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OZET

MTHFR (Metilentetrahidrofolatrediiktaz), folat
metabolizmasi ve DNA sentez yolagindaki kilit rolii
sebebiyle en Onemli enzimlerden biridir. Enzimi
kodlayan ~ gendeki  C677T  tek  nikleotid
polimorfizmi, prostat kanseri de dahil olmak iizere
bircok hastalikla iliskilendirilmistir. Caligmanin
amaci, ilgili polimorfizmin, prostat kanseri teshisi
konmus hasta ve saglikli kontrol bireyler arasinda
kiyaslanarak, hastalik ile
degerlendirilmesidir.

iligkisinin

Caligsmaya, 20 prostat kanseri teshisi konmus hasta
ve herhangi bir patolojisi saptanmamis 20 saglikli
birey dahil edilmistir. ilk olarak, bu bireylerden
alinan kan &rneklerinden DNA’lar1 izole edildi. {lgili
polimorfizmin bulundugu bélge Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildiktan sonra, uygun
restriksiyon enzimi aracilifiyla, Restriksiyon Parca
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi ile kesildi.
Daha sonra Poliakrilamid Jel Elektroforezi teknigi
ile 6rnekler yiiriitildii ve jel goriintiilenerek olusan
bantlar yorumlandi.

Sonuglar, MTHFR C677T polimorfizm genotipleri
acisindan  degerlendirildiginde, c¢aligmaya dahil
ettiimiz hasta bireylerin %60’inde CC (homozigot
normal), %40’inde CT (heterozigot mutant); saglikli
bireylerin ise %60’inda CC, %35’inde CT ve
%5’inde TT (homozigot mutant) genotipi oldugu
tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak, MTHFR 677TT genotipinin prostat
kanseri i¢in koruyucu etki gosterdigi tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: MTHFR C677T, prostat
kanseri, polimorfizm.

ABSTRACT

MTHFR (Methylenetatrahydrofolate reductase) is
one of the most important enzymes because of its
function about folate metabolism and DNA
synthesis  pathways. The  C677T  single
nucleotide polymorphism in the gene encoding the
enzyme, have been associated with many diseases
including prostate cancer. We aimed to evaluate the
association between the polymorphism and prostate
cancer by comparing the results between patients
and controls.

Patients, who suffer from prostate cancer (n: 20) and
healthy controls (n: 20) were included the study.
First of all, DNA isolation was performed from the
blood samples that are taken in hemogram tubes.
After reproducing the region about relevant
polymorphism by Polymerase Chain Reaction
(PCR), it was cut by Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) with suitable enzyme and
viewed by Polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE).

When the results evaluated MTHFR C677T
polymorphisms genotypes, the ratios were CC %60,
CT %40; and CC %60 CT %35 TT %5 for patients
and healthy controls respectively.

As a result, it is found that the MTHFR 677TT
genotype has protective effect for prostate cancer.

Keywords: MTHFR C677T, prostate cancer,
polymorphism.
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GIRIiS

MTHFR (Metilen tetrahidrofolat rediiktaz), folat metabolizmasinda kilit rol oynayan, 5-10
metilentetrahidrofolatin 5-metiltetrahidrofolata doniisiimiinii geri doniisiimsiiz katalizleyen
enzimdir. 5-metiltetrahidrofolat, folatin plazmadaki majér formu olup, homosisteinden
metiyonin sentezi i¢in bir metil dondrii olarak hareket eder. Ayrica, folatin piirin ve primidin
olusumuna katilmasi1 enzime metabolik dengenin korunmasinda hayati énem kazandirir (1).
MTHFR enzimini kodlayan gen 1p 36.3 te lokalizedir ve 4. ekzonunun 677. niikleotit
pozisyonunda sitozin yerine timinin gelmesi sonucu olusan nokta mutasyonu, ilgili enzimde
alanin aminoasidinin yerine valinin gelmesi ile sonuglanarak enzimin termolabil bir
varyantinin olugmasma (tMTHFR) yol acar. Bu durum total enzim aktivitesinin %55-65
diismesine sebep olarak folat metabolizmasinin dengesini bozar (2-4).

MTHEFR geninde olusan polimorfizmler ve 6zellikle C677T polimorfizmi enzim aktivitesini
etkileyerek, bircok kronik hastaligin olusmasi ve gelismesiyle iligkilendirilmistir. Yapilan
analizler, MTHFR C677T tek niikleotit polizmorfizminin sizofreni, konjenital kalp defektleri
ve c¢esitli kanser tiirleri gibi hastaliklarin gelisme riskini arttirdigini géstermistir (5-9). Ayrica,
bu polimorfizmin, 6zellikle bat1 {ilkelerinde ve ileri yasta en sik tani konulan ve 6liim sebebi
olan malignitelerden biri olan prostat kanseri riskiyle de iliskili oldugu kanitlanmistir (10).
Prostat kanseri, erkek bireyler arasinda en yaygin olarak goriilen ikinci habis tiimordiir (11).
Halk Sagligi Kurumu Kanser Daire Bagkanligi’nin 2009 yil1 verilerine gore, iilkemizde erkek
bireylerde goriilen kanser vakalarinin % 36.1’ini prostat kanseri olusturmaktadir. Hatay ilinde
gergeklestirilen bir calismada ise kanser vakalarimin %7.9’unu prostat kanserli hastalarin
olusturdugu tespit edilmistir (12). Bu hastaligin etiyolojisi % 5-10’luk bir oranla ailesel 6ykii
ve genetik yatkinliga dayandirilmakta ve aslinda biiylik 6l¢iide de bilinmemektedir (13).
Caligmada, ilgili polimorfizmin prostat kanseri teshisi konmus hasta ve saglikli kontrol
bireyler arasinda kiyaslanmasi ve prostat kanserinin bu polimorfizm ile iliskisinin

degerlendirilmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calisma, Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Uroloji poliklinigine basvuran, 20 prostat
kanseri teshisi konmus hasta ve herhangi bir patoloji saptanmamis 20 saglikli birey iizerinde
gerceklestirildi. Calisma ile ilgili olarak Mustafa Kemal Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan 26.06.2014 tarihli 11 sayili etik kurul onayr alinmistir. Hasta ve saglikli
bireylerden 3 ay igerisinde toplanan ve hemogram tiiplerine alinan kan 6rnekleri ¢aligma

baslayicaya kadar +4°C’de saklandi. ilk olarak bu kanlardan maniiel bir yontem olan
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Doymus Tuz Cozeltisi ile Coktiirme Yontemi (14) araciligiyla DNA’lar izole edildi. ilgili
polimorfizmin bulundugu bélge Izmirli ve ark. (2009)’nin yapmus olduklar1 calismadaki
prosediire uygun olarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildiktan sonra, uygun
restriksiyon enzimi araciliiyla ve Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi
ile kesildi (15). Poliakrilamid Jel Elektroforezi teknigi ile Orneklerin yiiritildigi jel
goriintiilenerek degerlendirildi. Sonuglar, hasta ve kontrol bireyler arasinda kiyaslanarak
prostat kanserinin bu polimorfizm ile iliskisi degerlendirildi.

MTHEFR genine ait 198 baz ¢iftlik PCR iiriiniiniin elde ediliminde, her bir primerden 10 pmol
(Forward: 5’TGA AGG AGA AGG TGT C—TG CGG GA3’ ve Reverse: 5’AGG A—CG
GTG CGG TGA GAG TG3’), 2 mM MgCI2, 0.2mMdNTP, 2.5 U Taq polimeraz ve 100-500
ng DNA 0Ornegi iceren PCR mix’i kullanildi. Konvansiyonel PCR cihazindaki reaksiyon
dongiisti;

On denatiirasyon: 95°C 0:03:00

Denatiirasyon: 95°C 0:00:30

Yapisma: 62°C 0:00:30

Sentez: 72°C 0:00:30

Toplam dongii: 30

Son sentez: 72 °C 0:10:00 sn

seklinde ayarlandi (15). PCR fiirtinlerinin kesimi, GANTC dizisini tantyarak niikleotit dizisini
175 ve 23 bp olmak iizere iki fragmente ayiran Hinf | enzimi ile gerceklestirildi. Bu enzimle
37°C’de 3 saat muamele edilen PCR fiiriinleri daha sonra %10’luk poliakrilamid jelde, 100 V
90 dk’ya ayarlanan gii¢ kaynagi araciligiyla yiiriitiildii. Elektroforez islemi sonrasinda jel

gorilintiilenerek olusan bantlar yorumlandi (15).

BULGULAR

Calismaya dahil ettigimiz hasta ve kontrol grubunun genotip icerigi tablo 1’de verilmistir.
Tablo 2°de ise C677T tek niikleotit polimorfizmini temsil eden genotip yiizdeleri hasta grupta
%60’inde CC (homozigot normal), %40’ inde CT (heterozigot mutant); saglikli bireylerde ise
%60’1nda CC, %35’inde CT ve %5’inde TT (homozigot mutant) olarak verilmistir.
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Tablo 1. Arasgtirmaya dahil ettigimiz ¢aligma popiilasyonumuzun MTHFR C677T polimorfizminin
genotip degerlendirmesi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

HASTA

KONTROL

TARTISMA
MTHFR folat metabolizmasinda rol alan kilit enzimdir. Enzim geninde tespit edilen C677T

tek niikleotit polimorfizminin prostat kanseri dahil, ¢esitli hastaliklar ile baglantili oldugu
rapor edilmistir (5-9).

Calismamizda, Hatay ilindeki 20 prostat kanseri teshisi konmus hasta ve 20 saglikli kontrol
bireyler arasinda MTHFR C677T tek niikleotit polimorfizmini kiyaslayarak hastalik ile
iligkisi degerlendirilmistir. C677T polimorfizmi frekanslar: istatistik yapmadan yiizde olarak
degerlendirildiginde, hasta bireylerde CC %60, CT %40, saglikli bireylerde CC %60 CT %35
TT %S5 oraninda tespit edilmistir.

Konu ile alakali iilkemizde de calismalar yapilmis olup, Istanbul’da yapilan bir ¢alismada

polimorfizmin prostat kanseri riskine karst koruyucu etkisi oldugunu gosterirken (16).
wviustara kemai univ. 1ip verg, LIt 5, Sayi 19, Yl ZU14
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Eskisehir’de yapilan diger calisma hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gézlememistir (17).

Ekvador popiilasyonunun dahil edildigi, giiney Amerika populasyonunu temsil eden
caligmada, ilgili polimorfizm ile prostat kanserinin gelisimi arasinda énemli derecede iliski
oldugu ve bu polimorfizmin hastalia yatkinligi artirdigi tespit edilmistir (18) Bir diger
caligma Jamaika’daki Afrika kdkenli popiilasyonda yapilmistir. Bu ¢alismada MTHFR C677T
ve prostat kanseri arasindaki iligski degerlendirilmis ve herhangi bir iligki bulunmamistir (19).
Tayvan’da, prostat kanseri teshisi konmus hasta ve saglikli kontrol bireylerin dahil edildigi bir
arastirma, T alelinin prostat kanseri riskine karsi onemli derecede koruyucu oldugunu
gostermistir (20). Safarinejad MR ve ark’nin (2010) yapmis olduklar1 ¢alisma da MTHFR TT
genotipinin prostat kanseri riskini yaklasik %40 diisiirdiiglinii tespit eden bir diger ¢alismadir
(21). Kimura ve ark’nin Almanya’da yapmis olduklar1 ¢alismada MTHFR valin alleli (TT)
prostat kanserli hastalar arasinda temsil edilmesine ragmen, prostat kanserli hasta ve kontrol
grubu arasinda onemli bir farklilik goriilmemistir (22). Hollanda’da yapilan bir diger
caligmada ise, homozigot mutant genotipin (TT) prostat kanseri riskini dnemli derecede
arttirdig1 goriilmiistiir. Riskin 6zellikle, diislik folat seviyesi, fazla alkol alimi1 ve yas artisiyla
korele oldugu sonucuna varilmistir (23). Farkli cografi alanlarda ve farkli populasyonlarda
yapilan calismalarin sonuglar1 da farkli olmustur. Ornegin, Giiney Amerika ve Hollanda’da
MTHFR C677T polimorfizminin prostat kanseri riskini artirdigi (18,23), Jamaika ve
Almanya’da ise herhangi bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (19,22). Tayvan ve Iran gibi
Asya lilkelerinde ise polimorfizmin mutant TT genotipi koruyucu etki gosterdigi ifade
edilmistir. Bizim arastirmamizda da yiizdeler degerlendirildiginde hasta grubunda hi¢ TT
mutant tip gézlenmezken saglikli grupta %5 oraninda TT mutant genotip gbézlenmistir (20-
21). Bu g6z oniinde bulunduruldugunda sonuglarimiz TT genotipinin prostat kanserinde
koruyucu etkisinin oldugunu géstermektedir. Bu da {ilkemizde Kiigiikhiiseyin ve ark. larinin
Istanbul’da yaptiklar1 calisma ve Asya popiilasyonu ¢alismalari ile koreledir (16,20-21).
Sonug olarak, cografya ve popiilasyon degisiklikleri polimorfizm ¢alismalarinda énemli bir
kriterdir. Bu yiizden konu ile ilgili kapsamli ve daha net bir bilginin saglanmasi i¢in, MTHFR
C677T polimorfizminde, folat metabolizmasinin profili ve farkli popiilasyonlara ait yagam
aligkanliklarimin  da  dikkate alinarak calisilmast daha faydali olacaktir. Bizim
aragtirmamizdaki ¢alisma popiilasyonumuz Hatay yoresini temsil etmektedir. MTHFR C677T

tek niikleotit polimorfizmi ve prostat kanseri ile ilgili bu calisma konu ile ilgili olarak
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Hatay’da yapilan ilk ¢alisma olmasi agisindan Oonem arz etmektedir. Ayrica, yaptigimiz

calismada MTHFR 677TT genotipi prostat kanseri igin koruyucu etki gostermektedir.
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