararsiz nonpolar/nonpolar hidrofobik/hidrofobik
Arg297GIn 0.132 CF zararsiz polar/polar hidrofilik/hidrofilik
Arg347Pro 1 CF (mild) patojen polar/nonpolar hidrofilik/hidrofobik
Glu379X kay1t yok CF patojen polar/- hidrofilik/-
Thr388Met 0.65 Astim patojen polar/nonpolar hidrofilik/hidrofobik
Solunum/Pank
Met470Val 0.0 has ta{?ﬁiﬂ e poliirlllorf nonpolar/nonpolar hidrofobik/hidrofobik
iligkili
Met472Val? 0.029 kayit yok zararsiz nonpolar/nonpolar hidrofobik/hidrofobik
Phe508del kayit yok CF patojen nonpolar/- hidrofobik/-
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Cizelge 4.1 Aminoasid degisimlerinin fenotip skorlamas1t HGMD/dbSNP veri tabanlarina gore

olasi fenotipleri ve polarite degisimleri (devam)

Mutasyon HGMD/dbSN 1
Niikleotid | Polyphen-2 5 Fce)n?;; . Polarite Hidrofobik/Hidrofilik
poziyonu
Gly542X kayit yok CF patojen nonpolar/- hidrofilik/-
Glu632x? kayit yok kayit yok patojen polar/- hidrofilik/-
11e807Met 0.996 polimorfizm patojen nonpolar/nonpolar hidrofobik/hidrofobik
11e98211e? 0 kayit yok zararsiz nonpolar/nonpolar hidrofobik/hidrofobik
Leul034Phe? 1 kayit yok patojen nonpolar/nonpolar hidrofobik/hidrofobik
Phel052Val 0.99 CF patojen nonpolar/nonpolar hidrofobik/hidrofobik
Tyr1092His 1 CF patojen polar/polar hidrofilik/hidrofilik
Lys1165GIlu? 0.859 kayit yok patojen polar/polar hidrofilik/hidrofilik
Ser1235Arg 0.41 CF zararsiz polar/polar hidrofilik/hidrofilik
Thr1220lle 0 kayit yok zararsiz polar/nonpolar hidrofilik/hidrofobik
Trpl282X - CF patojen nonpolar/- hidrofobik/-
Ser1426 Phe 0.99 25;;216"%" patojen | polar/nonpolar | hidrofilik/hidrofobik

a.Yeni mutasyonlar ( Lys174X, Met472Val, Glu632X, 11e982lle, Leu1034Phe, Lys1165Glu)

Cizelge 4.2 Calisma grubundaki mutasyonlarin goriilme sikligt

hAutasvonlar
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Sekil 4.1. Calisma grubuna ait mutasyon goriilme oranlariin grafigi.

Saglikli grupta 25 birey analize dahil edildi. Calisma grubunda gozlenen
mutasyonlardan sadece p.Val470Met aminoasid degisimi saglikli grubun 12
bireyinde’de gozlendi ve geri kalan 13 bireyde ise higbir mutasyon gézlenmedi
(cizelge 4.3). Bu yiizden p.Val470Met aminoasit degisiminin fenotipik bir anlam1

olamayan polimorfik degisim olarak degerlendirildi.

Cizelge 4.3 Saglikli (kontrol) grupta saptanan mutasyon ve polimorfizmler

B Amimo it Yomdl
Mllam:d I T T I T S 1 O O I v I R
Dezisimi

Hleni - olg)9l010/0 0/0/0/0/0/0/0/0/00/00/0000ooe

@ :Wavi renkamino asit degisimi olmayan normal bireyi fade eder
@ :Yesi renkaminoast degisimi bakimindan heterozigot normal bireyi fade eder
@ :Kirmi renk aning ast de isimi bakimindan homozigat nromal bireyifade eder

Calisma grubunda, p.V470M alleli harig, toplam 36 mutasyon gézlenmistir.
Buna gore, 3.ekzonda 1 mutasyon, 4. ekzonda 6 mutasyon, 5. ekzonda 3
mutasyon, 8.ekzonda 3 mutasyon, 9. ekzonda 2 mutasyon, 1l.ekzonda 5
mutasyon, 12. ekzonda 1 mutasyon, 14. ekzonda 2 mutasyon, 15.ekzonda 1
mutasyon, 18.ekzonda 1 mutasyon, 19.ekzonda 1 mutasyon, 20 ekzonda 5
mutasyon, 22 ekzonda 3 mutasyon 23. ekzonda 1 mutasyon 27.ekzonda 1
mutasyon saptanmistir. Ayrica 11.ekzonda p.V470M aminoasid degisimi 22
bireyde gozlenmistir. (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Caligsma grubunda saptanan mutasyonlar

B [ AmmAst [ 1]2]3] 415 16] T[S 3T T2 5 18] 5|16 7] 18] B 0 2[R B[ 2] 35 %] 71| 8| B[ 30
Degtmi
B [l 0
B4 (Gl | 19 []
A 9
Ty 0 L
B [k 9
Gy (]
Tl 0
e I )
A4 TP []
B0 [pGix
PTOHE 0
I [, 9] 00NN [ 9 NUDENDEINNNNNN
R | [0 ' 0 0
TV ]
ED [ pGik )
EIT [ pOhf (][]
£ | pleiie 0
E [ IR 0
ED [ pLallille ]
EN | pPhel032Vs 00 (0 0
T 092 []
B0 [pSelBoke 0
Pl N
pLys! 163G (]
ED | oTgliK U
BT | pSalit e 0

@ Heterozigot amino asit dedisimini ifade eder

@ :Homozigot amino asit degisimini ifade eder

Calisma grubunda saptanan ekzon 11°de buluna p.V470M mutasyonu
saghkli gruptada yiikksek oranda saptandigi igin polimorfizm olarak
degerlendirildi. Bu aminoasit degisimi CFTR geninin MSD1 domaininde yer
almaktadir. Ayrica; K174X, M472V, E632X, 19821, L1034F, K1165E,

mutasyonlari, ilk defa bu ¢alismayla tespit edilmistir.
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4.1 Cahisma Grubundaki Ham Verilerin Biyoinformatik Analizi

Ham veriler, CLC Genomics Workbench 9.5.3 DNA dizileme
programi kullanilarak biyoinformatik anlizi yapildi.

4.1.1 p.Arg74Trp aminoasid degisimi

p.Arg74Trp aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,897 skorla
olas1 patojeniteye sahiptir. HGMD veri taban1 kayitlarinda ise klinik bulgusu
kayith degildir. Ayrica informatik analizlerimize gore, bu degisim bir poslar
arginin aminoasid’nin nonpolar triptofan aminoasidine doniismesiyle polarite
farkliligr yaratmistir (Sekil 4.2).
Ei:l Ei:' 'Ci:'

A Arg7dTrp EKLEREWDRE LASKKNPKLI HAUWRCFFWR FMEYGIFLYL GEVTKAVQPL 100
FTRRef3eqNP_0004833 EKLEREWDRE LASKKNPKLD HAURRCFFWR FMFYGIFLYL GEVTKAVOPL 100

Consensus EKLEREWDRE LASKKNPKLI NAUXRCFFWR FMFYGIFLYL GEVTKAVQPL

Consenvation
100%
(ap fraction
)

-

! I'VI| | _\I. I A \ J.]I n II \[1 Irll Ill‘ '.II.I 'I II / I;. i \ /! I,\/‘ |
Yy / P )

A 74T 0 N-Linked (GlcNac..)
C rg74Trp

ECLS

ECL1 ECL2 ECL3

Ekstraseliiles m ﬁ m
iz d222 |, 22
5 122 Mo ([0

1117 N30

Transmembran
1g4lL 2
1145 125 Sl P
Sitoplazma
v N ein
7T ICL1 ICL2
524 S-palmitoyl-cystein o5 - 44 .
NB - 1444 Fosfossrin

540 Fosfosarin
1478-1480 PDZ binding
1480

712 Fosfossrin - PEA
700 Fosfosarin - PEA

Sekil 4.2. A) p.Arg74Trp heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi kullanirak,
Arg74Trp aminoasid degisimine neden olan CGG>TGG niikleotid yerdigisimlerinin

goriintiisit C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri {izerindeki yeri.
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4.1.2 p.Glu92Lys aminoasid degisimi

p.Glu92Lys aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,996 skorla
olas1 patojeniteye sahiptir. HGMD veri tabani kayitlarinda ise klinik bulgusu CF
olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gore, bu degisim herhangi

bir polarite farklilig1 yaratmamistir (Sekil 4.3).

] 50 100
1 1 1
Glu92lys EKLEREWDRE LASKKMWNPKLI MALRRCFFWR FMFYGIFLYL QVTKAVQPL 100
B

.
A Kyte-Doolittle
a2

pe
Hopp-Woods

a0
EKLEREWDRE LASKKMPKLI MALRRCFFWR FMFYGIFLYL ElV TKAVQPL 100

CFTR Ref Seq NP_000483.3
450
Kyte-Doolittle
450
00
Hopp-Woods
=40

Consensus EKLEREWDRE LASKKMNPKLI MNALRRCFFWR FMFYGIFLYL

Conservation

Sequence logo EKLEREWDRE

LASKKNPKL I NALRRCFFWR FMFYGIFLYL GRVTKAVOPL

Gato Bese No. Frel Bmcpuenom [GTCACE

7 2 w0

GAA>AAA
Glu92Lys Hom

ECL3 ECL6

1.4

Ecii ECLY  EcL3 m
Elstraseluler 33 TAEY | ‘]-:13 17 J113g
a7 4222 |, )2 ERO) 5 1116
" 216 23T g0 (oo I01L 1014 il
Ll b n L
Transmembran
195 243 358 gs0 | gap, %1 1111:;
78 1145 1 350 553 o 3
s MR i T ;1 o4
Sitoplazma {
s ICL1 ICL2 = 3 ICL4 1395 S- Palmitoyl-cystein
1 2
813 Fosfossrin - PEA

725 Foafosarin - PEA

740 Fosfosarin - PEC
768 Fosfogsrin - PEA
733 Fosfosarin - PEA
737 Fosfosarine -PEA
717 Fosfotitionin
712 Fosfoserin - PKA

700 Fosfosarin - PEA

524 S-palmitoy]l-cystein’

£40 Feafosarin
1478-1480 PDZ binding
1480

LT

§40 Fosfoearin-DEA
626 Fosfosarin- PEC

Sekil 4.3. A) p. Glu92Lys homozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, Glu92Lys aminoasid degisimine neden olan GAA>AAA niikleotid
yerdigisimlerinin goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri tizerindeki

yeri.
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4.1.3 p.Gly126Asp aminoasid degisimi

p.Gly126Asp aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 1.0 skorla
olas1 patojeniteye sahiptir. HGMD veri tabani kayitlarinda ise klinik bulgusu CF
olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gére bu degisim nonpolar >

polar doniisiimii ile polarite degisimide yaratmistir (Sekil 4.4).

120 140
1 1
Gly126Asp LLGRI I ASYD PDNKEERS | A IYLGIHCLL FIVRTLLLHP AIFGLHHIGM 150
450
Kyte-Doolittle
-4.50
3,00

Hopp-Woods
340

CFTR RefSeq MNP_000483.3

LLGRI IASYD PDNKEERSIA IYLGIGLCLL FIVRTLLLHP AIFGLHHIGM 150

450
Kyte-Doolittle

450
300

Hopp-Woods
340

Consensus LLGRI I ASYD PDMNKEERSI|A IYLGI CLL FIVRTLLLHF AIFGLHHIGM

sequencelogo | LGR|[ASYD PDNKEERSIA IYLGI2LCLL FIVRTLLLHP AIFGLHHI
Gota Beme Fire Secquence fteige ACSI
GGC<GAC
B Gly126Asp Het.

ﬂluﬁﬂ W M“l lﬁ I

0 N-Linked (GlcNac.,)

894 N-Linked (GlcNac..)

358 o8 iy
Il 195 | 243 3 85T £38) 0340 Hnes 5
h e 0 b b i ol o35 L |'1H2
- i 3 08
Sitoplazma
I 3 1395 S- Palmitoyl-cystein
1 ICL1  ICL2 ICL4 o

813 Fosfoserin - PEA
725 Fosfoserin - DEA

24 Sfpnlm.i(nj-'l—:;.:aqgiBu 1
549 Fosfosarin
1478-1480 DDZ bindine
1480
717 Fesfotisionin
560 Fosfoserin PEA 12 Fosfosarin - PKA

. 700 Fosfosarin - PEA
&84 Fosfoserin- PEC

Sekil 4.4. A) p.Gly126Asp heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas program kullanirak,
Gly126Asp aminoasid degisimine neden olan GGC>GAC niikleotid yerdigisimlerinin

goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri tizerindeki yeri.
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4.1.4 p.11e148Thr aminoasid degisimi

p.1le148Thr aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gére 0,29 skorla
olas1 zararsiz fenotipik etkiye sahiptir. HGMD veri tabani kayitlarinda ise klinik
bulgusu modifiye edici olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gore

bu degisim nonpolar>polar doniisiimii ile polarite farklilig: yaratmistir (Sekil 4.5).

120 40
A lle148Thr LLGRI IASYD PDMNKEERSIA IYLGIGLCLL FIVRTLLLHP AIFGLH)-I:LM 150
450
Kyte-Doolittle
50

b
Hopp-Woods
EY

CI—‘I’RRefSeqNF’_UDU483.3V LLGRIIASYD PDMKEERSIA IYLGIGLCLL FIVRTLLLHP AIFGLHHIEGM 150

0
Kyte-Doolittle

450

%
Hopp-Woods

EY

Consensus LLGRI IASYD PDMKEERSIA IYLGIGLCLL FIVRTLLLHP AIFGLH ! M

[ LH

Conservation

SYD PDNKEERSIA [YLGIGLCLL FIVRTLLLHP

Sequenceloge L GR| |

BCGATTTATCTAGGCATAGGE T TATGECT TCTCTT TATTGTGAGGACACTGCT COTACACCEAGCCATTTTY GGCC TTCATCACAC TGBAATGCAGATGAGAATAGE TAT
o 30 50 m B 0 1 20 =0 0 =l
ATT=ACT
B Ile148Thr Het

|

Elk

894 N-Linked (GlcNac,.)
11e148Thr
C

.

LA A€

f

! ﬁ!’h-i_!‘u 7

L Rl ol

0 M-Linked (GlcNac..)

] : . ECLS ECLG
EcL1 | ECL2 ECL3 m
Ekstraseliiler m . 102 ) LIS 1117 1150
. g2z |, 332 880 b a4 1116
122 e 340 g oo 1B 1014 113}
o8 123 319
Transmembran
358 221 1028 15
e 1951 243 c B2 238 ';j: oS |" 133
== a 105 ol 858 pan] oo 55 |
“ Wiies
Sitoplazma
N 3 1395 S- Palmitoyl-cyrstein

ICL4
813 Fosfoserin - PKA
785 Fosfoserin - PKA
780 Fosfosarin - PEC
58 Fosfossrin - PEA

524 S-palmitoyl-cystein
NBED1

540 Fosfoserin

Fosfosarin - PEA
737 Fesfoserina -DEA
717 Fosfotirionin

1478-1480 PDZ binding
1480

712 Fosfosarin - PEA
700 Fosfosarin - PEA

660 Fosfoserin-DEA

585 Fosfosarin- PEC

Sekil 4.5. A) p.llel48Thr heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, 11e148Thr aminoasid degisimine neden olan ATT>ACT niikleotid
yerdigisimlerinin goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri {izerindeki

yeri.
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4.1.5 p.Lys174X aminoasid degisimi

p.Lys174X aminoasid degisimi nonsense mutasyon oldugundan polyphen-2
veri tabanina gore skorlama gostermez. Ancak stop kodon mutasyonlar1 prematiire
CFTR proteini olusturdugu igin, poatojen etkiye sahiptir. Ayrica bu mutasyon ilk
kez bu tez calismasinda saptandigi igin, HGMD ve diger CF veri taban
kayitlarinda herhangi bir kayit bulunmamustir (Sekil 4.6).

'E‘-D 'ISO 2-:;:)
K‘I74X QI’1RIAI’1FSLI YKKTLKLSSR VLd—lISIGQL VSLLSMNMNLMNK FDEGLALAHF 200

Kyte-| Doolmle
OMRIAMFSL I YKKTLKLSSR VLOK|S I GOL VSLLSMMLMNK FDEGLALAHF 200

b

86

Hopp-\ '\l’ouds

5

CFTR Ref Seq NP_000483 3

l‘:

Kyte-| Doollﬂle
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Hopp-\ "mud

Consensus QMRIAMFSL 1 YKKTLKLSSR VL
Conservation

15 1GQL VSLLSMNLMNK FDEGLALAHF

Seqguence logo

QMRIAMFSLI YKKTLKLSSR V

0 N-Linked {GlcNac..}

894 N Linked (GlcIN:
Lysl74X inked (GleNac.)
ECLS ECL6

1012 [ h T mus:
217 JA , 1116

=1k
113
216 25| 3 el olo 1011 1014

CL‘ Ecu
Ekstraseliiler

123

Transmembran

195 243

SJtDplmjf/
ICL1 IC]_ 2

24 S-palmitoyl-cystein

~NB . 1444 Eosfastin
5490 Fosfosarin

1478-1480 PDZ bindinz
480

660 Fosfoserin DEA

0 Fosfoserin - DEA

585 Fosfoserin- PEC

Sekil 4.6. A) p.Lys174X heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi kullanirak,
11e174X aminoasid degisimine neden olan AAA>TAA niikleotid yerdigisimlerinin

goriintiisti C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri tizerindeki yeri.
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4.1.6 p.Gly178Arg aminoasid degisimi

p.Glyl178Arg aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 1,0 skorla
olas1 olas1 patojen etkiye sahiptir. HGMD veri tabanmi kayitlarinda ise, Klinik
bulgusu CF olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gore, bu

degisim nonpolar>polar doniisiim ile polarite farklilig1 yaratmistir (Sekil 4.7).

160 1 50 4:0
1

Gly178Ard QMR IAMFSLI1I YKKTLKLSSR VLDKISIL VSLLSNNLNK FDEGLALAHF 200
450

A Kyte-Droolittle H I
5o

360
Hooe-woods goll gy Naw lnalamnl aall I'II [
KFTR Ref seq(MNP_ 000483} QMR IAMFSLI YKKTLKLSSR \I"LDKISIGL VSLLSNNLNK FDEGLALAHF 200
Kyte-| Doollttle

. b
SN Y M e

Consensus QMR IAMFSLI YKKTLKLSSR VLDKIS ||XQL VSLLSHNNLMK FDEGLALAHF
Conservation

100

Gap fraction

sequenceloge QMR [AMFSL | YKKTLKLSSR VLDKISIf=pL VSLLSNNLNK FDEGLALAHF

Gato Bame N Fird Gequerce == — AL S X
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0 N-Linked (GlcNac,)

394 N-Linked (GlNac,,)
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700 Fosfosann - PEA
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Sekil 4.7. A) p.Gly178Arg homozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi kullanirak,
Gly178Arg aminoasid degisimine neden olan GGA>AGA niikleotid yerdigisimlerinin

goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri iizerindeki yeri.
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4.1.7 p.Leul83lle aminoasid degisimi

p.Leul83Ile aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,184 skorla

olas1 zararsiz fenotip etkiye sahiptir. Ancak HGMD veri taban1 kayitlarinda ise,

klinik bulgusu CF olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gore bu

degisim polarite farkliligi yaratmamistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. A) p.Leu183lle heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/

Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri.
neden olan CTC>ATC niikleotid yerdigisiminin goriintiisii

CFTR domainleri tizerindeki yeri.

B). Leul83lle aminoasid degisimine

C) Aminoasit degigsimlerinin
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4.1.8 p.Arg297GIn aminoasid degisimi

p.Arg297GIn aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,132
skorla olas1 zararsiz fenotip etkiye sahiptir. Ancak HGMD veri tabani kayitlarinda
ise, klinik bulgusu CF olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gore

bu degisim polarite farkliligi yaratmamistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. A) p.Arg297GIn homozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, Arg297GIn aminoasid degisimine neden olan CGG>CAC niikleotid
yerdigisimlerinin  goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

tizerindeki yeri.
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4.1.9 p.Arg347Pro aminoasid degisimi

p.Arg347Pro aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 1,0 skorla
olas1 patojen fenotip etkiye sahiptir. HGMD veri tabanmi1 kayitlarinda ise, Klinik
bulgusu CF(mild) olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gore, bu

degisim polar>nonpolar polarite farkliligi yaratmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 A) p.Arg347Pro heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, . Arg347Pro aminoasid degisimine neden olan CGC>CCC niikleotid
yerdigisimlerinin  gériintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

tizerindeki yeri.



69

4.1.10 p.Glu379 X aminoasid degisimi

p.Glu379X aminoasid degisimi nonsense mutasyon oldugu igin, polyphen-2
veri tabanina gore skorlama gostermez. Ancak stop kodon mutasyonlar1 prematiire
CFTR proteini olusturdugu i¢in, olast poatojen etkiye sahiptir. HGMD ve diger
CF veri tabani kayitlarinda klinik bulgusu CF olarak belirtilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. A) p.Glu379X hetorozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas program kullanirak,
Glu379X aminoasid degisimine neden olan GAA>TAA niikleotid yerdigisimlerinin

goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri iizerindeki yeri.
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4.1.11 p.Thr388Met aminoasid degisimi

p.Thr388Met aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gére, 0,65 skorla
olas1 patojen fenotip etkiye sahiptir. HGMD veri tabanmi kayitlarinda ise, Klinik
bulgusu astim olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gore, bu

degisim nonpolar>polar doniisiimiiyle polarite farkliligi yaratmistir (sekil 4.12).
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Sekil 4.12. A) p.Thr388Met heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas progran
kullanmirak, . Thr388Met aminoasid degisimine neden olan ACG>ATG niikleotid
yerdigisimlerinin goriintisi C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

iizerindeki yeri.
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4.1.12 p.Val470Met aminoasid degisimi

p.Val470Met aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,0 skorla
polimorfik oldugu belirlenmistir. Ancak HGMD veri tabani kayitlarinda ise klinik
bulgusu solunum ve pankreas hastaliklari ile iligkili oldugu belirtilmistir. Ayrica
informatik analizlerimize gére bu degisim polarite farkliligi yaratmistir (sekil
4.13).
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Sekil 4.13. A) p.Val470Met heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, Val470Met aminoasid degisimine neden olan GTG>ATG niikleotid
yerdigisimlerinin  goriintlisiic C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

tizerindeki yeri.
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4.1.13 p.Met472Val aminoasid degisimi

p.Val472Met bu aminoasid degisimi ilk kez bu ¢alismada bulundugu i¢in,
HGMD ve diger CF veri tabanlarinda, kayit bulunmamistir. Ancak bu aminoasid
degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,029 skorla olasi zarasiz fenotip etkiye
sahipir. Ayrica informatik analizlerimize gore bu degisim polarite farklilig

yaratmamistir (sekil 4.14).
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Sekil 4.14. A) p. Metd72Val heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, .p. M472V aminoasid degisimine neden olan ATG>GTG niikleotid
yerdigisimlerinin goriintiisi  C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

tizerindeki yeri.
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4.1.14 p.Phe508del aminoasid degisimi

p.Phe508del aminoasid degisimi 508.pozisyonda Phe (fenilalanin)
aminoasidinin silinmesiyle sonug¢landigi i¢in ¢erceve kaymasi (frameshift)
yaratmigtir. Bu degisim delesyonla sonuglandigi igin, Polyphen-2 veri tabanina
gore fenotip skorlma gostermez. Ancak HGMD ve diger CF veri tabani
kayitlarina gore, ciddi CF klinigi gdstermektedir. Informatik analizlelerimize gore
ise 508. Pozisyondaki Phe aminoasidi NBD1’in a helikal alt bolgesinde lokalize
olup nonpolar 6zellik gostermesine karsin, delesyon sonucu polarite degisimi
gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. A) p.Phe508del heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, Phe508del aminoasid degisimine neden olan niikleotid yerdigisimlerinin

gorintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri tizerindeki yeri.
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4.1.15 p.Gly542X aminoasid degisimi

p-Gly542X aminoasid degisimi nonsense mutasyon oldugundan polyphen-2
veri tabanina gore skorlama gostermez. Ancak stop kodon mutasyonlar1 prematiire
CFTR proteini olusturdugundan olas1 poatojen etkiye sahiptir. Ayrica HGMD ve
diger CF veri tabani kayitlarina goére bu aminoasid degisimi CF kliniginin

olusmasina neden olmaktadir (Sekil 4.16).

520 540
1

1
Gly542X TIKEMI IFGY SYDEYRYRSV |KACQLEEDI SKFAEKDMNIV IELEGGITLSG 550
4350
Kyte-Doolittle

a3
300

Hopp-Woods
=40
CFTR Ref Seq NP_000483.3

TIKENIIFGY SYDEYRYRSV |KACQLEEDI SKFAEKDNIV GEGGITLSG 550

4350
Kyte-Doolittle

-4.50

Y]

Hopp-Woods
40

Consensus TIKENI | FGV

SYDEYRYREV |KACQLEEDI| SKFAEKDMIV

Conservation

Sequencelogo T |KEN||FGY

SYDEYRYRSYV [KACQLEEDI SKFAEKDNIYV

Goto Beme No. Frd Sequerce [sam: =

STAATAGGACATCTCCAAGT TTGCAGAGAAAGACAATATAGTITCTTTOAGAAGGTIGGAATCACACTGAGTIGGAGGTCAACGAGCAAGAATTT
™ o 100 i 120 150 %0 50
GGA>TGA

Gly542X Hom.

Co
iy

0 N-Linked (GlcNac..)

894 N-Linked (GlcNac..)

Transmembran
L 198l 243
e s P R
Sitoplazma
N cystein
T ICL1 ICL2
524 S-palmitoy]-cystein
NEB 1443 Fosfoserin
548 Fosfossrin s

14781480 PDZ binding
1m0

416 Fosfoserin- DEC

Sekil 4.16. A) p.Gly542X homozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi kullanirak,
Gly542X aminoasid degisimine neden olan GGA>TGA niikleotid yerdigisimlerinin

goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri iizerindeki yeri.
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4.1.16 p. Glu632 X aminoasid degisimi

p.Glu632X aminoasid degisimi nonsense mutasyon oldugundan polyphen-2
veri tabanina gore skorlama gostermez. Ancak stop kodon mutasyonlar1 prematiire
CFTR proteini olusturdugu igin, olast patojen etkiye sahiptir. Ayrica bu mutasyon
ilk kez bu tez calismasinda saptandigi i¢cin, HGMD ve diger CF veri tabanlarinda

amino asid degisiminin klinigini belirten herhangi bir kayit bulunamamustir (Sekil
4.17).
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Sekil 4.17. A) Glu632X heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi kullanirak,
Glu632X aminoasid degisimine neden olan GAA>TAA niikleotid yerdigisimlerinin

goriinttisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri {izerindeki yeri.
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4.1.17 p. Ile807Met aminoasid deZisimi

p.1le807Met aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gére 0,996 skorla
olas1 patojen oldugu belirlenmistir. CF veri tabaninda, herhangi bir klinik belirti
gostermeyen polimorfizm olarak kayitlanmistir. Ayrica informatik analizlerimize
gore, bu degisim nonpolar/nonpolar doniisiimiiyle polarite farkliligi yaratmamigtir

(Sekil 4.18)(http://lwww.genet.sickkids.on.ca/MutationDetailPage.external ?sp=86)
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£60 Fosfossrin-DEA 712 Fosfosann - PEA
700 Fosfosarin - PEA

o21 RN
106/, 243 238 034 noes
g P 035 oes 1 TS
77 II:S.'-U@: tfi pap| FH
Sitoplazma li !
’_::I/—'/ 3 1395 S- Palmitoyl-cystein
7 ICLl  ICL2 ICL4

514 S-palmitoyl-cystein

£40 Fosfosarin
1478-1480 PDZ bindinz
1480

585 Fosfosarin- PEC

Sekil 4.18. A) p.lle807Met heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, Ile807Met aminoasid degisimine neden olan ATA>ATG niikleotid
yerdigisimlerinin  goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

iizerindeki yeri.
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4.1.18 p. 11e9821le aminoasid degisimi

p.11e982lle sinonim aminoasid degisimi, ilk kez bu ¢alismada bulundugu
icin, HGMD ve diger CF veri tabanlarinda herhangi bir kayit bulunmamistir.
Ancak bu aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,0 skorla olasi
zarasiz fenotip etkiye sahipir. Ayrica informatik analizlerimize gore bu degisim

polarite farklilig1 yaratmamustir (Sekil 4.19).

550 220 1.000

1
IFDF Il QLLL | 1000

1 1
19821 KMLHSWYVLOAP MSTLMTLKAG GILMRFSKDI ﬁl_I|LDDLLF'LT
ss0

Kyte-Daolittle
450

A

CFTR Ref Seq NP_000483.3
)

Kyte-Doolittle
-s50

=)
Hopp-Woods
.40

KMLHSYLOQAP MSTLNTLKAG GILMRFSKDI AINLDDLLPLT IFDFIQLLL I 1000

300
Hopp-Woods
a0

Consensus KMLHSYLOQAP MSTLNTLKAG GILNMRFSKDI LODDLLPLT IFDFIQLLLI

Conservation

Sequencelogo KILHSVLQAP MSTLNTLK ILNRFSKDI LDDLLPLT IFDFIQLLLI

B ATT=ATC
1le982lle

EcL1  ECL?  EcL3

Elkstraseliiler .
217 22z | 330
s | 1 2L ERL I By
319

I 214 | 223
23

Transmembran
1 108/, 243 005 [11113
L~ e e T
147]
1183
Sitoplazma
. - CL1 62 TcLa 1305 S- Palmitoyl-cystein

213 Fosfosarin - PEA
£24 S-palmitoyl-cystein 795 Fos

I 720 Fosfosarin - PEC 1456 Fosmesrin
540 Fosfosarin 76 sfocarin - PHA
53 Fosfosarin - PEA 1478-1480 PDE binding

737 Fosfosarine -PEA 1480
717 Foafotisionin
712 Fosfozarin - PE.A
700 Fosfosann - PEA

G860 Fosfosenin-PEA

§84 Fosfoserin- PKC

Sekil 4.19. A) p.11e982lle heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi kullanirak,
11e9821le aminoasid degisimine neden olan ATT>ATC niikleotid yerdigisimlerinin

goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri {izerindeki yeri.
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4.1.19 p. Leul1034Phe aminoasid degisimi

p.Leul034Phe bu aminoasid degisimi ilk kez bu ¢alismada bulundugundan,
HGMD ve diger CF veri tabanlarinda herhangi bir kayit bulunmamistir. Ancak
bu aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gdére 1.0 skorla olasi patojen
fenotip etkiye sahipir. Ayrica informatik analizlerimize gore bu degisim,

nonpolar>nonpolar doniisiimiiyle polarite farklilig1 yaratmamustir (Sekil 4.20).

020 040
1 1
Leu1034F‘he VIGATAVVAY LAPY I FVATY PVIVAFINMLR AYFI:LTS0.0.L KQLESEGRSP 1050

Kyte- _Doolitie

5

A

CFTR Ref Seq NP_ 0004833 VIGATAVVAY LAPY IFVATY PVIVAFIMLR AYHLRTSQOQL KQLESEGRSP 1050

Hopp- ”Voods

Kyte-| Doolmle

5

Hoppf‘.".foods
.40
Consensus VIGAIAYYVAY LAPYIFVYATY PVIVAFIMLR

Conservation

Sequencelogo V[ GA[AVVAY LQPYIFVATY PVIVAFINMLR A

AATecTG A LGS

TG AGAGE ATATTT CTTECCAALRACCTCECACAG GECA ALZACTEAAALCALAC TG &

CTC>TTC

EcLl ECL2

Elkstraseliiler m . 1o1n [ ‘].:. m 3
222 338 28011 118 1116
1u 340 1014 1
3

80 [owe IPLL

Transmembran
i} 221 RS
196 | 243 3 B30 o3p R mes 11a
T8 146 2 5 5 o 035 i 1752
= = 105 salls 7T ¥ = \
3 3
S]toplazm’a_j/—r/
- 3 1395 5- Palmitoyl-cystein
: ICL1 1612 TCL4 S- Palmitoyl-cystein

813 Fosfosarin - PHA
723 Fosfosarin - PEA
720 Fosfoserin - PEC
768 Fosfosanin - PEA
733 Fosfoserin - PEA
737 Fosfosarine -PEA
717 Fosfotirionin
712 Fosfoserin - PEA
704 Fosfoserin - PEA

514 S-palmitoyl-cystein

540 Fosfogarin
1478-1480 PDZ binding

1480

560 Foafossrin-PEA
585 Fosfosarin- PEC

Sekil 4.20. A) p.Leul034Phe heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, Leul034Phe aminoasid degisimine neden olan CTC>TTC niikleotid
yerdigisimlerinin  gériintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

iizerindeki yeri.
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4.1.20 p. Phe1052Val aminoasid degisimi

p.Phe1052Val aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,99
skorla olas1 patojen fenotipik etkiye sahipti. HGMD ve CF veri tabani
kayitlarinda ise klinik bulgusu CF olarak belirtilmistir. Ayrica informatik
analizlerimize gore bu degisim nonpolar>nonpolar doniisiimiiyle polarite farklilig

yaratmamustir (Sekil 4.21).

.:IJ-»:) 0B0 oD
FPhe1052val BYITHLWTSLK GLWTLRAFGR QFYFETLFHK ALMLHTAMNWE LYLSTLRWFQ 1100
sz

Kyte-Doolittle
A =
=1
Hopp-Woods
Eye)
CFTR Ref Seq MP_000483 3 JFITHLWYVTSLK GLWTLRAFGR QPYFETLFHK ALMLHTAMNWE LYLSTLRWFQ 1100

P
Kyte-Doolittle
ixo

306
Hopp-Woods
a0

Consensus I HLYVTSLK GLWTLRAFGR QPYFETLFHK ALMLHTAMNNE LYLSTLRWFEOQ

Conservation

GTHLYTS LK LNLHT

Sequence logo

LWTLRAFGR QPYFETLFHK NWF LYLSTLRWFQ

B @ G | e | 00| @) @ a2 Gecstita

Go to Base No Find Sequence

894 N-Linked (GlcNac..}

C ECL1 ECL2 ECL3
Ekstraseliiler ﬁ m N
o0 122 e —WLEPT) f;:
e s, ST T e
Transmembran
1096
e 198 243 .
- 11:‘5_ 195 el
Sitoplazma
N in
T ICL1  ICLz2
524 S-palmitoyl-cysiei

1478-1480 DDE binding
1m0
717 Fosfotirionin
712 Fosfoserin - DEA
700 Fosfoserin - DEA

550 Fosfoserin-PEA

588 Foafosarin- PEC

Sekil 4.21. A) p.Phel052Val heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, . Phe 1052 Val aminoasid degisimine neden olan TTC>GTC niikleotid
yerdigisimlerinin goriintiisi  C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

iizerindeki yeri.
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4.1.21 p.Tyr1092His aminoasid degisimi

p.-Tyr1092His aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 1,0 skorla
olas1 patojen fenotipik etkiye sahiptir. HGMD veri tabani kayitlarinda ise klinik
bulgusu CF olarak belirtilmistir. Ayrica informatik analizlerimize gore bu degisim

polar>polar doniigiimiiyle polarite farkliligi yaratmamistir (Sekil 4.22).

1.080 1.080 1.100
] ] ]
Tyr1092His | FTHLVTSLK GLWTLRAFGR QPYFETLFHK ALMNLHTANWF LM_STLRWFCL 1100
450
A Kyte-Doolittle

450

300

Hopp-Woods

40

CFTR RefSeqMNP_0004833 | FTHLVTSLK GLWTLRAFGR QPYFETLFHK ALMLHTANWF STLRWFQ 1100
150

Kyte-Doolittle
450
300

Hopp-Woods
a0

Consensus | FTHLVTSLK GLWTLRAFGR QPYFETLFHK ALMNLHTANWF STLRWFQ

Conservation

sequencelogo | FTHLVTSLK GLWTLRAFGR QPYFETLFHK ALMLHTANWE

GotoBeme o P s i Acsx
S PUITERR e SR I P b e e L TR e R e SR R
TAC>CAC
B Tyrl092His Het.
i
=
'-AAM.&&‘A»‘ PARLIY WA s .L e LA‘\L Al l[ B R 'J“.}) Jaba b Al aled AR
894 N-Linked (GlcNac..) 0 N-Linked (GlcNac.)
Tyr1092 His
5 ECLG
C ECL1 ECLZ  ECL3 ECLS
Ekstraseliiler ﬁ m . 013
a0 122 g 4222 1550 ;:: S180 o1 1014
% s 218 Rz [RSTH it i
Transmembran,

1l 105 | 2a3 353 50
S ] 105 44 3

T 14_U 208
Sitoplazma
: ,_}—/
7 ICL1 ICL2

524 S-palmitoylcystein

23y L
oag] To
3

540 Fosfosarin
1478-1480 PDZ binding
1480

53 Fosfossrin - PEA

737 Fosfosarine DEA

717 Fosfotirionin

712 Fosfoserin - PEA
700 Fosfosarin - PEA

560 Fosfoserin-PEA

526 Fosfosarin- DEC

Sekil 4.22. A) p.Tyrl092His heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, p.Tyrl092His aminoasid degisimine neden olan TAC>CAC niikleotid
yerdigisimlerinin  goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

tizerindeki yeri.
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4.1.22 p. Lys1165Glu aminoasid degisimi

p.Lys1165Glu bu aminoasid degisimi ilk kez bu ¢alismada bulundugu igin,
HGMD ve diger CF veri tabanlarinda herhangi bir kayit bulunmamistir. Ancak bu
aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore, 0,859 skorla olasi patojen
fenotip etkiye sahipir. Ayrica informatik analizlerimize gore, bu degisim
polar>polar doniisiimyle polarite farklilig1 yaratmamustir (Sekil 4.23).

1.180 1.180 200
1 1
LYS‘I1ESGILI IDVDELMREY SRVHEF IDMP TEGKPTKSTK PYKMGOLSKY MI IEMSHWYKK 1200

A Kyte-| Doolltlle

Hopp"\foods
CFTR Ref Seqg MNP_ 0004—833 IDVDELMREY SRVHKF IDMP TEGKPTKSTK PYKMGQLSKYV MI IEMSHYKK 1200

Kyte-| Doollttle
Hopp- "\foods

Consensus H TEGKPTKETK PYKRNGQOLSKY MI IENMSHVKEK

Conservation

seauencalogo | DVDS LIRSV SRVA ' TEGKPTKSTK PYKNGQLSKV I 1 TENSHVKK

0 N-Linked (GlcNac,.)

Lys1165Glu

ECLl ECLY  ECL3 ECLS
Elstraseliiler m . .
m 217, 8232 OJ;Q . 100 ._r_ﬁlz;
% o 218 [ 25| TSSTE
Transmembran
i 108 243 338 50 g, 981 o ;
= o B S 5 o35 [
Sitoplazma .
N
1 ICL1 ICL2 ICL4
g13 Fa;fo:am: PEA
524 5-palmitoy]l-cystein in . DA o
NER1 780 Fosfossrin - PKC 1444 Fosfoserin

549 Fosfoserin 768 Fosfoserin - PKA

1478-1480 PDE binding
737 Fosfosarine -PEA 1480
717 Fesfotifionin
712 Foafosarin - PEA
700 Fosfosarn - PEA

&80 Fosfoserin-PEA

624 Fosfosarin- DEC

Sekil 4.23. A) p.Lys1165Glu heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullamirak, p.Lys1165Glu aminoasid degisimine neden olan AAG>GAG niikleotid
yerdigigimlerinin  goriintisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

tizerindeki yeri.



82

4.1.23 p. Thr1220lle aminoasid degisimi

p.Thr1220Ile aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina goére 0,0 skorla
olas1 zararsiz fenotip etkiye sahiptir. HGMD ve CF veri tabanmi kayitlarinda ise
klinik bulgusu bulunamistir. Ayrica informatik analizlerimize gore bu degisim

polar>nonpolar doniisiimiiyle polarite farkliligi yaratmistir (Sekil 4.24).

MD 44{)

Thr1220||9 DD IWPSGGOM TVKDLTAKY EGGMNAILENI SFSISF’GO.RV GLLGRTGSGK 1250

EGGMAILENI SFSISPCGARV GLLGRTGSGK 1250

EGGMNAILENI SFSISPGARYV GLLGRTG3IGK

A Kyte-| Doolltlle
0.";

Hopp”\l’oods
CFTR Ref Seq NP_ 0004833 DD IWPSGGOM TVKDLTAKY|T

Kyte-| Doolltlle

0.";
Hopp-Woods
EV

Consensus DDIWPSGGQOM TVKDLTAKY|-

Conservation

LLGRTGS

NATLENI SFSISPGQRV

sequencelogo DD |VPS

QM TVKDLTAK E

ACA=ATA
B Thr1220ile

o, N [ f\ T )
" ﬂl"' i \l |"|' T f"”r" 1l N
T

0 N-Linked (GlcNac,,)

394 N-Linked (GlcNac..)

C Thr1220lle
ECLS ECL6
EcLl ECLZ  ECL3
Ekstraseltler m o1a [ ]-:-13 T
m S EE 3435 R 11:111 2w T s
127 i 3 g2
% ||1m Sl e it
Transmembran

358 o281 Lol

196 | 2684 b 832 e3p 0340 nnes fioa

7 llhas 4y 5 5 By L [”"1
Ty 195 o8 241 \

Sitoplazma \
N 3 5 5-
7 ICL1 ICL2 ICL4 -
215 Fosfossin - PKA
524 S-palmitoyl-cystein 725 Fosfosarin - PEA )
NB 20 Fosfosarin - PEC pias i
£40 Fosfosain 762 Fosfosarin - PEA C 1530, Foamaetin
753 Fosfossrin - PKA 1478-1480 PDZ binding

737 Foafosarine -PEA 1480
717 Fesfotitionin
712 Fosfosann - PEA
700 Fosfosarin - DELA

660 Foafosarin-DELA
585 Fosfosarin- PEC

Sekil 4.24. A) p.Thr1220lle heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, p.Thr1220lle aminoasid degisimine neden olan ACA>ATA niikleotid
yerdigigimlerinin  gorintiisic C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

iizerindeki yeri.
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4.1.24 p. Ser1235Arg aminoasid degisimi

p-Ser1235Arg aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,41 skorla
olas1 zararsiz fenotipik etkiye sahiptir. Ancak HGMD ve CF veri tabani
kayitlarinda ise klinik bulgusu CF olarak bulunmustur. Ayrica informatik
analizlerimize goére bu degisim polar>polar doniisiimiiyle polarite farklilig

yaratmamustir (Sekil 4.25).

220 240
1 1
Ser1235Arg DD IWPSGGOM TVKDLTAKYT EGGMNAILEMI SFSI’;LGQRV GLLGRTGSGK 1250
450
A Kyte-Doolittle
450

Hopp-Woods
340
CFTR Ref Seq NP_000483.3 DDIWPSGGQM TVKDLTAKYT EGGMNAILEM| SF3I|SPGQRV GLLGRTGSGK 1250

450
Kyte-Doolittle

430
300

Hopp-Woods
340
Consensus DD IWPSGGQOM TVKDLTAKYT EGGMNAILEMNI SFSIGQRV GLLGRTGSGK

Consemvation

B AGT=AGG
Serl235Arg

II \"l (H fﬂlﬂ 'I' M

|||| If..l ||'|'|

L

894 N-Linked (GlcNac..)

0 N-Linked (GlcNac..)

o ECL6
C ECL1 ECL‘ }:cu ECL5 m Ser1235Arg
Elstraseliiler 1‘(—\1 5 1117 5
m 217 1222 ‘1 = PTLO i i} il
e 1““ 216 | 223 20 =] g o1p 1011 1014 1177
123 31
Transmembran
1gall 2
-3
o2 lds) B e e
Situplazn,a‘—/_/
ICL1 ICL2

24 S-palmitoyl-cystein
NBE

540 Fosfoserin

Sekil 4.25. A) p.Ser1235Arg heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas progranu
kullanirak, p.Serl1235Arg aminoasid degisimine neden olan AGT>AGG niikleotid
yerdigisimlerinin  gorlintiisit C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

iizerindeki yeri.
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4.1.25 p. Trp1282X aminoasid degisimi

p.-Trp1282X aminoasid degisimi nonsense mutasyon oldugundan polyphen-
2 veri tabanina gore skorlama gdstermez. HGMD ve CF veri tabani kayitlarinda
ise klinik bulgusu CF bulumustur. Ayrica informatik analizlerimize gore bu

degisim nonpolar>- doniigiimiiyle polarite farklilig1 yaratmistir (Sekil 4.26).

260 280 200
] 1 1
Trp1282X STLLSAFLRL LNTEGEIQID GVSWDSITLQO Cl:l:{K.AFGVIF' QKWVFIFSGTF 1300
450
Kyte-Doolittle
ey

300

Hopp-Woods
-S40

CFTR Ref Seq NP_ 0004833 STLLSAFLRL LNTEGEIQID GVSWDSITLQO Qv / QKWVFIFSGTF 1300
Kyte-| Doolltlle

Hopp-' "\foods

Consensus STLLSAFLRL LNTEGEIQID GVSWDSITLQ Qv / QKVFIF3GTF

Conservation

Sequencelogo STLLSAFLRL LNTEGEIQID G\ SITLQ KAFGYIP QKVFIFSGTF

oD e L) ad |t | 2 | G | G0 Sy (&)

894 N-Linked (GlcNac.,) 0 N-Linked (GlcNac..)

_ | Trpl1282X
EcLl ECL2 ECL3 ECLS ECL6

Elkstraseliiler m m,.g JESEY | 1-:-13 musa
- 222 |, 3_:‘_, LRI 111§,
23 3
123

)
g0 mlo 1011 1014 13
216 223)[“ 550
Transmembran
1086
1aa | Fated 358 S o3g PEL 034 s [
g 11:5_ JEEE e e 555) 4| 95 055 | ’
Sitoplazma \ >
N 3 5S-
1 ICL1 ICL2 ICL4 -

813 Fosfosarin - PEA
785 Fosfosarin - PEA
T80 Fosfosann - PEC
788 Fosfosenn - PEA
753 Foafoearin - PEA
737 Fosfosaring -DEA
717 Fesfotirionin
660 Fosfoserin-PEA 12 Fiosfosarin - PEA
704 Fosfoserin - PEA

524 S-palmitoyl-cystein

549 Fosfosann
1478-1480 PDZ binding
1480

§88 Fosfosarin- PEC

Sekil 4.26. A) p.Trp1282X heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-Doolittle)/
Hidrofilik indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi kullanirak,
Trp1282X aminoasid degisimine neden olan TGG>TAG niikleotid yerdigisimlerinin

goriintiisii C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri iizerindeki yeri.
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4.1.26 p. Ser1426Phe aminoasid degisimi

p.Thr1220Ile aminoasid degisimi polyphen-2 veri tabanina gore 0,99 skorla
olas1 patojen fenotipik etkiye sahiptir. Ancak HGMD ve CF veri tabani
kayitlarinda ise klinik bulgusu obstruktiv azosperm olarak bulunmustur. Ayrica
informatik analizlerimize gore bu degisim polar>nonpolar doniisiimiiyle polarite
farklilig1 yaratmstir (Sekil 4.27).

420 440
1 1
Ser1426FPhe EHRIEAMLEC QQFLVIEENK VRQ‘(DHQKL LMERSLFROA |SPSDRVKLF 1450
450
Kyte-Douolittle
A v

430
300

Hopp-Woods
-S40

CFTR RefSeqNP_0004823 EHRIEAMLEC QQFLVIEENK VRQYDS|QKL LNERSLFRQA |ISPSDRVKLF 1450
450
Kyte-Doalittle

430
300

Hopp-Woods
-S40

Consensus EHRIEAMLEC QQFLVIEENK VRQYD QKL LMERSLFRQA |SPSDRVKLF
Conservation

Sequencelogo EHR|EANMLEC QQFLVIEENK "-;'Rf.‘"‘r"DI QKL LNERSLFRQA [SPSDRVKLF

TCC=>TTC 3
B Serl235Arg ]

JIJ".'.-fF ﬁ» i f‘j ‘1'“'“ /
'rl Il ljiLy\_s_m_u}_. *‘ .LJLM_._, ,_LA __k_c_J',‘d!AL_A

0 N-Linked (GlcNac..)

804 N-Linked (GlcNaec..)

¢ ECLS rere | Serld426Phe

2 f ‘-313 m 1130
11T

21g
&7 ole 1011 1014 1131

ECL1 ECTL.2 ECL3

Elkstraseliiler m m
21 222
o0 1___ 32 :)

216 223 310

Transmembran
e 195l 243
= 11:5 105 R g
Sjtoplazrn’a_—/_,/
ICL1 ICL2

524 S-palmitoyl-cystein
NBE
540 Fosfbsarin

550 Fosfosarin PHA

0 Fosfoserin - PEA

515 Fosfosarin- DEC

Sekil 4.27. A) p.Serl426Phe heterozigot aminoasid degisimi ve Hidrofobik indeks (Kyte-
Doolittle)/ Hidrofilik Indeks (Hoop-Woods) degisimleri. B) Chromas programi
kullanirak, Serl426Phe aminoasid degisimine neden olan TCC>TTC niikleotid
yerdigisimlerinin goriintlisi C) Aminoasit degisimlerinin CFTR domainleri

iizerindeki yeri.
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5. TARTISMA

Kistik Fibrozis (CF)’den sorumlu gen yaklasik 25 yil 6nce klonlama
caligmalar1 yapilarak tanimlanmis ve CF hastalifinin diger organlardaki fenotipin
aydinlanmas1 saglanmistir. Ancak buna ragmen, hastaligin prognozu bakimindan
farkli etnik populasyonlarda farkliliklar goriilmektedir. Diinyada hastaligin
goriilme siklig1 etnik gruplara gore farklilik gostermektedir. Hastaligin insidansi,
beyaz irkta ve Avrupa irklarinda daha ¢ok goriilmekle birlikte evlilik ve gog¢ gibi

cevresel etmenler sonucu, diger irklarda diislik insidanslarda da goriilmektedir.

Bizim aragtirmamizda CF’ye neden olan mutasyonlar DNA sekans analizi
yontemiye belirlenmis iilkemiz populasyonunda en sik rastlanan mutasyonlar
sirastyla, F508del (%13.3), F1052V (%13.3), 1148T (%10), R297Q (%6.6), E92K
(%6.6), E632X (%6.6) en yaygin mutasyonlar olarak gozlenirken, bunlarin
yaninda R74W (%3.3), G126D (%3.3), L183Il (%3.3), G178R (%3.3), K174X
(9%3.3), R347P (%3.3), E379X (%3.3), T388M (%3.3), M472V (%3.3), G542X
(9%3.3), 1807M(%3.3), 19821 (%3.3), L1034F (%3.3), Y1092H (%3.3), K1165E
(%3.3), T12201 (%3.3), S1235R (%3.3), W1282X (%3.3), S1426F (%3.3)
mutasyon oranlar1 gozlenmistir. Polimorfik allel olarak kabul edilen V470M alleli
calisma grubunda %73.3 oraninda bulunmustur. Ayrica c¢alismamizda veri
tabanlarma kayitlh olmayan 6 farkli mutasyon ilk kez tanimlanmistir. Bu
mutasyonlardan, 3’4 missens (M472V, K1165E, L1034F), 1°i sinonim (19821) ve
2’si1 stop kodon (K174X, E632X) mutasyonlaridir.

CF ye neden olan Diinya’da en sik goriilen mutasyon %66 siklikla
delta(A)F508 mutasyonudur. AF508 mutasyonu %87,2 ile en yiiksek
Danimarka’da iken, Cezayir’de %26,3, Tunus’ta ise %18 oraninda gézlenmistir.
Kuzey Avrupali hastalarda %70-80 arasinda iken Giiney Avrupalilarda %50-55
oraninda goriiliir. Avrupanin kuzeyinden giineye doguya dogru inildik¢e bu oran
diismektedir. Avrupa topluluklar1 arasinda, AF508 (%66,8), G542X (%2,6),
N1303K (%1,6), ve WI1282X (%1,0) en yaygin CFTR mutasyonlar1 olarak
gozlemlenirken, bizim c¢alismamizda G542X ve NI1300K mutasyonlar
gdzlenmemistir. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada ise 83 hastanin CFTR lokusu

analiz edilmis ve 166 CF kromozomun 125’inde 36 farkli mutasyon



87

belirlenmistir. Yapilan ¢alismada yaygin goriilen baz1 mutasyonlardan AF508del
(%23,5), 1677delTA (%7.2), 2183AA>G (4.2), G542X (%3.6) F1052V (%3.0),
W1282X (9%3.0), E92K (%2.4) ve N1303K (%2.4) olarak gdzlendi. Bununla
birlikte; dort missens (K68E, Q493P, E608G ve V11471 , iki splice-site (406-
3T>C ve 3849+5G>A) ve bir delesyon (CFTRdelel7b,18) olmak {izere 7 yeni
mutasyon tanimlanmistir (Kiling vd., 2002). Cukurova ydresindeki 63 hastanin
DNA ornekleri 19 farkli CFTR mutasyonu agisindan ters hibridizasyona dayali
“strip assay” yontemi ile incelenmistir. Kistik fibrozis tanisi almis hastalarin
9’unda homozigot ve 10’unda heterozigot mutasyon olmak iizere toplam 19
hastada mutasyon saptanmistir. AF508 siklig1 %11.90, homozigotluk orani ise
%66.7 olarak bulunmugstur. W1282X mutasyon sikligi %2.40 ve NI303K
mutasyon siklig1 %4.80 bulunmus olup homozigotluk oranlart %50 dir. 1148T
mutasyonu %3.20 olarak saptanmistir ve hepsi heterozigottur. Taranan 19
mutasyon i¢in hastalarin toplam mutasyon orani ise % 22.3 olarak bulunmustur
(Oztiirk vd., 2013). Yilmaz vd (1995), yaptiklar1 calismada, kistik fibroz ile
iliskisiz 67 hastada, CFTR geni, en yaygin goriilen mutasyonlar bakimindan
taranmistir. Analiz sonucunda tim CF allellerinin% 34.6'sinin tanimlanmasi
yapilmustir. En sik goriilen mutasyon% 28.4 oraniyla delta F508 olmustur. Diger
iki mutasyon olan R347H:% 3.0, N1303K:% 3.7 allellerin% 6.7'sini
olusturmustur. 1677 delta, G542X, G551D, S549N / I, R553X, L558S, R334W ve
R297Q saptanmamustir.

Etnik poplilasyonlara 06zgli mutasyonlardan, Avrupa bdlgesi i¢in,
Iskandinav’da 394delTT, Isvigre’de 3905insT, Kuzeydogu Italya’da R1162X ve
dogu slav irklarinda ise CFTRdele2,3(21kb) , Afrika bolgesi i¢in 3120+1G—A,
Orta Dogu icin bedevi kabilelerinde 11234V, Miisliiman araplarda
CFTRdele2(ins186), Hiristiyan arablarda 4010delTAAT, Birlesik Arab
Emirlikleri ve Umanli bedevilerde S549R(T>G), Bahreyn de 548A>T ve Sudi
Arabistan da ise 1548delG mutasyonlar1 popiilasyona 6zgii olarak gozlemlenirken

bu mutasyonlarin hig biri, bizim aragtirmamizda gézlenmemistir.

Human Genom Mutasyon Database (HGMD) verilerine gore; kayith CFTR
geni mutasyonlarin tipleri ve sayilar1 sirasiyla sOyledir. Missense/nonsense

mutasyonu 903 varyant, splicing mutasyonu 208 varyant, regiilator tip 18 varyant,
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kiigiik delesyonlar 215 wvaryant, kiiciik insersiyonlar 80 varyant, kiiglik
insersiyon/delesyonlar (indels) 27 varyant, biiyiik delesyonlar 76 varyant, biiyiik
insersiyon/dublikasyonlar 18 varyant, kompleks 30 varyant, tekrarli varyasyonlar
11 varyant, olarak kayitlara ge¢mistir. (HGMD, erisim tarihi: 3/02/2017). Bizim
analiz sonuclarimizda ise 26 varyant tespit edildi. Bu varyantlardan 19’1 missens,
5’1 stop kodon, 1’1 delesyon ve 1’i sinonim olarak belirlendi. Belirlenen bu
mutasyonlardan, M472V, L1034F, K1165E missens, K174X E632X stop kodon

olusumu ve 19821 sinonim mutasyonlart HGMD veri tabanina kayith degildir.

CFTR geni iizerinde 1900 den fazla mutasyon olusmasi ve bu mutasyonlarin
fenotipe yansima derecelerinin bilinmesi dnemlidir. Bu nedenle meydana gelen
mutasyonlarin proteinin hangi domainleri iizerinde meydana geldigini bilmek
gereklidir. CFTR domainlerinden MSD’ler, kloriir iyonlarina 6zgii porlarin
sekillenmesine, NBD’ler transport i¢in gerekli olan enerji kaynagmni olusturmak
tizere ATP’nin kendisine baglanip hidrolize olmasmna, R bdlgesinin
fosforillenmesi ise kanallarin aktive olup regiile edilmesine katkida
bulunmaktadir. Niikleotid Binding Domain olarak bilinen NBD’ler P-loop/Walker
A ve Walker B motiflerine sahiptir. Bu dizilerin arasinda, 548-552 aminoasid
pozisyonlart arasinda ise ABC tasiyici proteinlerinin imzasi niteginde olan C
motifi (LSGGQ) yer alir. NBD 1’in Walker A (GSTGAGKT) motifi 458-465.
aminoasid pozisyonlarinda yer alir ve ATP ‘nin o ve B fosfatlarina baglanir,
Walker B motifi ise alir (R-X-h-h-h-h-D) 566-572. aminoasit pozisyonlari
arasinda yer alir ve p katlanma ile Mg"" iyonlarin1 dengeleyerek ATP molekiiliinii
sabitler. Walker B sonrasinda bulunan glutamik asit ise ATP’nin hidrolizini
gergeklestirir. NBD 2’nin Walker A (GRTGSGKS) motifi ise 1244-1251.
aminoasid pozisyonlar1 arasinda yer alir. Ayrica NBD1 {i¢ tane alt bolgenin
birlesmesinden olusur : N —terminal alt bolgesi (389-494) ATP baglayic1 alan
igerir (Khushoo et al., 2011), a helikal alt bolgesi (495-564) Phe 508 ‘i igerir ve
merkez o/f ¢ekirdek alt bolgesi(565-637) ise F1 tip ATPaz’a benzer alt1 iplikten
meydana gelen paralel  tabakasindan olusur. NBD1 ayrica yapilandirilmamis
diizenleyici ekleme bolgesi (404-436), yapisal olarak farkli bolge (526-547), ve C
terminal diizenleyici uzanti (RE, aminoasid 638-673) alt bélgelerine ayrilir.
Diinyada c¢ok yaygin gozlenen ve a helikal alt bolgesinde meydana gelen AF508

mutasyonu, NBD1 in katlanmasin1 ve mekanizmalarin1 bozmaktadir.
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CFTR ER’ den ¢ikarken ¢esitli kontrol noktalarina maruz kalir. Bunlardan
biride iiclincii kontrol noktast olarak bilinir. CFTR nin ER ¢ikis yerlerinde olusan
kaplama proteini (COPII) kapli vezikiiller yoluyla golgi'ye nakledildiginde olusur
(Roxo-Rosa et al., 2006). Bu noktada, yanlis katlanmis F508del-CFTR, ER tutma
motifleri olan dort arginin gergeveli (RXR) tripeptidlere (Arginine Framed
Tripeptides /AFT) maruz kalmasindan dolayr ER'den ¢ikamaz. Bu motifler,
CFTR’nin N-terminal kuyrugunda (Arg29-GIn30-Arg31), NBD1’de (Arg516-
Tyr517-Arg518 ve Arg553-Alab54- Arg555) ve RD’de (Arg764-Arg765-Arg766)
bu dort motife sahiptir. F508del-CFTR, bu motiflerden dolayr ER' den ¢ikamaz
(Roxo-Rosa et al., 2006; Chang et al., 1999). Aslinda, F508del-CFTR'deki dort
AFT'nin eszamanli mutasyonunun, 29. 51. 555. ve 76. konumlarindaki Arg yerine
lisin gelmesiyle (yani F508del-R29K-R516K-R555K-R766K-CFTR, yada kisaca
F508del-4RK-CFTR), F508del-CFTR, ERQC'den kagisini  hizlandirdig
bildirilmistir. Mutant F508 del CFTR’in kontrol noktasindan kagis1 islemi aslinda
F508 del CFTR katlanmasini diizeltilmesi anlamina gelmez, sadece kontrol
noktasinin iistesinden gelme anlami tasimaktadir. CFTR, ER c¢ikis bolgelerindeki
kaplama proteini (COP II) kaph vezikiiller igine paketlendiginde dordiincii bir
kontrol noktasi mevcut. Bu siire¢ ise NBD1'de bulunan di-asidik ¢ikis
kodunu(DAD) (Asp565-Ala566-Asp567) igeren dzel bir ¢ikis motifine dayaniyor.
DAD olarak bilinen bu motif NBD1’de yer alir. Bu motif, Sec24 aracili COPII
paketlenmesi ic¢in gerekli ve bu kodun bozulmasi hem Sec24-CFTR birlikteligini
hem de ER’den c¢ikis1 azaltir (Nishimura and Balch, 1997). Bu motif i¢indeki,
ikinci Asp kalmtistmin  alanin ile yer degistirmesi CFTR katlanmasini
etkilemedigi, ancak Sec24 ile iliskisini azalttigi ve ER'den ¢iktig1 gozlenmistir
(Wang et al., 2004). Buna karsin, her iki Asp artiklarinin es zamanli mutasyonu

CFTR islemini tamamen ortadan kaldirdig: bildirilmistir.

Smuf III mutasyonlar1 olarak bilinen mutasyonlar siklikla CFTR proteininin
ATP baglanma alanlarinda (NBD1 ve NBD2) bulunur ve kapit mutasyonlari
olarakta bilinirler. Bu gruptaki mutasyonlar sonucunda, iiretilen protein normal
seviyelerde membrana etkili bir sekilde yerlesir, ancak ATP baglanma
bolgelerinde olusan mutasyonlar protein kinaz A (PKA) ile aktivasyona direng
gosterilmesine neden olur. Boylece proteinin kanal agikligi degisir. Bu grup

mutasyonalarin basinda p.Gly551Asp gelir. Bu mutasyon normal CFTR proteinin
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kanal agiklgina gore yaklasik 100 kat daha dar kanal agikliginin olusmasina neden
olur. G551D, G551S, R560T, V520F, G970R, G1244E, S1255P, G1349D bu
grubta yer alan mutasyonlardir. (Fanen et al., 2014). Arastirmamzida gézlenen 26
varyanttan 5 tanesi NBD1 boélgesi i¢cinde 4 tanesi ise NBD2 bolgesi iginde yer alir.
V470M, M472V, G542X, AF508 ve E632X mutasyonlar1 NBDI1 bolgesi
icerisinde yer almakta, ancak lokalizasyon olarak, V470M ve M472V NBD!’in
ATP baglayici alt bolgesinde yer alirken, G542X ve AF508 NBD1 ‘in a helikal alt
bolgesi iginde yer alir. G542X ve E632X mutasyonu lokalizasyon olara NBD1
icinde yer almasina karsin stop kodon olusturmasindan dolay1 sinif I mutasyonu
icinde smiflandirilir. Bu mutasyon intra seliiler stoplazmik halka 4 (ICL4)
arasindaki etkilesimi degistirir ve bunun sonucunda da NBD’1 de enerjik ve
kinetik karasizlik olusturur. AF508, G542X, G551S, R560T ve V520F NBD1’in a
helikal alt bolgesi icinde yer alan ve ciddi klinik CF fenotipi sergileyen
mutasyonlardir. NBD1’in a helikal bolgesi, ERQC (endoplazmik retikulum
kontrol noktasi) tigiincii kontrol noktasinda gorev alan R-X-R arjinin ¢ergeveli
tripeptidleri igeren 6zel amino asit motiflerini ihtiva etmektedir. Eger bu
cerceveyi bozacak bir mutaysonun olusmasi durumunda ise mutant CFTR
proteinin ERden c¢ikis1 kolaylasir. Tim bu sonuclar 1s1ginda, CF fenotipinin
degerlendirilmesi noktasinda, NBDI1 bolgesinin o helikal alt bolgesindeki
mutasyonlarin ayri bir 6nem diizeyinde degerlendirilmesi fayda olacaktir. NBD 2
bolgesinde ise T12201, S1235R, W1282X, S1426F mutasyonlar1 saptandi, ancak
W1282X mutasyonunu stop kodon olusturmasindan dolayr Sinif I mutasyonlari
igerisinde yer alir. T12201 mutasyonu ise veri tabanina kayithi olmayip ilkez bu
tez ¢aligmasinda saptandi. T1220I NBD2 bdlgesi igerisnde yer almasina ragmen,
polyphene-2 veri tabani kayitlarina gore non-patojen fenotipe sahiptir. Ayrica
S1235R mutasyonu polyphene-2 veri tabanina gore 0.415 skorlama derecesine
sahip ve non-patojen fenotip gostermekte, Buna karsin NBD2 bélgesi iginde
olusan W1282X stop kodon mutasyonu polyphene-2 veritabanina goére olasi
patojen olarak degerlendirilmistir. Ayrica NBD2 boélgesi i¢cinde meydana gelen
S1426F mutasyonu ise 0.997 fenotip skorlamasi sahip ve olasi patojen
mutasyonlar olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglar, NBD2 igerisnde meydana

gelen WI1282X, S1426F mutasyonlari, anlamli diizeyde CF fenotipini
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sergiledigini, T12201 ve S1235R mutasyonlarininda non patojen olmasi, NBD2

icerisinde bazi kritik bolgelerinin varligini akla getirmeketedir.

CFTR proteininin amino (N) ve karboksil (C) terminal kuyruklari,
sitoplazmik bolgede yer alir. N terminaldeki diziler diger proteinlerle etkilesimleri
ve kanal gegirgenligini etkiler. Amfipatik asidik aminoasid sarmalinin bir yiizi
tizerindeki 46 ile 60 arasindaki aminoasidler, kanal gecirgenligini etkilerken
(Naren et al., 1999). N ucu yakinindaki baska kisa diziler anneksin ve Syntaxin
1A denilen sinyal peptidi olarak gorev alan protein ailesi ile etkilesimi
saglamaktadir . CFTR nin, C terminal ucu ise PDZ gibi ¢esitli baglayici proteinler
arasindaki etkilesime aracilik ederler (Naren et al ., 1998).

CFTR transmembran (TM) domainleri zar icinde, cok sayida polar
etkilesimler ag1 olusturan iyonize olabilen kalintilar (4Arg, 2Lys, 3Glu, 1Asp ve
1His) ihtiva etmektedir. Ancak bu kalintilarin, lipit tabakasindaki TM'lerin
entegrasyonunu geciktirdigi veya bozdugu tahmin edilmektedir (Hessa et al.,
2005). TM1’e, fazladan bir polar aminoasid eklenmesinin, sarmal demetlerin
diizenlenmesini ve bunun ardindan sarmal uzantilar ile sitoplamik NBD'ler
arasindaki etkilesimlerin bozuldugu ileri stiriilmistiir(Xiong et al., 1997; Skach,
2000). Bu topogenezik mekanizmanin 6nemli bir etkisi, her biri TM1'e ilave bir
iyonlasabilir aminoasid yerlesmesiyle sonuglanan ve CF'ye neden olan iki
mutasyon G85E ve GI1R ile aydinlatilmistir. Her iki mutant da TM1 sinyal ¢apa
aktivitesini tamamen bloke etmesine karsin, TM1 domaini, TM2 tarafindan
membrana eklenebilir olmakta ve bu durum TMD1 topolojisini etkilemez, ancak
TMDI1 dogru topolojiye ulasilmasina ragmen, G85E ve G91R CFTR’nin
fonksiyonelligini bozmustur. (Xiongetal., 1997; Patricketal., 2011). TM1-2
topolojisinin analizi, CFTR'nin farkli bolgelerindeki hastalikla ilgili mutasyonlarin
ortak bir mekanizma yoluyla katlanmay1 bozabilecegi, daha yiiksek dereceli
iclinciil domain-domain etkilesimlerini Onleyecegi tahminini ortaya g¢ikarmistir
(Xiong et al., 1997, Skach, 2000). TM1’e, fazladan bir polar aminoasid
eklenmesinin, sarmal demetlerin diizenlenmesini ve bunun ardindan sarmal
uzantilar ile sitoplamik NBD'ler arasindaki etkilesimlerin bozuldugu ileri
stiriilmiistiir (Xiongetal., 1997; Skach, 2000). Tiim bu ¢aligmalar, CFTR proteinin

dogru katlanmasi ve fonksiyenellik kazanmasinda aminoasid polaritesinin 6nemli
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bir yerinin oldugunu gostermektedir. Calismamizda gozlenen 16 patojen
mutasyondan sadece 8 tanesinde polarite degisimi olmustur. Buna gore Gly 126
Asp aminoasid degisimi TM2 domaini iizerinde yer alir. Bu degisim sonucu
nonpolar/polar degisim meydan gelmis ve bu matasyon patojen etki gostermistir.
lle 148 Thr aminoasid degisimi ICL1 bolgesinde yer almakta olup bu degisim
sonucunda ise nonpolar/polar degisim meydana gelmis ve bu mutasyon veri tabani
kayitlarina gore, modifiye edici etki olarak yansimustir. Arg 347 Pro aminoasid
degisimi TM6 bolgesi i¢inde lokalize olup, polar/ nonpolar degisime neden olmus
ve bu mutasyon veri tabanmi kayitlarina gore fenotipe patojen ilimli CF olarak
yansimistir. Thr 388 Met aminoasid degisimi NBD1” in N—terminal bdlgesi i¢inde
yer almakla olup, N-terminal alt bolgesi olan ATP baglayici alanin (aminoasid
389-494) yani1 basinda lokalizedir. Bu mutasyon, polar/nonpolar degisim meydana
getirmis ve veri taban1 kayitlarina gore fenotipe astim hastaligi olarak yansimaistir.
Arstirmamizda elde edilen varyantlardan stop kodon olusturan mutasyonlar harig
26 varyantin 13’ iinde herhangi bir polarite degisimi olmamistir. Ancak polarite
degisimi olmayan 13 varyantin 7 tanesi, PolyPhen-2 veri tabani skorlmasina gore,
olas1 patojen fenotip skorlamasinda sahip iken 6 tanesi ise olasi non-patojen
fenotip skorlamasi sergilemektedir. Ayrica Thr1220lle aminoasid degisimi
polar/nonpolar degisim meydana getirmis ve bu mutasyon veri tabani kayitlarina
non-patojen olarak yansimig olup bu durumun polarite degisiminden ziyade
Thr12201Ile lokalizasyonunun kritik bir 6neminin olmadigimi diisiindiirmektedir.
Ser 1426 Phe aminoasid degisimi ise polar/nonpolar degisim meydana getirmis ve
bu mutasyon veri tabani kayitlarina gore fenotipe obstruktiv azosperm hastaligi
olarak yansimugtir. Litaratiir bilgilerine gore, aminoasid degisimleri s6z konusu
oldugunda CFTR proteinin yapisal ve fonksiyonelligi acisindan, polarite
degisimlerinin, CF’nin fenotipi bakimindan bir anlam ifade edemeyicegi, fakat
polarite degisimlerininde diger parametrelerle birlikte bir anlam kazanabilegini

diistindiirtmektedir.

CFTR’nin MSD/TMD biyogenezi, alternatif ko ve post translasyonel
translokasyon yolaklar1 (TM1-2), helikal dongiilerin yerlesim uyumu (TM3-4,
TM5-6, TM9-10, TM11 -12), topojenik belirleyici fonksiyon (TM7-8) i¢in es
giidiim ve ER zan icinde diizenlenmis entegrasyon gibi doniisiimlii topogenesis

modelinden sapma gosteren c¢oklu mekanizmalar1 kullanir. Ortaya ¢ikan yeni
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kanitlar, farkli katlanma yollaklarmin islevsel etkilere sahip oldugunu
gostermektedir. Ornegin, TM1'deki (E92A ve K95A) iyonlasabilir aminoasidlerin
degismesi, TMI1'l giiclii bir sinyal c¢apa (anchor) dizisine cevirir, bdylece
kotranslasyonal topogenezi destekler, ancak CFTR islevini bozar (Lu et al, 1998;
Patrick et al., 2011). Benzer sekilde, D924V mutasyonu TMS'i giiclii bir stop
transfer dizisine dondstirir ve translasyonel membran entegrasyonunu
kolaylastirir, ancak CFTR kloriir iletkenligini azaltir. Sonug¢ olarak domainlerin
etkilesimi CFTR porteininin 3 boyutlu yapisini etkilemekte, kritik domainler
tizerinde meydana gelen anlamsiz aminoasid degisimleri olsa bile goz ardi
edilmeden domain-domain etkilesimlerini farklilastirabilecegi olasidir. CFTR geni
tizerinde 1900’den fazla mutasyon tanimlanmis olup bu mutasyonlarin
patogenezlerinin degerlendirilmesi noktasinda, mutasyonlarin lokalizasyonuna
bakmak yeterli olmayip ayrica mutasyonun bulundugu domainin, baska hangi

domain ile ilgkili oldugu ayrica degerlendirilmesi yararli olacaktir.
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6. SONUCLAR

Bireylerde mutasyon gozlenme oranlari sirasiyla, F508del (%13.3),
F1052V (%13.3), 1148T (%10), R297Q (%6.6), E92K (%6.6), E632X
(%6.6), R74W (%3.3), G126D (%3.3), L183l (%3.3), G178R (%3.3),
K174X (%3.3), R347P (%3.3), E379X (%3.3), T388M (%3.3), M472V
(9%3.3), G542X (%3.3), 1807M(%3.3), 19821 (%3.3), L1034F (%3.3),
Y1092H (%3.3), K1165E (%3.3), T12201 (%3.3), S1235R (%3.3),
W1282X (%3.3), S1426F (%3.3) mutasyon oranlar1 saptanmuistir.

En sik rastlanan mutasyonlar F508del (%13.3), F1052V (%13.3), 1148T
(%10), R297Q (%6.6), E92K (%6.6), E632X (%6.6) olarak

gbzlenmistir.

Saglikli bireylerde gozlenen V470M amino asit degisiminin hastalikla
iligkisi yoktur.

Ik defa bu calismada veri tabanlarina kayitli olmayan 6 farkli mutasyon
ilk kez tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan, 3’ missens (M472V,
K1165E, L1034F), 1’i sinonim (1982I) ve 2’si stop kodon (K174X,
E632X) mutasyonlaridir.

Mutasyonlarin CFTR iizerindeki lokalizasyonlari, Arg74Trp amino asit
degisimi N terminal bolgede, Glu92Lys aminoasid degisimi TMI
domaininde, Gly126Asp aminoasid degisimi TM2 domininde, Ile148Thr
amino asid degisimi TM2 domininde, lle 174X aminoasid degisimi
TM2 domaninde, Glyl78Arg amino asid degisimi ICL1 bolgesinde,
Leul83Ile amino asid degisimi ICL1 bolgesinde, Arg297GlIn aminoasid
degisimi ICL2 bolgesinde, Arg347Pro amino asid degisimi TM6
domaininde, Glu379X aminoasid degisimi NBD1’in N- terminal
bolgesinde, Thr388Met NBD1’in N-terminal bdlgesinde, Val 470 Met
NBD1’in N- terminal alt bolgesinde, Met472Val aminoasid degisimi
NBD1’in N-terminal alt bolgesinde, Phe508 del aminoasid degisimi
NBD’1 a helikal alt bolgesinde, Gly542X aminoasid degisimi NBD1’in
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yapisal olarak ¢esitlilik gosteren bolgesinde, Gly632X amino asid
degisimi NBDI’in o/f ¢ekirdek alt bolgesinde, 1le807Met aminoasid
degisimi regulatéor domainde, I1e982lle aminoasid degisimi ICL3
bolgesinde, Leul034Phe aminoasid degismi TMI10 iizerinde,
Phel1052Val amino asid degisimi ICL4 bolgesinde, Tyr1092His amino
asid degisimi ICL4 bolgesinde, Lys1165Glu aminoasid degisimi
NBD2’in N-terminal bolgesinde, Thr1220Ile aminoasid degisimi NBD2
domaininde, Ser1235Arg aminoasid degisimi NBD2 domaininde,
Trp1282X aminoasid degisimiNBD2 bolgesinde Ser1426Phe aminoasid

degisimi NBD2 domaininde saptanmuistir.

Mutasyonlarin polarite degisimleri ve lokalizasyonlar1 saptanmistir

CFTR domainleri iizerinde proteine 0zgili motiflerin, mutasyonlar

bakimindan ayrintili olarak degerlendirilmistir.

CFTR geninin, Kistik fibrozis hastaligindan sorumlu major bir gen
olmas1 ve proteinin herbir noktasinda olast mutasyonlarin potansiyel
CF’ye neden olmasi muhtemel oldugundan, CF bakimindan CFTR

geninin tiim gen analizine tabi tutulmasi uygun olacaktir.
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