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MTHFR geninde c677t ve/veya a1298c polimorfizmi tespit edilen bireylerde bu
polimorfizm sikhiklarinin incelenmesi

Determination of the frequency of MTHFR C677T and MTHFR A1298C polymorphisms in
persons with polymorphic MTHFR gene

Nihal Uguz, Goniil Erden, Oya Gilingor, Ceylan Bal, Metin Yildirnmkaya

OZET

Amag: MTHFR enzimi 5,10 metilentetrahidrofolati 5 me-
tiltetrahidrofolata katalize ederek, homosisteinden me-
tionin remetilasyonu i¢in gerekli olan aktif folat formunu
olusturur. Bu enzimi kodlayan gendeki mutasyonlar ile bir
cok hastalik arasindaki iligki arastiriimaktadir. Calismalar,
en iyi bilinen MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
Uzerinde yogunlagsmaktadir. Bu ¢alisma, MTHFR geninde
C677T ve A1298C polimorfizm tespit edilen bireylerde bu
polimorfizmlerin sikhgini saptamak amaciyla planlanmig-
tir.

Gere¢ ve yontem: Calismaya, Ankara Numune Egitim
ve Arastirma Hastanesi Il Biyokimya Laboratuvar’nda
C677T ve A1298C ydninden MTHFR polimorfizmi sapta-
nan toplam 164 birey dahil edildi. Hastalarin 44’U erkek,
120’si kadindi. Tim hastalarin yas ortalamasi 48,4+16,8
yil (yas araligi 18-76) idi. MTHFR polimorfizmi, ROCHE
Light Cycler 1.5 Real Time PCR ile galisildi.

Bulgular: Calismaya alinan 164 polimorfizmli bireyin
109'unda (% 66,5) MTHFR C677T polimorfizmi saptandi.
Bu bireylerin 89'u (% 54,3) heterozigot iken 20’si (%12,2)
homozigot mutant tipti. Yine 95 (%57,9) bireyde A1298C
polimorfizmi tespit edildi. Bunlarin 76’s1 (%46,3) hetero-
zigot, 19’u (% 11,6) homozigot mutant genotipe sahipti.
Her iki polimorfizmin heterozigot birlikte bulundugu hasta
sayisi 40 (% 24,4) idi. Cahisma grubunda, MTHFR C677T
ve MTHFR A1298C polimorfizm sikliklari agisindan fark
tespit edilmedi (p>0,05).

Sonug: Calismamizda, polimorfizm tespit edilen bireyler-
de, MTHFR A1298C polimorfizminin de C677T kadar sik
bulunabilecegi goruldu.

Anahtar kelimeler: MTHFR, C677T, A1298C, polimor-
fizm

GiRIS

5,10-metilentetrahidrofolat rediktaz enzimi (MT-
HFR), bir flavoprotein olup MTHFR familyasinin

ABSTRACT

Objectives: Relationship between several diseases and
the mutations on the gene that is encoding MTHFR en-
zyme has been investigated. Studies are focused on the
best known mutations; MTHFR C677T and A1298C. This
study is planned for determining the frequency of C677T
and A1298C polymorphism of MTHFR gene for individu-
als who have this kind of polymorphisms.

Materials and methods: 164 individuals who were deter-
mined MTHFR polymorphism in Ankara Numune Educa-
tion and Research Hospital Biochemistry Laboratory were
included in the study. 44 of them were men and 120 of
them were women. The mean of age of the patients were
48,4+16,8 year (18-76). MTHFR polymorphism was as-
sayed by ROCHE Light Cycler 1.5 Real Time PCR.

Results: In 109 of 164 patients (66.5%) MTHFR C677T
polymorphisms were determined. While 89 of these
patients (54.3%) were heterozygote, 20 of them were
(12.2%) homozygote mutant type. In 95 patients (57.9%)
A1298C mutation was determined, 76 (46.3%) were het-
erozygote and 19 of them (11.6%) had homozygote mu-
tant genotype. Patients number with both mutations to-
gether was 40 (24.4%). In the study group, no difference
was found in frequency of MTHFR C677T and MTHFR
A1298C polymorphisms (p>0.05).

Conclusions: In our study, it is seen that in individuals
determined polymorphism, even MTHFR A1298C poly-

morphism can be found as frequent as C677T polymor-
phism. J Clin Exp Invest 2012; 3(4): 472-476
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(EC 1.5.2.20) bir uyesidir.">® Enzim sitoplazmik
bir protein olup, iki alt birimden olusan homodimer
yapidadir* insanlarda yapilan Western analizler
sonucu 2 izoformunun oldugu acgiklanmistir.”® Bu
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izoformlar dokulara 6zgu olup, 70 kDa’luk kiguk alt
birimlere sahip izoform karacigerden, 77kDa’luk bu-
yuk alt birimlere sahip izoform ise diger dokulardan
purifiye edilmistir."®

MTHFR enzimi 656 amino asitten olusur ve
kromozom 1p36.3 Uzerinde yerlesik bulunan MT-
HFR geni tarafindan kodlanir.' Bu enzim 5,10 me-
tilentetrahidrofolati (5,10-metilen THF) geri donu-
sumsuz olarak 5-metil tetrahidrofolata (5-metil THF)
dondsturdr."® 5-metil THF; DNA metilasyonu ve me-
tiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar. Bunun igin
5-metil THF, metil grubunu vererek homosisteinin
dénusuminde rol oynar. 5,10- metilen THF ise de-
oksitridilatin timidilata dondsiminde kullanilirken
bir taraftan da purin sentezi i¢in 10 formil THF’a ok-
side olmaktadir.®

MTHFR geninde meydana gelen bir mutasyon
enzim aktivitesini azaltmaktadir.” C677T polimor-
fizmi, MTHFR proteinin N terminal katalitik bolge-
sini etkileyen 4. Ekzonda meydana gelir.8®* MTHFR
C677T polimorfizminde, MTHFR enzimini kodla-
yan gende 677. nikleotid olan C (Sitozin)in —T
(Timin)’e degisimi sonucu ortaya ¢ikan bir nokta
mutasyonu vardir.3'%2 Bu mutasyon, genin Urini
olan proteinin 226. pozisyonunda Alanin’in yerine
Valin’in gegcmesine neden olur. Bunun sonucu MT-
HFR aktivitesi azalir."12'® Azalan MTHFR aktivite-
si, 5-metil tetrahidrofolat seviyesinde azalmaya ve
bunun sonucu olarak da homosisteinin metiyonine
dénlsememesi nedeniyle plazma homosistein se-
viyesinde artmaya neden olur.'213

MTHFR’nin C677T polimorfizminde, CC (Ala-
nin/Alanin) homozigot normal, CT (Alanin/Valin)
heterozigot ve TT (Valin/Valin) homozigot mutant
genotipler gorilmektedir. 415

MTHFR geninde belirlenen baska bir mutasyon
da, enzimi kodlayan genin 7. ekzondaki 1298. nik-
leotid olan A (Adenin)in—C (Sitozin)'e degisimi so-
nucu, MTHFR proteinindeki Glutamin’in— Alanin’e
degisimine neden olan nokta mutasyonudur ve en-
zimin C-ug regulator bolgesinde etkilidir.#'617:18 By
mutasyonda da diger mutasyon tipinde oldugu gibi
MTHFR aktivitesi azalir.627:48

A1298C ve C677T polimorfizmlerinin birlikte
heterozigot oldugu durumda, MTHFR enzim akti-
vitesi, her iki allelin normal homozigot oldugu du-
rumdaki enzim aktivitesinin %50-60"1 kadardir.2 Bu
aktivite, C677T heterozigot bireylerinin enzim aktivi-
tesinden daha disuktir.2 MTHFR 677T/1298C he-
terezigot durumunun birlikte bulundugu bireylerde,
noral tip defektlerinde énemli bir artis oldugu ileri
surdlmustar.'®27

C677T homozigotlugunun poptlasyon sikligi,
Afrikali ve ABD’li siyahlarda %1 veya altinda, ital-
yan, ABD’li hispanikler ve Kolombiyalilarda %25.3
veya Ustlinde dagilim gostermektedir.?° A1298C po-
limorfizmi ile her iki polimorfizmin birlikte heterozigot
gorulme sikligi ile ilgili literatar bilgileri ise oldukga
kisithdir.

Biz retrospektif planladigimiz bu calismada
farkh polikliniklerden laboratuvarimiza bagvuran ve
MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmi tespit edi-
len hastalarda bu polimorfizmlerin sikhigini incele-
dik.

GEREG VE YONTEM

Calismaya, Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi Il Biyokimya Laboratuvarinda MTHFR
polimorfizmi saptanan toplam 164 birey dahil edildi.
Bu bireylerin 80’i hematoloji polikliniginden, 31’ien-
dokrinoloji ve metabolizma polikliniginden, 13’0 ka-
din hastaliklari ve dogum polikliniginden ve 40’1di-
ger polikliniklerden laboratuvara basvurdu. Hasta-
larin 44’4 erkek, 120’si kadindi. TUm hastalarin yas
ortalamasi 48,4 + 16,8 yil (yas arahgi 18-76) idi.

MTHFR Mutasyon Analizi

Roche marka Lightcycler 1.5 adli cihazla, gercek-
zamanh PCR ydntemiyle ¢aligildi. Numuneler tam
kandan hazirlandi ve 6nce DNA ekstraksiyonuna
tabi tutuldu. Bu amacgla Roche-“High Pure PCR
Template Preparation Kit” kullanildi.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) oncesi
hazirhk agsamasi

Bu amagla Artus MTHFR LC PCR kiti kullaniimistir.
icerisinde negatif ve pozitif kontrol bulunmaktadir.

Data analizi

MTHFR’nin C677T polimorfizminde, CC (Alanin/
Alanin) homozigot normal, CT (Alanin/Valin) hetero-
zigot ve TT (Valin/Valin) homozigot mutant genotip-
ler gorulmektedir.

MTHFR’nin A1298C polimorfizminde, AA (Glu-
tamin/Glutamin) homozigot normal, AC (Glutamin/
Alanin) heterozigot ve TT (Alanin/Alanin) homozigot
mutant genotipler gortilmektedir.

Nukleotid Yaban Tip Varyant
677 62°C 53°C
1298 46°C 57°C

Homozigot yaban tip .... negatif (normal)
Homozigot varyant .... homozigot
Heterozigot varyant .... heterozigot
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istatistiksel analiz

Calisma sonucu elde edilen verilerin istatistiksel
olarak degerlendirimesinde windows ortaminda
SPSS (Statistical Package for Social Science) 11.5
istatistiksel paket programi kullanildi. Polimorfizm
sikliklarinin karsilastiriimasinda Ki-Kare analizi kul-
lanildi. Anlamlilik p<0,05 duzeyinde degerlendirildi.

BULGULAR

MTHFR polimorfizmi tasiyan 164 bireyin 109’unda
(%66,5) C677T polimorfizmi tespit edildi. Bu birey-
lerin 89’u (%54 ,3)heterozigot iken 20’si (%12,2) ho-
mozigot mutant tipti. Yine ¢alismaya dahil edilen bi-
reylerin 95’inde (%57,9) A1298C polimorfizmi tespit
edildi. Bunlar arasinda 76 birey (%46,3) heterozigot,
19 birey (%11,6) ise homozigot mutant genotip ta-
simakta idi. Her iki polimorfizmin birlikte heterozigot
bulundugu birey sayisi ise 40 (%24,4) idi. Tablo 1’de
¢alismaya dabhil edilen bireylerde C677T ve A1298C
polimorfizm sikliklari ile T ve C allel sikliklari gordil-
mektedir.

Calisma grubunda, MTHFR C677T ve MTHFR
A1298C polimorfizm sikliklari agisindan istatistiksel
agidan anlaml bir fark bulunamadi (p>0,05). Sekil
1’de mutant bireylerde bahsi gegen polimorfizm sik-
liklarinin pasta dilimi dagilimi gérilmektedir.

m C677T Polimorfizm Sikhig

m A1298C Polimorfizm Sikhg

C677T ve A1298C Polimorfizmi
Heterozigot Birlikteligi

Sekil 1. Mutant MTHFR Geni Tasiyan Bireylerde C677T
ve A1298C polimorfizm sikhginin dagilimi

Tablo 1. Mutant MTHFR genine sahip bireylerde C677T
ve A1298C polimorfizm ve allel siklidi

Allel Sikhgi 677°de

Toplam Gorilme

Genotip Sayl  Sikhigi (%) T (%) 1298'de C (%)
THFR677 164 100 39

cc 55 33,5

CcT 89 54,3

T 20 12,2

MTHFR 1298 164 100 34

AA 69 42,1

AC 76 46,3

cc 19 11,6

Tablo 2. Tirk populasyonunda yapilan frekans galismalari ile mevcut ¢alismanin birlikte degerlendirilmesi

677CC  677CT  677TT  1298AA  1298AC  1298CC  677T*  1298C*
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sazci ve Ark (20) 42,9 47,4 9,6 43,7 46,3 10 33,34 33,16
Kogak ve Ark. (27) 42 54 4 46 46 8 31 31
Ozarda ve Ark(28) 49,2 41,1 9,7 45,2 41,9 12,9 30,2 33
Bizim Calismamiz 335 54,3 12,2 42,1 46,3 11,6 39 34

*677'de T, 1298'de C allellerinin gorilme sikligi

TARTISMA

Metilentetrahidrofolat enzimi (MTHFR), homosis-
teinin metionine doénustiren metiyonin sentaz igin
gerekli olan 5 metil tetrahidrofolatin olusmasinda
gorevlidir. 5,10 metilen tetrahidrofolatin 5 metil tet-
rahidrofolata indirgenmesini katalizler. MTHFR en-
zim aktivitesinde meydana gelen bir azalma (C677T
mutasyonu gibi) plazma homosistein dizeyini artti-
rir. Homozigot C677T polimorfizmi kardiyovaskdler
hastalik ve noral tlip defekti riskini arttirir.!

C677T polimorfizminin sikhigi etnik ve bolgesel
farkhliklar gosterir. italya ile Kaliforniya ve Kolombi-
yada yasayan Hispaniklerde allel sikhigi fazla iken
Amerikan zencilerinde ve Afrikanin bazi bolgelerin-
de daha dusuktar.222 Almanlarda C677T homozigot
sikhgi %7 iken, Hollanda’da %8.9, Fransa’da %9,5
bulunmustur.'?

A1298C polimorfizminin populasyondaki sikligi
C677T polimorfizmi kadar arastirilmamistir. Kana-
da ve Hollanda’'da homozigot mutant genotip sikligi
yaklasik %9'dur.?52
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Tlrk populasyonunda da bu anlamda yapilimis
c¢alismalar mevcuttur. Sazci A ve arkadaslar 1684
bireyin katildigi genis ¢apli bir galisma yapmiglardir.
Bu calismada Turk poptlasyonda MTHFR C677C,
C677T ve T677T genotip sikliklarini sirasi ile %
42.9, 47.4 ve 9.6 bulmuslardir. MTHFR A1298A,
A1298C ve C1298C Genotip sikliklarini ise sirasi ile
%43.7, 46.3 ve 10.0 oraninda tespit etmiglerdir. Her
iki mutasyonun heterozigot birlikteligini ise %21.6
bulmuslardir.?°

Kogak N ve arkadaslari Sivas bélgesinde ika-
met eden bireyler arasindan rastgele sectikleri 222
kisilik bir populasyonda calisma yapmiglardir. Bu
¢alismada MTHFR C677C, C677T ve T677T geno-
tip sikliklarini sirasi ile %42, %54 ve %4 bulmuslar-
dir. MTHFR A1298A, A1298C ve C1298C Genotip
sikliklarini ise sirasi ile %46, 46 ve 8 oraninda tespit
etmiglerdir. 677 T alleli ve 1298 C allel sikligini her
iki grupta da %31 bulmuslardir.?”

Ozarda ve arkadaslari 402 saglikl bireyin da-
hil oldugu calismada C ve T allell sikiklari ile TT ve
CC genotip sikliklarini arastirmiglar, ve bu genotip-
leri homosistein, folik asit ve vitamin B 12 diizeyi ile
iliskilendirmiglerdir. Bu ¢alismada genotip sikliklari
cinsiyet bazinda analiz edilmis, erkek hastalarda
MTHFR T677T genotip siklid1 %7,7, C677T genotip
sikligi ise %40 bulunmustur. Kadin hastalarda ise
bu oranlar sirasi ile %9,1 ve 42,2 tespit edilmigtir.
Ayni galismaiginde 677 T allell sikligi %30,2, 1298C
allel siklid1 %33 oraninda tespit edilmistir.28

Biz galismamizda MTHFR C677C, C677T ve
T677T genotip sikliklarini sirasi ile % 33.5, 54.3 ve
12.2 , MTHFR A1298A, A1298C ve C1298C Geno-
tip sikliklarini ise sirasi ile %42.1, 46,3 ve 11,6 ora-
ninda tespit ettik. Her iki mutasyonun heterozigot
birlikteligi %24 oraninda iken, 677 T alleli ve 1298
C allel sikhgini sirasi ile %39 ve 34 bulduk. Tablo
2’ de bu ¢alismalarin birlikte degerlendirmesi goril-
mektedir. Aslinda bizim ¢alismamiz bir poptlasyon
calismasi degildir. Burada amag¢ MTHFR acgisindan
mutant gene sahip bireylerde, en sik rastlanan iki
polimorfizmin (C677T ve A1298C) sikliklarini aras-
tirmak idi. Ancak diger ¢alismalarla karsilastirdigi-
mizda galisma grubumuzun Tirk populasyonunda
yapilan frekans ¢alismasi ile olduk¢a yakin degerle-
re sahip oldugunu gérdiik (Tablo 2). Ozellikle Saz-
¢l A ve arkadaslarinin yaptiklari calismada 1298 C
allel degerleri bizim degerlerimize oldukga yakin
gorunmektedir. A1298C polimorfizm siklig ise Ko-
¢ak N ve arkadaslarinin yaptigi ¢calisma ile oldukga
uyumludur. Ozarda ve arkadaslarinin saglikli birey-
ler Uzerinde yaptidi genis c¢apl arastirmada 677T
ve 1298C allel sikliklari bizim ¢alisa grubunda elde
ettigimiz degerlere oldukga yakindir. Bu uyumun se-

bebini iki sekilde agiklayabiliriz. Birincisi bizim ¢alis-
mamizda da galisma grubunu olusturan insanlarin
Tark populasyonundan olmasi ikincisi ise bu enzi-
mi kodlayan gendeki mutasyonlarin toplumda ¢ok
yaygin gortlmesi diye disunulebilir. Gene Ozarda
ve ekibinin ¢alismasi C677T ve A1298C polimorfiz-
minin sagliklh bireylerde de birbirine oldukga yakin
siklikta rastlandigini géstermektedir.

Sonug olarak bizim g¢alismamizda, mutant bi-
reylerde, MTHFR A1298C polimorfizminin de C677T
polimorfizmi kadar sik bulunabilecegi goérulmustur.
Yani mutant genlerin yaklasik yarisini A1298C po-
limorfizmi olusturmaktadir. A1298C ve C677T poli-
morfizminin birlikte heterozigot oldugu durumlarda,
MTHFR enzim aktivitesinin % 40- 50 oraninda azal-
didi bilinmektedir. Bu durum g6z éniunde bulundu-
ruldugunda A1298C polimorfizminin klinik yansima-
larini net olarak ortaya koyacak genis ¢apli arastir-
malara ihtiyag oldugu dustntlmektedir.
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