Original Article / Ozgiin Arastirma

Van Ili

ve C(evresinde Serebrovaskuler

Hastalik, Koagulasyon Bozuklugu ve Hiper-
tansiyon On Tanisi Alan Hastalarda MTHFR

C677T ve A1298C Gen Polimorfizmlerinin
Genotip ve Allel Frekansi

Ahmet Donder!, Ragip Balahoroglu', Erdem Cokluk', Haluk Diilger? 'M. Ramazan Sekeroglu’,

Tahsin Karakoyun'

Tbbi Biyokimya Anabilim Dali, Yiiziinci Yil

Universitesi, Tip Fakiiltesi, Van, Tiirkiye.

Tbbi Biyokimya Anabilim Dali, Selcuk
Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi, Konya
Turkiye.

Eur J Basic Med Sci 2012;2(2):41-45
Received: 14.03.2012
Accepted: 26.06.2012

Poster Bildiri Olarak Sunulmustur. 23. Ulusal Biyokimya
Kongresi 29 Kasim - 2 Aralik 2011, Adana, Tiirkiye

Correspondence (Yazisma Adresi):
Ahmet DONDER, VYiiziincii Yil Universitesi,
Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali,
Van-Tiirkiye

Tel: 0544 860 54 08

E Mail: ahmetdundar83@hotmail

European Journal of Basic Medical Science

The Genotype and Allele Distributions of MTHFR C677T and A1298C Gene
Polymorphisms in Patients with Cerebrovascular Disease, Coagulation
Disorder and those Pre-Diagnosed with Hypertension in Van Province and
its Environments

ABSTRACT

Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) is a key enzyme in folat, me-
thionine and homocysteine metabolism. In this study, our objective is to inves-
tigate the genotype and allele distributions of MTHFR C677T and A1298C gene
polymorphisms in patients with Cerebrovascular disease, Coagulation disorder
and those pre-diagnosed with Hypertension in Van province and its environ-
ments. The results of the analyses C677T and A1298C gene polymorphisms in
109 patients were evaluated retrospectively. These patients were divided into
three groups as Cerebrovascular disease, Hypertension and Coagulation disor-
der. In the analysis, CVD T (Cardiovascular Disease Thrombosis) Strip assay kit
which is based on reverse hybridization technique was used. The three groups
pre-diagnosed with Cerebrovascular disease, Hypertension and Coagulation
disorder were found to have C677T homozygous genotype frequency of 2.70%,
9.67%, 7.31% heterozygous of 54.05%, 41.93%, 41.46% and normal 43.24%,
48.38%, 51.21%, respectively. C677T C allele frequence was %29.73, %30.64,
%28.05. A1298C homozygous genotype frequency 16.21%, 6.45%, 12.19% hetero-
zygous 45.94%, 51.61%, 58.53% normal 37.83%, 41.93%, 29.26%. A1298C A allele
frequency was %39.18, %32.25, %41.46 respectively. Combined heterozygous
frequency was found as thus: C677T/A1298C 27.02%, 29.03%, 24.39%. No sta-
tistically significant difference was found between three groups in terms of
genotype and allele frequencies (p>0.05). The homozigot genotype frequences
of MTHFR C677T and A1298C polimorphisms in patients pre-diagnosed with
Hypertension, Coagulation disorder and Cerebrovascular disease in Van and its
environments whereas heterozigot genotypes were found to be higher compa-
red with the population of the combined heterozigot genotype frequencies.
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OZET

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR); folat, metiyonin
ve homosistein metabolizmasinda anahtar bir enzimdir. Bu
calismada amacimiz; Van ili ve cevresinde Serebrovaskiiler
hastalik, Koagiilasyon bozuklugu ve Hipertansiyon on tanisi
alan hastalarda MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizm-
lerinin genotip ve allel dagilimlarin arastirmaktir. 109
hastanin C677T ve A1298C gen polimorfizm analiz sonuclari ret-
rospektif olarak degerlendirildi. Bu hastalar Serebrovaskiiler
hastalik, Koagtilasyon bozuklugu ve Hipertansiyon olarak
tic gruba ayrildi. Analizde ters hibridizasyon yontemini esas
alan CVD T (Cardiovaskiiler Disease Tromboz) StripAssay
kiti kullanildi. Serebrovaskiiler hastalik, Hipertansiyon,
Koaglilasyon bozuklugu én tanisi alan lic grupta sirasiyla C677T
homozigot genotip frekansi %2.70, %9.67, %7.31 heterozigot
%54.05, %41.93, %41.46 normal %43.24, %48.38, %51.21 olarak
tespit edildi. C677T T allel frekansi ise %29.73, %30.64, %28.05
idi. A1298C homozigot genotip frekansi %16.21, %6.45, %12.19
heterozigot %45.94, %51.61, %58.53 normal % 37.83, %41.93,
%29.26 idi. A1298C C allel frekansi ise %39.18, %32.25, %41.46
idi. Bilesik heterozigot frekansi, C677T/A1298C %27.02,
%29.03, %24.39 olarak gozlendi. Genotip ve allel frekanslari
icin lc grup arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadii
belirlendi (p>0.05). Van ili ve cevresinde Serebrovaskiiler
hastalik, Koagiilasyon bozuklugu ve Hipertansiyon on tanisi
alan hastalarda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerin
homozigot genotip frekanslarinin popiilasyona goére diisiik
oldugu, buna karsilik heterozigot genotipleri, bilesik hetero-
zigot genotip frekanslarinin popliilasyona gore yiiksek oldugu
tespit edildi.

Anahtar kelimeler: MTHFR Geni, C677T ve A1298C

Polimorfizmleri, Allel Frekansi

GIRiS

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi folat
metabolizmasinda onemli rol oynamaktadir. MTHFR niikle-
otid biyosentezinde gerekli olan 5-10 metiltetrahidrofolati
5-metiltetrahidrofolata katalizler. Homosisteinin metiyo-
nine tekrar metile olmasini saglar. MTHFR geni 1. kromo-
zomda 1p36.3 bolgede lokalize olmustur. 11 ekzondan
olusmaktadir. Genelde C677T ve A1298C olarak bilinen iki
polimorfizmi bilinmektedir (1). Belirtilen polimorfizmler-
in trombozla iliskisini incelemis yayinlar bulunmaktadir.
Botto ve Yang (2) belirtmis oldugu gibi; MTHFR C677T ve
A1298C gen polimorfizmleri konjenital anomaliler, kardi-
yovaskiler hastaliklar, inme, tromboz ve koagiilasyon
bozuklulan ile iliskili oldugu bilinmektedir.

Homosistein dlizeylerinin artisina yol acan MTHFR geninin
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1stya duyarli formunun senteziyle sonuclanan, enzimin
katalitik bolgesinde Alanin-Valin degisiminden sorumlu,
MTHFR geninde 677. nukleotidde C-T poliformizminiiceren
MTHFR 677 C-T polimorfizmi oldukca siktir. Beyaz irkin
%60’1 MTHFR allelini tasir ve bunun %5-15’i homozigottur.
MTHFR’nin 677. mutasyonunda, CC (Alanin/Alanin) nor-
mal, CT (Alanin/Valin) heterozigot ve TT (Valin/Valin) ho-
mozigot mutant genotipler gortilmektedir. Ancak A1298C
ve C677T gen polimorfizmlerinin birlikte heterozigot
oldugu durumlarda, MTHFR enzim aktivitesi, her iki al-
lelin normal homozigot oldugu durumdaki enzim aktivite-
sinin yaklasik %50-60’1 arasindadir. Bu aktivite, C677T mu-
tasyonunun heterozigot bireylerinin enzim aktivitesinden
daha dusuktir (3). MTHFR geninde belirlenen baska bir
polimorfizmde, enzimi kodlayan genin 7. ekzondaki 1298.
niikleotid olan (A) Adenin’in (C) Sitozin ’e degisimi sonucu
meydana gelir, MTHFR proteinindeki Glutamin’in Alanin’e
degisimine neden olan polimorfizmdir. MTHFR’nin 1298.
mutasyonunda, CC homozigot mutant, AC heterozigot ve
AA normal genotipler goriilmektedir. Bu sekilde kodlan-
an enzimin aktivitesi azalmaktadir. Yapilan calismalarda
A1298C gen polimorfizmi acisindan homozigot olan has-
talarda kontrol gruplarina gore homosistein seviyelerinde
herhangi bir artisin olmadigi bildirilmistir (4).

Bu calismada amacimiz Van ili ve cevresinde
Serebrovaskiiler hastalik, Koagiilasyon bozuklugu ve
Hipertansiyon on tamsi alan hastalarda MTHFR C677T
ve A1298C gen polimorfizmlerinin genotip ve allel
dagiimlarim arastirmaktir.

GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Yiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuarina farkl
kliniklerden (Dahiliye, Noroloji gibi) gelen hastalarin
periferik kan orneklerinin mutasyon analizi sonuclan
retrospektif olarak incelendi. 2009 Ekim ve 2010 Kasim
arasinda laboratuarimiza miracaat eden 109 hastanin
CVD T (Cardio Vascular Disease Tromboz) gen mutasyon
analizi sonuclan degerlendirildi. Calismaya dahil edilen
109 hasta (75 kadin, 34 erkek) Uc gruba ayrildi:

Grup I: Serebrovaskiiler on tanisi alan hastalar (n=37)
Grup II: Hipertansiyon on tanis1 alan hastalar (n=31)

Grup lll: Koagiilasyon bozuklugu on tanisi alan hastalar
(n=41)

Bu calismada, ters hibridizasyon yontemini temel
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alan strip test yontemiyle hazir ticari kit (ViennalLab
Labordiagnostika GmbH, Austria) kullanilarak PCR yon-
temiyle arastirildi. CVD T StripAssay testlerde MTHFR
C677T ve A1298C gen bolgesi olarak iki polimorfizmi
taranmaktadir.

StripAssay yontemi dort asamada yapilmaktadir.
Standart metotla periferal lokositlerden DNA izolasyonu
yapildi. Genomik DNA elde edildi. Multiplex PCR ile
taradigimiz mutasyonlarin bulunduklar ekzonlar bio-
tin ile isaretlenmis primerler kullanarak amplifikasyon
gerceklestirildi. PCR ile amplifikasyonun ardindan %3 lik
agaroz jelde PCR urunleri kontrol edildi. PCR urinlerinin
hibridizasyon safhasinda striplere immobilize edilmis 1
adet wild type ve 1 adet mutant bolgede oligonikleo-
tidler ile PCR urunleri ile hibridizasyon islemi yapildi.

istatistiksel Analiz

Genotip ve allel frekanslarn icin tammlayic1 istatis-
tikler; say1 ve yiizde olarak ifade edildi. Genotip ve
allel frekanslarn acisindan Serebrovaskiiler hastalik,
Hipertansiyon ve Koagiilasyon bozuklugu 6n tamisi alan
gruplarini karsilastinlmasinda; Z testi ile bagimsiz oran
karsilastirmas: testi kullanildi. Hesaplamalarda istatistik
anlamlilik duzeyi %5 olarak alindi ve hesaplamalar icin
MINITAB for Windows istatistik paket programi kullanildi.

BULGULAR

Serebrovaskiiler hastalik, Hipertansiyon, Koagulasyon
bozuklugu 6n tanis1 alan hastalarin genotip frekansilan
sirasiyla C677T homozigot %2.70, %9.67, %7.31 hetero-
zigot %54.05, %41.93, %41.46 normal %43.24, %48.38,
%51.21 olarak tespit edildi. A1298C homozigot genotip
frekans1 %16.21, %6.45, %12.19 heterozigot %45.94,

%51.61, %58.53 normal % 37.83, %41.93, %29.26 idi.
Bilesik heterozigot genotip frekansi, C677T/A1298C
%27.02, %29.03, %24.39 olarak gozlenmistir (Tablo 1).

Gruplan allel frekansi acisindan inceledigimizde C677T
(T) allel frekans ise %29.73, %30.64, %28.05, A1298C (C)
allel frekansi ise %39.18, %32.25, %41.46 olarak tespit
edilmistir (Tablo 2). Karsilastirma siitununda, gruplarin
ikili karsilastirmalarina ait p degerleri bulunmaktadir.
Serebrovaskiiler hastalik, Koagiilasyon bozuklugu ile
Hipertansiyon gruplari, genotip ve allel frekanslari
bakimindan karsilastinlmistir. Gruplarin genotip ve al-
lel frekanslar1 acisindan ikili karsilastirilmasinda tic grup
arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 belirlenmistir
(p>0.05) (Tablo 3).

TARTISMA

Vaskuler hastaliklarin etiyopatogenezi sistemik arteriyel
hipertansiyon, diabetes mellitus ve sigara icimi gibi risk
faktorleri ile iliskilidir. Son zamanlarda bu risk faktorl-
erine ilaveten bir diger 6nemli risk faktorii olan homo-
sistein olarak belirlenmistir. Yapilan cesitli calismalarda
hiperhomosisteineminin koroner arter hastaliklar icin
bagimsiz bir risk faktorii oldugu belirtilmistir (5).

Yapilan bu calismaya konu olan MTHFR gen polimorfizmi
hakkinda literatirde cok sayida arastirma mevcuttur.
S0z konusu arastirmalar da, daha cok mevcut bir hastalik
ile iliskili durumu inceleyen arastirmalardir. Bu calisma
ise, Uc farkli hasta grubunu arastiran bir calismadir. Bu
calismada hasta gruplarinin genotip ve allel frekanslarinm
yuzdelik olarak ifade ettik. Gruplarin genotip ve allel
frekanslari acisindan ikili karsilastirnlmasinda ise ucg
grup arasinda istatistiksel bir fark olmadigim tespit et-
tik (p>0.05).

Tablo 1. Serebrovaskiiler hastalik, Hipertansiyon, Koagiilasyon bozukluguén tanisi alan hastalarda MTHFR C677T

ve A1298C polimorfizmlerin genotip frekansi

Genotip Frekansi Serebrovaskiler hastalik

Hipertansiyon Koagtilasyon bozuklugu

Polimorfizm Genotip (n=37) (n=31) (n=41)
C677T T/T 1(%2.70) 3(%9.67) 3(%7.31)
/T 20(%54.05) 13(%41.93) 17(%41.46)
C/C 16(%43.24) 15(%48.38) 21(%51.21)
A1298C C/C 6(%16.21) 2(%6.45) 5(%12.19)
A/C 17(%45.94) 16(%51.61) 24(%58.53)
A/A 14(%37.83) 13(%41.93) 12(%29.26)
C677T/A1298C 10(%27.02) 9(%29.03) 10(%24.39)
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Tablo 2. Serebrovaskiiler hastalik, Hipertansiyon, Koagiilasyon bozuklugu 6n tanisi alan hastalarda MTHFR C677T

ve A1298C polimorfizmlerin allel frekansi

Allel Frekansi Serebrovaskiiler hastalik Hipertansiyon

Koagtilasyon bozuklugu

Allel (n=74) (n=62) (n=82)

T (667) 22 (%29.73) 19 (%30.64) 23 (%28.05)
C 52 (%70.27) 43 (%69.36) 59 (%71.95)
C (1298) 29 (%39.18) 20 (%32.25) 34 (%41.46)
A 45 (%60.82) 42 (%67.75) 48 (%58.54)

Koroner arter hastaliklara sahip ve bypass geciren hasta-
larda yapilan bir calismada, koroner arter hastalarinda
homosistein seviyesi kontrol grubuna gore anlamli dere-
cede yuksek bulunmus ve MTHFR C677T polimorfizminin
bu hastaligin patolojisinde bir risk faktorii oldugu
belirtilmistir (6).

MTHFR C677T gen polimorfizm frekansi, cografik ve etnik
gruplar acisindan oldukca farkliik gostermektedir. Cin
popiulasyonunda %12.3, Kanada da %5-15, Japonya da
%11 dir. Hindistan da ise arteriyel inmeli hastalarda %28-
32 oldugu bildirilmistir (7). Han ve ark. (8) Kore popiila-
syonunda beyin infarktli hastalarda yaptiklan calismada
MTHFR A1298C polimorfizminin Kore popilasyonu icin
bir risk faktorii olabilecegini ileri siirmislerdir. Ayrica
MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerin Kore popiila-
syonunda beyin enfarktiisii riskini artirabilecegini one
surmuslerdir.

Al-Allawi ve ark. (9) Irak poplilasyonunda yaptiklar bir
calismada MTHFR C677T TT genotipinin iskemik inmeli

hastalarda onemli bir risk faktorii oldugunu ve TT geno-
tipinin total homosistein seviyesinin artmasi icin bir risk
faktorii olabilecegini belirtmislerdir.

Bizim calismamizda Serebrovaskiiler hastalik 6n tamisi
alan hastalarda TT 677 homozigot genotipini popila-
syona gore disiik bir frekansta oldugunu tespit ettik.
Ama CT 677 heterozigot genotipi frekansi diger gru-
plarla kiyasladigimizda daha yiiksekti. A1298C ise ho-
mozigot allel frekansi olarak diger gruplara gore yiiksek
oldugunu tespit ettik.

Bayan ve ark. (10) idiopatik portal hipertansiyonlu
hastalarda yaptiklari bir calismada MTHFR C677T ve
A1298C gen polimorfizm frekansini kontrol grubuna gore
yiksek bulmuslardir. Markan ve ark. (11) 153 hiper-
tansiyonlu vakada yaptiklarn calismada, MTHFR C677T
ve A1298C gen polimorfizmlerinin bilesik heterozigot
genotipe sahip olanlarda hipertansiyon riskinin artmasi
ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir. MTHFR 1298 CC
genotipinin calisma grubundaki kisilerde homosistein

Tablo 3. Genotip ve allel frekanslari icin Uc grubun karsilastirmasi

Polimorfizm Tipi Karsilastirmalar p degeri
S-H S-K H-K
C677T
T 0.324 0.617 0.724
/T 0.315 0.263 0.968 p>0.05
C/C 0.671 0.480 0.812
A1298C
C/C 0.275 0.612 0.691
A/C 0.641 0.263 0.558 p>0.05
A/A 0.731 0.422 0.265
C677T/A1298C 0.885 0.790 0.660 p>0.05
Allel frekansi
T(667) 0.908 0.817 0.735
C 0.908 0.139 0.735 p>0.05
C(1298) 0.339 0.772 0.253
A 0.399 0.772 0.253

(S:Serebrovaskdiler, H:Hipertansiyon, K: Koagtilasyon bozuklugu)
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seviyesinin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Bizim
calismamizda, hipertansiyon on tanili grubu diger gru-
plarla kiyasladigimizda MTHFR C677T ve A1298C ho-
mozigot genotip frekansi diger gruplara gore dusiikti.
MTHFR C677T (T) allel frekansi diger gruplara gore daha
yliksek yiizdelige sahip olup, keza bilesik heterozigot
frekansi da diger gruplara gore daha yiiksek idi.

5-10 metilentetrahidrofolat reduktaz folat, metiyonin
ve homosistein metabolizmasinda anahtar bir enzim-
dir. MTHFR aktivitesinde meydana gelen herhangi bir
rahatsizlik homosistein seviyesinin artmasina neden
olmaktadir. Hiperhomosisteinemi artmasi ise koagila-
syon kaskadi yolunda bir risk faktoriidiir. Bu da atero-
genezise, endotelyum Uuzerinde direkt toksik etkilere,
faktor V ve VII aktivasyonuna neden olmaktadir (12). Bu
calismada Koagiilasyon bozuklugu on tanisi alan hasta-
larda MTHFR A1298C ve C677T polimorfizimlerini diger
gruplarla kiyasladigimizda, MTHFR A1298C heterozigot
genotip frekansinin (AC) oldukca yiiksek bir yiizdelige
(%58.53) sahip oldugunu tespit ettik.

Serebrovaskuler hastalik, Hipertansiyon, Koagulasyon
bozuklugu on tamis1 alan hastalarin C677T ve A1298C
gen polimorfizmlerin T ve C allel frekanslarinin popiila-
syon allel frekansina gore diisiik oldugunu gozlemledik.
A2398C polimorfizminin (C) allel frekansinin ise C677T
(T) allel frekansina gore daha yiiksek oldugu gézlendi.

Sonuc olarak, Van ili ve cevresinde Serebrovaskuler
hastalik, Koagiilasyon bozuklugu ve Hipertansiyon on
tanis1 alan hastalarda MTHFR C677T ve A1298C polimor-
fizmlerin homozigot genotip frekanslarinin popilasyona
gore dislik oldugunu tespit ettik. Fakat heterozigot
genotipleri, bilesik heterozigot genotip frekanslarini
popiilasyona gore yiiksek oldugunu tespit ettik.
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