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OZET

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi folat metabolizmasinda anahtar rol oynar. MTHFR geni normal
populasyonda yaygin olarak gorilen iki polimofizme sahiptir. Bunlardan 677. niikleotid pozisyonunda gercekle-
sen ve daha yaygin olarak gortilen C677T polimorfizmi enzim aktivitesinin azalmasina yol agar. Bu polimorfizm
kardiyovaskiler hastaliklar, yeni doganlarda néral tip bozukluklari ve kanser riski ile iliskili bulunmustur. Calis-
mamizda, MTHFR C677T polimorfizmi myeloid l6semili cocuk ve yetiskin hastalarda ve saglikli kontrol grubun-
da incelenerek, l6semi riskine olan etkisi istatistiksel olarak degerlendirildi. Polimorfizm analizi, LightCycler siste-
minde “erime egrisi analizi” yontemi ile gerceklestirildi. Bulgularimiz, cocuk hasta grubunda heterozigot genotip
sikliginin (%39), yetiskin grupta ise hem heterozigot (% 41), hem de homozigot varyant genotip (%5) sikliklarinin,
kontrol grubuna gore (heterozigotlar % 45, homozigot varyantlar % 11) daha dustk oldugunu gosterdi. Ancak
farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Calismamiz, LightCycler ile yapilan erime egrisi analizinin
polimorfizm tayini icin uygun bir metot oldugunu, ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina ragmen MTHFR
C677T polimorfizmine ait heterozigot ve/veya homozigot varyant genotiplerin |6semi hastalarinda daha seyrek ol-
dugunu gostermektedir. Bu bulgular MTHFR polimorfizminin 16semi patogenezinde rol oynayabilecegine isaret et-
mektedir.

Anahtar Kelimeler: MTHFR C677T polimorfizmi, myeloid l6semi, LightCycler floresan PCR

SUMMARY

The metylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) enzyme plays a key role in the folate metabolism The MTHFR
gene displays two common genetic polymorphisms. Of these, the C677T polymorphism reduces the enzyme ac-
tivity and has been implicated in cardiovascular diseases, neural tube defects in newborns and cancer risk. In the
present study, we analysed the asociation of the common MTHFR C677T polymorphism with leukemia risk in
children and adults patients with myeloid leukemia in a case-control study. The analysis was performed in
LightCycler flouoresecence PCR with melting curve analysis. In children, the frequency of the heterozygote ge-
notype (677CT, 39 %), in adult patients the frequency of the both heterozygote (41 %) and homozygote variant
genotypes (677TT, 5 %) were found lower than those in the control group (heterozygote 45 %, homozygote vari-
ant 11 %). However, the differences were statistically not significant (p>0.05). Our results, although statistically
not significant, indicate, consistently with literature, that the heterozygote and/or homozygote variant genotypes
are less frequent in leukemia patients. These findings suggest a role for the MTHFR polymorphism for leukemia
carcinogenesis.
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GiRig

Gen polimorfizmleri (“single nucleotide poly-
morphisms”), genomik DNA'nin bir popitlasyo-
nun normal bireyleri arasinda farklilik gosterdigi
tek baz-cifti degisiklikleridir.'V Gen polimorfizm-
leri poptilasyonda yaygin gortlir, etnik ve cografi
farkhliklar gosterirler. Bir cok durumda, hiicre me-
tabolizmasi icin 6nemli olan yolaklarda (DNA ta-
miri, hicre déngust kontroli, sinyal iletimi vb.)
rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer alirlar.
Bazi durumda genin kodladigi proteinin fonksiyo-
nu ya da enzim aktivitesi bu degisikliklerden
onemli olgtide etkilenebilir. Hicre metabolizmasi
icin kritik 6nem tagiyan proteinlerin fonksiyonun
bozulmasi gesitli hastaliklara yol agmakta veya
bazi hastaliklar icin riski artirmaktadir. Tek-baz
degisimleri ile iliskili olarak ortaya ¢ikan hastalik-
lara ornek olarak trombofili verilebilir.

Bir ¢cok gen polimorfizmi, kanser riski ile iligki-
lendirilmistir; MTHFR buna 6rnek olarak verilebi-
lecek polimorfik genlerden biridir. MTHFR geni,
folat metabolizmasinda gorev almaktadir. Folat
molekilinin primer fonksiyonu, DNA metilasyo-
nu ve DNA sentez reaksiyonlarinda metil grubu
tastyicthgidir. MTHER geni, 5,10-metilentetrahid-
rofolat molekilini (5,10-metilen THF) geri doni-
simstiz olarak 5-metiltetrahidrofolata (5-metil
THF) dondstiiren enzimi kodlar. 5-metil-THF se-
rum folatinin primer formudur ve homosistein mo-
lekultinin metiyonine donustirilmesinde metil
grubu vericisi olarak gorev yapar. Metiyonin S-
adenosilmethiyonine (SAM) donustirilir. SAM
ise DNA (zerinde sitozin bazlarininin metilasyo-
nunda kullanihir. 5-metil THF eksikligi DNA hipo-
metilasyonu ile sonuglanir. 5,10-metilen THF for-
munda ise, folat, DNA sentezi sirasinda urasil
bazlarina metil grubu vererek timine dontismeleri-
ni saglamaktadir.

MTHEFR geninin 677. nikleotid pozisyonunda
C—T baz donusiimiyle ortaya ¢ikan polimorfizm
(C677T, ala—val) enzim aktivitesini 6nemli 6l¢u-
de azaltmaktadir.2 Bu polimorfizm ile iliskili ola-
rak enzim aktivitesinin azalmasi, 5,10-metilen
THF miktarlarinin artmasi ile sonu¢lanmakta, ve
serum homosistein miktari artmaktadir.34) Artmis
serum homosistein diizeyleri kardiyovaskiler has-
taliklar®®) ve yeni dogan bebeklerde noral tiip
bozukluklari icin”-8) snemli bir risk faktoriini tes-
kil etmektedir. Kardiyovaskdiler hastaliklar ve no-
ral tip bozukluklari igin risk olusturmasi disinda,
MTHER gen polimorfizmi kanser riskini de etkiler.

MTHER ile kanser riski arasindaki iliski son yillar-
da en yogun arastirilan konulardan biridir.0-10)
Bulgular, MTHFR polimorfizminin kanser riski
tizerine olan etkisinin farkliliklar gosterdigini orta-
ya koymustur. Kolon kanseri ve lenfoblastik [6se-
mide MTHFR polimorfizmlerinin riski azaltici et-
kisi bildirilmistir.(17-22) Kolon kanserinde, bu etki-
nin besin yoluyla yeterli miktarda folik asit alini-
minda s6z konusu oldugu gosterilmistir.(17:20) Be-
sin yoluyla dusuk oranda folik asit alan kisilerde,
polimorfizmin kolon kanseri riskini artirdigi bildi-
rilmistir.17:1923) Bunun disinda, bir cok kanser ti-
pinde MTHFR polimorfizmleri ile kanser risk ara-
sindaki iliskiyi arastiran ¢alismalarda celiskili so-
nuclar yayinlanmistir.(24

Polimorfizm analizi, geleneksel olarak polime-
raz zincir reaksiyonu-baglantili restriksiyon frag-
ment polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile yapil-
maktadir. Bu yontem, polimorfizmi ortaya ¢ikaran
baz degisiminin bir restriksiyon enzimi icin yeni
bir kesim yeri ortaya ¢ikarmasi veya mevcut olan
bir kesim yerini ortadan kaldirmasina bagl olarak,
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan frag-
mentin enzim kesimi sonucunda normal durum
ile polimorfik allel arasinda uzunluk farkliklarinin
(veya polimorfizminin) izlenmesi esasina dayanir.
Yontem, birden fazla ara asama igermesi, bazi
restriksiyon enzimleri ile ilgili sorunlarin ortaya
¢tkmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Son zaman-
larda, floresan maddelerle isaretli problar kullani-
larak, polimeraz zincir reaksiyonunda DNA amp-
lifikasyonunun floresan 6lgiimi sayesinde es-za-
manli olarak izlenebildigi polimeraz zincir reaksi-
yonu yontemleri (“real-time fluorescence PCR”)
sikca kullanilmaktadir. Calismamizda uyguladigi-
miz LightCycler floresan PCR yontemi niikleik asit
miktarinin kantitatif analizine olanak saglamasi
yaninda bilinen mutasyonlarin (veya polimorfizm-
lerin) analizini de gerceklestirebilmektedir.(2>:26)
Bu calismada myeloid l6semili cocuk ve yetiskin
hastalar ilecsaglikli kontrollerde MTHFR C677T
polimorfizminin dagilimi LightCycler PCR yonte-
mi ile incelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Calhisma Grubu

Calisma grubumuz myeloid l6semili ¢ocuk
(n=43, 23 erkek, 20 kiz; ortalama yas 9.9+5.1) ve
yetiskin hastalardan (n=118; 52 erkek, 66 kadin;
ortalama yas 42+15.8) olusmustur. Cocuk hastala-
rin 23’4 akut myeloid kbsemi (AML), 20'si kronik
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myeloid l6semi (KML) hastasidir. Yetigkin hastalar-
dan 43’4 AML, 75’i KML hastasidir. Kontrol gru-
bu, saglikh kisilerden olusturulmustur (n=96; 48
erkek, 48 kadin; ortalama yas 37.5+11.2).

LightCycler Floresan PCR Yéntemi ile

Polimorfizm Analizi

LightCycler floresan PCR yontemi (Roche,
Mannheim, Almanya) alisilmis polimeraz zincir
reaksiyonunu floresan 6l¢tim sistemi ile kombine
ederek, DNA amplifikasyonunun es-zamanli iz-
lenmesini saglamaktadir. Bu yontemde, normal
PCR’da kullanilan primerlere ek olarak, floresan
isaretli iki prob kullanilmistir. Problardan bir tane-
si, polimorfizm iceren bolgeye spesifik dizayn edi-
lirken, digeri hemen bunun yakininda (1 baz cifti
uzaklikta) yerlestirilmistir. Bu yontemde genotip-
lerin ayirt edilmesi “erime egrisi analizi” (“melting
curve analysis”) ile gerceklestirilmektedir. Bunun
icin, PCR’da DNA amplifikasyonun tamamlanma-
sindan sonra, sicaklik ¢ok yavas bir sekilde yuk-
seltilerek her bir 6rnek icin erime egrisi olusturul-
mustur. Sicaklik ytkseltilmesi sirasinda normal di-
zi ile polimorfizm iceren dizinin ayirimi gercek-
lesmektedir. Polimorfizm iceren dizi ile floresan
isaretli prob arasinda olusan dupleks yanlis bir es-
lesme (“mismatch”) icerdiginden, normal dizi ile
prob arasinda olusan duplekse oranla daha az sta-
bildir. Bu durum, polimorfizm iceren dupleksin
daha dustk bir erime noktasina (“melting point”)
sahip olmasina ve dolayisiyla sicaklik yiikseltilme-
si sirasinda daha dustk bir sicaklikta ayrismasina
yol acmaktadir. Matematiksel bir dontsim kulla-
nilarak erime egrilerinden floresan degerinin ne-
gatif tirevinin sicakliga gore degisimini veren pro-
filler elde edilmekte ve degisik allellere ait farkli
erime sicakliklari gosteren tepeler izlenmektedir.

Calismamizda polimorfizm analizi igin perife-
rik lenfositlerden proteinaz K/izopropanol yénte-
mi ile elde edilen genomik DNA ve Nakamura ve
ark.?”) tarafindan dizayn edilen floresan-isaretli
problar kullanildi. Primer dizileri dogru 5’-
TGGCAGGTTACCCCAAAGG-3’ ve ters yonde 5'-

TGATGCCCATGT CGGTGC-3' seklindedir (IDT,
Coralville, ABD). Problardan biri 3’ ucunda flores-
cein (Flu) ile isaretli iken, digeri 5" ucunda LC-640
ile isaretlenmistir. Prob dizileri 5-TGAGGCT-
GACCTGAAGCACTTGAAGGAGAA GGTGTCT-
3’-Flu ve 5’-LC-640-CGGGAGCCGATTTCAT-
CAT-3’-PHO (TIB Molbiol, Berlin, Almanya) sek-
lindedir. Hibridizasyon karisimi (Taq polimeraz,
reaksiyon tamponu, niikleotid karigimi), MgC,,,
primerler, problar ve genomik DNA toplam 20 pl
hacimde karistirilarak kapillerlere aktarildi. PCR
kosullari daha 6nce tanimlandig gibi gergeklesti-
rildi.(28) Amplifikasyonun tamamlanmasindan
sonra, sicakhigin saniyede 0.2°C artirilarak
40°C’den 85°C’ye yiuikseltilmesiyle erime egrileri
olusturuldu. Floresan/sicaklik negatif tirevinin si-
cakhga gore cizilmesiyle de, erime egrileri, erime
tepelerine donustirildi. Pozitif kontroller PCR-
RFLP yontemi ile elde edildi.29)

istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler SPSS (11.5) istatistik ana-
liz programi kullanilarak gerceklestirildi. Allel ve
genotip frekanslari Ki-kare testi ile karsilastirild.
p=0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

MTHFR geninin genotiplemesi hasta ve kont-
rollerden alinan érneklerde yukarida aciklandigi
gibi gerceklestirildi. Allel ve genotip frekanslari
hesaplanarak Tablo I'de 6zetlendi. Sekil 1’'de go-
rilen ug farkh egri, MTHFR C677T polimorfizmi-
ne ait t¢ farkli genotipi temsil etmektedir. Normal
olarak hasta ve kontrollerden alinan her bir 6rnek
sadece bir egri gosterir. Ancak genotiplerin kolay-
ca karsilastirilabilmeleri agisindan g farkl geno-
tip ti¢ farkh egri halinde ayni sekil tizerinde goste-
rilmistir. Homozigot normal genotipe (677CC) sa-
hip bireylere ait egri, en yiiksek erime sicakligina
(63°C) sahip olan tepe ile karakterize iken, homo-
zigot varyant genotipe (677TT) sahip bireyler, iki
polimorfik allele sahip olduklarindan, normal ge-

Tablo 1. Losemi Hastalarinda ve Kontrollerde MTHFR C677T Allel ve Genotip Sikliklari

n 677CC 677CT 677TT T frekansi
Kontrol grubu 96 42 (% 44) 43 (% 45) 11(% 11) 0.330
Cocuk myeloid 16semi 43 21 (% 49) 17 (% 39) 5% 12) 0.315
Yetiskin myeloid l6semi 118 64 (% 54) 48 (% 41) 6 (% 5) 0.255
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Sekil. LightCycler PCR’da MTHFR C677T gen polimorfizm analizi. Sekilde gorilen g farkli egri, MTHFR C677T
polimorfizmine ait tg farkli genotipi temsil etmektedir. Genotiplerin kolayca karsilastirilabilmeleri igin tg farkh

genotip ug¢ farkl egri halinde ayni sekil tizerinde gosterilmis olmasina ragmen, her bir bireye ait 6rnek sadece bir

egri gosterir. Homozigot normal genotipe (677CC) sahip bireyler, en yiiksek erime sicakhgina (63°C) sahip olan

tepe ile karakterize olan egriyi gosterirler. Buna karsin, homozigot varyant genotipe (677TT) sahip bireyler, iki

polimorfik allele sahip olduklarindan, normal genotipe gore daha distk bir (55°C) erime sicakhigina sahip tepe

ile karakterizedirler. Heterozigot genotip (677CT) 6rnekler ise normal ve polimorfik allel icermeleri nedeniyle her

iki tepeye sahip bir egri seklinde ortaya cikarlar.

notipe gore daha dusik bir (55°C) erime sicakligi-
na sahip tepe ile karakterizedirler. Heterozigot ge-
notipe (677CT) ait érnekler ise bir normal dizi ve
bir polimorfik allele sahip olmalari nedeniyle her
iki tepeyi de gosteren bir egri ile ayirt edilirler.

Kontrol grubunda varyant allelin (677T) fre-
kansi % 33 olarak belirlendi. Bu oran myeloid 16-
semili ¢cocuklarda % 32, yetiskinlerde ise % 26
olarak bulundu. Yetiskin hastalarda onemli bir
fark goze carpmakla birlikte bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Genotip sikliklari kontrol ve hasta gruplari ara-
sinda karsilastirildiginda, homozigot normal geno-
tip (677CC) sikhginin cocuk (%49) ve yetiskin
(%54) l6semi hasta gruplarinda kontrol grubuna
gore (%44) arttigini izlendi. Bu artis yetiskin [ose-
mili hastalarda daha belirgin durumdaydi. Normal
genotip sikliginin artmasi, heterozigot (677CT)
ve/veya homozigot varyant (677TT) genotip siklik-
larinin hasta gruplarinda azalmasini gerektirmek-
tedir. Gergekten, myeloid l6semili ¢ocuk hasta
grubunda sadece heterozigot genotipin sikligi aza-
lirken, yetiskin hasta grubunda her iki genotipin
sikligi da kontrollere gore daha dustk bulunmus-

tur. Homozigot varyant genotip sikligindaki azal-
ma (% 6 oraninda) daha belirgin durumdadir. An-
cak kontrol ve hasta gruplari arasinda, MTHFR
C677T polimorfizmine ait genotipleri arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

TARTISMA

Calismamiz, normal bireylerde daha yaygin
olan MTHFR C677T polimorfizminin dagilimini
myeloid [6semili cocuk ve yetiskin hastalarda be-
lirlemeyi hedeflemisti. Polimorfizm analizi Light
Cycler PCR yontemi ile gerceklestirildi. Bu yonte-
min geleneksel PCR-RFLP yontemine gore, geno-
tiplerin kolay ve dogru analiz edilmesi, cabuk so-
nug alinmasi gibi avantajlari bulunmaktadir. Yon-
tem hizli ve duyarli olmasi nedeniyle klinik kulla-
nim ve genis-capli arastirmalar icin uygun goziik-
mektedir.(26)

Bulgular ¢cocuk hasta grubunda heterozigot ge-
notip (677CT) sikhiginin, yetiskin hasta grubunda
ise heterozigot ve homozigot varyant (677TT) ge-
notip sikliklarinin kontrol grubuna gore daha du-
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stk oldugunu gostermistir. Bu sonuclar literatir
bulgulari ile ayni dogrultudadir. Wiemels ve arka-
daslari?? akut myeloid l6semili cocuk hastalarda
homozigot varyant genotip sikliginda kontrol gru-
buna gore anlamli olmayan bir azalma bulurken,
bizim ¢alismamizda heterozigot genotipin sikli-
ginda bir azalma belirlenmistir. Yetiskin hasta gru-
bunda ise her iki varyant genotipin sikhginda goz-
lenen azalma, Skibola ve arkadaglarinin2!) AML’
li yetiskin hastalarda elde ettikleri bulgularla
uyum gostermektedir.

Calismamizda ve diger gruplar tarafindan ya-
yinlanan calismalarda elde edilen sonuglar
C677T polimorfizminin myeloid l6semide daha
seyrek oldugunu gostermekle birlikte iligki istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmamistir. Buna karsin
akut lenfoid l6semili hastalarda homozigot var-
yant genotipe (677TT) ait risk azaltici yonde bir
etki bildirilmistir21.22.30) by bulgular dogrultu-
sunda, MTHFR'nin sadece lenfoid losemide risk
azaltici bir etkisinin olabilecegi sonucuna varil-
mistir. Ancak, 2003 yilinda yayinladigimiz bir ¢ca-
hismada?8 akut lenfoid I6semili yetiskin hasta
grubunda 677TT homozigot varyant genotip kont-
rol grubuna gore daha az bulunmasina ragmen
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunma-
mustir. italya’da yapilan ve yeni yayinlanan bir
baska calisma®") da homozigot varyant genotipin
akut lenfoid losemide risk azaltici etkisini dogru-
lamamaktadir. MTHFR C677T polimorfizminin
[6semi riski ile iliskisi hakkindaki bu geliskili so-
nuglarin etnik ve cografi degisikliklere bagh oldu-
gu dusunulmektedir.
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