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Gen Polimorfizm Analizinde LightCycler Floresan
PCR Tekni¤inin Kullan›lmas›: Myeloid Lösemili
Çocuk ve Yetiflkin Hastalarda MTHFR C677T Gen
Polimorfizm Da¤›l›m›n›n Belirlenmesi

THE APPLICATION OF THE LIGHTCYCLER FLUORESECENCE PCR IN 
POLYMORPHISM ANALYSIS: INVESTIGATION OF THE MTHFR C677T
POLYMORPHISM IN CHILDHOOD AND ADULT PATIENTS WITH MYELOID LEUKEMIA
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ÖZET
Metilentetrahidrofolat  redüktaz (MTHFR) enzimi folat metabolizmas›nda anahtar rol oynar. MTHFR geni normal
popülasyonda yayg›n olarak görülen iki polimofizme sahiptir. Bunlardan 677. nükleotid pozisyonunda gerçekle-
flen ve daha yayg›n olarak görülen C677T polimorfizmi enzim aktivitesinin azalmas›na yol açar. Bu polimorfizm
kardiyovasküler hastal›klar, yeni do¤anlarda nöral tüp bozukluklar› ve kanser riski ile iliflkili bulunmufltur. Çal›fl-
mam›zda, MTHFR C677T polimorfizmi myeloid lösemili çocuk ve yetiflkin hastalarda ve sa¤l›kl› kontrol grubun-
da incelenerek, lösemi riskine olan etkisi istatistiksel olarak de¤erlendirildi. Polimorfizm analizi, LightCycler siste-
minde “erime e¤risi analizi” yöntemi ile gerçeklefltirildi.  Bulgular›m›z, çocuk hasta grubunda heterozigot genotip
s›kl›¤›n›n (%39), yetiflkin grupta ise hem heterozigot (% 41), hem de homozigot varyant genotip (%5) s›kl›klar›n›n,
kontrol grubuna göre (heterozigotlar % 45, homozigot varyantlar % 11) daha düflük oldu¤unu gösterdi. Ancak
farklar istatistiksel olarak anlaml› bulunmad› (p>0.05). Çal›flmam›z, LightCycler ile yap›lan erime e¤risi analizinin
polimorfizm tayini için uygun bir metot oldu¤unu, ve istatistiksel olarak anlaml› bulunmamas›na ra¤men MTHFR
C677T polimorfizmine ait heterozigot ve/veya homozigot varyant genotiplerin lösemi hastalar›nda daha seyrek ol-
du¤unu göstermektedir. Bu bulgular MTHFR polimorfizminin lösemi patogenezinde rol oynayabilece¤ine iflaret et-
mektedir.       
Anahtar Kelimeler: MTHFR C677T polimorfizmi, myeloid lösemi, 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.        
Key words: MTHFR C677T polymorphism, myeloid leukemia, LightCycler fluorescence PCR  



G‹R‹fi

Gen polimorfizmleri (“single nucleotide poly-
morphisms”), genomik DNA’n›n bir popülasyo-
nun normal bireyleri aras›nda farkl›l›k gösterdi¤i
tek baz-çifti de¤ifliklikleridir.(1) Gen polimorfizm-
leri popülasyonda yayg›n görülür, etnik ve co¤rafi
farkl›l›klar gösterirler. Bir çok durumda, hücre me-
tabolizmas› için önemli olan yolaklarda (DNA ta-
miri, hücre döngüsü kontrolü, sinyal iletimi vb.)
rol alan genlerin kritik pozisyonlar›nda yer al›rlar.
Baz› durumda genin kodlad›¤› proteinin fonksiyo-
nu ya da enzim aktivitesi bu de¤iflikliklerden
önemli ölçüde etkilenebilir. Hücre metabolizmas›
için kritik önem tafl›yan proteinlerin fonksiyonun
bozulmas› çeflitli hastal›klara yol açmakta veya
baz› hastal›klar için riski art›rmaktad›r. Tek-baz
de¤iflimleri ile iliflkili olarak ortaya ç›kan hastal›k-
lara örnek olarak trombofili verilebilir. 

Bir çok gen polimorfizmi, kanser riski ile iliflki-
lendirilmifltir; MTHFR buna örnek olarak verilebi-
lecek polimorfik genlerden biridir. MTHFR geni,
folat metabolizmas›nda görev almaktad›r. Folat
molekülünün primer fonksiyonu, DNA metilasyo-
nu ve DNA sentez reaksiyonlar›nda metil grubu
tafl›y›c›l›¤›d›r. MTHFR geni, 5,10-metilentetrahid-
rofolat molekülünü (5,10-metilen THF) geri dönü-
flümsüz olarak 5-metiltetrahidrofolata (5-metil
THF) dönüfltüren enzimi kodlar. 5-metil-THF se-
rum folat›n›n primer formudur ve homosistein mo-
lekülünün metiyonine dönüfltürülmesinde metil
grubu vericisi olarak görev yapar. Metiyonin S-
adenosilmethiyonine (SAM) dönüfltürülür. SAM
ise DNA üzerinde sitozin bazlar›n›n›n metilasyo-
nunda kullan›l›r. 5-metil THF eksikli¤i DNA hipo-
metilasyonu ile sonuçlan›r. 5,10-metilen THF for-
munda ise, folat, DNA sentezi s›ras›nda urasil
bazlar›na metil grubu vererek timine dönüflmeleri-
ni sa¤lamaktad›r. 

MTHFR geninin 677. nükleotid pozisyonunda
C→T baz dönüflümüyle ortaya ç›kan polimorfizm
(C677T, ala→val) enzim aktivitesini önemli ölçü-
de azaltmaktad›r.2 Bu polimorfizm ile iliflkili ola-
rak enzim aktivitesinin azalmas›, 5,10-metilen
THF miktarlar›n›n artmas› ile sonuçlanmakta, ve
serum homosistein miktar› artmaktad›r.(3,4) Artm›fl
serum homosistein düzeyleri kardiyovasküler has-
tal›klar(5,6) ve yeni do¤an bebeklerde nöral tüp
bozukluklar› için(7,8) önemli bir risk faktörünü tefl-
kil etmektedir. Kardiyovasküler hastal›klar ve nö-
ral tüp bozukluklar› için risk oluflturmas› d›fl›nda,
MTHFR gen polimorfizmi kanser riskini de etkiler.

MTHFR ile kanser riski aras›ndaki iliflki son y›llar-
da en yo¤un araflt›r›lan konulardan biridir.(9-16)

Bulgular, MTHFR polimorfizminin kanser riski
üzerine olan etkisinin farkl›l›klar gösterdi¤ini orta-
ya koymufltur. Kolon kanseri ve lenfoblastik löse-
mide MTHFR polimorfizmlerinin riski azalt›c› et-
kisi bildirilmifltir.(17-22) Kolon kanserinde, bu etki-
nin besin yoluyla yeterli miktarda folik asit al›n›-
m›nda söz konusu oldu¤u gösterilmifltir.(17,20) Be-
sin yoluyla düflük oranda folik asit alan kiflilerde,
polimorfizmin kolon kanseri riskini art›rd›¤› bildi-
rilmifltir.(17,19,23) Bunun d›fl›nda, bir çok kanser ti-
pinde MTHFR polimorfizmleri ile kanser risk ara-
s›ndaki iliflkiyi araflt›ran çal›flmalarda çeliflkili so-
nuçlar yay›nlanm›flt›r.(24)

Polimorfizm analizi, geleneksel olarak polime-
raz zincir reaksiyonu-ba¤lant›l› restriksiyon frag-
ment polimorfizmi (PCR-RFLP) yöntemi ile yap›l-
maktad›r. Bu yöntem, polimorfizmi ortaya ç›karan
baz de¤ifliminin bir restriksiyon enzimi için yeni
bir kesim yeri ortaya ç›karmas› veya mevcut olan
bir kesim yerini ortadan kald›rmas›na ba¤l› olarak,
polimeraz zincir reaksiyonu ile ço¤alt›lan frag-
mentin enzim kesimi sonucunda normal durum
ile polimorfik allel aras›nda uzunluk farkl›klar›n›n
(veya polimorfizminin) izlenmesi esas›na dayan›r.
Yöntem, birden fazla ara aflama içermesi, baz›
restriksiyon enzimleri ile ilgili sorunlar›n ortaya
ç›kmas› gibi dezavantajlara sahiptir. Son zaman-
larda, floresan maddelerle iflaretli problar kullan›-
larak, polimeraz zincir reaksiyonunda DNA amp-
lifikasyonunun floresan ölçümü sayesinde efl-za-
manl› olarak izlenebildi¤i polimeraz zincir reaksi-
yonu yöntemleri (“real-time fluorescence PCR”)
s›kça kullan›lmaktad›r. Çal›flmam›zda uygulad›¤›-
m›z LightCycler floresan PCR yöntemi nükleik asit
miktar›n›n kantitatif analizine olanak sa¤lamas›
yan›nda bilinen mutasyonlar›n (veya polimorfizm-
lerin) analizini de gerçeklefltirebilmektedir.(25,26)

Bu çal›flmada myeloid lösemili çocuk ve yetiflkin
hastalar ilecsa¤l›kl› kontrollerde MTHFR C677T
polimorfizminin da¤›l›m› LightCycler PCR yönte-
mi ile incelenmifltir. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çal›flma Grubu
Çal›flma grubumuz myeloid lösemili çocuk

(n=43, 23 erkek, 20 k›z; ortalama yafl 9.9±5.1) ve
yetiflkin hastalardan (n=118; 52 erkek, 66 kad›n;
ortalama yafl 42±15.8) oluflmufltur. Çocuk hastala-
r›n 23’ü akut myeloid kösemi (AML), 20’si kronik
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myeloid lösemi (KML) hastas›d›r. Yetiflkin hastalar-
dan 43’ü AML, 75’i KML hastas›d›r. Kontrol gru-
bu, sa¤l›kl› kiflilerden oluflturulmufltur (n=96; 48
erkek, 48 kad›n; ortalama yafl 37.5±11.2). 

LightCycler Floresan PCR Yöntemi ile 
Polimorfizm Analizi 
LightCycler floresan PCR yöntemi (Roche,

Mannheim, Almanya) al›fl›lm›fl polimeraz zincir
reaksiyonunu floresan ölçüm sistemi ile kombine
ederek, DNA amplifikasyonunun efl-zamanl› iz-
lenmesini sa¤lamaktad›r. Bu yöntemde, normal
PCR’da kullan›lan primerlere ek olarak, floresan
iflaretli iki prob kullan›lm›flt›r. Problardan bir tane-
si, polimorfizm içeren bölgeye spesifik dizayn edi-
lirken, di¤eri hemen bunun yak›n›nda (1 baz çifti
uzakl›kta) yerlefltirilmifltir. Bu yöntemde genotip-
lerin ay›rt edilmesi “erime e¤risi analizi” (“melting
curve analysis”) ile gerçeklefltirilmektedir. Bunun
için, PCR’da DNA amplifikasyonun tamamlanma-
s›ndan sonra, s›cakl›k çok yavafl bir flekilde yük-
seltilerek her bir örnek için erime e¤risi oluflturul-
mufltur. S›cakl›k yükseltilmesi s›ras›nda normal di-
zi ile polimorfizm içeren dizinin ay›r›m› gerçek-
leflmektedir. Polimorfizm içeren dizi ile floresan
iflaretli prob aras›nda oluflan dupleks yanl›fl bir efl-
leflme (“mismatch”) içerdi¤inden, normal dizi ile
prob aras›nda oluflan duplekse oranla daha az sta-
bildir. Bu durum, polimorfizm içeren dupleksin
daha düflük bir erime noktas›na (“melting point”)
sahip olmas›na ve dolay›s›yla s›cakl›k yükseltilme-
si s›ras›nda daha düflük bir s›cakl›kta ayr›flmas›na
yol açmaktad›r. Matematiksel bir dönüflüm kulla-
n›larak erime e¤rilerinden floresan de¤erinin ne-
gatif türevinin s›cakl›¤a göre de¤iflimini veren pro-
filler elde edilmekte ve de¤iflik allellere ait farkl›
erime s›cakl›klar› gösteren tepeler izlenmektedir. 

Çal›flmam›zda polimorfizm analizi için perife-
rik lenfositlerden proteinaz K/izopropanol yönte-
mi ile elde edilen genomik DNA ve Nakamura ve
ark.(27) taraf›ndan dizayn edilen floresan-iflaretli
problar kullan›ld›. Primer dizileri do¤ru 5’-
TGGCAGGTTACCCCAAAGG-3’ ve ters yönde 5’-

TGATGCCCATGT CGGTGC-3’ fleklindedir (IDT,
Coralville, ABD). Problardan biri 3’ ucunda flores-
cein (Flu) ile iflaretli iken, di¤eri 5’ ucunda LC-640
ile iflaretlenmifltir. Prob dizileri 5’-TGAGGCT-
GACCTGAAGCACTTGAAGGAGAA GGTGTCT-
3’-Flu ve 5’-LC-640-CGGGAGCCGATTTCAT-
CAT-3’-PHO (TIB Molbiol, Berlin, Almanya) flek-
lindedir. Hibridizasyon kar›fl›m› (Taq polimeraz,
reaksiyon tamponu, nükleotid kar›fl›m›), MgCl2,
primerler, problar ve genomik DNA toplam 20 µl
hacimde kar›flt›r›larak kapillerlere aktar›ld›. PCR
koflullar› daha önce tan›mland›¤› gibi gerçekleflti-
r i l d i .(28) Amplifikasyonun tamamlanmas›ndan
sonra, s›cakl›¤›n saniyede 0.2°C art›r›larak
40°C’den 85°C’ye yükseltilmesiyle erime e¤rileri
oluflturuldu. Floresan/s›cakl›k negatif türevinin s›-
cakl›¤a göre çizilmesiyle de, erime e¤rileri, erime
tepelerine dönüfltürüldü. Pozitif kontroller PCR-
RFLP yöntemi ile elde edildi.(29)

‹statistiksel Analizler 
‹statistiksel analizler SPSS (11.5) istatistik ana-

liz program› kullan›larak gerçeklefltirildi. Allel ve
genotip frekanslar› Ki-kare testi ile karfl›laflt›r›ld›.
p=0.05 de¤erleri anlaml› olarak kabul edildi. 

BULGULAR

MTHFR geninin genotiplemesi hasta ve kont-
rollerden al›nan örneklerde yukar›da aç›kland›¤›
gibi gerçeklefltirildi. Allel ve genotip frekanslar›
hesaplanarak Tablo I’de özetlendi. fiekil 1’de gö-
rülen üç farkl› e¤ri, MTHFR C677T polimorfizmi-
ne ait üç farkl› genotipi temsil etmektedir. Normal
olarak hasta ve kontrollerden al›nan her bir örnek
sadece bir e¤ri gösterir. Ancak genotiplerin kolay-
ca karfl›laflt›r›labilmeleri aç›s›ndan üç farkl› geno-
tip üç farkl› e¤ri halinde ayn› flekil üzerinde göste-
rilmifltir. Homozigot normal genotipe (677CC) sa-
hip bireylere ait e¤ri, en yüksek erime s›cakl›¤›na
(63°C) sahip olan tepe ile karakterize iken, homo-
zigot varyant genotipe (677TT) sahip bireyler, iki
polimorfik allele sahip olduklar›ndan, normal ge-
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Tablo 1. Lösemi Hastalar›nda ve Kontrollerde MTHFR C677T Allel ve Genotip S›kl›klar›

n 677CC 677CT 677TT T frekans›

Kontrol grubu 96 42 (% 44) 43 (% 45) 11(% 11) 0.330

Çocuk myeloid lösemi 43 21 (% 49) 17 (% 39) 5 (% 12) 0.315

Yetiflkin myeloid lösemi 118 64 (% 54) 48 (% 41) 6 (% 5) 0.255



notipe göre daha düflük bir (55°C) erime s›cakl›¤›-
na sahip tepe ile karakterizedirler. Heterozigot ge-
notipe (677CT) ait örnekler ise bir normal dizi ve
bir polimorfik allele sahip olmalar› nedeniyle her
iki tepeyi de gösteren bir e¤ri ile ay›rt edilirler. 

Kontrol grubunda varyant allelin (677T) fre-
kans› % 33 olarak belirlendi. Bu oran myeloid lö-
semili çocuklarda % 32, yetiflkinlerde ise % 26
olarak bulundu. Yetiflkin hastalarda önemli bir
fark göze çarpmakla birlikte bu fark istatistiksel
olarak anlaml› bulunmad› (p>0.05). 

Genotip s›kl›klar› kontrol ve hasta gruplar› ara-
s›nda karfl›laflt›r›ld›¤›nda, homozigot normal geno-
tip (677CC) s›kl›¤›n›n çocuk (%49) ve yetiflkin
(%54) lösemi hasta gruplar›nda kontrol grubuna
göre (%44) artt›¤›n› izlendi. Bu art›fl yetiflkin löse-
mili hastalarda daha belirgin durumdayd›. Normal
genotip s›kl›¤›n›n artmas›, heterozigot (677CT)
ve/veya homozigot varyant (677TT) genotip s›kl›k-
lar›n›n hasta gruplar›nda azalmas›n› gerektirmek-
tedir. Gerçekten, myeloid lösemili çocuk hasta
grubunda sadece heterozigot genotipin s›kl›¤› aza-
l›rken, yetiflkin hasta grubunda her iki genotipin
s›kl›¤› da kontrollere göre daha düflük bulunmufl-

tur. Homozigot varyant genotip s›kl›¤›ndaki azal-
ma (% 6 oran›nda) daha belirgin durumdad›r. An-
cak kontrol ve hasta gruplar› aras›nda, MTHFR
C677T polimorfizmine ait genotipleri aras›ndaki
fark istatistiksel olarak anlaml› bulunmam›flt›r
(p>0.05). 

TARTIfiMA

Çal›flmam›z, normal bireylerde daha yayg›n
olan MTHFR C677T polimorfizminin da¤›l›m›n›
myeloid lösemili çocuk ve yetiflkin hastalarda be-
lirlemeyi hedeflemiflti. Polimorfizm analizi Light
Cycler PCR yöntemi ile gerçeklefltirildi. Bu yönte-
min geleneksel PCR-RFLP yöntemine göre, geno-
tiplerin kolay ve do¤ru analiz edilmesi, çabuk so-
nuç al›nmas› gibi avantajlar› bulunmaktad›r. Yön-
tem h›zl› ve duyarl› olmas› nedeniyle klinik kulla-
n›m ve genifl-çapl› araflt›rmalar için uygun gözük-
mektedir.(26) 

Bulgular çocuk hasta grubunda heterozigot ge-
notip (677CT) s›kl›¤›n›n, yetiflkin hasta grubunda
ise heterozigot ve homozigot varyant (677TT) ge-
notip s›kl›klar›n›n kontrol grubuna göre daha dü-
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S›cakl›k (°C)

677CT

677CC

677TT

fiekil. LightCycler PCR’da MTHFR C677T gen polimorfizm analizi. fiekilde görülen üç farkl› e¤ri, MTHFR C677T
polimorfizmine ait üç farkl› genotipi temsil etmektedir. Genotiplerin kolayca karfl›laflt›r›labilmeleri için üç farkl›
genotip üç farkl› e¤ri halinde ayn› flekil üzerinde gösterilmifl olmas›na ra¤men, her bir bireye ait örnek sadece bir
e¤ri gösterir. Homozigot normal genotipe (677CC) sahip bireyler, en yüksek erime s›cakl›¤›na (63°C) sahip olan
tepe ile karakterize olan e¤riyi gösterirler. Buna karfl›n, homozigot varyant genotipe (677TT) sahip bireyler, iki
polimorfik allele  sahip olduklar›ndan, normal genotipe göre daha düflük bir  (55°C) erime s›cakl›¤›na sahip tepe
ile karakterizedirler. Heterozigot genotip (677CT) örnekler ise normal ve polimorfik allel içermeleri nedeniyle her
iki tepeye sahip bir e¤ri fleklinde ortaya ç›karlar.  



flük oldu¤unu göstermifltir. Bu sonuçlar literatür
bulgular› ile ayn› do¤rultudad›r. Wiemels ve arka-
dafllar›(29) akut myeloid lösemili çocuk hastalarda
homozigot varyant genotip s›kl›¤›nda kontrol gru-
buna göre anlaml› olmayan bir azalma bulurken,
bizim çal›flmam›zda heterozigot genotipin s›kl›-
¤›nda bir azalma belirlenmifltir. Yetiflkin hasta gru-
bunda ise her iki varyant genotipin s›kl›¤›nda göz-
lenen azalma, Skibola ve arkadafllar›n›n(21) AML’
li yetiflkin hastalarda elde ettikleri bulgularla
uyum göstermektedir. 

Çal›flmam›zda ve di¤er gruplar taraf›ndan ya-
y›nlanan çal›flmalarda elde edilen sonuçlar
C677T polimorfizminin myeloid lösemide daha
seyrek oldu¤unu göstermekle birlikte iliflki istatis-
tiksel olarak anlaml› bulunmam›flt›r. Buna karfl›n
akut lenfoid lösemili hastalarda homozigot var-
yant genotipe (677TT) ait risk azalt›c› yönde bir
etki bildirilmifltir(21,22,30), bu bulgular do¤rultu-
sunda, MTHFR’nin sadece lenfoid lösemide risk
azalt›c› bir etkisinin olabilece¤i sonucuna var›l-
m›flt›r. Ancak, 2003 y›l›nda yay›nlad›¤›m›z bir ça-
l›flmada(28) akut lenfoid lösemili yetiflkin hasta
grubunda 677TT homozigot varyant genotip kont-
rol grubuna göre daha az bulunmas›na ra¤men
aradaki fark istatistiksel olarak anlaml› bulunma-
m›flt›r. ‹talya’da yap›lan ve yeni yay›nlanan bir
baflka çal›flma(31) da homozigot varyant genotipin
akut lenfoid lösemide risk azalt›c› etkisini do¤ru-
lamamaktad›r. MTHFR C677T polimorfizminin
lösemi riski ile iliflkisi hakk›ndaki bu çeliflkili so-
nuçlar›n etnik ve co¤rafi de¤iflikliklere ba¤l› oldu-
¤u düflünülmektedir. 
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