ARASTIRMA (Research Report)

GASTROINTESTINAL SISTEM KANSERLERINDE
METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ GENi
677C— T POLIMORFiZMIiNiN iNCELENMESI
The Investigation of Methylenetetrahydrofolate Reductase
Gene 677 C — T Polymorphism in Gastrointestinal Cancer
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Ozet : Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geni

folat  metobolizmaswmin  anahtar  rolii  oynayan
genlerindendir. MTHFR geninde 677C—>T
polimorfizmi en yaygin gériilen polimorfizimdir.

Calismamizda gastrointestinal sistem(GIS) kanserli
hastalarda; MTHFR geni 677C—T polimorfiziminin
arastirilmasi amaclandi.Bu amacla GIS kanserli 64
hastanin (41 kolon ve 23 mide karsinomlu vaka) ve 40
saghkly kontroliin periferal kan drnekleri alimarak
DNA izolasyonu yapildi. MTHFR geninde 677C—T
polimorfizmi PCR RFLP yéntemi kullanilarak
belirlendi. 64 GIS kanserli hastada MTHFR 677CC,
677CT, 677TT genotipleri swraswyla 26(%41), 31(%
48), 7(%11); kontrol grubunda ise 15(%37.5), 23(%
57,5), 2(%5) olarak tespit edildi. GIS kanserlerinde
MTHFR 677TT(homozigot mutant) genotipi kontrol
grubuyla karsiastiriddiginda yaklasik iki kat artmig
olarak  bulundu.Sonuclar Ki Kare testi ile
degerlendirildiginde gruplar arasimda anlamh fark
bulunamadi(P>0,05) Gruplar aras: farkin istatistiksel
anlam  ifade  etmemesinin  ¢alisma  gurubunun
kiiciikliigiinden kaynaklandigi  dolayisiyla MTHFR
677C—T polimorfizminin GIS kanserlerinde onemli
olabilecegi diisiiniilmiigtiir. Sonug¢ olarak; genis hasta
grubuna  sahip  ileri  ¢alismalarda bu  gen
polimorfizminin arastirllmasinin gerektigi
kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: MTHFR, 677 C—T, PCR, GIS

Summary : Methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) gene plays a key role in folate
metabolism. The most common polymorphism in
MTHFR gene is 677C—T substitution. In our
study, peripheral blood samples were obtained
from 64 Gastrointestinal (GIS) cancer (41 colon
and 23 stomach cancers) cases and 40 healthy
controls and DNA was extracted from these
samples. MTHFR 677C— T variant allele was
determined by PCR-RFLP assay. Frequencies of
MTHFR 677CC, 677CT and 677TT genotypes were
26 (%41), 31 (%48) and 7 (%ll) in the GIS
cancer’s cases and 15 (%37,5), 23 (%57,5) and 2
(%5) in the controls. MTHFR 677TT (homozygous)
genotype was found approximately two fold
increased in GIS cancers when compared with
control group. However, no significant difference
were found between these groups according to Chi
Square test (p>0,05). It is thought that differences
between these groups don’t mean statistical value
due to insufficient number of subjects. Therefore,
MTHFR 677C—>T polymorphism can be very
important in GIS carcinomas. As a conclusion, we
think there is a need for research of this
polymorphism in larger populations.
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Kolon kanseri ¢esitli genetik ve ¢evresel faktorleri
iceren kompleks bir hastaliktir. Kirmizi etin fazla
tiketimi, diisik meyve, sebze ve lif tiiketimi ve
yiiksek alkol tiiketimiyle iligkilendirilen folat ve
metiyoninin diigiik alinmasi kolon kanserinin artig-
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proje ile desteklenmigtir.
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ma neden olmaktadir. DNA metilasyonu ve DNA
sentezi gibi bircok biyokimyasal yolda folat nem-
lidir. Folat eksikliginde DNA’da bazlarin yanlis
eslesmesi, DNA hipometilasyonu ve insan kolon
epitel hiicrelerinde DNA tamirinin inhibisyonu
gozlenebilir. DNA metilasyonundaki farklanmalar
onkogenlerin ve timdr supressor genlerin anormal
ekspresyonuyla sonuglanabilir. Folat metabolizma-
sin1 da bircok gen etkiler. Bu genlerdeki DNA
polimorfizimleri olduk¢a dikkat ¢ekicidir. Bunlar-
dan metilentetrahidrofolat rediikktaz (MTHFR,
C677T, A1298C) , metiyonin sentetaz (MTR,
A2756G) metiyonin sentaz rediiktaz (MTRR,
A66G), sistatiyonin B-sentaz (CBS, ekzon 8) ve
timidilat sentaz (TS) en ¢ok bilinenleridir. Poli-
morfizmlerin hepsi genotip sikliklari, etnik ve
cografik dagilimlar géstermektedir(1).

5,10-MTHFR, folat metabolizmasinda merkezi bir

rol oynar. Folatin birincil forma sirkiilasyonunda
tersinmez olarak  5-10-metilentetrahidrofolati
(MTHF), 5-MTHF’a ¢evirir (2). 5- MTHF de nova
metiyonin sentezi i¢in metil grup saglar ve indirekt
olarak DNA metilasyonuna katilir. DNA sentezi
icin  deoksiiiridiilatin  timidilata ddniismesinde
5,10-MTHEF gereklidir (1, 3).

Gen 5,10 MTHFR’yi sifreler (2). Gayette ve ark.
(1994) floresans instii hibridizasyon yontemiyle
MTHEFR geninin 1p36.3 de lokalizasyonunu belir-
lemislerdir. MTHFR geni 150 kD’luk, 656 amino
asitten olusan homodimerik bir proteini sifreler.
Insanda 11 exondan olusur ( 4).

MTHEFR geni klonlandiktan sonra, alanin —valin
degisimiyle MTHFR nin spesifik aktivitesinde %
50-%60 azalmastyla sonuglanan 677 C— T poli-
morfizmi oldugu gosterilmistir. Bu allelik varyant
icin homozigot bireyler %15’in iizerindedir.
677C—T mutasyonu ayrica 5-metil THF’in diizey-
inin azalmasina ve DNA sentezi ve timidilat icin
5,10 MTHF’m diizeyinin artmasiyla sonuglanir

(5).

Genel popiilasyonda MTHFR’nin termolabilitesi
kesfedildikten sonra 677C—T degisimiyle
iliskilendirilmistir ve bu polimorfizim ile g¢esitli
hastalik tipleri arasindaki korelasyon arastirilmistir

).

Caligilan hastalik tiplerine, Noral tiip defektleri,
Alzheimer’s hastaligi, kolon kanseri, 10semi, kar-
diovaskiiler hastaliklar, seker hastaligi, Down sen-
dromu, gebelik komplikasyonlar1 da dahil
edilmistir(5).

Bu c¢alismada, gastrointestinal sistemde en sik
gozlenen mide ve kolon kanserli hastalarda
MTHFR 677 C—T gen polimorfizminin Tiirk to-
plumunda sikliginin belirlenmesi amaglanmstir.

GEREC VE YONTEM

Calismanuzda 64 gastrointestinal(GIS) kanserli(41
kolon ve 23 mide kanserli) hasta ve genetik
iinitemize gelen GIS kanseri olmayan 40 saglikli
kontrol grubundan kan ornekleri alinmigtir. ED-
TA’ll 2ml kan alinarak DNA, klon yontemi kul-
lanilarak izole edildi. MTHFR genine 6zgii sense
primer 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG
GA-3’ ve antisense primer 5’-AGG ACG GTG
CGG TGA GAG TG-3’ kullanilarak PCR iglemi
yapildi.PCR isleminin ardindan hedef DNA bdl-
gesinin  amplifikasyonunun dogru gergeklesip
gergeklesmediginin  kontrol edilmesi i¢in PCR
iiriinleri %2’lik agaroz jelde kosturuldu(6).

MTHFR 677C®T polimorfizminde C— T baz
¢iftinin degisimi bir Hinfl (G~ ANTC) restriksi-
yon bolgesi olusturur Hinfl restriksiyon muamelesi
icin, 2,5ml buffer, 2,5 U(0,5ml) enzim (HinfT),
15ml PCR iriinii distile su ile 25ml’ ye tamam-
land1, 37°C’ de 1 gece inkiibe edildi.

Enzimle kesilmis PCR iiriinleri %3’liik agaroz
jelde kosturuldugunda jel tizerinde yabanil tip
(677CC) 198 bp’de tek bant gosterir, heterozigot-
lar(677CT) 198,175 ve 23  bp fragmentlerini
gosterir. Homozigot mutantlar(677TT) 175 ve 23
bp fragmentleri gosterir(6).Sonuclar bu bilgiler
1s18inda degerlendirilip gruplarin degerleri aras-
mda istatistiksel agidan anlamli bir farkin olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in Ki Kare testi kul-
lanildi.

42 Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 15(1) 41-45, 2006



BULGULAR

MTHEFR 677C—T polimorfizimi i¢in PCR ile am-
plifiye edilen gen iiriinlerinin Hinf I restriksiyon
endoniikleaz ile muamele edilip, MTHFR 677C—
T polimorfizimi igin %2’lik agoroz jelde kosturul-
dugunda olusan yabanil tip (677CC), heterozigot
(677CT) ve homozigot (677TT) olgulart Sekil
1’de goriilmektedir.

MTHEFR 677CC ve 677TT igin allel sikliklart mide
kanserli vakalar arasinda sirasiyla % 35 ve %13
40 kontrol vakalarda ise sirasiyla % 37,5 ve %S5,
olarak tespit edilmistir. MTHFR gen heterozigot
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formu (677CT) ise hasta grubunda (%52) ve kon-
trol grubunda (%57.5) olarak gozlendi (Tablo 1)
(Sonuglar Ki Kare testi ile degerlendirildiginde
aralarindaki fark anlamli bulunamamustir, P>0.05).

MTHFR 677CC ve 677CT genotipi kolon kanseri
vakalarinda %44 ve %46, kontrol vakalarda ise %
37.5, %57.5 olarak tespit edilmistir. MTHFR 677
varyant allel i¢cin homozigot olgular kolon kanserli
grupta (%9,8) kontrol gruptan (%35) yaklasik iki
kat fazladir (Tablo I).Sonuglar Ki Kare testi ile
degerlendirildiginde aralarindaki fark anlamli bu-
lunamamistir( P>0.05).

BM — Boyut Marker,1-2— Yabanil tip(677CC,198 bp),3-4 —Heterozigot(677CT,198 vel75 bp)
5-6 —->Homozigot Mutant(677TT,175 bp),7—> PCR Uriinii (enzimle kesilmemis)

Sekil 1. MTHFR 677C—T Polimorfizminin %2’lik agoroz jel goriintiisii.

Tablo 1. Mide ve kolon kanserli hasta gruplarinda ve kontrol grubunda 677CC, 677CT, ve 677TT

raslanma oranlar1

677CC (Normal)

677CT (Heterozigot) 677TT (Homozigot)

Gruplar Toplam
Say1 % Say1 % Say1 %

MideKanseri 8 34,8 12 52,8 3 13 23

Kolon Kanseri 18 439 19 46,3 4 9,8 41

Kontrol 15 37,5 23 57,5 2 5 40

Toplam 41 34,9 54 51,9 9 8,7 104
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TARTISMA

Diisiik penetransli genlerdeki allelik farkliliklar,
kanser-indiikleyici  bilesikler hassasiyetle
incelendiginde bireyleraras: farkliliklar goriilebilir.
Bu genlerden birinde bir varyasyon tasiyan birey
icin artmig kanser riskinin kii¢liik oldugu varsay-
labilir fakat bu varyasyonlarn bazilarinin
poptilasyondaki yiiksek frekanslari, popiilasyonun
yiiksek risk altinda oldugu ileri siiriilmektedir (7).

Kuzey Italya’da yapilan bir caligmada azalan prok-
simal kolorektal kanser riskinde MTHFR 677TT
genotipinin roli oldugunu bildirilmistir(8). Lit-
eratlirde iki ¢alisma hari¢c MTHFR677 TT genotipi
ve kolon kanseri arasinda ters iliski bildiril-
memistir(3). De Jong ve arkadaslari diisiik pene-
transli genler ve kolorektal kanserin iligkisini
inceledikleri ¢alismalarinda, yeterli folat diizeyine
sahip MTHFR 677 TT homozigot tastyicilarin
kolorektal kanser igin diisiik riske sahip goriindiik-
lerini fakat bu kisilerde folat diizeyi, diisiik
oldugunda hem DNA metilasyonunun hem de
DNA sentezinin niikteotid sentezindeki karigiklik-
tan dolayr bozuldugunu ve kolorektal kanserin
artmusg riskiyle sonuclandigini géstermislerdir.

Bizim calismamizda da hem kolon hem mide kan-
seri vakalar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
MTHEFR 677 TT homozigot varyant iki kat artmig
riske sahip olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde uygulanan
Ki Kare testi farklarin anlamli olmadigimi goster-
mektedir. Ancak bu sonucun hasta sayisinin yeterli
olmamasindan kaynaklandig: diisiiniilmiistiir.

Mide karsinomunun etyolojik faktorleri
arastirildiginda; gida olarak ¢ok miktarda tiitstilen-
mis balik,et ve tursu seklinde sebze tiiketilen to-
plumlarda hastaligin sikliginin belirgin olarak art-
t181 gézlenmistir. Diyetle asir1 tuz alinmasi ve taze
sebze ve meyve tiiketiminin az olusu da mide kan-
seri olgularinin artisinda siklikla paralellik gosterir

).
Kisilerin diyet aligkanliklar1 mide kanseri riskini
artirdig1 i¢in 6zellikle MTHFR 677TT ve MTR

2756GG genotipine sahip risk grubundaki kisilerin
diyetlerine daha fazla dikkat etmeleri Onerilebilir.

Ayrica MTHFR polimorfik lokusu (677C®T) en-
dometrial kanser, servikal intraepitel neoplazi,
meme ve ovaryum kanserlerinin artmis riskiyle
iligkilendirilmistir  (10). Bizim bulgularimiz
sozkonusu genlerin kanserle iliskisi agisindan de-
gerlendirildiginde bu c¢alismalarin sonuglariyla
uyum gostermektedir ve folat metabolizmasinda
etkili olan ve yaygin polimorfizim gdsteren
genlerin mide kanserinde de 6nemli bir rol oynay-
abilecegi fikrini desteklemektedir. Fakat bu anal-
izler az sayida kisiyle gergeklestirilmistir ve ileri
calismalara gerek duyulmaktadir.

Literatiirdeki ¢alismalarda; varyant MTHFR 677
TT genotipli bireyler 677 CC yabanil tiple ki-
yaslandiginda in vitro da %30 enzim aktivitesine
sahip olduklar1 goriilmiistiir. 677 CT heterozigot-
larda ise %65 normal enzim aktivitesi goriliir. (2,
3).

Sonug olarak, kanser gelisiminde etkili olan timor
stipresor gen ve onkogenlerin yani sira bu diisiik
penetranslt genlerin de gozardi edilmemesi gerek-
tigini diisinmekteyiz.Ayrica genis hasta gruplarini
iceren ileri ¢aligmalarla MTHFR gen polimor-
fizimlerinin arastirilmasi gerektigi kanisindayiz.
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