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ARTERIYO-VENOZ FiSTUL TROMBOZU GELISEN VE GELISMEYEN
KRONIK BOBREK YETMEZLiGi OLAN HASTALARDA
METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ
POLIMORFiZMLERININ ARASTIRILMASI
Researching Methylenetetrahydrofolate Reductase Polymorphisms in Chronic Renal
Failure Patients with Developing and Non-Devoloping Arterio-Venous Thrombosis
Elif Funda EMiROGULARI', Cetin SAATCi?, Aydin UNAL?, Yusuf OZKUL*

Ozet : Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), folat
dongiisiinde  onemli bir rol oynar ve homosistein
metabolizmasina katkida bulunur. MTHFR genindeki bazi
mutasyonlar, MTHFR geninin enzim aktivitesinde
azalmaya neden olabilir. MTHFR geninde yaygin olarak
C677T ve A1298C polimorfizmleri goriiliir. Bu ¢alismada
kronik bébrek yetmezlikli (KBY) hastalarda MTHFR
C677T ve MTHFR A1298C polimorfizmlerinin etkisi
arastirilmistir. Bu amagla nedeni bilinmeyen arteriyo-
venoz fistiil trombozu gelisen KBY'li 31 kisi hasta grubu
ve fistiil tikanmast gériilmeyen KBY'li 51 kisi kontrol
grubu olarak ¢alisildi. Periferal kan drnekleri alinarak
DNA izole edildi. MTHFR C677T ve MTHFR A1298C
polimorfizmi PCR-RFLP yontemi ile belirlendi. MTHFR
C677T polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda normal
genotipli birey sayisi swasiyla 27 (%87.09) ve 44 (%
86.27), heterozigot genotipli birey sayist 4 (%12.90) ve 6
(%11.76) olarak tespit edildi. Hasta grubunda homozigot
mutant genotip bulunmazken kontrol grubunda bir kiside
(%2) tespit edildi. MTHFR A1298C polimorfizminin hasta
ve kontrol grubunda normal genotipli birey sayisi
swrasiyla 12 (%38.70) ve 14 (%27.50) olarak; heterozigot
genotipli birey sayist siraswyla 12 (%38.70) ve 25 (%49),
homozigot mutant genotipli birey sayisi 7 (%22.60) ve 12
(%23.50) olarak tespit edildi. Arastirma sonucunda
kronik bébrek yetmezlikli hasta ve kontrol grubu arasinda
MTHFR C677T ve A1298C genotipleri ve allel sikliklar
agindan dnemli bir fark bulunamadi. Elde edilen bulgular
KBY'li hastalarda MTHFR C677T ve MTHFR A1298C
polimorfizmlerinin tromboz riskini etkilemedigini isaret
etmektedir.
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Summary Methylenetetrahydrofolate  reductase
(MTHFR) plays an important role in the folate cycle
and contribures to the metabolism of the aminoacid
homocysteine. Some of the mutations in the MTHFR
gene cause a decrease in MTHFR activity. Particularly
C677T and A1298C mutations in MTHFR gene are two
common polymorphisms. The aim of this study is to find
out the relationship between MTHFR C677T/A1298C
mutations and chronic renal failure patients. Thirty-one
chronic renal failure patients with developing arterio-
venous thrombosis and 51 chronic renal failure patients
with nondeveloping arterio-venous thrombosis were
chosen. DNA was extracted from peripheral blood
samples of the patients and controls. MTHFR C677T
and MTHFR A1298C polymorphisms was identified by
PCR (polymerase chain reaction)-RFLP (restriction
fragment length polymorphism) methods. MTHFR
C677T polymorphism in patients and control group
normal genotype was found in 27 (87.09%) and 44
(86.27%), heterozygote genotype 4 (12.90%) and 6
(11.76%). No homozygote subjects were found in
patients group but one subject were detected in the
control group (2%). MTHFR A1298C polymorphism in
patients and control group normal genotype was found
in 12 (38.70%) and 14 (27.50%), heterozygote genotype
12 (38.70%) and 25 (49%), homozygote genotype 7
(22.60%) and 12 (23.50%). MTHFR C677T and
MTHFR A1298C genotype and allele frequency were
not significantly different in patients and control groups
with chronic renal failure. As a result, MTHFR C677T
and MTHFR A1298C polymorphisms are not a risk
factor for thrombosis in chronic renal failure patients.
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Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), folat
metabolizmasinda dnemli bir enzimdir (1). Insan
MTHFR geni, kromozom 1p36.3’de lokalize ol-
mustur ve 656 aminoasitten olusan MTHFR enzi-
mini kodlar. MTHFR enzimi, homosisteinin
remetilasyon dongiisiinde (homosistein,
transsiilfiirasyon ve remetilasyon yollarini kullana-
rak metabolize olur) gorev yapar (2). MTHFR ge-
ninde meydana gelen bir mutasyon (C677T
polimorfizmi) enzim aktivitesini azaltmaktadir (3).
Bunun sonucunda 5-metil tetrahidrofolat (5- metil
THF) diizeyi azalmakta, 5,10-metilen THF miktar
ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir (1, 3-5).
Ciddi MTHFR eksikliginde, periferal noropati,
gelisme geriligi, hipotonia, tromboz gibi klinik
bulgular goriiliir. MTHFR eksikliginin hafif oldugu
durumlara populasyon genelinde oldukga sik rast-
lanmakta olup, 6zellikle arteriyel hastaliklarn olu-
sumunda bir risk faktorii oldugu ileri siiriilmektedir

(©).

C677T polimorfizmi MTHFR proteinin N terminal
katalitik bolgesini etkileyen 4. ekzonda meydana
gelir (7). Bu polimorfizmde, MTHFR enzimini
kodlayan gende 677. niikleotid olan C (Sitozin)’in
—T (Timin)’e donlismesi sonucu ortaya ¢ikan bir
nokta mutasyonu vardir. Bu mutasyon, alanin
aminoasitinin yerine valin aminoasitinin gegmesine
neden olur ve MTHFR enzim aktivitesi azalir (8).

MTHEFR geninde belirlenen diger bir mutasyon da,
enzimi kodlayan gende 1298. niikleotid olan A
(Adenin)’in — C (Sitozin)’e degisimi sonucu olu-
san nokta mutasyonudur. Bu mutasyon sonucu
MTHEFR proteinin C terminal bdlgesinde glutamat
alanine doniismektedir (9). Bu mutasyonda da di-
ger mutasyon tipinde oldugu gibi MTHFR aktivite-
si azalir. A1298C polimorfizminin plazma
homosistein konsantrasyonundaki artisi, C677T
polimorfizmi kadar etkilemedigi ileri siiriilse de, bu
polimorfizmin 6nemi heniiz tam olarak agiklana-
mamistir (10).

MTHFR C677T polimorfizmi siklig1 irka ve cogra-
fi bolgeye gore biiyiik degisiklik gosterir. T677T
orani Amerika’daki siyah populasyonda ve Giiney
Amerika’da %1 iken Avrupa’daki beyaz toplumda,
Kuzey Amerika’da ve Avustralya’da %6-20dir.
Avrupa’da kuzeyden giineye dogru goriilme sikligi

artmaya meyillidir (11). Tirkiye’de yapilan calig-
malarda  homozigot mutasyon oram1 %S5,
heterozigot mutasyon orant ise %35 olarak bildiril-
mistir (12).

MTHFR A1298C polimorfizmi i¢in, ¢esitli tilkeler-
de C1298C genotip siklig1 %1-12 arasinda degisir.
Tiirkiye’de yapilan bir ¢calismada C1298C genotip
siklig1 %6 olarak tespit edilmistir (11).

Bu calismada kronik bobrek yetmezligi (KBY)
olan hastalarda nedeni bilinmeksizin arteriyo-
vendz fistill (A-V fistil) trombozu gelisiminde
MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin
etkilerinin arastirilmasi ve aralarindaki iliskinin
tespit edilmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada KBY olan ve nedeni bilinmeyen A-V
fistiil tkanmasi yasayan 31 kisi hasta grubuna (20
erkek, 11 kadm), KBY olan ve fistiil tikanmasi
goriilmeyen 51 kisi de kontrol grubuna (22 erkek,
29 kadm) dahil edildi. Daha sonra gruplardan
periferal kan 6nekleri (0.3 ml EDTA iizerine 2 ml
kan) alindi, DNA izolasyon yontemi kullanilarak
hastalarin DNA’s1 izole edildi.

MTHFR  C677T  polimorfizmi  igin  5’-
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3* ve 5’-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’ primer dizisi
kullanildi. PCR reaksiyonu i¢in 10 pmol primer
cifti, 2.5 mM dNTP, 10xPCR tamponu, 1.5 mM
MgCl,, Taq DNA polimeraz (1U/ml) ve distile
sudan olusan 50 pl’lik PCR karisimi hazirlandi.
94°C 2dk, 94°C 30 sn, 62°C 30sn, 72°C 30 sn, 72°C
7dk olmak tizere 40 devirlik PCR programi hazirla-
narak  Ornekler  amplifiye  edildi. =~ PCR
amplifikasyonundan sonra 15 pL PCR firlinii Hinf'1
restriksiyon enzimi ile kesildi. Daha sonra DNA
fragmentleri %3’lik agaroz jelde goriintiilendi ve
genotipler belirlendi (Tablo I).

MTHFR  A1298C  polimorfizmi igin  5’-
GCAAGTCCCCCAAGGAGG-3 ve 5’-
GGTCCCCACTTCCAGCATC-3* primer dizisi
kullanildi. PCR reaksiyonu i¢in 10 pmol primer
cifti, 2.5 mM dNTP, 10xPCR tamponu, 1.5 mM
MgCl,, Taq DNA polimeraz ( 1U/ml) ve distile
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sudan olusan 50 pl’lik PCR karigimi hazirland:.
92°C 2dk, 92°C 1dk, 60°C 1dk, 72°C 30 sn, 72°C
7dk olmak iizere 35 devirlik PCR programi hazirla-
narak ornekler amplifiye edildi. PCR
amplifikasyonundan sonra 15 pL PCR {iriinii Mbo 11
restriksiyon enzimi ile kesilerek fragmentlere ayril-
mas1 saglandi. Daha sonra DNA fragmentleri %
4’liik agaroz jelde goriintiilendi ve genotipler belir-
lendi (Tablo I).

Calisilan polimorfizm sonuglarinin istatistiksel de-
gerlendirilmesi Ki-kare testi ile yapildi. Istatistiksel
acgidan p<0.05 anlamli kabul edildi.

BULGULAR

MTHFR C677T polimorfizmi hasta ve kontrol gru-
bunda normal genotipli birey sayis1 sirastyla 27 (%
87.09) ve 44 (%86.27), heterozigot genotipli birey
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sayist da 4 (%12.90) ve 6 (%11.76) olarak tespit
edildi (Tablo II). Hasta grubunda homozigot mutant
genotip bulunmazken kontrol grubunda bir kiside
(%2) bu genotip tespit edildi. Hasta grubunda C
alleli frekans1 %93.54, kontrol grubunda ise %92.15
olarak belirlendi (Tablo II).

MTHFR A1298C polimorfizmi hasta ve kontrol
grubunda normal genotipli birey sayisi sirastyla 12
(%38.70) ve 14 (%27.50), heterozigot genotipli
birey sayist 12 (%38.70) ve 25 (%49), homozigot
mutant genotipli birey sayis1 ise 7 (%22.60) ve 12
(%23.50) olarak tespit edildi. A alleli frekansi hasta
grubunda %58.06, kontrol grubunda ise %51.96
seklinde belirlendi (Tablo IIT).

Ayrica MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
Ki-kare testi kullanilarak birbirleri ile karsilastirildi.
(Tablo 1V). Ancak her iki polimorfizm agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark-
lillik gézlenmedi (p>0.05).

Tablo I. MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin PCR {iriinleri ve RFLP uygulandiktan sonra enzim

kesim iiriinlerinin genotiplere gore dagilimi

Calisilan Kullanilan PCR Uriinii Normal Genotip Heterozigot Homozigot
Polimorfizm Restriksiyon Enzim Kesim Genotip Enzim  Genotip Enzim
Enzimi Uriinleri Kesim Uriinleri  Kesim Uriinleri
198 bp 175 bp
MTHFR C677T Hinf'1 198 bp 198 bp 175 bp 23 bp
23 bp
56 bp 84 bp
31bp 56 bp 84 bp
MTHFR A1298C Mbo IT 163 bp 30 bp 31bp 31bp
28 bp 30 bp 30 bp
18 bp 28 bp 18 bp
18 bp
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Tablo I1. KBY tanist konmus A-V fistiil trombozu gelisen hastalarda ve gelismeyen kontrol
rubu hastalarda MTHFR C677T genotiplerinin dagilimi ve allel siklig

MTHFR C677T Genotipi Hasta Grubu (n: 31) Kontrol Grubu (n: 51) O.R (GA %95)

O.R=1.074

C677C Genotipi Say1 (%) 27 (% 87.10) 44 (% 86.30) GA %95
0.287-4.014

p>0.05

OR=1.111

C677T Genotipi Say1 (%) 4 (% 12.90) 6 (% 11.80) GA %95
0.287-4.295

p>0.05

T677T Geneotipi Say1 (%) - 1(%2) -

O.R=1234

C alleli Say1 (%) 58 (% 93.54) 94 (% 92.15) GA %95
0.356-4.282

p>0.05

O.R=0.810
T alleli Say1 (%) 4 (% 6.45) 8 (% 7.84) GA %95
0.234-2.812
p>0.05

O.R= odds ratio GA= giiven aralig1

Tablo III. KBY tanisi konmus A-V fistiil trombozu gelisen hastalarda ve gelismeyen kontrol grubu hastalarda
MTHFR A1298C genotiplerinin dagilimi ve allel siklig1

MTHFR A1298C Genotipi Hasta (n: 31) Kontrol (n: 51) O.R (GA %95)

O.R=1.699

A1298A Genotipi Say1 (%) 12 (% 38.70) 14 (% 27.50) GA %95
0.646-4.311

p>0.05

O.R=0.657

A1298C Genotipi Say1 (%) 12 (% 38.70) 25 (% 49) GA %95
0.265-1.628

p>0.05

O.R=0.948

C1298C Genotipi Say1 (%) 7 (% 22.60) 12 (% 23.50) GA %95
0.328-2.741

p>0.05

O.R=1.498

Aalleli  Say1 (%) 36 (% 58.06) 53 (%51.96) GA %95
0.792-2.831

p>0.05

O.R=0.668

Calleli  Say1 (%) 26 (% 41.93) 49 (% 48.03) GA %95
0.353-1.262

p>0.05

O.R= odds ratio GA= giiven aralig1

124 Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 16(3) 121-128, 2007



Emirogullar EF, Saat¢i C, Unal A, Ozkul Y

Tablo IV. MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerin hasta ve kontrol grubundaki dagilimi

MTHFR Polimorfizmleri Hasta (15:31) Kontrol f)n:Sl) OR (GA % 95)
A1298C C677T Say (%) Say (%)
AA CC 9 (%29.03) 10 (%19.60) OR=1.677 GA %95
(0.594-4.740)
AA CT 3 (%9.67) 3 (%5.88) OR=1.714 GA %95
(0.324-9.077)
AA TT - 1(%1.96) -
AC CC 11 (%35.48) 22 (%43.13) OR=0.725 GA %95
(0.289-1.821)
AC CT 1(%3.22) 3 (%5.88) OR=0.533 GA %95
(0.053-5.366)
AC TT - - -
CcC CC 7 (%22.58) 12 (%23.52) OR=0.948 GA %95
(0.328-2.741)
CcC CT - - -
cC TT - - -
p>0.05
larinda birbirine yakin olarak bulunmus ve mutas-
TARTISMA yonun VTE i¢in risk faktorii 2.9 olarak hesaplan-

Plazma homosistein konsantrasyonu bdbrek fonksi-
yonlari i¢in 6nemli bir belirleyicidir ve azalan bob-
rek rezervi ile homosistein diizeyleri arasinda yakin
bir iligki vardir (13). Bobrek yetmezligi gelisen has-
talarda homosistein diizeyleri normal sahislara oran-
la en az {ig-dort kat artmakta (14,15) ve normal
populasyonda %5-7 olan hiperhomosisteinemi sikli-
g1 KBYli hastalarda %85-90'a ulagsmaktadir (16).

Literatiirde baz1 c¢alismalar MTHFR ile venoz
tromboembolizm (VTE) arasinda bir iligkinin bulun-
madigint ileri siirmektedir. Couturaud ve arkadasla-
rmin (17) yaptig1 calismada MTHFR C677T mutas-
yonunun homozigot genotipi kontrol ve hasta grup-

mistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da benzer so-
nuclar elde edilmistir. A-V fistiil trombozlu hasta
grubunda homozigot genotip bulunamazken, kont-
rol grubunda yalnizca bir bireyde belirlenmistir.
Kontrol ve hasta grubu arasinda normal ve
heterozigot genotip dagilimi agisindan ise anlamli
bir fark bulunamamistir (p>0.05, Tablo IV).
Vychytil ve arkadaglar1 (18) ile Guldener ve arka-
daglarmin  (19) yapmigs oldugu calismalarda
MTHFR enzimindeki T677T homozigot genotipi
hem hemodiyaliz hem de periton diyalizi hastalarin-
da saglikli bireylerdekine benzer sekilde bulunmus
ve normal bireylerde oldugu gibi TT homozigot
polimorfizmin hiperhomosisteinemi ile iligkili ola-
bilecegi belirtilmistir.
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MTHFR geninin homosistein metabolizmasindaki
rolii tam olarak aydimnlatilamamakla birlikte son
yillarda MTHFR geninde ekzon 7'de yeni bir mu-
tasyon tanimlanmistir. Bu polimorfizmde enzim
aktivitesi normalin ~ %60'ma  indigi  halde
hiperhomosisteinemi veya folat eksikligi saptana-
madig1 belirtilmektedir (20). Yaptigimiz ¢aligmada
MTHFR A1298C mutasyonunun heterozigot
genotip dagilimi hasta ve kontrol grubunda sirasi
ile %38.70 ve %49 seklindedir ve bu mutasyon
acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak an-
lamli bir fark yoktur (p>0.05, Tablo III). Ancak
yiizde olarak bakildiginda iki grup arasinda %
10’Iuk bir farklilik gériilmektedir. Bununla birlikte
literatiir bilgileri (6) dikkate alindiginda tromboz
riski acisindan C allelinin hasta grubunda daha
yaygin olmasi beklenmektedir. Fodinger ve arka-
daslar1 (21) tarafindan yapilan bir ¢aligmada renal
transplantasyon uygulanan 733 hastada MTHFR
A1298C polimorfizminin plazma total homosistein
ve folat diizeylerine etkisi arastirilmis, caligmada
birlesik heterozigotlarin plazma homosistein dii-
zeylerinin artmadigi, buna karsmm bu hastalarda
folat diizeyinin diisiik oldugu gosterilmistir. Yine
ayn1 ¢alismada T677T (1298AA) genotipinin plaz-
ma homosistein diizeylerini etkiledigi ve bu hasta-
larin plazma folat diizeylerinin diisiik oldugu goste-
rilmistir.

Dikmen ve arkadaslarinin (22) yapmis olduklari bir
calismada 203 hasta ve 55 kontrol kullanilmus, iki
grup arasinda C677T ve A1298C genotip ve allel-
say1 yiizde degerleri bakimindan istatistiksel olarak
(p>0.05) anlamli bir fark bulunamamistir. Ayni
caligmada, hasta ve kontrol gruplart arasinda
C677T genotipi ve homosistein diizeyleri ile
A1298C genotipi ve homosistein diizeyleri baki-
mindan da anlaml bir farklilik (p>0.05) bulunama-
mistir. Van der Put ve arkadaslart (23) C677T
genotip dagilimmin plazma homosistein seviyesini

etkilemedigini bildirmislerdir. A1298C
polimorfizminin homosistein diizeyine etkisini aras-
tiran Friedman ve arkadaslar1 (24) da C1298C
homozigot genotipine sahip olan bireylerde plazma
total homosistein diizeyinin artmadigini rapor etmis-
lerdir. Dikmen ve arkadaslarinin (22) yaptig1 ¢alis-
manin sonuglari da bu raporla uyumlu olmakla bir-
likte C1298C homozigot genotipinin homosistein
artisinda T677T genotipi kadar etkili olmadig1 sonu-
cuna varmiglardir. Bu calismalarin aksine Van der
put ve  arkadaslar1  (23)  A1298C/C677T
polimorfizmi  olan  bireylerde total plazma
homosistein konsantrasyonunun Onemli derecede
arttigmi  belirlemiglerdir. Bizim ¢aligmamizda da
MTHFR C677T/A1298C polimorfizmleri hasta ve
kontrol grubunda karsilagtirildiginda her iki mutas-
yon agisindan heterozigot genotipli bireyler hasta
grubunda 1 (%3.22), kontrol grubunda 3 (%5.88)
olarak bulunmustur. Her iki mutasyon ag¢isindan
homozigot genotipli birey tespit edilememistir. Ya-
pilan Ki-kare analizi sonucunda her iki polimorfizm
acisindan KBY’li hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamis
(p>0.05) olup, bulgularimiz Dikmen ve arkadaslari-
nin (22) sonuglari ile uyum gostermektedir.

Domagala ve arkadaslart (25) MTHFR C677T ve
A1298C mutasyonlan ile ilgili yapmis olduklar
arastirmada 146 vendz trombozlu hasta grubu ve
100 kisilik kontrol grubu ile ¢aligmislardir. Her iki
mutasyon bakimindan heterozigot genotipli bireyler
kontrol grubunda %15, hasta grubunda %11 olarak
bulunmustur. Ayn1 ¢alismada MTHFR mutasyonlari
ile VTE riski arasinda bir iliski de saptanamamustir.
Bizim calismamizda da ¢ift heterozigotluk acisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
(p>0.05) bulunamamustir.

Sonug olarak, elde edilen bulgular KBY’li hastalarda
MTHFR C677T ve AI1298C polimorfizmlerinin
tromboz riskini etkilemedigini isaret etmektedir.
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