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	FINAL SUMMARY (English)



	1. Title of Project:   Identification of common CFTR-gene mutations using multiplex-PCR for
                                 early diagnosis of Cystic Fibrosis in Saudi Arabia

	2 Principal Investigator:         Dr. Adeel Gulzar A. Chaudhary

	3. Name of the College:           Applied Medical Sciences

	4. Name of the Department:    Medical Technology

	Fundamentally CF is a genetic disorder and to date over 800 CF mutations have been reported in the CFTR region; first discovered in 1989 (Riordan et al., 1989). Based upon common however functionally significant mutations ABITM launched a multiplex PCR-OLA assay that exploits the multiplexing of 15 pairs of mutation specific primers in a PCR followed by the hybridization and subsequent detection of a common 3' fluorescently labeled probe thus allowing the fragment analysis of PCR product on ABITM sequencer using gene scan software. Our main aim of this project was to optimize and establish this assay as a routine genetic based assay for early diagnosis of Cystic Fibrosis as this will certainly help early intervention and subsequent therapy. 

Considering that CF is a rare disorder in Saudi Arabia, 10 index cases were analyzed from 10 unrelated, multiethnic families in the Jeddah region alone during the first 12 months of this project. The multiplex PCR-OLA fragment analysis kit was used for mutation detection in clinically affected children and 8/10 (80%) were positive for at least one of the 31 functionally significant mutations. 1st degree relatives’ samples n=21, were also analyzed and mutations have been detected in each family mostly in heterozygous pattern (asymptomatic carriers) with one having compound heterozygous mutation. Cases 2, 5, 6, 7, 9 & 10 were selected for further analysis using CSGE followed by cycle sequencing. Initially these samples were either negative or the parent mutation didn’t coincide with that of affected sibling. A novel 25bp deletion (frameshift) mutation was found in case-10. Although CF-OL assay is an expensive method yet it’s the ideal method for mutation detection in highly suspected CF cases. It can also be used to determine carrier status, something that must routinely be carried out for the 1st degree relatives. It’s recommended that a dedicated referral laboratory be established in Saudi Arabia for these rare genetic disorders where batch analysis can be performed and sensitive data stored along with DNA banking facility. 

	1-  عنوان البحث :

	2 – الباحث الرئيسي : د/ عديل جلزار احمد شودري

	3- أسم الكلية : علوم الطبية التطبيقية

	4- أسم القسم : تقنية الطبية

	إن مرض السستك فيبروسيز  Cystic Fibrosis يعد من أكثر الأمراض المتنحية التوارث خطورة في العالم الغربي. ومنذ اكتشاف أول حالة لهذا المرض في المملكة العربية السعودية في عام 1989 م فإن عدد الحالات المشخصة سريريا في زيادة مستمرة، وقد يرجع سبب ذلك إلى زيادة وعي الأطباء عن أعراض المرض. إن التحليل المخبري الوحيد المتوفر في السعودية هو المعتمد على كشف نسبة ملح الكلوريد في العرق، ونتيجة لتباين وتعدد أعراض المرض فإنه قد لايتم تشخيص بعد الحالات إلا متأخرا وذلك عندما تتقدم الحالة وحينها لا يتمكن الأطباء من عمل الكثير لمساعدة مرضاهم. ولهذا السبب فإن هناك حاجة ملحة للبحث عن وسائل لتشخيص هذه الحالات مبكراً وذلك باستخدام أساليب الكشف الحديثة عن الطفرات الجينية المسببة لهذا المرض ومن ثم تصنيفه حسب خطورته وذلك ليساعد الأطباء على استخدام العلاج الأنسب مبكراً.

إن مرض السستك فيبروسيز في الأساس هو مرض وراثي المسبب الرئيسي له يعود إلى طفرات للجين المتواجد على كروموسوم 7 والمعروف بـالـ (CFTR) . و قد يظهر المرض نتيجة نوع واحد من أكثر من 800 نوع من الطفرات الجينية التي تم وصفها حتى الآن إلا أن أكثر من ثلثي الحالات هي نتيجة لطفرات في المنطقة F508 . وقد قام فريق عمل بشركة أبلايد بيوسستم (Applied Biosystem) باختراع تحليل مخبري والمعروف بـ PCR-OLA Assay والذي يقوم باكتشاف أهم الطفرات وأكثرها انتشاراً وذلك بواسطة استخدام 15 زوج من المادة الحمضية المعدة مسبقاً والتي تحمل الطفرات الجينية وتتحد مع الأجزاء المطابقة لها من الحمض النووي للمريض، ويمكن عزل ذلك الجزء وتنقيته ومن ثم قراءته بواسطة الماسح الجينيي لشركة ABI . ويعد هذا التحليل المخبري الآن الأكثر استخداماً في كبرى مراكز التحليل الوراثي في العالم. 

إنه وخلال العام المنصرم تم عقد سبعة اجتماعات مع الفرق السريرية في كل من مستشفى جامعة الملك عبدالعزيز، ومستشفى النساء والولادة بجدة، وكذلك مستشفى الملك فيصل التخصصي ومركز الأبحاث بجدة والتي من خلالها تم الحصول على عينات من الحمض النووي لـعشرة حالات لمرض السستك فيبروسيز (تم تشخيصها سريريا وباستخدام تحليل الكلوريد) وكذلك لذويهم ممن هم على قرابة من الدرجة الأولى. وفي خلال الأشهر الأربعة الأخيرة تم إجراء عدة اختبارات لتحليل الـ PCR-OLA لتحسين أدائه ومؤخراً استخدم لكشف الطفرات الجينية في العينات التي تم جمعها، حيث أظهرت النتائج أن 4 من 10 حالات (40%) حاملة لطفرة جينية. اثنان من الحالات حاملة لطفرة من النوع del508  والاثنان الأخران حاملة لطفرة من النوع frameshift 1078 mutation في اكسون 7 وطفرة من النوع splice mutation 3849+4 A في انترون 19. الحالات المتبقية لم تظهر بها طفرات حتى الآن.

إنه لمن المهم أن نذكر أن هذا التحليل كأي نوع آخر من التحاليل له حدوده وأن الخطوة القادمة هي إنهاء إجراء الكشف عن الطفرات الجينية في أقارب هؤلاء المرضى بواسطة PCR-OLA. وبعد ذلك سيتم تحليل جميع العينات من جديد للكشف عن "المواقع الساخنة" والتي يحتمل وجود طفرات أخرى بها، وسيكون ذلك باستخدام جهاز  ABITM 310 sequencer . إن جمع المزيد من العينات سيتم خلال المرحلة الثانية من هذا المشروع والذي قد حاز الآن على اهتمام كبير في الوسط الطبي.
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