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1. OZET

Inme, kalp hastalig1 ve kanserden sonra diinyada en sik goriilen iiciincii 6liim
nedenidir, morbiditenin ise en sik sebebidir. Son on yil icerisinde, inme nedeniyle 6liim
oranlart tiim diinyada oldukc¢a azalmistir ve bu nedenle morbiditeye neden olan inme
risk faktorlerinin tespiti onem kazanmistir. Hiperhomosistein inme igin bir risk
faktoridiir.

Metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi plasmadaki homosistein diizeylerini
ayarlamada o©nemli bir rol oynar. Metilentetrahidrofolat rediiktaz gen C677T
polimorfizmi enzim aktivitesinde azalmaya neden olur. Tartigmalara ragmen, onceden
yapilan calismalar inme hastalarinda MTHFR gen polimorfizmlerin birer sebep
oldugunu gostermislerdir.

Bu ¢alismada, inme hastalarinda metilentetrahidrofolat geni C677T polimofizmi
genotip ve allel sikliklarini belirlemek amaglanmigtir. Calisma 40 inme hasta ve 38
saglikl kiside yapilmistir.

Tiim arastirma grubu bireylerinin periferik kan 6rneklerinden DNA
ekstraksiyonu yapilarak LC cihazinda RT PCR yontemi uygulanarak MTHFR enzimi
kodlayan genin C677T polimorfizminin genotipleri tayin edildi.

Kontrol grubunda MTHFR C677T %63.15 CC, %34.21 CT, %2.63 TT ve hasta
grubunda %35 CC, %52.5 CT, %12.5 TT genotipleri analiz edilmistir. Sonu¢ olarak
istatistiksel farklilik gézlenmistir.

Sonug¢ olarak, MTHFR C677T gen polimorfizmlerinin inme hastalarinda risk
faktorii olusturdugu saptanmustir. Ancak olgu sayisinin az olmasi ve homosistein
Olciimlerinin yetersiz olmas1 nedeniyle arastirmamizin genisletilesinin uygun olacagi
diistiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler : inme , C677T, metilentetrahidrofolat rediiktaz, RT PCR



2.SUMMARY

The Effect Of Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHR) Gen Polymorphism
In Stroke Patients

Stroke, after heart diseases and cancer, is the third most common cause of
mortality and of morbidity in the world. In the past decade, the mortality rate from
stroke has declined, but the risk factors which may cause morbidity have increased.
Hyperhomocysteinemia is also a risk factor for stroke.

The enzyme methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) plays a critical role
in modulating the levels of plasma homocysteine. The C677T polymorphism, in the
methylenetetrahydrofolate reductase gene causes reduced enzyme activity. Although
controversial, previous studies have shown that there was evidence MTHFR gene
polymophisms may cause strokes.

This study was performed to observe the MTHFR C677T genetic polymorphism
and allels. In this study we enrolled 40 stroke patients and 38 healthy controls.

DNA was extracted from preripheral blood samples of the patients and controls.
C677T genotype and allels in the MTHFR gene were identified in LC device by RT
PCR methods.

We analyzed MTHFR C677T genetic polymorphism. We found %63.15 CC,
%34.21 CT, %2.63 TT genotypes in the control groups and %35 CC, %52.5 CT, %12.5
TT genotypes in the patient groups. For that reason we concluded that statistically
difference was observed between patients and controls.

In conclusion, we may say that MTHFR C677T polymorphism is a risk factor
in stroke patients. Since the number of patients were not enough and the levels of
homocystein were not determined in all patients we think that this study should be
performed in a larger group of patients.

Keywords : Stroke, C677T, methylenetetrahydrofolate reductase, RT PCR



3. GIRIS VE AMAC

Inme ( stroke ) beyni besleyen damarlardan birinin tikanmasi veya kanamasi
sonucu ortaya cikan hastalik tablosudur. Her iki durumda da beynin kan akimi
bozulmaktadir. Tikanan veya kanayan damarin besledigi beyin bolgesine oksijen ve
gerekli besin maddeleri ulasamaz. Sonugta beynin bu bolgesinin viicut iizerindeki
kontrolii ortadan kalkar. Inmeli hastada bu bolgelerden biri etkilenmistir ve hastaligin
bulgular etkilenen bolgeye gore degisiklik gosterir.

Inme pek cok iilkede en fazla oliime yol acan ve en fazla sakat birakan
hastaliklar arasindadir (60). Hastaya oldugu kadar, ¢evresine ve topluma maliyeti ¢ok
yiiksek bir hastaliktir. Inmelerin bilyilk bir boliimii beyni besleyen damarlarin
tikanikligma baghidir. Inme’li hastalarm yaklasik %20-50’sinde, orta siddette
hiperhomosisteinemi ortaya cikabilir (23, 60).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz ( MTHFR ) enzimi, folat siklusunda 6nemli bir
rol oynar ve homosistein aminoasitinin metabolizmasina katkida bulunur(48,29).
MTHFR genindeki bazi mutasyonlar, MTHFR enzim aktivitesinde azalmaya neden
olur. MTHFR enzim eksikligi, plazma homosistein diizeyindeki artis da vaskiiler
hastaliklarla iligkilidir. MTHFR geninde goriilen baz1 mutasyonlar, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklar icin 6nemli bir risk faktorii olan hiperhomosisteinemi ve
homosisteiniiri olusmasina neden olmustur (12, 52).

C677T mutasyonunda, MTHFR aktivitesi, homozigot mutant TT genotipinde,
heterozigot CT ve homozigot normal CC genotiplerine gore azalirken, homosistein
seviyesi onemli oranda yiikselir. MTHFR eksikliginde, homosisteinden metiyonin
olusumundaki bir bozukluk, organizmayr hem metiyonin ve (S-adenozilmetiyonin)
azalmasina hem de homosistein birikiminden dogan toksik etkilere maruz birakir.
Inme’li 900 hastay: iceren ve 1994’ten beri 24 calismanin yer aldig bir meta-analiz
calismasinda, kontrollere gore strok’lu hastalarin, artan homosistein diizeylerine sahip
oldugu belirlenmistir (16).

Yine Morita ve arkadaglarinin 256 strok’lu hasta ve 325 kontrol ile yaptig1 bir
caligmada, TT genotipi ile strok arasinda ©Onemli derecede iliski oldugu ileri
stiriilmiistiir(39). Bu calismada plazma homosistein seviyelerinin, CC veya CT genotipli

hastalara gore, TT genotipli hastalarda daha yiiksek oldugu belirlenmistir (39).
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Gen mutasyonlarin tespiti ve gen seviyesi Olciimleri serebrovaskiiler
hastaliklarin ilerlemesi tedaviye cevap ve direncte bilgi saglamakta ve hastaligin seyri
hakkinda daha iyi bilgi sahibi olmamiz1 saglamaktadir.

MTHFR genindeki mutasyonlar RT Floresan PCR ile kisa siirede kolayca tespit
edilebilmektedir. Kantitatif Real Time PCR teknolojisi son zamanlarda duyarliligi,
dogrulugu ve pratikligi sebebiyle onkolojik arastirmalarda gen mutasyonlarinin
tespitinde giiniimiizde yaygin kullamlmaya baslanmistir. Inme hastalign gibi
serebrovaskiiler hastaliklarin ¢ok yaygin goriilen hastaliklarin genetik mutasyonlarin
tanimlanmasi erken tani ve tedavi stratejileri belirlenmesi 6nemli olacaktir.

Bu calismalara dayanarak, strok hastalarinda metilentetrahidrofolat rediiktaz

polimorfizmi iliskisi arastirilacaktir.
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4. GENEL BIiLGILER
4.1. Inme ( Stroke )

4.1.1. inme Tamm

Beyin damar hastaligi terimi; arterler, arterioller, kapillerler, venler ya da
sinlislerdeki kan damarlarinin patolojik siireci sonucu olusan anormallikleri
belirtmektedir. BDH’ ndaki patolojik olay, okliiziv damar hastaliinda oldugu gibi
damar trombozu ve embolizmini, kanayict damar hastaliginda oldugu gibi damar
rliptiiriinii icerebilir. Beyinde iskemik veya hemorajik tipte anormallikler olusabilir.
Beyin damar hastaliginin kendine 6zgii tarzi olan inme, ani yada akut konviilzif
olmayan fokal norolojik defisit olarak tanimlanir (2, 32).

Diinya Saglik Orgiitii’niin tanimina gore ise inme; 24 saatten uzun siiren ya da
Oliimle sonlanan, vaskiiler neden disinda gosterilebilir bagka bir nedeni olmayan, hizli
gelismis, serebral islevin fokal ve bazen de global olan bozuklugudur (37).

Inme, 6liim nedenleri arasinda kalp hastalig1 ve kanserden sonra diinyada iiciincii
sirada yer alirken, eriskin norolojik hastaliklar1 igerisinde goriilme sikligi ve Snemi
acisindan ilk sirada yer almaktadir (37, 20). Yaslara gore yillik inme insidansi; 55-64
yas araliginda binde 1.7- 3.6 kisi, 65-74 yas araliginda binde 4.9-8.9 kisi, 75 yas listiinde
binde 13.5-17.9 kisidir. 45 yas alti inme insidansi, tim inmelerin ancak %3-5’ini
olusturmaktadir. Kadinlarda 55-64 yas arasi inme insidansi, erkeklere gore 2-3 kat daha
azdir. 85 yasa dogru bu fark azalmaktadir. Son yillarda yapilan epidemiyolojik
calismalar, inmeye baglh 6liim oraminin diistiigiinii gostermektedir. Inme sonras1 6liim
oraninin azalmasinda olasilikla tedavi yontemlerinin ve bakim kosullarinin gelismesi
etkendir (34).

Gelismis iilkelerde ortalama 4 yasam siiresinin artmasi, bu grup hastaliklarin
goriilme sikliginmi artirmistir. Bu sebeple; risk faktorlerinin tespiti, primer ve sekonder
profilaksi, erken tani, komplikasyonlarin 6nlenmesi, inme rehabilitasyon iinitelerinin

devreye girmesi, mortalite ve morbitiyi azaltmada 6nem kazanmustir (5).

4.1.2. Inmede Etyoloji Ve Smiflandirma
Inme etyolojisine yonelik ilk simiflandirmalar genellikle lezyonun patolojisine
gore yapilmig ve tiim inmeler “iskemik™ ve “hemorajik” olmak iizere iki ana gruba

ayrilmistir. Daha sonraki calismalarda ise, ileri nororadyolojik, kardiyolojik,
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hematolojik ve biyokimyasal tetkiklerin kullanilmasiyla, lezyonun patolojisi ile birlikte,
lezyon lokalizasyonu ve olus mekanizmasi goz Oniine alinarak siniflandirmalar
yapilmigtir. Buna gore inme alt gruplarinin goriilme sikligt; %3-10 subaraknoid kanama,

9%10-15 intraserebral hemoraji ve %60-80 serebral iskemi seklindedir (56, 28).

Subaraknoid kanama: Subaraknoid kanama araknoid zar ile pial zar arasinda kalan

bolgeye kanamanin neden oldugu bir sendrom olup, spontan veya travmaya sekonder

geligebilir. Spontan subaraknoid kanama ventrikiiler sisteme acilan ve daha sonra
subaraknoid bolgeye gecis gosteren intraserebral kanamadan da kaynaklanabilir. Ayrica
anevrizma riiptiiriine bagli olarak gelisen malformasyon nedeniyle olan kanama, primer
subaraknoid kanamanin en sik karsilasilan nedenleridir. Primer subaraknoid kanama
akut serebrovaskiiler olaylarin %9’unu olusturur. En sik goriildiigii yaslar 55 ve 65
yaslar arasidir (21, 35). Klinik bulgular; ani baslangicli siddetli bas agrisi, bulanti,

kusma ve bilin¢ bozuklugu olup, fokal norolojik defisit genellikle bulunmaz (56).

)
Sekil 4.1. Serebral damarda yirtilma sonucu kanin, beyinin her yanin1 sarmasi ve cerrahi

miidahale olarak damar yirtiginin boynuna klips takilmas.

Intraserebral hemoraji: Intraserebral hemorajide kanamanin kaynagi beyin

parankiminde olup, siklikla kiiciik penetran arterlerin kanamasi ile bazal ganglion,
talamus, pons gibi beynin derin bolgelerinde hematomlar meydana gelir. Primer
intraserebral kanamalar genellikle kronik hipertansiyonlu hastalarda goriiliir (10). Diger
nadir nedenler ise arteriyovendz malformasyonlar, amiloid anjiyopati, kanama

diyatezleri, tiimor kanamalari, travma, antikoagiilasyon, Moyamoya hastalig1i ve

13
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sempatomimetik ila¢ kullanimidir (56). Hastalarin ¢ogunda, akut baslangich bas agrisi
ve hizla gelisen stuporu takiben, koma gelisir. Belirti ve bulgular kitle lezyonu gibi
davranan hematomun lokalizasyonuna baghdir. Hayatta kalan hastalarin birkag¢ giinliik
bir donemde yavasca bilincleri acilabilir. Temporal ve frontal hematomu olan hastalar,

ani gelisen nobeti takiben kontralateral hemiparezi ile prezente olabilirler (7).

fill Ehe 1pau mmsade
1|h| I.'|||'.|’|1”I ;

Sekil 4.2. Kiiciik arterler patlamasi ve patlamasiyla beraber kan beyin dokusuna
yayilmasi

Serebral infarkt: Serebral infarktlarda etyolojiye gore siniflama, akut iskeminin
tedavisi ve prognozun yani sira, ikincil koruma acisindan da ¢ok Onemlidir. Buna
karsilik, klinik ve nororadyolojik bulgularin bazi inme alt gruplarinda benzerlik
gostermesi nedeniyle, etyolojik siniflandirma oldukga giictiir.

Bamford ve ark (6), 1991 yilinda klinik bulgular1 6n planda tutarak bir
siniflandirma yapmislar ve serebral infarktlar1 dort alt gruba ayirmislardir:
1. Total anterior sirkiilasyon infarktlar
2. Parsiyel anterior sirkiilasyon infarktlari
3. Lakiiner infarktlar
4. Posterior sirkiilasyon infarktlar

Bu siniflandirmada etyolojiye yer verilmemis olmasi, bu siniflandirmanin

giiniimiizdeki kullanimini sinirlamastir (56).

14



1993 yilinda yaymnlanan Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment
(TOAST) calismasinda kullanilan siniflandirma, klinik bulgularin yan sira etiolojiye de
yer verdiginden giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir (1). iskemik stroklar, Trial
of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) calismasinda kullanilan siniflamaya
gore bes gruba ayrilirlar:

1- Genis arter aterosklerozu (tromboz veya emboli)
2- Kardiyoembolizm

3- Kiiciik damar okliizyonu (lakiin)

4- Diger belirlenen etiolojiler

5- Nedeni belirlenemeyenler

Genis arter _aterosklerozu: Tiim iskemik inmelerin %50’si genis arter aterosklerozuna

baghdir. Bu iskemi alt grubu ozellikle ekstrakranyal ve daha nadir olmak {izere
intrakranyal damarlarda ve bunlarin bifurkasyon bélgelerinde, yillar icerisinde gelisen
aterom plaklarinin stabilizasyonlarinin bozulmasiyla ortaya ¢ikan trombozlara bagl
olarak gelisir._Norolojik defisit olarak, ekstremitelerde distal veya proksimal agirlikli
kuvvet kayiplar1 ve Ozellikle arterden artere embolizm vakalarinda fokal kortikal

bulgular ortaya cikar (56).

Sekil 4.3.iskemik inme; beyin arter damarlarinin tikanmasi

Kardiyoembolizm: Tiim iskemik inmelerin %15-20’sini olusturan kardiyoembolizmde,

arteriyel okliizyonun sebebi kalpten kaynaklanan embolilerdir. Baslica klinik bulgu; ani

15



gelisen, bazen bilin¢ bozuklugunun eslik ettigi inmelerdir. Siklikla baslangicta epileptik
nobetler inme ile birliktelik gosterir. Bazi vakalarda ise ilerleyen saatlerde norolojik

defisitte hizli diizelmeler gozlenir (8).

Sekil 4.4. Oksijensiz ve besinsiz kalmasi

Kiiciik damar okliizyonu (lakiiner infarktlar): Erkeklerde kadinlara gére daha sik

rastlanan lakiiner infarktlar, 58-72 yas araliginda en sik goriiliirler (4). Lakiiner
infarktlar; beynin derin bolgelerine veya beyin sapina lokalize olan penetran arterlerin
okliizyonuna bagli olarak gelisen 15 milimetreden kiiciik iskemik lezyonlardir (34).
Fransa’da yapilan topluma dayali bir caligmada lakiiner infarkt orani kadinlarda 30
yasindan once yiiz binde 2.8 olup, 85 yasinda yiiz binde 186 oranlarindadir. Erkeklerde
ise bu oran 40 yasindan Once yiiz binde 12.3 olup 85 yasinda yiiz binde 398 olarak tespit
edilmistir (22). Baslica bazal ganglionlar, lentikiiler niikleus ve o6zellikle putamen,
talamus, internal kapsiil, pons ve sentrum semiovalede olusan lakiiner infarktlar daha az

siklikta serebellum, serebral giruslar ve spinal kordda goriilebilir (44).

Diger belirlenen etiolojiler: Bu grupta, santral sinir sisteminin primer ve sekonder

vaskiilitleri, Cerebral Autosomal Dominat Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy (CADASIL) ve serebral amiloid anjiopati gibi nadir kiiciik damar
hastaliklari, konjenital damar hastaliklari, mitokondriyal hastaliklar, travma, disseksiyon

ve kan hastaliklari yer alir. Tiim iskemik inmelerin %5’inden az yer tutarlar (56).

16



Sebebi belirlenemeyenler: Bu grupta, ayrintili tetkiklere ragmen etiolojisi bulunamayan

serebral infarktlar ve yeterli tetkik edilemeyen vakalar yer alir. Ayrica, yapilan
tetkiklerde birden fazla etiolojik neden bulunan vakalar da bu grupta degerlendirilirler

(56).

4.1.3. Inmede Risk Faktorleri

Bir hastaligin olugmasinda yatkinlik yaratan etkenler risk faktorii olarak
tanimlanir. Inme risk faktorleri; inmenin subtipi, risk faktoriiniin degistirilebilirligi, ve
inme ile iligkisinin bilimsel kesinligi dikkate alinarak siniflanabilir. Tablo 4.1°de
iskemik inme ile iligkili risk faktorleri siralanmis, izleyen metinde ise bunlarin
onemlilerinden ve bizim ¢alismamiza yon gosteren homosistein ile iliskisi gosterilmistir
(11).

Kan homosistein diizeyi genetik faktorler ile B6, B12 vitaminleri ve folik asit
alimi tarafindan belirlenir. Yiiksek kan homosisteininin hem aterojenik hem de
tromboza meyil yaratan etkileri vardir. Hiperhomosisteinemi varliginda koroner kalp
hastaliklar1 ve iskemik inme siklig1 artar. B6, B12, ve folik asit suplemantasyonu ile kan
homosistein degerleri diisiiriilebilir. Ancak bu girisim ile iskemik inme veya miyokard

infarktiisii sikliginda azalma heniiz gosterilmis degildir (11,13,51,53,58,36,19).
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Tablo 4.1. inmede risk faktorleri

A- INME iLE iLiSKiSi KESIN RiSK FAKTORLERI

I- Degistirilemeyen risk faktorleri
® Yas
e Cins
e Aile oykiisii
o Irk
II- Degistirilmesiyle inme 6nlenmesinde degeri kanitlanms risk
Faktorleri

e Hipertansiyon

e Kalp hastaliklar ( atriyal fibrasyon, infektif endokartit, mitral stenoz,
yakin tarihli genis miyokard infarktiisii )

Sigara

Yiiksek kan kolesterolii ve lipitler

Orak hiicreli anemi

Gegici iskemik ataklar

Asemptomatik karotis stenozu

II- Degistirilmesiyle inme 6nlenmesinde olasi (heniiz kamtlanmamus)
yarari olan risk faktorleri
¢ Diabetes Mellitus
¢ Hipermosisteinemi
e Sol ventrikiil hipertrofisi ( EKG ile )

B- INME ILE iLiSKiSi KESIN OLMAYAN RiSK FAKTORLERI

Alkol kullanimi

Obesite

Beslenme aliskanliklari

Ilac kullanimi ve bagimlilig

Fiziksel inaktivite

Hormon tedavisi

Hiperinsiilinemi ve insiilin rezistansi

Stres

Hiperkoagiilabilite ve inflamasyon ( fibrin olusumu ve fibrinoliz,
fibrinojen, antikordiyolipin antikorlar1 )

e Subklinik hastaliklar ( artmis intima-media kalinlig1, aort aterom
plaklari, azalmis bilek kol kan basinci orani , manyetik rezonans
goriintiileme (MRI)/ bilgisayarli tomografi (BT) goriintiilemede infarkt
benzeri lezyonlar)

4.1.4. Inmede Tam Yontemleri
Iskemik inme gelistigi diisiiniilen hastalarda tam kan sayimi yapilmal, eritrosit
sedimentasyon hizi ol¢iilmeli, parsiyel tromboplastin zamani, plazma glukoz seviyesi,

kan iire nitrojeni ve serum kreatinini degerlendirilmeli, lipid analizi, sifiliz serolojisi,
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idrar analizi, gogiis filmi ve elektrokardiyografiyi iceren temel bir tarama yapilmalidir
(4, 39).

Kanamanin ilk birka¢ saatinde bilgisayarli beyin tomografisi intraserebral
hemoraji icin en duyarl tetkiktir. Manyetik rezonans goriintiilleme, kanamadan birkag
saat sonra intraserebral hematomu ve yasim gosterir. Manyetik rezonans goriintiilleme

bulgularindaki degisiklikler hemoglobin yikiminin evrelerine baghidir (2, 9, 43).

4.1.5. Inme Tedavisi

Akut iskemik inme tedavisi acildir. Iskemik inmenin tedavisinde amaclanan
hedefler, hasarlasan beyin dokusu miktarin1 en alt diizeye indirmek, ilk iskemiye veya
tekrarlayan iskemik olaylara ikincil meydana gelebilecek ek beyin dokusu hasarini
engellemek ve hastanin fonksiyonel iyilesmesini kolaylastirabilecek onlemleri almaktir.
Bu hedeflerin yerine getirilebilmesinin en 6nemli gereklerinden biri de akut donemde
hasta i¢in en uygun tedavi seceneklerinin olusturulmasi ve bu donemde olusabilecek
komplikasyonlarin oniine ge¢mektir. Antiagregan, antikoagulan, trombolitik, antiodem
ve sitoprotektif tedaviler bu yaklasimlarin ana bagliklarini olusturmaktadir (17, 49).

Intraserebral hemorajinin tedavisinin ana amaci kan basmcin kontrol etmek,
solunum sistemini desteklemek, intrakranyal basinci diizeltmek ve gerekirse cerrahi
girisim yolu ile kan1 bosaltmak esasina dayanmaktadir. Antiddem tedavinin yan sira,
kan basinci ortalama degerinin 90-130 mmHg arasinda tutulmasi Onerilmektedir.

Arteriyel kan basinci degerinin %?25’ten daha fazla diisiiriilmemesi 6nemlidir (31, 42).

4.2. Metlientetrahdirofolat Rediiktaz (MTHFR) ve inme
4.2.1. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) Enziminin Yapis1 ve

Gorevi

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi (MTHFR), bir flavoprotein olup
MTHFR familyasimin bir iiyesidir. Memelilerde MTHFR’1n yapis1 hakkindaki ilk
bilgiler, domuz karaciger enziminin saflastirilmasit ile elde edilmistir. Enzim
sitoplazmik bir enzim olup, iki alt birimden olusan homodimer yapidadir. insanlarda
yapilan Western Blot analizleri sonucunda 2 izoformu bulundugu acgiklanmistir. Bu
izoformlar dokulara 0©zgii olup, 70kDa’luk kiiciik alt birimlere sahip izoform

karacigerden, 77 kDa’luk biiyiik alt birimlere sahip izoform ise diger dokulardan izole
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edilmistir. Enzim tripsinle proteolize ugratildiginda, 77 kDa’ luk alt birim 40 kDa ve 37
kDa’luk kisimlara ayrilmaktadir. Bu ayrilma sonucunda S-adenozil metiyonin (SAM)
inhibisyonu ortadan kalkar, ancak enzimin Kkatalitik aktivitesi degismez. Yapilan
caligmalar sonucunda katalitik bolge olan 40 kDa’luk N-terminal bolgenin substrat ve
koenzim baglama kisimlarina sahip oldugu, regiilator bolge olan 37 kDa’luk C-terminal
bolgesinin ise, SAM baglanma kismina sahip oldugu gosterilmistir. Memeli enzimi
kendisine nonkovalent olarak bagli bulunan FAD koenziminini icerir. Bu koenzim,

NADPH’1n metilentetrahidrofolata (MTHF) transferini saglar (15).

Tetrahydrofol ate (TH
N NN _H y (THF)
| H
HM
SN eH, 0 00"
HH I | )
HN C—N—C—C—C—CO00
H H H H,
ptendine p-aminohenzoate glutamate

Sekil 4.5. Tetrahidrofolatin kimyasal yapisi

MTHFR, folat metabolizmasinin diizenleyici bir enzimi olarak homosisteinin
metionine, B12-bagiml remetilasyonunda metil-grup donori, 5,10-
metilentetrahidrofolatin  5-metiltetrahidrofolata degisimini katalizleyerek homosistein
metabolizmasinda Onemli rol oynar (40, 46). MTHFR, 5,10-metilen THF geri
doniisiimsiiz olarak 5-metil THF doniistiiriir (Sekil 4.6).

5-metil tetrahidrofolat; DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi icin metil
grubu saglar. Bunun i¢in 5-metil THF, metil grubunu vererek homosisteinin
degisiminde rol oynar. 5,10-metilen THF ise deoksiiiridilatin timidilata doniisiimiinde
kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi i¢in 10-formil THF a okside olmaktadir

(25).
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Sekil 4.6: MTHFR enziminin roliinii gésteren mekanizma. Enzim iki dongii arasinda
metil transferinde rol oynar.

4.2.2. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) Geninin Yapisi ve Ozellikleri

Insan MTHFR geninin, kromozom 1p36.3’de lokalize oldugu bulunmustur (46).
Bu genin N-terminal ucunun yapist tamamen agiklanamamig, promotdr bdolgesinin
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi i¢in belirli dizilere sahip oldugu belirlenmistir.
MTHFR geninin 1. ekzonunda alternatif kaynasma (splicing) bolgesi bulunmakta ve
meydana gelen bu alternatif kaynasma olaylar1 sonucunda degisik dokularda, farkli
MTHFR transkriptleri (3 transkript) olusmaktadir (15, 24). Bu genin kompleks gen
regiilasyonu ile iliskili olabilecek uzun UTR dizileri bulundugu saptanmistir.

Insan genomik klonunun (17 kb), 2.2 kb uzunlugundaki MTHFR cDNA
sekansmin tamamini i¢erdigi belirlenmistir. Bu MTHFR cDNA, her biri 102-432 bg
uzunlugunda toplam 11 ekzon ve 250 bg¢’den 1.5 kb’a kadar degisen farkh
uzunluklardaki intronlardan olugsmustur. Ekzon 1, ATG baslama kodonunu tasir ayrica 5’
ve 3’ kaynasma bolgelerinde GT ve AG diniikleotidlerinden olusan dizileri yer alir.
Ekzon 11’in 3’ ucu, cDNA’da poliadenilasyon bolgesiyle sonlanir. Poliadenilasyon

sinyali (AACCTA), bu bolgenin 15 bg¢ Oniinde yer alir (25).
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Insan ve fare MTHFR geni iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda, MTHFR
geninde 15 farkli mutasyon ve polimorfizm belirlenmistir. Bu mutasyonlardan en ¢ok
calisilanlardan vaskiiler hastaliklar, noral tiip defektleri ve kolon kanseri ile yakindan
iliskili oldugu agiklanan C677T polimorfizmi enzimin Kkatalitik bdlgesinde ve
ozellikleri noral tiip defektlerinde etkili olan A1298C polimorfizminin ise enzimin

regiilator bolgesinde yer aldigi bildirilmistir (15).

4.2.2.1. MTHFR Gen Varyantlari

C677T alleli, MTHFR geninin 677.siradaki sitozinin (C) timine (T)
doniismesiyle meydana gelen bir nokta mutasyon ile karakterizedir. Bu mutasyon
sonucunda enzimde, alanin aminoasiti valin aminoasidine doniismektedir (15). C677T
alleli genellikle “termolabil mutasyon” olarak adlandirilir bunun nedeni; normal olarak
kodlanamayan enzimin 37°C ve iistii sicakliklarda aktivitesinin azalmasidir (3). Bu
yiizden C677T homozigot bireylerin %50-60 arasinda MTHFR enziminin aktivitesi
37°C de oldukca diisiiktiir. Yaklastk %65 oraninda ise 46°C’de kontrol grubuyla
kiyaslandiginda daha diisiik aktivite gozlenmistir.

Heterozigot bireylerin enzimleri yukarida verilen degerler arasinda bir
ortalamaya sahiptir (36). Homozigot C677T alleline sahip bireyler yeterli diizeyde
folat alinmamas1 gibi durumlarda kanda homosistein diizeyini artmasina egilimli
bireylerdir. Bu durumda kandaki homosistein seviyesi diyet yada destek yoluyla yeteri
miktarda folat alimiyla normal degerlere cekilebilmektedir (36).

A1298C allelinde 7. ekzonda glutamat amino asidini alanin amino asidine
ceviren bir nokta mutasyonu saptanmistir(6). Bu allel aynm1 zamanda C1298A olarak
da adlandirilmaktadir (52). Kodlanan enzimin aktivitesi C677T allelindekine nazaran
disiiktiir. A1298C alleli bakimindan homozigot olan bireyler kontrol gruplariyla
kargilastirildiginda daha yiiksek serum homosistein seviyelerine sahip olmadiklar
gozlenmese de, her iki allel (C677T ve A1298C) bakimindan heterozigot olan
bireylerin homozigot C677T bireylerinde goriilen diisiik folat seviyesi ve yiiksek
serum homosistein seviyesi gibi benzer biyokimyasal profillere sahip olduklari
gozlenmistir (18).

T1059 allelinin klinik bir fenotipin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olduguna dair

bulgular yoktur. Bu allel ile bugiine dek yapilan caligmalar bu mutasyonun sesiz bir
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mutasyon oldugu ve A1298C mutasyonunun kaliimina yardimci bir mutasyon

oldugunu ortaya koymustur (52).

4.2.2.2. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) C677T Gen Polimorfizmi

MTHFR C677T polimorfizminde, MTHFR proteinin N-terminal Kkatalitik
bolgesini etkileyen 4.ekzonda 677.niikleotid olan C (Sitozin) — T (Timin)’e degisimi
sonucu bir nokta mutasyonu olusmaktadir. Bu mutasyon, genin {iriinii olan proteinin
226.pozisyonunda Ala—Val aminoasit degisimine neden olmaktadir. Bunun sonucu
MTHFR aktivitesi azalmakta, bu da 5-metil tetrahidrofolat seviyesinde azalmaya ve
bunun sonucu olarak da homosisteinin metiyonine doniisememesi nedeniyle plazma
homosistein seviyesinde artisa neden olmaktadir.

MTHFR C677T polimorfizminde, CC (Alanin/Alanin) homozigot normal, CT
(Alanin/Valin) heterozigot ve TT (Valin/Valin) homozigot mutant genotipler
goriilmektedir.

MTHFR’in C677T polimorfizminin, kardiyovaskiiler hastaliklar, noral tiip
defekti, inme, Down sendromu, meme ve endometrial kanser gibi hastaliklarda goriilen
bir genetik risk faktorii oldugu bilinmektedir. Yapilan c¢esitli arastirmalarda, MTHFR
677TT genotipli bireylerin akut 16semi, kolorektal ve akciger kanserlerine yakalanma
riskinin azaldigl, endometrial kanserlerine yakalanma riskinin ise arttig1 ileri
stiriilmektedir.

MTHFR aktivitesini homozigot mutant 677TT genotipine sahip bireylerde
heterozigot 677CT ve homozigot normal 677CC genotipine sahip bireylere nazaran
azalirken, homosistein seviyesinde ©Onemli oranda artis gosterdigi goriilmektedir.
MTHEFR eksikliginde, homosisteinden metiyonin olusumundaki bozukluk, organizmada
hem metiyonin (ve S-adenozilmetiyonin) azalmasina hem de homosistein birikiminden
kaynaklanan toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar (15).

Yapilan bir c¢alismada, MTHFR C677T polimorfizminin metabolik ve
hastaliklar {izerindeki etkileri ile ilac tedavisi iizerindeki etkisinin Onemi yeniden

gozden gecirilmistir (18, 55).
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Metabolik etkileri

Homosistein ve Folat

Bir cok calisma tutarli bir sekilde, homozigot C677T allelinin yiiksek plazma
homosistein  seviyesiyle iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Homosistein
konsantrasyonu ve folat seviyeleri iizerine etkisi homozigot TT durumlarinda meydana
gelmektedir (55). Bu durum, TT genotipli bireylerle CC genotipli bireyler arasinda
karsilagtirma yapildiginda plasma homosistein miktarlar1 ve folat diizeyleri arasindaki
ters iliskiyi daha da giiclii kilmaktadir (18). C677T genotipinin gecisi durumunda
verilecek en 1yi yanit folat seviyelerini yiiksek tutma ve folat alimidir. Giinliik 0,5-2,0
mg folik asit alim1 TT homozigot bireylerin total homosistein diizeylerinde belirgin
bir azalmaya neden olmustur ki bu seviye homozigot CC genotipli bireylerdeki
seviyeler ile hemen hemen aym seviyelerde seyredebilmektedir. Genotipe bagh

olarak eritrositlerin folat konsantrasyonlar1 da degismektedir (55).

4.2.3. C677T Gen Polimorfizmi ve inme

Gen mutasyonlarin tespiti ve gen seviyesi Ol¢iimleri serebrovaskiiler
hastaliklarin ilerlemesi tedaviye cevap ve direncte bilgi saglamakta ve hastaligin seyri
hakkinda daha 1yi bilgi sahibi olmamiz1 saglamaktadir.

Inmelerin biiyiik bir boliimii beyni besleyen damarlarin tikamikligina baglidir.
MTHEFR enzim eksikligi, plazma homosistein diizeyindeki artis da vaskiiler hastaliklarla
iliskilidir., MTHFR geninde goriilen bazi mutasyonlar, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii olan hiperhomosisteinemi ve
homosisteiniiri olusmasina neden olmustur (16, 52).

C677T mutasyonunda, MTHFR aktivitesi, homozigot mutant TT genotipinde,
heterozigot CT ve homozigot normal CC genotiplerine gore azalirken, homosistein
seviyesi onemli oranda yiikselir(3,36). MTHFR eksikliginde, homosisteinden metiyonin
olusumundaki bir bozukluk, organizmayr hem metiyonin ve (S-adenozilmetiyonin)
azalmasina hem de homosistein birikiminden dogan toksik etkilere maruz birakir.
Inme’li hastalarin yaklasik %20-50’sinde, orta siddette hiperhomosisteinemi ortaya

cikabilir.
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MTHEFR genindeki bu polimorfizmin anlasilmasiyla c¢alisilmasi giintimiizde ve
gelecekte soz konusu metabolik mekanizma ile etkili olan ilacglarin terapisi ve

gelistirilmesi acisindan olduk¢a 6nem kazanmustir (16, 52).

4.3. MTHFR C677T Gen Polimorfizim Olciim Yontemleri

MTHFR gen polimorfizmlerinin belirlenmesinde, diger polimorfizmlerin
belirlenmesinde oldugu gibi, cesitli yontemler kullanilmaktadir. MTHFR gen
polimorfizmlerinin analiz edilmesinde ilk defa uygulanan ve hala giiniimiizde yaygin
olarak kullanilmakta olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu/ Restriksiyon Enzimi Uzunluk
Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism = RFLP) yontemidir.
Giiniimiizde bu yontemin yani sira LightCycler (LC) gibi gercek zamanli PCR
(realtime-PCR) cihazlar1 ve floresan boyalarla isaretli hibridizasyon problarinin
gelistirilmesi ile Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET) yontemi de kullanilmaya

baslanmistir.

4.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction = PCR), herhangi bir
organizmaya ait genomik DNA’da dizisi bilinen herhangi bir bolgenin in vitro
sartlarda enzimatik olarak ¢ogalmasina (amplifikasyon) olanak veren DNA sentez
yontemidir. PCR, ¢ift iplikli bir DNA molekiilinde hedef  dizilere uygun
oligoniikleotid primerlerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. PCR, tekrarlanan 3

basamaktan olusan bir yontemdir.
Bu basamaklar:

1. Cogaltilmak istenen DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiire edilerek tek zincirli
hale getirilmesi (denatiirasyon) (90 - 95°C)

2. Ozgiil hibridizasyonun gerceklesmesini saglayacak sicaklikta (Tm degerinin
3 — 5°C altindaki sicaklik), primerlerin hedef bolgeye baglanmasi (annealing ) (37 - 65
°C)

3. Tag DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi 72°C’de

zincirin primerlerden itibaren uzama (elongation) (70 -75°C) basamaklarindan olusur.
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PCR’da gerekli olan bilesenler;

1. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisini iceren kalip DNA,

2. Cogaltilacak DNA molekiiliindeki hedef dizilere hibridize olabilen, 15-20
niikleotidden olusan sentetik oligoniikleotid primer cifti,

3. Zincirin uzama reaksiyonunu gerceklestiren DNA polimerazin 1siya dayanikli bir

sekli olan Tag DNA polimeraz enzimine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, c¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere
uygun iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanmaktadir.
Oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire
edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayict olan
bolgelere hibridize olurlar. Bu nedenle hedef bolgeye 6zgiil uygun primer c¢iftinin
secimi cok Onemlidir. Primerlerin 0zgiil olarak hedef diziye baglanmalar1 diisiik
sicaklik derecelerinde gerceklesmektedir. Denatiirasyonu ardisik primerin baglanmasi
asamasindaki Tm/baglanma sicaklifinin oraninin saptanmasi, PCR reaksiyonunun

gerceklesebilmesi acisindan biiyiik bir 6neme sahiptir.

Tm=[4°C(G+C) + 2°C(A+T) ]

Zincirin uzama reaksiyonu, Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen,
optimal 72°C sicaklikta aktivite gosteren ve 94°C’de hala aktivitesini kaybetmeyen
Taq DNA polimeraz enzimi tarafindan gerceklestirilmektedir. DNA polimeraz enzimi,
MgCl, ve dort cesit deoksiriboniikleotid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
varliginda primerin 3’hidroksil ucundan uzamasii saglamaktadir. Mg™ iyonlari
dNTP’ler ile c¢oziinebilir kompleksler olusturmakta, polimeraz aktivitesini stimiile
etmekte ve c¢ift iplikli DNA’min Tm derecesini arttirmaktadir. Bu nedenle MgCl,,
PCR’1n 6zgiilliigii ve iiriin verimi iizerinde 6nemli bir etki gostermektedir.

Diisik Mg** konsantrasyonu, azalan iirin olusumuna, yiiksek Mg*™
konsantrasyonu ise spesifik olmayan iiriin artisina neden olmaktadir. Zincirin uzama
asamasinin tamamlanmasindan sonra tek iplikli DNA, cift iplikli DNA haline
gelmektedir. 1. dongii sonunda 2 yeni DNA zinciri olusmakta ve her dongii sonunda
DNA miktar1 2 katina ¢ikmaktadir. Boylece, 30-45 dongii sonunda hedef DNA’nin

milyonlarca kopyasi olusturulmus olacaktir (54).
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4.3.1.1. Gercek- Zamanh PCR (Real-Time-PCR)

LightCycler cihazi (resim 4.1), kullamilarak yapilan gercek zamanli PCR
reaksiyonu, molekiiler genetikte bir reaksiyonda polimorfik DNA bdolgelerinin
kantifikasyonunun ve tek niikleotid polimorfizm genotiplendirilmelerinin yapilabildigi
yeni bir tekniktir(47). Bu teknik kullanilarak niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl
olarak artis gosteren floresans sinyalinin Ol¢iilmesiyle kisa siirede kantitatif degerler
elde edilebilmektedir. Hizli 1sitma ve sogutma Ozelligine sahip olan LightCycler
cihazi, 20-30 dakika icinde 30-40 PCR dongii gerceklestirdiginden calismalarda
oldukca avantaj saglamaktadir (37, 47). Gercek zamanli-PCR cihazi yiiksek hizi
yaninda, kontaminasyon riskini de minimuma indirmektedir. Ayrica, amplifikasyon
islemi es zamanli olarak bilgisayarda goriintiilenebildigi icin PCR dongiisii basarisiz
oldugunda, reaksiyon c¢ok ge¢cmeden sonlandirilabilmekte veya dongii artisi
yapilabilmektedir (47). Elektroforeze gerek kalmadan amplifikasyon iiriinlerinin

gozlenmesi en biiyiik kolaylig1 saglamaktadir.

Resim 4.1. LightCycler Cihazi

LightCycler cihazi ile genotipleme c¢alismalarinda 6zgiin primerlerin yaninda
testin  Ozgiilligiinii  arttirmak amaciyla hedefe 0zgii hibridizasyon problari
kullanilmaktadir. Bu hibridizasyon problari, Floresans boyalarla isaretlenen diziye 6zgii
oligoniikleotid problaridir. DNA zincirine bas ve kuyruk pozisyonunda hibridize olacak
sekilde dizayn edilen bu problar, DNA zincirindeki polimorfik bolgeyi Orten sensor
hibridizasyon probu ile bu proba yakin bir bolgeye baglanan anchor problardan
olusmaktadir (Sekil 4.7.A) (47).
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Hibridizasyon problar1 amplifikasyon siiresi boyunca DNA segmentine
baghdirlar. Problar hedef DNA dizisi lizerinde birbirine 1-5 niikleotit uzakliktaki
mesafede baglanmakta ve floresan boya ile isaretlenmis olan uglar yan yana
gelmektedir. LC cihazinin 151k kaynagindan (LED= Light Emitting Diode) yayilan 470
nm’deki mavi 151k, fluorescein ile isaretlenmis olan sensor probunu uyararak daha uzun

dalga boyundaki (530 nm) yesil floresans 1s181n yayilmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4.7.A Bu hibridizasyon problarindan sensor prob 3’ucundan Fluoresein (donor
boya) ile anchor prob ise 5’ucundan LC Red 640(alic1 boya) ile isaretlenmistir.
Denatiirasyon basamaginda hibridizasyon problari soliisyon igerisinde ayr1 ayri
durmaktadirlar.

Iki floresan boya ile isaretlenmis olan problarin yan yana gelmesiyle agiga cikan
enerji, ikinci prob iizerindeki alic1 boyayi etkileyerek floresans olusumuna yol agmakta
ve yesil 15181n enerjisi LC Red 640 boyasi icinde farkli bir dalga boyundaki (640 nm)
kirmiz1 floresan 1518 yayilmasina neden olmaktadir. iki prob arasinda meydana gelen
bu enerji transferi, “Fluoresance Resonance Energy Transfer (FRET), olarak
adlandirilmaktadir. Bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki
hibridizasyonun derecesine diger bir ifadeyle PCR siklusu siiresince olusan
amplikonlarin miktarina bagh olarak artmaktadir (57). LC cihazinin optikle ilgili
birimi olan F2 kanali, 640 nm’deki kirmiz1 15181 yogunlugunu dlgmektedir. Olgiim,

1simanin maksimum oldugu annealing fazi sonunda yapilabilmektedir (Sekil 4.7.B).
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Sekil 4.7.B Annealing basamaginda, problar hedef DNA dizisine yan yana baglanir.
Birinci boyanin emisyon enerjisi ikinci boyay1 eksite eder. Eksite olan ikinci boya da
emisyon enerjisi yayar.
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Sekil 4.7.C Annealing basamagindan sonra gergeklesen elongation (uzama)
basamaginin baslamasiyla sicaklik artis1 gerceklesmekte ve sicaklik artisiyla
hibridizasyon problar1 hedef DNA dizisinden ayrilmaya baslamaktadir.

Annealing fazindan sonra, sicaklik artar ve hibridizasyon problari bagslayan
uzama (elongation) asamasi sirasinda amplikondan ayrilirlar. Elongation agsamasindan
sonra olusan amplikonlar cift iplikli olduklarindan hibridizasyon problari ile hibridize
olamazlar. Bu durumda, iki prob birbirlerinden uzakta ve serbest halde olduklar1 icin

FRET gerceklesemez (Sekil 4.7.D).
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Sekil 4.7 D Uzama basamaginin ardindan c¢ift iplikli amplikonlarin olusmasiyla
hibridizasyon problari serbest hale gelmekte ve birbirlerinden uzakta bulunmaktadir.

4.3.1.2. LightCycler Sistemi icin Kullamlan Floresan Boyalar ve
Olciim Yapilan Kanallar

LC cihazinin optik {nitesi, 3 farkli kanal ile ayn1 zamanda floresans Olciimii
yapabilmektedir. 530 nm’de Kanal 1 (F1) SYBR Green I ve flourescein boyalarini
kullanilarak, 640 nm’de LC Red 640 boyasini kullanilarak Kanal 2’de (F2),705 nm’de
LC Red 705 boyasi1 kullanilarak Kanal 3’de (F3) sinyalleri dlger (Sekil 4.8.) (41).

B Fluoresceln
Hed 640

:
g

Sekil 4.8. LC cihazinin optik kanallarinin o6l¢iim yaptigr dalga boylari, kanallar

arasindaki etkilesimler ve kullanilan floresan boyalar.
4.3.1.3.1. Erime Egrisi ( melting curve ) Analizi

Amplifikasyon metodunun online olarak goriintilenmesine ek olarak

amplifikasyondan sonra erime egrisi analizi asamasinda diziye 0zgii hibridizasyon
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problarinin tek iplikli DNA’ya hibridizyonu ile mutasyonlarin, SNP’lerin belirlenmesini
ve online olarak goriintiilenmesi gerceklesmektedir.

Her c¢ift sarmal DNA (dsDNA), kendine 06zgii %50’sinin tek zincirli hale
gecmesi i¢in gerekli olan erime sicaklifi (melting temperature=Tm) degerine sahiptir.
Bu erime sicakliklar1 oncelikle ¢ift sarmal DNA’nin uzunluguna (Zincirin uzunlugu
arttkca Tm sicakligr artar), GC igeriginin derecesine (GC’ den zengin fragmentlerde
Tm sicaklig1 yiiksektir), zincirler arasindaki biitiinliiglin derecesine (Zincirlerden bir
tanesinin farkli bir baz icermesi Tm sicakligini diisiiriir) bagh olarak belirlenmektedir
(30).

Bu asamada sicaklik yavas yavas 40°C’den 75°C’ye yiikselir. Hibridizasyon
problarinin DNA zincirine hibridizasyonunu saglayan kritik sicaklik (Tm), mutasyon
veya SNP’nin var olup olmadiginin belirleyicisidir (47). Herhangi bir baz degisikliginin
olusmadig1 bir durumda, hibridizasyon probu DNA kalibi1 ile tam olarak eslesir. Baz
degisikliginin s6z konusu oldugu durumlarda ise hibridizasyon probu DNA kalib1 ile
tam olarak eslesemez (Sekil 9). Iki eslesme karsilastirildiginda baz degisikligini
icermeyen DNA kalibi, baz degisikligini iceren DNA kalibina gore daha yiiksek erime
sicaklig1 derecesine sahip olmaktadir. Iki Tm derecesi arasindaki fark ile DNA

zincirinde mutasyon olup olmadigi belirlenebimektedir.
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Sekil 4.9. Hibridizasyon problarinin wild type ve mutant DNA ipligine baglanmasi

Bu erime egrisi analizi sonucunda, floresan siddetinin diisiisiine neden olan
sicaklik derecesine gore degerlendirilerek hastanin o gen icgin genotiplendirilmesi

yapilmaktadir. Buna gore homozigot wild type genotipler yiiksek sicaklikta tek pik,
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homozigot mutant genotipler diisiik sicaklikta tek pik, ve heterozigot genotipler ise diisiik

ve yiiksek sicaklikta 2 pik olusturmasina gore 3 farkli genotip belirlenebilmektedir.

LightCycler’in Avantajlart :
1 . Real Time PCR’daki esnekligi

Kantitatif PCR mutasyon tespit etme olanag: ile tek bir cihazla kombine edilebilir.
Yeni hedefler i¢cin PCR rahatlikla optimize edilebilir. Cift sarmal DNA'ya 6zgii SYBR
Geren boyasi ve diziye 6zgii hibridizasyon problari arasinda se¢im yapma imkani bulunur.
2. Hizli PCR Performansi

LC sisteminin yeni dizayni, ¢cok kisa bir diliminde sonug¢ alinmasinmi saglar. Termal blok
yerine havanin kullanilmasi yiiksek hizda termal dongii ozelligini getirir. Kabillerin
kullanimu ise yiiksek hizdaki verimli 1s1 transferini saglar. PCR Regl-Time floresans ile
denetlerdir.

3. Giin icerisinde daha fazla sonu¢ alma imkani

Tek bir PCR calismasindan sonra kinetik analiz yeni degerlendirme algoritmaligiyla
biiyiik miktarda bilgi edinilebilir. Amplifikasyonu ve degerlendirmeyi dakikalar icerisinde
yapan LC cihaziyla verim artar. Kolayca kullanilabilen tespit teknikleriyle hemen sonug
alinabilir.

4. LCD’nin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi

Diizenli siklus sartlar1 ve sinyallerin toplanmasi LC’nin tekrarlanabilirlik 6zelligini
dogurur. PCR es zamanli denetlenebilir. Her bir PCR siklusunun sonuglart gergeklestigi
anda izlenebilir.

5. Sonuglarin bir zaman dilimde elde edilmesi

Yiiksek hizdaki termal siklus 6zelligi sayesinde bir siklus zamani 30 saniyeye iner. 20-
40 amplifikasyon siklusu 20-30 dakikada tamamlanir. Konvansiyonel PCR'daki jel
elektroforezi ve jel boyamasi gibi zaman alic1 uygulamalara gerek kalmaz.

6. Bilinen PCR metotlarinin sinirlarin1 agma imkani

Ozgiillestirilmis reaktifleri ve yeni dizayni ile PCR’1 giiclendirir. Arastirilan hedef
dizisi, ¢ogaltilmis iiriiniin erime oOzelligine bakilarak incelenebilir. Ozgiil ve o6zgiil
olmayan iiriinler birbirinden ayirtedilebilir. Hedef dizinin farkli genotipleri sekanslamaya
gerek kalmadan saptanabilir.

7. Her tiirlii laboratuarda calistirilmak iizere tasarlanmig dizayni
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Kompakt ve kolayca kontrol edilebilen LC cihazi ile yerden tasarruf edilebilir. Cok az
ses ve 1s1 diizeyleri olusturuldugundan herhangi bir spesifik donamima ihtiya¢ yoktur.
Amplifikasyon ve degerlendirme i¢in kapali kapillerin kullanilmasi kontaminasyon riskini
diisiiriir.

8. Bir ¢cok hedefi ayn1 anda inceleme imkani

Bir ¢ok hedefi fazla dizi tespit edilebilir. internal kontrol kullammma izin verir.

Komplike mutasyon c¢esitleri incelenebilir. Ayrica internal amplifikasyon standarth

deneylerin gelistirilebilmesi i¢in temel saglar (41).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Kontrol ve Calisma Grubu

Bu calisma icin Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulundan onay
alinmistir (B.30.2.MAR.0.01.00 02/AEK-928 say1 ve MAR-YC-2006-0197 protokol

nolu). Retrospketif yapilan calismada Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Noroloji Anabilim Dalina 2007 senesinde gelen 24’1 kadin, 16’s1 erkek olmak {izere

toplam 40 inme hastasiyla, kendilerinden yazili onay alinmis ( bkz. hasta onay formu )

sekilde calisma yiiriitiildii. Saglikli bireylerden olusan kontrol grubu 18’u kadin, 20’1

erkek olmak iizere toplam 38 olgu ile calisilmistir.

Kontrol ve hasta grubuna ait bireylerden, EDTA’]1 tiiplere alinmis olan periferik

kan 6rneklerinden DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.

5.2. MTHFR Gen Polimorfizmlerinin Analizi

Calisma amacimiza uygun olarak sec¢ilmis olan hasta ve kontrol grubundan elde

edilen kan Orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra LC cihazi

kullanilarak real-time online PCR yontemi ile MTHFR C677T ve A1298C gen

polimorfizmlerinin analizleri gerceklestirilmistir.

5.2.1.DNA Izolasyonu ve Gen Polimorfizmlerinin Analizi Sirasmda Kullanilan

Cihazlar (Tablo 5.1)

Tablo 5.1. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi Arcelik
Derin dondurucu (-20°C) Arcelik
LightCycler real-time PCR cihazi Roche
Otomatik mikropipetler Eppendorf
(10, 20, 100, 200, 1000 pu1’lik)
Mikrosantrifiij Hettich Zentrifugen Micro 22
Termomikser Eppendorf
Biyokimya Cihazi Olympus

5.2.2. DNA izolasyonu ve Gen Polimorfizmlerinin Analizi Sirasinda

Kullanilan Kimyasal Maddeler (Tablo 5.2)

Tablo 5.2. Kimyasal Malzemeler

DNA izolasyon Kiti (High pure PCR Roche

template preparation kit)

Ethanol J. T. Baker
Isopropanol AppliChem
MTHFR C677T Mutasyon Belirleme Kiti Roche
(LightCycler MTHFR mutation detection kit)
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5.2.3. DNA izolasyonu ve Gen Polimorfizmlerinin Analizi Sirasinda Kullamilan
Hazir Kitler

5.2.3.1 High Pure PCR DNA Izolasyon Kiti Icerigi:

1. Binding Buffer: 6 M guaninidine-HCI, 10 Mm urea, 10 Mm Tris —HCI, 20%
Triton X-100 (v/v), pH 4.4 (25°C )

2. Proteinaz K (4,5 mL steril distile su ile ¢oziiliip alikotlanarak -20°C’de

calisilmak iizere saklandi.)
3. Inhibitor Removal Buffer: 5 M guanidine-HCL, 20 mM Tris— HCL, pH

6.6, 25°C (20 ml ethanol ilave edildikten sonra kullanilmistir)

4. Wash Buffer: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5, 25°C (80 ml ethanol ilave
edildikten sonra kullanilmistir)

5. Elution Buffer: 10 mM Tris, pH 8.5, 25°C

6. High Pure filtreli tiipler

7. Toplama (Collection )tiipleri

5.2.3.2. LightCycler MTHFR C677T Mutasyon belirleme karisim

MTHFR geninin C677T polimorfizmine 6zgiil primerleri ve hibridizasyon
prob karisimini icermektedir.
Primerler:
Forward:5"- CGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTG -3 (23 mer)
Reverse: 5'- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG -3” (20 mer)
Problar:
Fluorescein:5-TGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTC -F3” (30 mer)
LCRed640: 5" LCRed640 - CGGGAGCCGATTTCATCAT -P3” (19 mer)
Reagent mix ( primerler ve problar)
2. FastStart mix
3.MgCl,
4.H,O
5.Pozitif Kontrol
6.Negatif Kontrol
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5.3. MTHFR C677T Polimorfizminin Analizi icin Calisma Protokolii

5.3.1. DNA izolasyon Asamalari

1. EDTA’ tiip igerisine alinan kan 6rneginden 200 ul steril bir eppendorf tiip igersine
alinir.

2. Uzerine 200 ul Binding Buffer ve 40 ul Proteinaz K pipetlenir.

3. Karisim, pipet ile iyice karistirildiktan sonra daha once 72°C’ ye getirilmis olan
‘thermomixer’ cihazinda 10 dakika inkiibasyona birakilir.

4. Inkiibasyonun sonunda karistma 100 upl isopropanol eklenir ve pipet ile iyice
karistirilir.

5. Karigim bir toplama (collection) tiipiin i¢ine yerlestirilmis filtreli tiip icine pipetlenir.
6. 8.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilir.

7. Altta biriken siv1 toplama tiipii ile birlikte atilir. Filtre temiz bir toplama tiip i¢ine
yerlestirilir.

8. Filtreli tiipiin {izerine 500 ul inhibitér removal buffer pipetlenir. 8.000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.

9. Altta biriken siv1 toplama tiip ile birlikte atilir. Filtre temiz bir toplama tiip i¢ine
yerlestirilir.Filtreli tiipiin tizerine 500 ul wash buffer pipetlenir.

10. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

11. Altta biriken s1v1 toplama tiipii ile birlikte atilir. Filtre temiz bir toplama tiip i¢ine
yerlestirilir.

12. Filtreli tiipiin iizerine tekrar 500 ul wash buffer pipetlenir.

13. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

14. Toplama tiipte biriken sivi dokiilir ve filtreli tiip aym1 collection tiip igine
yerlestirilir.

15. 8.000 rpm’de 10 saniye santrifiij edilir.

16. Altta biriken sivi toplama tiip ile birlikte atilir. Filtre temiz bir eppendorf tiip
icerisine yerlestirilir.

17. Onceden Thermomixer’de 70°C’de 10dk 1sitilmis elution buffer’dan 200 ul filtreli
tiip i¢ine pipetlenir.

18. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir

19. Filtreli tiip atilir. izole DNA iceren eppendorf tiip iizerine hasta adi-soyadi ve

numarasi yazilir.
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MTHFR C677T mutasyon belirleme Kkitlerinin i¢inde bulunan termal profil;

denatiirasyon, amplifikasyon, erime egrisi analizi ve sogutma programlarindan

olusmaktadir ve LightCycler cihazinin

kaydedilmistir.

5.3.2. MTHFR C677T Profili

Protokol su programlar igerir:

e Program 1: Orneklerin denaturasyonu ve enzimlerin aktivasyonu

® Program 2: Hedef DNA'nmin PCR-Amplifikasyonu

software’ine caligma protokolii olarak

e Program 3 : Gentotiplerin belirlenmesi i¢in Erime egrisi (melting curve)

analizi

e Program 4 : Sogutma ( cooling )

5.3.2.1. Denaturasyon

PARAMETRE DEGER
Dongii Sayisi 1
Analiz Modu Yok
1.Segment
Hedef Is1 (°C) 95
Inkiibasyon Zamani [dk] 10
Is1 Gegis Orami (°C/sn) 20.0
Ikinci Hedef Is1 (°C) 0
Basamak Biiyiikliigii (°C) 0.0
Basamak Geciktirmesi (Dongii) 0
Okuma Modu Yok
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5.3.2.2. Amplifikasyon:

IPARAMETRE DEGER
Dongii Sayisi 40
Analiz Modu Quantification
1.Segment 2.Segment 3.Segment
Hedef Is1 (°C) 94 55 72
Inkiibasyon Zamani [sn] 0 10 15
Is1 Gegis Orani (°C/sn) 20.0 20.0 20.0
[kinci Hedef Is1 (°C) 0 0 0
Basamak Biytklugii (°C) 0.0 0.0 0.0
Basamak Geciktirmesi 0 0 0
(Dongii)
Okuma Modu Yok Tek Yok
5.3.2.3. Erime Egrisi ( melting curve ) Analizi:
IPARAMETRE DEGER
Dongii Sayisi 1
Analiz Modu Erime Egrileri
. Segment 2.Segment 3.Segment
Hedef Is1 (°C) 94 40 80
Inkiibasyon Zamani [sn] 0 5 0
Is1 Gecis Orani (°C/sn) 0.0 20.0 0.6
[kinci Hedef Is1 (°C) 0 0 0
Basamak Biiyiikliigii (°C) 0.0 0.0 0.0
Basamak Geciktirmesi 0 0 0
(Dongii)
Okuma Modu Yok Yok Basamakl




5.3.2.4. Sogutma ( cooling ):

PARAMETRE DEGER
Dongii Sayist 1
Analiz Modu Yok
1.Segment
Hedef Is1 (°C) 40
Inkiibasyon Zaman1 [sn] 30
Is1 Gegis Orani (°C/sn) 20.0
Ikinci Hedef Is1 (°C) 0
Basamak Biiyiikliigii (°C) 0.0
Basamak Geciktirmesi (Dongii) 0
Okuma Modu Yok

5.3.3. MTHFR C677T Polimorfizmi icin Master mix hazirlanmasi

H,0 7.4 ul
MgCl, 1.6 ul
Reagent mix 4.0 ul
FastStart Mix +2.0ul
Master mix hacmi 15.0 pl
Genomik DNA + 50ul
Toplam hacim 20 pul

Her bir hasta 6rnegi MTHFR C677T polimorfizmini belirlemek i¢in yukaridaki
karigimlara gore ayri ayri hazirlandiktan sonra, LightCycler cihazina ait 6zel camdan
yapilmis 20 pl’lik kapiller tiip icerisine kondu. Kapiller tiipler 4.000 rpm’de 10 saniye
santrifiij edildi. Reaksiyon karistmimin her bir kapiller tiiptin dibine c¢oktiigi kontrol
edildi. Tiipler reaksiyon tepsisine dizildikten sonra tepsi ile birlikte LightCycler
cihazina yerlestirildi. Real-time online PCR’a bagland1 ve yaklasik bir saat sonra
sonuglar elde edildi. MTHFR C677T polimorfizminin belirlenmesi icin yapilan

calismada kanal 2’den floresan 6l¢iimii yapildi.
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5.3.4. Sonucglarin Degerlendirilmesi
Calisma sonunda olusan erime egrisi pik derecelerine gore hasta ve kontrol
grubuna ait bireylerin genotiplendirilmeleri homozigot, wild type, homozigot mutant ve

heterozigot olarak belirlendi.

5.3.4.1. MTHFR C677T Analiz Sonucu
MTHFR 677CC Homozigot Wild type (62,5°C) ve Homozigot Mutant
genotiplerde (55°C ) tek sicaklik derecesinde erime piki olusurken, Heterozigot
genotipde (55°C ve 62,5°C) ise iki farkl1 sicaklik derecesinde erime piki olusmaktadir
(Sekil 5.1)
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Sekil 5.1. Kanal 2’de C677T polimorfizmi icin MTHFR geninin 677. pozisyonunda
goriilebilecek iic muhtemel genotipinin erime egrisi analiz sonuglari;

1.H,O 2.homozigot mutant

3.heterozigot mutant 4.wild tip
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5.3.4.2. istatiksel Analiz Yontemleri
Inme hastalarinda MTHFR C677T polimorfizmlerinin PCR cihazi ile analizleri
yapildiktan sonra elde edilen bulgularin degerlendirilmesinde istatistik analiz i¢in

SSPS-windows 11 programinda Ki-kare Testi ve t-test analiz testleri kullanilmistir.

Ki-Kare Testi; Bagimsiz grup oranlarinin karsilastirilmasinda, uygunluk, varyans,
homojenlik ve bagimli grup testlerinde siklikla ve iki veya daha fazla veri seti arasinda
onemli farkin olup olmadigini belirlemede kullanilan bir istatistiksel analiz yontemidir.

Bu yontemde gozlenen degerler ile beklenen degerler kiyaslanir. Anlamlilik degeri

p<0.05" dir.

t-testi ; Ikiden ¢ok bagimsiz grup verilerinin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans
analizi kullanilmaktadir. Buradaki tek yon ifadesi, gruplari birbirinden ayiran tek
ozellik oldugu, ya da gruplarin tek degiskeninin degerleri ile ayrildigi anlamina

gelmektedir. Anlamlilik degeri p<0.05°dir.
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6.BULGULAR

6.1. Kontrol ve Cahsma Gruplarmin Genel Ozelliklerinin Karsilastirilmasi ve
Istatistiksel Analizleri

Calisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda 40
caligma grubu olgusu ve 38 kontrol grubu olgusu olmak {izere toplam 78 kisi {izerinde
yapilmistir. Inme hastalar1 olgular1, bulgular igerisinde “Calisma Grubu” olarak
tanimlanmiglardir. Laboratuar asamasinda, kontrol ve hasta grubuna ait bireylerden,
EDTA’l6 tiiplere alinmis olan periferik kan Orneklerinden DNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Daha sonra MTHFR C677T polimorfizm analizi Real-time online
PCR yontemi kullanmilarak LightCycler cihazinda gerceklestirilmistir. Calisma ve
kontrol grubuna ait elde edilmis olan tiim genel veriler, bulgular ve istatistiksel analiz

sonuglart sirasiyla asagida belirtilmistir.

6.1.1. Kontrol Grubu

Saglikli bireylerden olusan kontrol grubunu olusturan toplam 38 olgu yas
acisindan incelendiginde yas ortalamasi 57.23+7.31 olarak saptanmustir. 18’si kadin
olan bu olgularin yas ortalamasi 57.0549.35, 20 erkek olgunun ise 57.40+5.09 olarak

hesaplanmustir.

6.1.2. Calisma Grubu
Inme tanis1 calisma grubuna ait toplam 40 olgu yas acisindan incelendiginde yas
ortalamas1 65.65+14.4 olarak saptanmustir. 24°{i kadin olan bu olgularin yas ortalamasi

62.50+16.18 , 16 erkek olgunun ise 70.37+10.00 olarak hesaplanmustir.

Tablo 6.1. Cinsiyet ve yas ortalamalar1 dagilimi1

Kontrol Grubu Calisma Grubu
n=38 n=40
Cinsiyet

Kadin 18 (% 70) 24 (% 64)

Erkek 20 (% 30) 16 (% 36)
Yas ortalamasi 57.23+7.31 65.65+14.43

Kadin 57.2347.31 62.50£16.18

Erkek 57,0549,35 70,37+10,00
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Calismaya alinma dogrultusunda ; cinsiyet ( X2 : 1.251 p > 0.05 ) ve yas yoniinden
gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (Tablo 6.1- Tablo .2)

Tablo 6.2. Cinsiyet dagilimi1

Cinsiyet
Calisma grubu Erkek Kadm Toplam
Hasta 16 24 40
Kontrol 20 18 38
Toplam 36 42 78

5.1.2. MTHFR C677T Analiz Sonuclari

MTHFR C677T polimorfizmi icin wild type genotip erime egrisi analizinde
(CC) 62.5°C’ de tek pik, homozigot genotipi (TT) 55 °C’de tek pik ve heterozigot
genotip ( CT) 55°C ve 62.5°C’lerde iki piki olugmasi ile belirlenmis ve Sekil 8’de

gosterilmistir.

5.1.2.1. Kontrol Grubu: Bu grupta MTHFR C677T polimorfizmi i¢in 24 (% 63.15)
olgunun wild type (CC), 13 (% 34.21) olgunun heterozigot (CT), 1 (% 2.63) olgunun
homozigot (TT) genotipte olduklar1 saptanmistir.

5.1.2.2. Cahisma grubu: Bu grupta ise 14 (%35) olgunun wild type (CC), 21 (%
52.5) olgunun heterozigot (CT),5 (% 12.5) olgunun homozigot (TT) genotipe sahip
olduklar belirlenmistir (Tablo 6,3, Grafik 6.1).

5.1.2.3. Istatistiksel Analiz: Kontrol ve calisma grubundaki olgular MTHFR C677T

polimorfizmi tasiyiciligr acisindan karsilastirildiklarinda, istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur. (X =4.462 p<0,05).
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Tablo 6.3. Genotip dagilimlari

Caliyma Genotip

grubu Wild type | Heterozigot | Homozigot Toplam
Hasta 14 21 5 40
Kontrol 24 13 1 38
Toplam 38 34 6 78

Calismamizda yan etkiler olarak hipertansiyon ( p > 0.05) ve sigara kullanimi

degerlendirilmis ancak istatiksel olarak anlamli bulunmamistir ( p > 0.05 ).
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Sekil 6.1. Kontrol ve Hasta Grubundaki MTHFR C677T Gen Polimorfizminin Genotipe
gore Dagilimi
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7. TARTISMA VE SONUC

Inme, 6liim nedenleri arasinda kalp hastalig1 ve kanserden sonra iigiincii sirada yer
alirken, erigkin norolojik hastaliklar icerisinde goriilme sikligi ve onemi agisindan ilk
sirada yer almaktadir (20, 28).

Gelismis iilkelerde ortalama yas siiresinin artmast inme goriilme sikligini
arttirmistir.  Bu sebeple inme olgularinda risk faktorlerinin tespiti mortalite ve
morbiditenin azaltilmasinda 6nem kazanmustir (5).

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi ( MTHFR ), bir flavoprotein olup
MTHEFR familyasimin iiyesidir. MTHFR enzimi folat metabolizmasinin diizenleyici bir
enzimi olarak homosisteininin metionine, B12 bagimli remetilasyonunda metil-grup
donorii, 5-10 metilentetrahidrofolatin 5- metilentetrahidrofolata degisimim katalizleyerek
homosistein metabolizmasinda dnemli rol oynar (25, 40).

Artan homosistein diizeyi, koagiilasyonda gorev yapan faktor V, X ve XII’nin
aktivasyonunu hizlandirarak arterial tromboza katkida bulundugu tespit edilmistir. Biiyiik
ve kiiclik damarlarda ateroskleroza yatkinlik meydana getirerek serebrovaskiiler
hastaliklara neden oldugu anlagilmistir (12, 16 ).

MTHEFR geninde goriilen baz1 mutasyonlar; C677T alleli , MTHFR geninin 677.
siradaki sitozinin (C) timine (T) doniismesiyle meydana gelen bir nokta mutasyonu
ile karakterizedir. Bu mutasyon sonucunda enzimde, alanin aminoasiti valin aminoasidi
ile yer degistirmektedir. Bu yer degistirme enzim aktivitesinde azalmaya yol agmakta ve
plazma homosistein diizeyinde artis meydana getirerek serebrovaskiiler hastaliklar igin
onemli risk faktorii olan hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olugsmasina neden
olmaktadir (29, 48).

Giintimiizde MTHFR C677T polimorfizminin tespit edilmesi inme hastalarinda
giderek onem kazandigindan MTHFR C677T polimorfizminin ol¢ciim yontemleri
gelistirilmektedir (37, 47).

Real Time PCR; niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanlh artis gosteren
floresans sinyalin Ol¢iilmesiyle kisa siirede kantitatif sonu¢ veren PCR yoOntemidir.
Kantitatif RT PCR teknolojisi son zamanlarda duyarliligi, dogrulugu ve pratikligi
sebebiyle arastirmalarda gen seviye Ol¢iimlerinde kullanilmaya baslanmistir. Gen
mutasyonlarinin tespiti ve gen seviyesi Olctimleri serebrovaskiiler hastaliklarin ilerlemesi,

tedaviye cevap ve direncte bilgi saglamakta ve hastaligin seyri hakkinda daha iyi bilgi

45



almamizi saglamaktadir.

Inmeli hastalar ile saghkli bireyler arasinda yapilan calismalarda bizim
sonuclarimiza paralel olarak, C677T genotip dagilimlari bakimindan ©nemli fark
bulunurken (36), Dikmen ve arkadaslar1 ise 677 T allel siklifinin inme hastalarinda
onemli derecede yiiksek olmadigini agiklamislardir.

Calismamizda, inme hastalarinda MTHFR C677T gen polimorfizmi bakimindan
14 (%35) olgunun normal (CC), 21 (% 52.5) olgunun heterozigot (CT), 5 (% 12.5)
olgunun homozigot (TT) genotip bulgular1 elde ettik.

Bizim caliyjmamiza da uygunluk gosteren, Morita ve arkadaslari (39) yaptiklari
calismada elde ettikleri DNA 6rneklerinden MTHFR C677T gen polimorfizmini PCR ile
kantitatif 6lgmiisler ve polimorfizmi ile arasinda onemli derecede iliskili oldugunu 6ne
siirmiislerdir. Biz de c¢alismamizda Ol¢clim yontemi olarak bu calismaya benzerlik
bakimindan Light Cycler RT PCR’1 kullandik.

Visy JM. ve arkadagslar1 (59) ise yaptiklar1 ¢calismada ise hasta ve saglikli bireyler
arasinda C677T genotip dagilimi ve allel sikilig1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadigin1 belirtmislerdir. Calismamizda ise p degerini 0.028 olarak
hesapladik ve buna gore inme hastalar1 ile saglikli bireyler arasinda C677T genotip
dagilim1 yoniinden anlamli bir iliski oldugunu tespit ettik.

Harmon DL. ve arkadaslart (27) yaptiklar1 calismada, kontrollere gore inme
hastalarinin artan homosistein diizeylerine sahip olduklarini ve bunun da MTHFR C677T
gen polimorfizmiyle iliskili oldugu gostermislerdir.

Inme hastalar1 ile yapilan bazi calismalarda hasta MTHFR C677T gen
polimorfizminin TT ( homozigot ) genotipinde, CT ( heretozigot ) ve CC ( normal )
genotiplerine gore total homosistein diizeyinin daha yiiksek oldugu rapor edilmis olup,
kontrol grubunda ise C677T genotipleri arasinda homosisitein degeri bakimindan farklilik
bulunmadigr belirtilmistir (3, 50, 59). Biz de calismamizda homosistein diizeyleriyle
MTHEFR genotipleri karsilastirmayr planladik ancak elimizdeki verilerin yetersizligi
nedeniyle tiim olgular1 karsilagtiramadik. Elimizde olan verilere gore homozigot ve
heterozigot genotiplerinde normal genotip sahip bireylere gore yiiksek seviyeler
gozlenmistir. Boylece daha 6nce yapilan ¢alismalarla uyum sagladigi saptanmustir.

Calismamizda MTHFR C677T gen polimorfizmi inme i¢in bir risk faktorii oldugu

saptanmis ancak; olgu sayis1 azligindan ve yeterli homosistein dl¢iimleri olmadigindan,

46



olgu sayisinin genisletilmesi ve homosistein seviyelerinin 6l¢iimii ile bir iliski kurularak
degerlendirilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, Light Cycler RT PCR yontemi duyarlilifi ve 6zgiilliigii nedeniyle
inmede gen seviye Ol¢iimlerinde kullanilabilir. Bunun yaninda, inme geg¢irmis olsun ya da
olmasin, MTHFR gen polimorfizminin 677 TT homozigot mutant genotiplerine sahip
bireyler serebrovaskiiler, kardiyovaskiiler olaylara yatkindirlar. Dolayisiyla, bu gen
polimorfizmine sahip bireylerin inme olusumuna yatkinligindan dolayi, yasam siiresince
homosistein diizeylerini etkileyecek olan risk faktorlerini kontrol altinda tutmalari

gerektigini sOyleyebiliriz.
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8. EKLER

Marmara Universitesi Tip fakiiltesi arastirma etik kurulu MAR-YC-2006-0197
protokol nolu onayi ile ¢calismaya katilan kisiler Ek-I’deki form ile calisma hakkinda
bilgilendirildi. Ek-1I’deki onaylar1 alindi. Sonuglar Ek-IIT"deki tabloya kaydedildi.
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Ek-I

HASTA BILGILENDIiRME FORMU

Projenin ad1 : INME HASTALARINDA METILENTETRAHIDROFOLAT
REDUKTAZ C677T GEN POLIMORFIZMININ REAL TIME FLORESAN PCR iLE
TESPITI VE MUTASYONLARIN SIKLIGININ ARASTIRILMASI ~

Arastiricilar: Fidan Gokgecicek Giilyaz

Gen mutasyonlarinin tespiti ve gen seviyesi Olciimleri serebrovaskiiler
hastaliklarin ilerlemesi tedaviye cevap ve direngte bilgi saglamakta ve hastaligin seyri
hakkinda daha 1yi bilgi sahibi olmamiz1 saglamaktadir.

Inme hastaliginin bityiik bir boliimii beyni besleyen damarlarin tikanikligina
baghdir. Inme’li hastalarin yaklasik %20-50’sinde, orta siddette hiperhomosisteinemi
ortaya c¢ikabilir. Hastaya oldugu kadar, ¢evresine ve topluma maliyeti de cok yiiksek bir
hastaliktir.

Metilentetrahidrofolat rediiktaz ( MTHFR ) enzimi, folat siklusunda énemli bir
rol oynar ve homosistein aminoasitinin metabolizmasina katkida bulunur. MTHFR
genindeki bazi mutasyonlar, MTHFR enzim aktivitesinde azalmaya neden olur.

MTHEFR eksikliginde, periferal noropati, gelisme geriligi, hipotoni, inme,
tromboz gibi klinik Ozellikler goriilir. MTHFR eksikliginin hafif oldugu durumlara
popiilasyon genelinde oldukca sik rastlanmakta olup, ozellikle arteryal hastaliklarin
olusumunda bir risk faktorii oldugu ileri siiriilmektedir. Plazma homosistein
diizeyindeki artis da vaskiiler hastaliklarla iliskilidir. Diisiik homosistein diizeylerinin
iskemik kalp hastalig1 ve inme riskinde azalma ile orta derecede iliskili oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir.

Isimlerinizin kayd: ve arastirmamizla iliskili sonuclar bizde sakli tutulmak
suretiyle, sizlerden alinan kan ornekleri ile, inme hastaliginin Metilentetrahidrofolat

rediiktaz geni C677T polimorfizmi ile iligkisinin saptanmasi1 amag¢lanmustir.
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Ek - IT
HASTA ONAY FORMU

Projenin adi : INME HASTALARINDA METILENTETRAHIDROFOLAT
REDUKTAZ C677T GEN POLIMORFIZMININ REAL TIME FLORESAN PCR ILE
TESPITI VE MUTASYONLARIN SIKLIGININ ARASTIRILMASI

Arastiricilar : Fidan Gokge cicek Giilyaz

Hasta bilgilendirme formunu okudum. Calismaya katilmay1 kabul ediyorum.

Calismaya Katilanin Tanmk

Adi Soyadr : Adi Soyadr :
Tarih: Tarih :
Imza: Imza:

Proje Yiiriitiiciisiiniin

Ad1 Soyadr :
Tarih:

Imza:
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EK - 111
TARIH

HASTA BILGI FORMU

ADI SOYADI

CINSIYET

DOGUM TARIHI

KILO(kg)

BOY

KULLANDIGI ILAGLAR

SIGARA KULLANIM DURUMU (paket
veya adet/giinde)

ALKOL KULLANIMI

SISTOLIK BASING

DIASTOLIK BASING(mmHg)

LiPiD PROFILI

TOTAL KOLESTEROL

HDL-C

LDL-C

VLDL-C

TRIGLISERID

KAN GLUKOZ DUZEYI

HEMOGLOBIN A1C

HOMOSISTEIN DUZEYLERI
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