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Amag: Metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) folat metabolizmasinin énemli bir enzimidir. Insan MTHFR geni
kromozom 1p36.3’de lokalizedir ve 563 amino asitten olusan MTHFR enzimini kodlamaktadir. MTHFR geninde
enzimin inaktivasyonu ile sonuglanan bazi mutasyonlar kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar icin 6nemli risk
faktorleri olarak hiperhomosisteinemi ve homosistiniiriye neden olur. Cok sayidaki literatiir verisine gére, MTHFR
geninin polimorfik varyantlart hiperhomosisteinemi, vaskiler patolojiler, néral tip defektleri, demans, perinatal
mortalite, mental bozukluklar, nérodejeneratif bozukluklar, migren ve kanser ile ilisikilidir. Bu calismanin amact,
MTHFR genindeki C677T ve A1298C polimorfizmlerinin allel frekansint saptamakdir. Bu amagla, Sivas ¢evresinden
rastgele secilmis 222 bireyde (109 erkek ve 113 kadin) MTHFR geninin C677T ve A1298C polimorfizmlerinin allel
frekansi arastirilds.

Materyal ve Metod: Hasta grubunu Sivas bolgesinde ikamet eden bireyler arasinda rastgele sectik. 109 erkek ve 113
kadin olmak tizere toplam 222 kisi calismamiza dahil edildi. Calisma grubunun bireyleri, ¢alismanin amact hakkinda
bilgilendirildi ve yazili onam belgesi imzalatildi. Calisma grubuna ayni zamanda bir anket formu dolduruldu. Gen
mutasyonlarint belitlemek icin periferik kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildi. Mutasyon analizi revers
hibridizasyon prensiplerine dayanan strip assay teknigiyle yapildi. Veriler SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak
analiz edildi.

Bulgular: 677 CT genotipinin Sivas cevresinde frekanst %54, 677 CCnin %42 ve 677 TT’nin %4 olarak saptandi.
Ayrica, A1298C genotipinin Sivas ¢evresindeki frekanst %046, 1298 AA’ nin %46 ve 1298 CC’ nin %9’ idi. MTHFR
677 T allelinin ve MTHFR 1298 C allelinin allel frekanslari ise her ikisi i¢cin % 31°di.

Anahtar Sozciikler: Metilentetrahidrofolat Reduktaz, Polimorfizm, Homosistein

The C677t and A1298c Polymorphisms of Methylenetetrahydrofolate Reductase (Mthfr) Gene

Aim: Methylenetetrahydrofolate reductase is an important enzyme of folate metabolism. Human MTHFR gene is
localized to chromosome 1p36.3 and coded MTHFR enzyme which consists of 563 amino acids. Some mutations seen
in the MTHEFR gene, resulting in the inactivation of the enzyme, cause hyperhomocysteinemia and homocystinuria as
being important risk factors for cardiovascular and cerebrovascular diseases. According to the numerous literature
data, polymorphic variant of the MTHFR-encoding gene, is associated with hyperhomocysteinemia, vascular
pathologies, neural tube defects, dementia, perinatal mortality, mental disorders, neurodegenerative disordets, cancer
and migraine. The aim of this study was to determine allelic frequencies of the polymorphic MTHFR gene C677T,
A1298C. In this regard, we have investigated the allelic frequencies of C677T and A1298C polymorphisms of the
MTHEFR gene in 222 (109 females and 113 males) randomized individuals around Sivas.

Materials and Methods: The study group was selected between individuals residing in Sivas. Total 222 subjects (109
men and 113 woman) were enrolled in the study. The subjects were informed of the purpose of the study and signed a
written consent, which had previously been approved by the Ethical Committee. They also filled out questionnaire.
DNA isolation was performed from peripheral blood samples such that thegene polymorphisms were determined.
The mutation analysis was performed by StripAssay technique which is based on the Reverse-Hybridization principle
automatically. Data were analyzed by SPSS 15.0 package program.

Results:: The frequency in around Sivas of the C677T genotype was 54%; of C677C, 42%; and of T677T, 4%. The
frequency in around Sivas of 1298 AC genotype was 46%; of A1298A, 46%; and of C1298C, 9%. The allelic
frequencies of the T allele of MTHFR 677 and the C allele of MTHFR 1298 were both 31%.
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Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, folat geni, kromozom 1p36.3’de lokalize olmustur ve 656
metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir. Insan MTHFR aminoasitten olusan MTHFR enzimini kodlar.!?
MTHFR, 5,10 metilentetrahidrofolati (5,10-metilen
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THE) irreversible olarak 5-metil tetrahidrofolata (5-
metil THF) dontstirdr.  5-metil  THEF; DNA
metilasyonu ve metiyonin sentezi i¢in metil grubu
saglar. 5,10- metilen THF ise deoksitiridilatin timidilata
dontsiiminde kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi
icin 10-formil THF’a okside olmaktadir.3* MTHFR
geninde meydana gelen bir mutasyon (en yaygin olant
C677T polimorfizmi) enzim aktivitesini azaltmaktadir.>
Azalan MTHFR aktivitesi sonucunda 5-metil THF
diizeyi azalmakta, 5,10- metilen THF miktari ile plazma
homosistein diizeyi artmaktadir.4©

Hiperhomosisteinemi ve homosisteiniirinin  ortaya
ciktigi ciddi MTHFR eksikliginde, periferal néropati,
gelisme geriligi, hipotonia, strok, tromboz gibi klinik
ozellikler goriliir. MTHER eksikliginin hafif oldugu
durumlara  populasyon  genelinde  olduk¢a  sik
rastlanmakta olup, Ozellikle arterial hastaliklarin
olusumunda bir risk faktéri oldugu ileri stiriilmektedir.”
% MTHFR geninde gorilen bazt mutasyonlar,
kardiyovaskiiller ve serebrovaskiiler hastaliklar icin
o6nemli bir risk faktorii olan hiperhomosisteinemi ve
homosisteintri olusmasina neden olur.3-6.10

Mutant T allelinin, néral tip defektleri icin risk faktori
oldugu ileri surtilmektedir. Yine noral tip defektlerinde
kan folat seviyesinin distk olmast da 6nemli bir risk
faktoridir. Yapilan caligmalar, MTHFR polimorfizmi
ile birlikte olusan folat eksikliginin, néronal gelisimi
etkiledigi ve noral tip kusuru olusumunu arttirdigini
gOstermistir. 31112

MTHFR polimorfizminden kaynaklanan azalan enzim
aktivitesi, timor stpressér genlerin stabilitesini ve
hipometilasyonunu  etkiler. Akciger kanserli hasta
ornekleri ile yapilan calismalarda, 677T allelinin, bir
timor stipressor gen olan p16’nin ekspresyonunun artist
ile iliskili oldugu g6sterilmistir.!>'4 677T allelinin,
muhtemelen, yeterli folat alinimt ile bireylerde timin ve
purin sentezi i¢in artan 5,10 metilentetrahidrofolat
diizeyi olusturarak, koleraktel kanser riskini azalttigt ileri
stirilmigtir.>!> 677T allelinin akciger kanseri, 16semi ve
kolon kanserine karst koruyucu bir potensiyeli oldugu
agiklanmasina ragmen, ayni durumun endometrial ve
ovarial kanser gibi diger kanser tipleriicin gegerli
olmadigt aciklanmistir.!316 Servikal intraepitelial kanserli
kisiler ile yapilan bir calisgmada da 677 TT ve CT
genotip sikliginin yitksek oldugu bildirilmistir.16-17

MTHFR mutasyonlart bircok hastalik etyolojisinde
aragtirtlmug,  bir  kismuyla  glgli  baglantilar  rapor
edilmistir."” Genelikle multifaktéryel bir etyolojiye sahip
gortinen bu hastaliklarda genetik etyolojinin  agihig
populasyonlar arasinda buyiik farklar
gosterebilmektedir.! Hatta bu dar cografi bélgeler
actisindan da boyledir. Bundan dolayt dar cografi

bolgelerinde gen havuzlarmin  iliski  mutasyonlar
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acisindan degerlendirilmesi bu hastaliklara yaklasimda
bélgesel bir spesifiklik kazanilmasint saglayabilecektir.

Gereg ve Yontem

Arastirmaya Sivas cografi bolgesi icerisinde ikamet eden
109’1 erkek 113’1 kadin olmak tzere 222 kisi dahil
edilidi. Bu kisilerin se¢imi gonillilik esasina dayanarak
rastgele yapildi. Calisma 2007-2008 tarihleri arasinda
gerceklestirildi.

Calisilan grubun kan alma islemleri C.U Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dalinda yapildi. Bu kisilerin 2cc
periferik venéz kan alinarak EDTA’ll tipe aktarilds,
tipler etiketlenerek kullanidincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edildi. Daha sonra c¢alisma grubundaki
bireylere MTHEFR ile iligkili hastaliklatla ilgili 6yktlerini
(kardiyovaskiiler hastalik, serebrovaskiler hastalik,
renovaskiler hastalik, noral tip defekti, migren, kanser,
tekrarli  distik)sorgulayan bir anket uygulandi. Bu
anketteki sorular kisinin kendisine ve 1. derece
akrabalarina déntkti

Butin hastalardan genomik DNA izolasyonu periferik
kandan yapildi. Bunun i¢in Invitek Invisorb Spin Blood
DNA Izolasyon Kiti kullanildi. MTHFR geninin ilgili
bélgelerinin  ¢oklu (multipleks) amplifikasyonu icin
Vienna Iab CVD PCR  amplifikasyon  kiti
kullanildi.Hibridizasyon isleminden 6nce elde edilen
PCR durtnleri (4 ul) %7lik elektroforezde basarilt
amplifikasonlar  acisindan  degerlendirildi.  Basarilt
amplifikasyon elde edilen PCR uriinlerinden 10pl Grin
revers hibridizasyon analiz i¢in kullanild1.

Southern Blot analiz i¢in  Revers-Hibridizasyon
ProfiBlot T48 (Tecan) Hibridizasyon cihazi kullanildi.
Stripler oda sicakliginda 1ml konjugat solisyonu ile 15
dk inkiibe edilerek konjugat soliisyonu icinde bulunan
streptavidin-alkalan fosfataz, biyotin isaretli hibrit DNA
fragmentlerine baglanmast saglandi. Strip tzerindeki
hibridize olmus bantlarin gérilir hale gelebilmesi icin
ortama 1ml alkalan fosfatazin subtrati olan nitro blue
tetrazolium  (NBT) ve  5-bromo-4-kloro-3-indolil
fosfatdan (BCIP) olusan renk gelistiricisi (color
developer) eklendi, oda sicakhiginda 15 dk inkibasyona
tabi tutuldu. Strip son olarak distile su ile yikandi, kagit
havlu ile kurutulduktan sonra degerlendirme tablosuna
(Collector) 6zenle yerlestirildi.

Calisma sonucu elde edilen verilerin istatiksel olarak
degerlenderilmesinde ~ windows — ortaminda  SPSS
(Statistical Package for Social Science) 15.0 istatiksel
paket programi kullandmustir.  Niteliksel — verilerin
karsilastirlmasinda ve gruplar arasinda farklidiklarin
saptanmasinda Ki-Kare (Chi-Square) analizi
kullanidmistir.  Sonuglar  %95’lik  gliven araliginda,
anlamlilik p=<0.05 dizeyinde degerlendirilmistir.
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Bulgular

MTHFR Co677T ve A1298C alleli igin yapilan
degerlendirmede dagilim frekansinin erkekler (n=109)
ve bayanlar (n=113) arasinda benzer oldugu ve anlamh
bir fark bulunmadigi belirlenmistir.

MTHFR Co677T allel genotiplerinin  tim  bireyler
arasindaki dagilimina bakildiginda CC genotipinde 93
kisi (%42), TT genotipinde 9 kisi (%04), CT genotipinde
120 kisi (%54) saptanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. MTHFR CG677T allel genotiplerinin bireyler
arasinda dagilimi.

Say1 Yiizde
CC 93 2,0
TT 9 4,0
CT 120 54,0
Toplam 222 100,0

Yapilan ¢apraz karsilastirma sonuglarina gére; MTHFR
C677T polimorfizmi ile sorgulanan hastaliklar (kisinin
kendisinde ve birinci derece akrabalarinda bulunma
durumuna gore)arasinda bir iliski bulunamamugtir (X?=
0.121-3.73, p>0.05.

MTHFR A1298C allel genotiplerinin tim bireyler
arasindaki dagilimina bakiddiginda AA genotipinde 102
kisi (%46), CC genotipinde 18 kisi (%8), AC
genotipinde 102 kisi (%046) saptanmistir (Tablo 2).

Tablo 2.MTHFR A1298C allel genotiplerinin bireyler
arasinda dagilimi.

Say1 Yiizde
AA 102 46,0
CC 18 8,0
AC 102 46,0
Toplam 50 100,0

Yapilan ¢apraz karsilastirma sonuglarina gére; MTHFR
A1298C polimorfizmi ile sorgulanan hastaliklar (kisinin
kendisinde ve birinci derece akrabalarinda bulunma
durumuna  gbre) arasinda  anlamli  bir  iliski
bulunamamigtir (X?= 0.828-5,559 ve p>0.05).

MTHFR C677T ve A1298C allel genotipleri birlikte ele
alinarak tim bireyler arasindaki dagilimina bakildiginda;
36 CCAA (%16), 58 CTAC (%26), 62 CTAA (%28), 4
TTAC (%2), 40 CCAC ( %18), 4 TTAA (%2), ve 18
CCCC (%08) seklinde dagilmustir (tablo 3).

Yapilan ¢apraz karsilastirma sonuglarina gére; MTHEFR
Co77T  ve  Al1298C  polimorfizmlerinin  olast
kombinasyonlart ile sorgulanan hastaliklar (kisinin
kendisinde ve birinci derece akrabalarinda bulunma
durumuna gore) arasinda bir iliski bulunamamistir
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(X2=1.219-12.118, p>0.05).

Tablo 3. MTHFR C677T/A1298C bitlesik genotip

dagilimi.

Say1 Yiizde
CCAA 36 16
CTAC 58 26
CTAA 62 28
TTAC 4 2
CCAC 40 18
TTAA 4 2
CCCC 18 8
Toplam 222 100,0

MTHFR C677T (CC (%42), TT (%) ve CT (%54) ) ve
MTHFR A1298C (AA (%46), CC (%8) ve AC (%46) )

allelerinin =~ dagilim  frekanslart  kendi  aralarinda
karsilastirldiginda hem homozigotlu hemde

heterozigotluk agisindan benzer degerler bulunmustur.
Burada her ikisindede belirgin bir heterozigotluk (CT
(%54), AC (%40) ) artis1 dikkat cekmektedir.

Tartigma
MTHFR’nin gerek biyokimyasal gerekse genetik
mekanizmalardaki anahtar roli ve multifaktSryel

etkenlere acik yapisi ilisgki kurulan hastaliklar ile iligili
arastirmalarda 6zellikle g6z 6ntinde bulundurulmalidir.
Bolgesel prevalans fakliliklarida ayrica 6nemsenmelidir.
Bu yonde bolgemiz agisindan kii¢iik bir katki saglama
istekliligimiz ~ ¢alisma  grubumuzu bu  hastaliklar
acisindan geriye dogru taramamamiza neden olmustur.
Bu dogrultuda  yaptugimiz  taramada  (rastgele
secilmelerine ragmen) bireylerin kardiyovaskiiler ve
serebrovaskuler hastalik Gykileri oldukca kalabalik
bulunmustur (6zel bir hasta grubu olusturulmamasina
ragmen). Kardiyovaskiiler hastalik 6ykistiniin biyik bir
cogunlugunu hipertansiyonun teskil etmesi (HT =28,
Kroner hastalik=6, Derin ve trombozu=2) ve homojen
bir igerigin olmamasi bu artigin Gnemini  oldukca
zayiflatsada yinede not edilmesi gereken bir veridir.

C677T  ve Al1298C  polimorfizmlerinin  bitlikte
olusturacagi etkilerde ayrica gbz ard:r edilmemelidir.
Cinki MTHFR Co677T i¢in normal 93 (%42)kisi ve
MTHFR A1298C icin normal 102 (%46) kisi
bulunmasina ragmen her iki polimorfizm acisindan
normal olan biteylerin sayist sadece 36 (%18) ’dir. Yani
bireylerin = %82’sinde allelerden en az biri bu
polimorfizmler agisindan mutantir. C677T ve A1298C
polimorfizmleri birlikte degerlendirildiginde,
(compound heterozigotluk olasiigt da gbz Oniinde
bulunduruldugunda) bu durumun frekansinin belirgin
sekilde artmast s6zkonusudut.
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En azindan MTHFR C677T/A1298C icin CTAC [58
(%26)]  genotipine  sahip  bireylerin  bazilarinda
compound  heterozigotlugun  bulunmast  kuvvetle
muhtemeldir. Bu da gen lokusunda normal allel
bulunma olasiligini azaltacaktir. Compound
heterozigotluk durumunda normal protein sentezinin
olmamast homozigot mutant duruma benzer bir durum
ortaya ctkarmaktadir.®?

Elde etigimiz sonuglar tilkemizde ve diger cografyalarda
yapilan caligmalarla biyik oranda benzesmektedir.
Heterozigotluk orani diger calismalardaki ortalamalara
yakinken, homozigot mutant ve homozigot normal
oraninda bir artts dikkati ¢ekmektedir. Bolgemizde elde
edilen veriler ufak sapmalarla cografi olarak Avrupadan,
itk olarakta beyaz 1rktan elde edilen oranlara
benzemektedir. Cografi olarak en yakin oranlar Fransa [
MTHFR 677 CT (%52), MTHFR 677 CC (%42),
MTHEFR 677 TT (%12) ve MTHFR 1298 AA (%45),
MTHFR 1298 CC (%10), MTHFR AC (%45)) ve
Hollanda (MTHFR 677 CT (%48), MTHFR 677 CC
(%045), MTHFR 677 TT (%7) ve MTHFR 1298 AA
(%042), MTHFR 1298 CC (%9), MTHFR AC (%49)
]’dan elde edilmistir.!8

Calismamizda elde edilen sonuglar Turkiyede elde
edilen sonuglarla genel olarak benzese de ihmal
edilmeyecek farkliliklar tasimaktadir.

Sivas bolgesinde MTHFR 677 CT heterozigotlugunun
(%054) (Ali sazc1 ve arkadaglary,!” tarafindan elde edilen)
Tirkiye ortalamasindan ((%42) belirgin oranda yiiksek,
MTHFR A1298C icin heterozigotluk oraninin ise
Tiurkiye ortalamasina yakin  oldugu bulunmustur
(Tarkiye (%50), Sivas (%406)). Homozigot normal
genotipler biribitne yakin oranlarda bulunmasina
ragmen (Turkiye (MTHFR CC (%47), MTHFR AA
(%46), Sivas (MTHFR CC (%42), MTHFR (%40)
homozigot mutant durumlar arasinda TT (Turkiye
(%9,6), Sivas (%04)) genotipi icin belirgin bir farkdan
s6zedilebilir. CT heterozigotlugu disinda olumsuzluk
ibresi Turkiye ortalamasim  gosterse  de  Sivas
bélgesindeki  heterozigotluk  orani  yinede ihmal
edilmemelidir. Bu oran akraba dist evliliklerde bile
mutasyonlu bireylerin  karsilasma olasihiginin  artmus
oldugu anlamina gelmektedir. Ger¢i béyle bir riske
ragmen homozigot mutant oranlarinin  belirgin
dustkligi cevaplanmast gereken diger bir sorudur.

Tam bu veriler cevaplanmasi gereken sorularida
beraberinde getirmektedir. Yukarida da bahsedildigi gibi
(genel olarak heterozigotluk orant mendelyen sinirlar
icerisinde kalmasina ragmen) mutant genotip belirgin
olarak azalmakta, normal genotip ise belirgin olarak
artmaktadir. Bu boslugu doldurabilecek nedenlerin
bulunmast gerekmektedir. Bu oranlarin dinya genelinde
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de benzer olmast
dustindirmektedir.!8

ortak nedenlerin olabilecegini

MTHFR genin organizmanin hiicresel kaderinin her
agamasindaki roli (gametogenezis, embriyogenezis,
histon  modifikasyonu, gen  ekspresyonun  ve
transkripsiyonun dizenlenmesi) dikkate alinacak olursa

bu  nedenleri  bulmanin  zorlugu  daha  iyi
anlasiimaktadir.!” Bundan dolay1 populasyon
polimorfizmleri yaninda gamet, embriyo, fetus,

neonatal, inafant, yetiskin ve ileri yas polimorfizmlerinin
de arastirtlmast ve aradaki farklarin = belitlenmesi
gerekmektedir.
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