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OZET

Homosistein Metabolizmasinda Rol Oynayabilecek Gen

Degisimlerinin Incelenmesi

Bu arastirmada homosistein metabolizmasinda goérevli olan MTHFR enizimdeki 677. niikleotitde
gerceklesen CT degisimi, CBS enzimindeki 844. niikleotitteki 68b¢’lik insersiyon, TYMS enziminin 3°’UTR
bolgesindeki 6 bg’lik insersiyon/delesyon ve DHFR enzimindeki 19 b¢’lik delesyon incelenmis, ayrica bu
mutasyonlarin homosistein diizeyi iizerine olan etkileri arastirilmistir. Onceki calismalarda MTHFR, CBS ve
TYMS enzimlerindeki mutasyonlar konu olmusken DHFR enzimi ile ilgili yapilan bu c¢alisma Tiirk
toplumunda ilk kez konu olmustur. Ayrica yapilan ¢aligmalarda enzimlerdeki mutasyonlar bir hastalikla
iligkilendirilmigken bu arastirmada herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemis ve 6nceden homosistein diizeyi

belirlenmis 296 birey ¢alisma grubunu olusturmustur.

Calismada MTHFR 677 CT degisimi i¢in Real-Time PCR yontemi uygulamrken; CBS 844ins68,
DHFR 19 b¢’lik delesyon ve TYMS 3’UTR 6bg’lik insersiyon/delesyon mutasyonlari tespiti icin PCR
yontemi yapilmistir. TYMS 3’UTR 6bg’lik insersiyon/delesyon i¢in PCR iiriinii eldesinden sonra restriksiyon

enzimi ile kesilmistir. Elde edilen veriler non-parametrik analiz yontemleriyle degerlendirilmistir.

Yapilan analizlerle tim enzimler tek tek incelenmis ve enzimler arasi korelasyon analizleri
yapilmistir. Sonug olarak homosistein diizeyi tizerine MTHFR 677 CT degisimi i¢in mutant genotip olan TT

genotipinin bir risk faktorii oldugu bulunmustur. Diger analizlerde istatistiksel bir anlam bulunanmamustir.

Anahtar kelimeler: Homosistein (tHcy), Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR),
Dehidrofolat rediiktaz (DHFR), Sistatyon 5 sentaz (CBS), Timidilat
Sentaz (TYMS)



ABSTRACT

Genetic Polymorphism at Homocysteine Metabolism Related Genes

In this study, CT replacement in the 677th nucleotide in MTHFR enzyme involved
in homocysteine metabolism, 68 bp insertion in the 844th nucleotide in CBS enzyme, 6bp
insertion/deletion in the region of 3’UTR in TYMS enzyme and 19 bp deletion in DHFR
enzyme were investigated. The effects of these mutations over homocysteine levels were
also studied. In previous studies the main subjects were mutations in MTHF, CBS and
TYMS enzymes. However, DHFR enzyme of Turkish society was studied first time in this
work. Although the mutations have been related with illnesses in the previous works, 296
individuals with known homocysteine levels and individuals who’s any mutations not

related with any illnesses were used in this study.

Real-Time PCR method was used for a MTHFR 677 CT replacement. The
CBS844ins68 and DHFR 19 bp deletion were studied using Polymerase Chain Reactions.
TYMS 3’UTR 6bp insertion/deletion mutations were studied using Polymerase Chain
Reaction based Restriction Fragment Polymorphism (PCR-RFLP). Obtained data was

evaluated with non-parametric analyze methods.

All enzymes were studied and correlation analyzes were tested between enzymes.
As a result; it is discovered that TT genotype could be a risk factor for mutant genotype
MTHFR 677 CT over homocysteine levels. There was no statistical meaning in other

analyzes.

Key words: Homocysteine (tHcy), Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), Dehydrofolate reductase
(DHFR), Cystatione 3 syntase (CBS), Thymidylate Synthase (TYMS)
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1. GIRIS ve AMAC

Homosistein, metiyoninden bir metil grubunun ayrilmasiyla ortaya c¢ikan ve
proteinin primer yapisinda yer almayan kiikiirtlii bir aminoasittir. Kimyasal ad1 2-amino 4-
merkaptobutirik asittir. Diyetle alinan metiyonin organizmada metiyonin adenozil
transferaz enziminin etkisiyle dnce S-adenozil metiyonine (SAM) daha sonra da S-adenozil
homosisteine (SAH) doniisiir. SAH homosisteini olusturmak iizere hidrolize olur. SAM,
niikleik asidler, norotransmitterler, fosfolipidler ve bazi hormonlar i¢in metil donoriidiir.
Ayn1 zamanda SAM, homosisteinin hangi metabolik yola gireceginin belirlenmesinde
onemli bir regiilatordiir. Eger SAM miktar1 artarsa remetilasyon yolunun en 6nemli enzimi
olan metilen tetrahidrofolat rediiktaz enzimi inhibe olur ve fazla miktarda homosistein

transsiilfiirasyon yoluna yoneltilir. (Dennis ve Robinson 1996)

Plazma homosistein konsantrasyonu ¢esitli etmenler tarafindan diizenlenir.
Homosistein metabolizmasinda rol oynayan sistatiyonin B sentaz, metilentetrahidrofolat
rediiktaz gibi enzimlerin kaliimsal defektlerinde hiperhomosisteinemi goriilebilir. Folat,
vitamin B}, ve vitamin B¢ eksikliklerinin hiperhomosisteinemi etyolojisinde rolii oldugu

bilinmektedir (Makris 2000).

Ayrica pernisiydz anemi, bobrek yetersizligi, hipotiroidizm, diabetes mellitus,
cesitli maligniteler (akut lenfoblastik 16semi, meme, over ve pankreas kanserleri) ve ciddi
psoriazis gibi cesitli hastaliklar da homosistein diizeylerini artirmaktadir (Makris 2000).
Viicutta homosistein diizeylerindeki artisin 6nemi, erken yaslarda gelisen ve hayati tehdit
edecek derecede 6nemli olabilen damar tikanikliklarina (beyin, kalp-koroner ve periferik)
yol agmasidir. Vurgulanmasi gereken 6nemli bir konu ise, hafif diizeylerdeki artisin bile
damarlardaki tikayici mekanizmalar1 uyarabilmesidir. Yapilan genis kapsamli
calismalarda, genel toplumda hiperhomosistein prevalansinin %35, 60 yas altinda vendz
tikayic1 damar hastalig1 geciren kisilerde %30.4, arteriyel tikayic1 damar hastaligi geciren

kisilerde ise % 37.5 oldugu saptanmistir (Harker vd 1974).



Yiiksek homosistein seviyeleri ile vaskiiler hastaliklar arasinda siki bir baglanti
kurulmasinin ardindan klinik c¢alismalarda da dikkat ceken bir yeri olmustur.
Hiperhomosisteinemide serum lipid seviyelerinde bir degisiklige neden olmazken,
dolasimdaki trombositleri ve pihtilasma faktorlerinin aktivitesini direk etkiledigi
diisiiniilmektedir. Bu yiizden homosisteinin vaskiiler doku iizerine olan etkisi daha fazla
ilgi gormektedir (Lentz 1996) Homosisteik asit gibi homosistein metabolitleri, hiicre i¢i
Ca* artis1 ve proapopitotik proteinlerin aktivasyonu ile apoptozise neden olur. Bu nedenle
homosistein diizeyinin artmasi, norodejeneratif etkiler icin potansiyel bir kaynak
olmaktadir. Mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, homosisteinin cesitli
diizeylerde damar endotel disfonksiyonuna neden oldugu kabul edilmektedir (Engbersen

vd 1995).

Bizim calismamizda amacimiz; homosistein metabolizmasinda rol oynayan
metilentetrahidrofolat rediiktaz 677 CT, dehidrofolat rediiktaz 19 b¢’lik delesyon, sistatyon
3 sentaz 844ins68 ve timidilat sentaz 3° UTR 6 bg¢’lik insersiyon/delesyon mutasyonlarinin
homosistein diizeyine olan etkilerinin hicbir hastalikla iligskilendirmemis bireyler arasinda

incelenmesidir.



1.1. GENEL BIiLGILER

1.1.1. Homosistein

Homosistein (2-amino-4-merkaptobiitirik asit), ilk olarak 1932 yilinda Butz ve du
Vigneaud tarafindan tanimlanmistir. Arastirmacilar insiilin ile ilgili bir ¢calisma yaparken
konsantre asit ile muamele edilmis metiyoninden bir ara iiriin elde etmislerdir. Deney
sirasinda arastirmacilarin insiilinde bulunan siilfiirii hesaba katmalar1 ve insiilinde
metiyoninin yoklugunu bilmemeleri homosisteinin kesfini saglamistir (Vigneaud 1952).

Sekil 1’de homosistein, metiyonin ve sistein yapilar1 gosterilmektedir.

Hastaliklar ve yiiksek homosistein seviyeleri arasindaki iliski, 1962 yilinda Carson
ve Neil tarafindan bulunmustur. Arastirmacilar, mental geriligi olan ¢ocuklarin idrarlarinda
homosistein seviyesinin yiiksek oldugunu saptamislardir (Carson ve ark. 1963).
Homosisteiniiri denilen bu durum, cocukluk ¢agi dahil olmak iizere hastalarin %25’inin
damar tikamikligt  sonucu olusan kardiyovaskiiler = hastaliklardan  Olmesiyle
iliskilendirilmistir (Gibson 1964). Homosistein metabolizmasindaki bazi enzim
eksikliklerinin, yiiksek homosistein seviyesine sebep oldugu bulunmustur (Gerritsen ve
ark. 1962). 1964’te sistation B sentaz (CBS) enzimindeki genetik eksikliklerin,
homosisteiniiriye sebep oldugu ve plazma homosistein seviyesini artirdig1 tespit edilmistir
(Mudd ve ark. 1964). 1969’da homosistein, aterosklerozlu hastalarin patogenezinde rol
oynayabilecek 6nemli bir aminoasit olarak ileri siiriilmiistiir (McCully 1969). Daha sonraki
yillarda yapilan calismalarda homosistein metabolizmasinda gérev alan metiyonin sentaz
(MS) ve metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) gibi enzimlerde eksikler saptanmistir
(Mudd ve ark. 1972, McGill ve ark. 1990, Rozen 1996). 1988 yilinda yapilan c¢alismada
kobalaminin, metil kobalamine doniismesindeki bozukluk (Cbl G) sonucu MS aktivitesini
azaltmakta oldugu ve multible sklerozisi gosteren bulgular ortaya ¢ikardigi bildirilmistir

(Carmel ve ark. 1988).
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Sekil 1.1: Metiyonin, homosistein ve sisteinin kimyasal yapist.

1. 1. 2. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein, protein yapisinda olmayan siilfiirlii bir aminoasittir. Bu aminoasit,
diyetle aliman ve endojen proteinlerden sentezlenen esansiyel bir aminoasit olan
metiyoninin metil grubu alinmis bir tiirevidir. Remetilasyon yoluyla tekrar metiyonine
dontigerek ya da transsiilfiirasyon yoluyla sistein, metilmalonik ve 2-metilsitrik aside
doniigerek metabolize edilir (Bolander-Gouaille 2002). Tiim hiicrelerde bulunan metiyonin,
hem protein sentezi hem de S-Adonozilmetiyoninin (SAM) olusmasim saglayan bir
maddedir. Metiyoninin ihtiva ettigi metil grubu, SAM’e doniisiimii sirasinda aktive olur.
SAM bicimlenmesi, adenozin 3-fosfat (ATP) ve metiyonin adenozil tranferaz enzimleri
(MAT [, II, IIl) araciligiyla gerceklesir. Bu reaksiyonlarla hiicre ici SAM miktar regiile
edilir. Metiyoninin kiikiirt atomuna ATP’den bir adenozil grubunun baglanmasiyla SAM
molekiilii meydana gelir. Adenozil grubunun aktarilmasiyla kiikiirt atomu pozitif yiik ile
yiiklenir. Bu durum sonucunda kiikiirt oldukca reaktif bir duruma gegerek icerdigi metil
grubu akseptor, substratlarca kolayca transfer edilir. Metil grubu fosfatidil etanol amin
(sefalin) akseptor olarak is gordiigiinde alinir ve S-Adenozil Homosistein (SAH) olusur.
Bu molekiil de daha sonra adenozin ve homosisteine hidrolizlenir. SAM organizmalarda

baslica metil grubu vericisidir (Hankey ve Eikelboom 1999).

Remetilasyon yolunda homosistein kofaktor olarak vitamin Bj, (kobalamin) nin
substrat olarak da 5-metiltetrahidrofolatin (5-MTHF) kullanildigi ve metiyonin sentaz
enziminin gorev yaptigi bir reaksiyonla metillenir ve metiyonine tekrar doniisiir. Bu
metabolik yolun substrati olan 5-MTHF termolabil MTHFR enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla metilentetrahidrofolat (MTHF)’tan sentezlenir (Friedman ve ark. 2001).

Karaciger ve bobreklerde remetilasyon i¢in metil verici olarak betain de kullanilabilir.



Betain/Hcy metiltransferaz enziminin katalizledigi reaksiyonla homosistein remetillenerek

de metiyonine doniistiiriilebilir (Bostom ve Lathrop 1997).

Transsiilfiirasyon yolunda ise homosistein, kofaktdor olarak vitamin Bg'y1
(pridoksin) kullanan sistationin beta sentaz (CBS) enzimi araciligiyla sistationine gevrilir.
Sistationin ise vitamin Bg¢'nin kofaktorliigiinde sistationinaz enzimi ile sistein ve a-
ketobutirata cevrilir, a-ketobutirat ise 2-metilsitrik asit ve metilmalonik asite parcalanir
(Cude ve ark. 1993). Homosisteinden metiyonin doniisiimiiniin ve SAM miktarinin
azalmasi, metilasyon reaksiyonlarinin isleyisini bozabilir. Nitrik oksit geri doniistimsiiz
olarak MS’i metilkobalamin (aktif koenzim)’in icerdigi kobalt1 okside ederek inaktive
eder. Boylece SAM’in biyosentezi engellenir. Hayvan deneylerinde nérolojik fonksiyonlari
inceleyen arastirmacilar, metilasyon reaksiyonlarinda bu enzimin inaktif olmasinin yiiksek
derecedeki etkisini gostermislerdir (Scott ve ark. 1994). Sekil 1.2 de homosistein

metabolizmasi sematik olarak gdsterilmistir.
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i IHHER REMETILASYON YOLU
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Sekil 1.2: Homosistein metabolizmast



Homosistein metabolizmasi, karisik goriinmesine ragmen oldukga diizenli bir feed
back mekanizmasma sahiptir. EZer metiyonin dengesi bozulmussa ve SAM diisiik
konsantrasyonda bulunuyorsa, homosistein Oncelikle metiyonin olusumu igin MS’nin
gorev aldig1 remetilasyon yoluna yonelir. Homosistein diizeyi yiikseldiginde S-Adenozil
homosistein miktar1 artar. Cok sayida metabolik etkilere sahip olan SAH, farkli baglanma
bolgelerinde SAM ile rekabet icindedir ve bu 6zelligi ile metilasyonu engelleyebilir. Bu
sebepten arastiricilar, SAM/SAH oran1 metilasyon dongiisiinde indikator olarak gorev
alabilecegini diisiinmiislerdir (Mudd ve ark. 2001). MTHFR enziminin katalizledigi bir
reaksiyon sonucu olusan Metilentetrahidrofolat, metiyoninin homosisteine doniisiimiinde
MS i¢in substrat olmasi nedeniyle onemli bir isleve sahiptir. Bu yiizden MTHFR’ nin,
homosistein remetilasyonu iizerinde kuvvetli bir etkisi vardir (Bloom ve ark. 1995). Folat-

homosistein yolaginda gorev yapan enzim ve genler Sekill.3’ te verilmistir.

Folat-Homosistein Yolaginda Gorev Yapan
Enzim ve Genler

5,10 metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
Metiyonin sentaz (MTR)
Metiyonin sentaz rediiktaz (MTRR)
Metilentetrahidrofolat dehidrogenaz (MTHFD1)
Sistatyon 3 sentaz (CBS)
Rediiklenmis folat tasiyicist (RFC1)

Folat reseptor B (FRB)

Folat reseptor o (FR o)

Betain-homosistein metiltranseferaz (BHMT)
Transkobalamin (TC)

Serin hidroksimetiltransferaz (SHMT)
Glutamat karboksipeptidaz II (GCPII)

Sekil 1.3: Folat-homosistein yolaginda gorev yapan enzim ve genler



Chen ve ark. (2001) MTHFR enziminin eksikliginin patogenetik mekanizmalar
izerine knockout farelerle yaptiklar1 calismada, toplam homosistein diizeyini normal
farelere gore daha yiiksek bulmustur. Tokluk homosistein diizeyleri ¢ok degisken sonuglar
verebildigi i¢in homosistein diizeyi aclik durumunda 6l¢iilmelidir. Direkt ya da indirekt
Olciim metodlar1 mevcuttur (Finkelstein 1998); ancak en cok kullanilan 6l¢iim metodu
yiiksek performansli sivi kromatografisidir (HPLC) (Stil ve McDowell 1998). Standart doz
0.1 g/kg (agirlik ile orantili olarak) veya 0—4g/m2’d1r (viicut alami ile orantili olarak).
Anjiografi ile kanitlanmis koroner kalp hastaligi olan ve bazal homosistein seviyeleri
Olciilen 587 hastay1 kapsayan bir ¢alisma yapilmistir. Hastalar ortalama 4 ila 6 yil izlenmig
ve bu siire zarfinda %10.9’unun o6ldigii saptanmistir. Calisma bulgularina gore
homosistein seviyesi ile mortalite arasindaki iliski homosistein diizeyi 15pumol/L’in
izerinde oldugunda en belirgin seviyeye ulastigi goriilmiistiir. Diizey 15umol/L’in
izerinde olan hastalarda 10pmol/L diizeyinde olanlara gore ayarlanmis mortalite oran1 1.6
olarak bulunmustur (Nygard ve ark. 1997). Ostrojen, total homosistein konsantrasyonunu
beslenme ve kas kitlesinden bagimsiz olarak diisiirdiigii i¢in, erkeklerde homosistein
kadinlara gore 1 pumol/L daha yiiksek olabilir. Kang ve ark. (1992) 16-30 mmol/L hafif,
31-100 mmol/LL orta ve 100 mmol/L ise yiiksek homosisteinemi diizeyleri
siniflandirmiglardir. Plazma homosistein konsantrasyonu yas ve cinsiyetle yakin iliskilidir.
Yasa bagli olarak plazma homosistein seviyesi hafif artma egilimi gosterir. Serumda
normal homosistein diizeyi 13-18 mmol/L’dir. Pediatrik hasta grubu iizerinde yapilan
calisma neticesinde 1-6 yas grubu i¢in 3.87 mmol/L, 7-11 yas grubu i¢in 8.70 mmol/L, ve
12-17 yas grubu arasinda ise homosistein diizeyi 13.54 mmol/L olarak tespit edilmistir

(Altuntas ve ark. 2004)

1. 1. 3. Homosistein Metabolizmasindaki Bozukluklar

Plazma homosistein diizeyinin artmasinin tipik iki nedeni vardir. Bunlar
homosistein metabolizmasindan sorumlu bir enzimin genetik defekti veya vitamin kofaktor
eksikligine yol acan eksikliklerdir. Hiperhomosistenemi formlarinin 6nemli farkliliklarina
gore smiflandirnilmas1  ii¢ grupta olur: sistatyon sentazdaki bozukluk, diisiik

metilentetrahidrofolat ile homosistein metilasyonundaki bozukluk (folat eksikligi, MTHFR



eksikligi), normal veya yiiksek metilentetrahidrofolat diizeyleriyle homosistein
metilasyonundaki bozukluk (kobalamin eksikligi ve nitrik oksit). Sonraki her iki grup
homosistein metilasyonu bozuklugunu gosterirken, MTHF tarafindan olan glisin
metiltransferazin regiilasyonunu baz alan transsiilfiilasyon seviyelerinde farklilik
gosterebilmektedir (Mosharov ve ark. 2000). 2001 yilinda yapilan bir caligmada SAM
konsantrasyonunun yiiksek olmasinin, transsiilfiirasyon yolunun tercih edilmesine sebep
oldugu gosterilmistir (Nguyen ve ark. 2001). Hayvan deneylerinde B¢ vitamininin
azalmasinin SAH seviyesinin artmasina ve SAM seviyesinin azalmasinin da
transsiilfilrasyon yolunun engellenmesine sebep oldugu tespit edilmistir. Sisteinin
indirgenmesiyle olusan glutation, hiicredeki temel redoks tamponudur. Insan hepatoma
hiicre dizisinde yapilan calismalarda, hiicre i¢i glutationun kaynaginin hemen hemen
yarisinin homosisteinden saglandigr saptanmistir. Glutationin bir¢ok hiicresel icerigi
oksidatif zarardan ve olusabilecek hasarlara karsi korur (Mosharov ve ark. 2000).
Transsiilfiirasyon yolu Oncelikle karaciger olmak iizere, bobreklerde, ince bagirsakta ve
pankreasta aktiftir. Bu dokular ayni zamanda hizli glutationin doniisiimiine sahiptir.
Yiiksek homosistein seviyesinin, aterosklorozis, inme, miyarkard enfektiisii, alzheimer
hastaligi, hamile kadinlardaki dogum kusurlarindaki riski artirdigi belirtilmistir. Ayrica
bobrek yetmezligi goriilen hastalarda homosisteinin remetilasyon dongiisiinde bozukluk
veya sistationin sentaz enziminde bozukluk diizey artisina sebep olarak goriiliir.
Homosistein birikimi ardindan her iki yolda geri doniisiimiin saglanmasinda SAM etkin bir
rol oynar. Remetilasyon dongiisiinde goriilen aksakliklar ile sistationin seviyeleri arasinda

bir iliski olmadig1 saptanmistir (Meister 1994).

Esansiyel bir kofaktor olan B, vitamini ve folik asit eksikliginde oldukc¢a yiiksek
homosistein seviyeleri bildirilmistir. Herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemis saglikli
insanlarda homosistein seviyesi ile By, vitamini, folik asit ve B¢ vitamini arasinda negatif
bir korelasyon saptanmustir. Selhub ve ark. (1992) bir veya daha fazla B vitamini
eksikliginin tiim hiperhomosisteinemi vakalarinin en az 2/3’tinde neden oldugunu ileri

siirmiislerdir.

Toplam plazma homosisteinin yaklasik %80’i disiilfit kopriileri ile albiimine
baglanir. Bagl olmayan homosistein tiirleri ise baslica homosistein-sistin ve homosistein-

homosistein disiilfitleri seklinde bulunur. Dolagimdaki tiim homosisteinin yalnmizca %1°i



serbest homosistein seklinde bulunur. Toplam homosistein biitiin bu serbest ve bagh

biokimyasal homosistein tiirlerinin toplamini tanimlar (Ueland ve ark. 1993).

Viicutta homosistein diizeylerindeki artisin 6nemlerinden biri de erken yaglarda
gelisen ve hayati tehdit edecek derecede Onemli olabilen damar tikanikliklarina yol
acmasidir. Vurgulanmasi1 gereken 6nemli bir konu ise, hafif diizeylerdeki artisin bile
damarlardaki tikayici mekanizmalar1 uyarabilmesidir. Insan ve hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalarda homosisteine bagl aterosklerozda endotel hasar1 olan bolgelerde trombosit
yigilimi ve trombositten zengin trombus olusumu goriilmiistiir (Harker ve ark. 1974).
Homosisteinin damar toksisitesi birbirinden farkli bir¢cok etmenin katilimiyla ortaya ¢ikar.

Bunlar su sekilde siralanmaktadir:

1. Homosisteinin homosistin, karisik disiilfidler ve homosistein tiyolaktona otooksidasyonu
esnasinda, hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikali gibi cesitli sitotoksik reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu artirir. Bunlar lipid peroksidasyonunu uyararak diisiik
dansiteli lipoproteinin (LDL) oksitlenmesine, dolayisiyla trombosit aktivasyona ve
kiimelenmesine yol acar. Endotelden serbestlesen NO, siiperoksit radikaliyle birlestigi i¢in
tilketilir. Sonugta NO araciligiyla gergeklesen endotel bagimli vazodilatasyon bozulmusg

olur

2. Hiperhomosisteinemi, endotelin antitrombotik 6zelligini protrombotik yonde degistirir.

3. Homosistein damar diiz kasindaki hiicre biiytimesini arttirir. Hiicre disindaki matriks

bilesenlerinin birikimini hizlandirir.

4. Damar diiz kas hiicresindeki kalsiyum salintmi ve damar reaktivitesi sonucu

hiperhomosisteinemi artar (Temel ve Ozerol 2002):

Bu etkilerin sonucunda pihtilasma ve pithti yikimi arasindaki denge pihtilasma
yoniine dogru degisir ve sonucunda tromboz ve ateroskleroz artar. Hiperhomosisteinemi
tedavi sebebine gore degismekle birlikte genellikle vitamin (folik asit, piridoksin ve B,
vitamini) takviyesi ile diismektedir. Piridoksin ve folik asitin en diisiik etkili dozu heniiz
saptanmamistir. Bircok hastada 1-5 mg folat takviyesi homosisteini hizli bir sekilde

disiirmektedir (Brattstrom ve ark. 1988). Homosistein normalizasyonuna genellikle 4 ila 6



haftada ulasilir. 1960’tan bu yana Be vitamini takviyesi yapilan gidalarla kardiyovaskiiler

oliimlerde diisiis gdozlenmistir (McCully 1996).

1. 1. 4. Hiperhomosisteinemi Nedenleri

Toplam homosistein miktar1 bir¢ok faktdrden etkilenmektedir. Bu faktorler;
genetik, fizyolojik olabilecegi gibi yasam tarzi, gecirilen hastaliklar ya da kullanilan

ilaglardan kaynaklanabilir.

Yas ve cinsiyet: Kadinlar, erkeklerden daha diisiik homosistein diizeyine sahiptir ve diizey
yasla artar. Bu, kismen vitamin durumuna baghdir; fakat cinsiyet hormonlarinin etkisinden
de ileri gelebilir. Plazma homosistein seviyeleri menapozdan sonra artar. Bu da erkeklerle

karsilastirilan kadinlarda yagla ilgili artis1 aciklayabilir.

Renal fonksiyon: Yiiksek homosistein seviyesinin giiclii bir gostergesidir. Bu, minor olan
tiriner ekstraksiyondan ziyade renal metabolizmayla ilgili olabilir. Renal fonksiyonlardaki

fizyolojik azalma kismen yasin etkisini de agiklayabilir.

Yasam tarzi: Diyetle alinan vitamin Be, B, ve folat diizeyi ile homosistein diizeyi ters
orantilidir. Asinn sigara, alkol ve kafeinli kahve icen kisilerde homosistein diizeyi
yiikselirken fizyolojik aktivite ile bu diizey diiser. Bu tiir hayat tarzi faktorlerinin etkisi
kadinlarda erkeklerden daha belirgindir. Kronik alkoliklerde, etanoliin vitamin durumunu
etkilemesi sonucu homosistein diizeyi artarken; orta derecede etanol tiiketenlerde

homosistein diizeyi diismektedir.

Genetik faktorler: Homosistein metabolizmasinda transsiilfiirasyon ve remetilasyon
yollarindaki enzimatik anormallikler konjenital veya kazanilmis olabilir. Bu durumlarda

hiperhomosisteinemiye sebep olur.

Klinik hastahiklar ve kullamlan ilaclar: Folat ve kobalamin eksikligi
hiperhomosisteineminin ana nedenidir. Yiiksek homosistein seviyeleri bdbrek

yetmezliginde ve cesitli diger durumlarda da gozlenmistir. Hiperhomosisteinemi bazi



ilaclarla ozellikle homosistein metabolizmasin1 etkileyen vitaminlerle azalir (Temel ve

Ozerol 2002).

1. 1. 5. Folik Asitin Onemi

Adim1 yaprak anlamina gelen “folium” dan alan folik asit, suda eriyen B grubu
vitaminlerden birisi olup, ilk olarak 1943 yilinda dogal besinlerden ayristirilmistir. Folik
asit, plrin ve timidilat sentezi ile fosfolipidler, proteinler, DNA ve ndrotransmitterleri
iceren elzem biyolojik maddelerin metilasyonu icin gerekli olan tek karbon {initesini
saglamaktadir. Boylece niikleik asitlerin yapimi ve bazi amino asitlerin birbirine
doniigmesi (serin, glisin ve homosisteinin metiyonine doniisiimii, histidinin glutamik asite

katabolizmas1) saglanmaktadir (Jacob ve ark. 2000).

Folik asit yetersizliginde; B, vitamini yetersizliginde oldugu gibi 6zellikle hamile
kadinlarda kirmizi kan hiicrelerinin tam olgunlasamadigi megaloblastik anemi; iliskisinin
tam olarak aciklanamadigi kolon, mide, uterus kanserleri, yiikselmis serum homosistein
diizeyi ile goriilen kalp-damar hastaliklar1 ile noral tiip defektleri olusmaktadir (Benoist
1998). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda folat homeostas1 ve homosistein metabolizmasi
arasindaki baglantinin birgok damar hastaliginda 6nemli bir rolil oldugu saptanmistir. Folik
asitin olduk¢a kompleks bir yapisi vardir. p-aminobenzoik asite baglanmis 2-amino-4-
hidroksi-pteridin (pteroik asit)’den ve sayisi 1 ild 9 arasinda degiskenlik gosteren glutamik

asitten olusmustur (Rosenblatt 1995) (Sekil 1.4).
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Diyetle alinan folat ¢ogunlukla poliglutamin formunda bulunan 5-metil ve 10
formil-THF den olusmustur. Metabolik reaksiyonlara katilabilmesi i¢in poliglutamat
folatin, dihidro ve tetrahidrofolat sekline indirgenmesi gerekir. Folat emilimi jejenumda
gerceklesir. Emilim folipoliglutamat konjugaz’in enzimatik bir reaksiyonuyla
monoglutamil formuna hidrolizlendikten sonra hiicre membranindan gergeklesir (Friedrich
1988). Spefisik membran transportu ile enteroctye hiicre membranindan gectigi andan
itibaren, folat metabolizmasi icin gerekli olan hiicresel ihtiyaglarin karsilanmasi ve
poliglutamat-monoglutamat oraninin saglanabilmesi icin poliglutamat sentezi gerceklesir.
Poliglutamatin monoglutamata doniismesiyle, basolateral membrandan gecis saglanir ve
bdylece baslica 5S-metil-THF olmak iizere bir¢ok dongiiye katilir (Tefferi ve Pruthi 1994).
Farkli dokularda degiskenlik gosteren reseptdr ve tasiyict mekanizmalar1 folatin hiicre

membranindan gecisini kolaylastiran mekanizmalardir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5: Bagirak, karaciger ve dokuda folik asit absorblanmasi ve aktivitesi

Glikozil-fosfotidil-inositol ile bagli olan folat reseptoriiniin indirgenmis folata
oldugu gibi folik asite de karsi yiiksek bir afinitesi vardir (Anthony 1996). Folat
reseptorleri ii¢ izorformda tanimlanmistir. Bunlardan ikisi farkli farkli metabolizmalarda
yaygin olarak goriiliirken, biri spesifik olarak plasenta ile iliskilidir. Bu isoformun, anne ve

fetiis arasindaki folat transferinde oOnemli bir rolii vardir (Shen ve ark. 1994).



Monoglutamil folat hiicreye transfer edilir edilmez, folipoli-y glutamat sentaz enziminin
katalizledigi bir reaksiyonla poliglutamil formuna doniisiir (Girgis ve ark. 1998). Tek
karbon metabolizmasi ve koenzim fonksiyonlari, karbon atomunun formil (-HCO), metilen
(-CHy) veya metil (-CHj3)’in oksidasyonlar1 sirasinda degismesini icerir. Folat
metabolizmasi iki 6nemli metabolik dongiide yer alir. Bunlardan bir tanesi DNA sentezi
icin piirin ve Timidin sentezi, digeri ise biitiin metiltransferaz reaksiyonlarindaki en 6nemli
biyolojik metil verici olan SAM’in sentezidir. Molekiiler seviyede ise; yetersiz hiicre i¢i
folat, DNA’da yanlis kodlanmalara dolasiyla zincir kirilmalarina ve mikroniikleus
formasyonun artmasina sebep olur (Blount ve ark. 1997, Fenech 2001). Folat ve metiyonin
dongiisiiniin baglantisi, homosisteinin metiyonine doniisiimiinii saglayan reaksiyon ile
kurulmustur. Homosisteinin metionin sentaz enzimi yardimiyla metiyonine doniismesi i¢in
bir folat tiirevi olan Bj, (5-metiltetrahidrofolat) kofaktor olarak kullanilir. Metil grubu
plazma folatin hiicreye girmesinden kaynaklanir ve 5,10-metilentetrahidrofolatin MTHFR
enziminin yardimiyla 5-metiltetrahidrofolat déniismesinde B, (riboflavin) gereklidir (Lee
ve ark. 1999). Folat tiirevleri; DNA sentezinde, hiicre boliinmesinde, doku gelisimi ve
DNA metilasyonunda temel gereksinimlerdendir (Picciano 2000). Ayrica, noral tiip defekti
basta olmak iizere gebelikte bagirsak rahatsizliklarini tetikleyen cesitli komplikasyonlarda,
kolerektal kanser ve yashlikta goriilen algi bozukluklar1 folik asitin 6nemli rol oynadigi
metabolizmalardir (Vollset ve ark. 2000, Ueland ve ark. 2003). Serumda MTHF ve
monoglutamat halinde serbest veya bir kismi proteinlere bagli olarak dolasirlar. Normal
serum folat diizeyi 5-20 ng/ml’dir. Toplam viicut folat1 5-20 mg kadardir ve cogu MTHF
poliglutamat halinde karacigerde depolanir. Ter, tiikriik, idrar ve diski yoluyla viicuttan
atilir. Folat alimi tamamen durdugunda 3. haftada serum folat diizeyi azalmaya baglar
(Karyagar 2006). Insanlarda poliaminobutirik asit sentezlenemedigi ve molekiile ilk
glutamat grubu eklenemediginden folik asit viicutta yapilamaz. Insanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen folat1 bitkisel ve hayvansal kaynakli besinlerle
alirlar. Folat eksikliginin erken dénemlerinde bulgu olmayabilir. Fakat homosistein gibi
toksik metabolitler birikir ve diizey artar. Hizli ¢ogalan hiicreler folat eksikligi i¢in daha
duyarhdir. Kemik iliginde eksiklige, iri ve az sayida eritrosit yapilmasina neden olur. Bu
sekilde gerceklesen anemiye megaloblastik anemi veya makrositik anemi denir. Folat

eksikligi demir eksikliginden sonra en sik goriilen anemi sebebidir (Fenech 2001).



1. 1. 6. Homosistein Metabolizmasinda Gorev Alan Enzimlerde Belirlenen Gen

Degisimleri

1. 1. 6. 1. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (EC 1.5.1.20), folat metabolizmasinda gorev alan
onemli bir enzimdir. MTHFR defektleri folat kobalamin metabolizmasindaki en sik

goriilen dogustan kalitilan bir bozukluktur.

1972’de Freeman ve arkadaslari tarafindan haliisinasyon, hayal gorme ve
psikoterapiye cevap vermeme hikayesi olan 15 yasindaki zenci bir olguda plazma
metiyonin yiiksekligi olmaksizin homosisteiniiri bulunmustur. Ayni yil yapilan baska bir
calisgmada 16 yasinda kas giicsiizliigli, kol ve bacaklarda hareket giicliigline bagl zor
hareket etme Oykiisii olan olguda flavin adenin diniikleotidin homosisteiniiriye sebep
olabilecegini belirtmislerdir (Shis ve ark. 1972). Nasisasawa ve ark. (1977) tarafindan daha
once yayinlanan dort caligmadan farkli olarak bir yil i¢inde 6liimle sonuclanan iki olgu
tanimlanmistir. Bu olgularin 6nemi, vaskiiler trombozis CBS diizensizligine bagli olarak
ortaya c¢ikan metabolik yolda diizensizliklere sahip olmalarima ragmen klasik

homosisteiniirinin gézlenmemesidir.

MTHFR geninden 90 bg.’lik ¢cDNA’y1 izole ederek insan MTHFR aminoasit
sekansinin bakteri almeF geni ile homolojisini gosteren ¢alisma Goyette ve arkadagslar
tarafindan domuz karaciger hiicrelerinde yapilmistir (Goyette ve ark. 1994). Bu c¢aligsma ile
MTHFR cDNA’sinin her birinin 102-432 b¢ uzunlugunda toplam 11 ekzon ile 250 bg¢-1,5
kb’a kadar olabilen (bir intron harig; 4.2 kb uzunlugunda) intronlar icerdigi saptanmistir.
Ekzon 1’in ATG baslama kodonunu tasidigi 5° ve 3’ kaynasma bolgelerinde GT ve AG
diniikleotidlerinden olusan konsensus dizilerinin yer aldigini, ekzon 11’in 3’ ucunun,
cDNA’da poliadenilasyon bolgesiyle sonlanmis oldugunu yine bu calisma gOstermistir.
Poliadenilasyon sinyali (AACCTA), poliadenilasyon bdlgesinin 15 bc¢ oniinde yer alir
(Goyette ve ark. 1994).



MTHEFR defektlerinde yeni bir form Kang ve ark. (1991) tarafindan bulunmustur.
Bu yeni form norolojik anomalilerin olmamasi, % 50 oraninda enzim aktivitesi gostermesi
ve Ozel sicaklik kosullarinda farkli MTHFR enzim termolabilitesinin olmasiyla karakterize
edilmistir. Ayrica MTHFR termolabilitesinin pozitif olarak koroner arter hastaliklarinin
olusumuyla iligkili oldugu sonucuna varmislardir (Kang ve ark. 2001). Arastirmacilar kalp
hastalarinin %17’sinde kontrol grubunun ise %5’inde MTHFR termobilite degisimini
bulmuglardir (Kang ve ark. 1991). MTHFR geninde termolabiliteyi degistiren mutasyonun,
allellerden birinde veya ikisinde birden bulunmasinin homosisteiniiri olusumunu etkiledigi
gosterilmistir. Haworth ve ark. (1993) yaptig1 calismada ise MTHFR defektlerini tasiyan
iki kardesten birinin 37 yasinda ve asemptomatik, daha gen¢ olan kardesin ise kol ve
bacaklarda giigsiizliik, kordinasyon bozuklugu, ani unutma gibi semptomlarin tekerlekli
sandalyeye bagimlilikla birlikte goriildiigii rapor edilmektedir. Iki kardeste de
homosisteiniiri, hiperhomosisteinemi ve diisiik plazma methiyonin seviyesi belirtilmistir.
RFLP analizi ile fareler tizerinde Frosst ve ark. (1995) yaptiklar1 calisma ile fare MTHFR
geninin 4. kromozom distalinde oldugunu bulmuslardir. Goyette ve ark. (1994) yaptiklari
SSCP analizi ile d¢ MTHFR geninde, bir tane anlamsiz mutasyon ve iki tane de enzim
termobilitesini degistiren yanlis anlamli mutasyon belirlemislerdir. Bu yanlis anlamli

mutasyonlardan biri treonin-metiyonin digeri ise arjinin-glisin degisimine yol agcmaktadir.

Frosst ve ark. (1995) MTHFR geninin 677. niikleotidinde Sitozin yerine Timin
bazinin gelmesi sonucu Alanin amino asidinin Valine doniistiigiinii rapor etmislerdir.
Goyette ve ark. (1996) bu degisimin, Fransiz ve Kanadalilardan olusan 114 birey
kromozomunda 0.38 frekansina sahip oldugu tespit etmis ve bu degisimin homozigot veya
heterozigot oldugu bireylerde enzim aktivitesinin etkilendigini saptamislardir. Ayrica
aktivite diisiisiiniin termolabilitenin yiikselmesine bagli oldugunu ve degisimin homozigot
bireylerde plazma homosistein diizeyini yiikseltici etkisi oldugunu tespit etmislerdir.
MTHFR 677 CT degisiminde goriilen genotiplere gore enzim aktiviteleri Olc¢iilmiigtiir.
Buna gore normal olan CC genotipinde enzim aktivitesi %100, heterozigot olan CT
genotipinde %70 iken mutant olan TT genotipinde bu oran %34’tiir

(http://www.takarabiousa.com). MTHFR’nin 677 CT polimorfizminin, kardiovaskiiler

hastaliklar, inme, néral tiip defektleri, Down sendromu, meme ve endometrial kanser gibi
hastaliklarda bir risk faktorii oldugu yapilan birgok ¢alisma sonucu aciklanmistir (Kang ve
ark. 1991). Farkli toplumlarda MTHFR 677 CT polimorfizmi sikligin1 Sekil 1.6’da

gosterilmistir.



1998’de insan MTHFR geninin 11 ekzondan olustugu, insan ve fare MTHFR gen
intron smurlart ve boyutlarinin benzer oldugu, aminoasit sekanslarinin %90 benzerlik
gosterdigi bulunmustur (Goyette ve ark. 1998). Baska bir polimorfizm olan 1298 A-C

gulutamin-alanin degisimi Van der Put ve ark. (1998) tarafindan tespit edilmistir.

Kromozom 1p36.3’te lokalize insan MTHFR geni, 656 amino asitten olusan
MTHFR enzimini kodlar (Rosenblatt 2001). Bu genin N-terminal ucunun yapisi tamamen
aciklanamamigtir. MTHFR geninin promotor bolgesi, transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasi icin belirli konsensus dizilerine sahipken TATA kutusu icermez. Bu gen
bolgesinde alternatif kaynagma olaylar1 meydana gelmekte ve bunun sonucunda, degisik
dokularda, farklit MTHFR transkriptleri (3 transkript) olusmaktadir (Homberger ve ark.
2000). 5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi, bir flavoprotein olup MTHFR
familyasinin bir {iyesidir. Sitoplazmik bir protein olan enzim, iki alt birimden olusan
homodimer yapidadir (Sibani ve ark. 2000). Bu izoformlar dokulara 6zel olup, 70 kDa’luk
kiigiik alt birimlere sahip izoform karacigerden, 77 kDa’luk biiyiik alt birimlere sahip
izoform ise diger dokulardan saflastirilmistir. Enzim, tripsinle proteolizise ugratildiginda,
77 kDa’luk altbirim 40 kDa ve 37 kDa’luk kisimlara ayrilmaktadir (Rozen 1998, Sibani
2000). Bu ayrilma sonucunda S-adenozil metiyonin (SAM) inhibisyonu ortadan kalkar,
ancak enzimin katalitik aktivitesi degismez. Yapilan calismalar sonucunda katalitik bolge
olan 40 kDa’lik N-u¢ bolgenin substrat ve koenzim baglama kisimlarina sahip oldugu,
regulator bolge olan 37 kDa’luk C-u¢ bolgesinin ise, SAM baglama kismina sahip oldugu
gosterilmistir. Memeli enzimi kendisine non-kovalent olarak baglh FAD koenzimi icerir.

Bu koenzim, NADPH 1n metilentetrahidrofolata transferini saglar (Fodinger ve ark. 2000).
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MTHEFR enzimi, homosisteinin remetilasyon dongiisiinde gorev yapar. MTHFR,
5,10 metilentetrahidrofolatt (5,10-metilenTHF) geri doniisiimsiiz olarak 5-metil
tetrahidrofolata (5-metil THF) doniistiiriir. 5-metil THF; DNA metilasyonu ve metiyonin
sentezi icin metil grubu saglar. 5,10- metilen THF ise deoksiiiridilatin timidilata
doniisiimiinde kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi i¢in 10-formil THF’a okside
olmaktadir. MTHFR geninde meydana gelen bir mutasyon enzim aktivitesini
azaltmaktadir. Azalan MTHFR aktivitesi sonucunda 5- metil THF diizeyi azalmakta, 5,10-
metilen THF miktar1 ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir (Rosenblatt 1994,

Weisberg 1998).

MTHFR geninde goriilen bazi mutasyonlar, enzimde inaktivasyon olusturarak,
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar i¢in Onemli bir risk faktdrii olan
hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olusmasina neden olur (Daly ve ark. 1999, Stern ve

ark. 2000).

Chunca ve ark. (2002) tarafindan Brezilyal ¢ocuklarda yapilan calismada MTHFR
mutasyonlarinin B12 vitamini ve homosistein iizerine etkisi oldugu tespit edilmistir. Ayn1
yilda Zetternerg ve arkadaslan tarafindan abortusla sonuclanan bebeklerde yapilan
caligmada MTHFR 677C-T ve 1298 A-C polimorfizmlerinin beraber bulunma oraninin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Zetterberg ve ark. 2002). Bjelland ve ark. (2003)
yaptig1 calismada folat, B12 vitamini, homosistein diizeyi arasinda MTHFR 677 C-T
polimorfizmine bakilmis ve enzim defektinin depresyona yol actigi bulunmustur. Ayni
yilda Afman ve ark. (2003) yaptig1 calismada ise sistation § sentaz enzimindeki 31 b¢’lik
tekrarlarin MTHFR 677 CT polimorfizmi ile beraber bulundugunda homosistein diizeyini
artirdigin1 tespit etmislerdir. Vaughn ve ark. (2004) tarafindan yapilan c¢alismada
homozigot olarak MTHFR 677 CT ve Metiyonin Sentaz Rediiktaz 66 AG polimorfizmi

birlikte bulundugunda homosistein diizeyini artirdigi bulunmustur.

MTHEFR enziminin eksikligi durumunda klinik semptomlarin genis bir dagilim
gosterdigi agiklanmistir. Hiperhomosisteinemi ve homosisteiniirinin ortaya ¢iktigi ciddi
MTHEFR eksikliginde, periferal noropati, gelisme geriligi, hipotonia, inme, tromboz gibi

klinik ozellikler goriiliir. MTHFR eksikliginin hafif oldugu durumlara populasyon



genelinde oldukca sik rastlanmakta olup, 6zellikle arterial hastaliklarin olusumunda bir risk

faktorii oldugu ileri siiriilmektedir (Goyette 1994).

1. 1. 6. 2. Dehifrofolat Rediiktaz

Dehidrofolat rediiktaz (DHFR; tetrahidrofolat dehidrogenaz; 5,6,7,8-tetrahidrofolat:
NADP" oksidorediiktaz; EC 2.5.2.3) hiicresel metabolizma ve hiicre biiyiimesinde nemli
rolii olan bir enzimdir. DHFR, metabolizmada sentezi olmayan ve gida yoluyla alinan
folatin hiicre icinde kullanilabilmesi ig¢in gerekli olan folik asite indirgenmesinden
sorumludur. Tetrahidrofolik asitin dehidrofolik asite ¢evrilmesini katalizleyen enzim bir
metil tasiyicist1 olarak da gorev yapar. Tetrahidrofolik asitteki bu metil aligverisi
aminoasitler, lipitler pirimidinler ve piirinler gibi baslica metabolitlerin biyosentezi i¢in

gereklidir (Chen ve ark. 1983).

DHEFR, 21.3 kDa’lik bir sitosolik enzimdir (Tauro ve ark. 1976). Kofaktor olarak
NADP’ye gereksinimi vardir. Fonksiyonel DHFR geni Chen ve ark. tarafindan klonlanmig
ve tanimlanmistir (Chen ve ark. 1982, Chen ve ark. 1984). 30 kb uzunlugunda olan gen 5
intron ve 6 ekzondan olugmustur (Chen ve ark. 1984). Bakteri ve memeli organizmalarin
okaryotik gen dizisi ile homolog olan enzimlerin protein sekansi karsilastirilmasindan
intron ve ekzon baglanmalarinin benzemedigi bulunmustur. Bu protein cakismast DHFR
enzimini, tiripsin ve kimotropsin proteinlerini icermis olup sonucunda yiizeydeki bu
degisimlerin aciklamasi olarak enzim aile {yelerinin (serin proteaz gibi) islevsel
farkliliklar1 gosterilmistir. Intron ekzon baglantilarinin kaymasinin (sliding) polimorfizm
olusturma ve farkli dizileri meydana getirmek icin bir mekanizma olusturabilecegi
disiiniilmiistiir. Boylece olusan farkli 6zelliklerin proteinin ¢ekirdek kisminda bir bozulma
olmaksizin gerceklesebilecegini bulmuslardir (Craik ve ark. 1983). insan-fare ve insan —
Cin hamsteri hiicre hibritleri arasinda insan DHFR cDNA problart kullanilarak yapilan
DNA transfer hibridizasyon analizleri sonucunda, insan DHFR geninin fareye gore
kromozomda farkli yerlestigi bulunmustur. Insan DHFR lokusunun 5. kromozom, fare
DHFR dokusunun kromozom 13 iizerinde oldugu tespit edilmistir. Bu bilgi, insan DHFR
geni ile birlikte bulunan ve gene duyarliligi bulunan kromozom 5 markir1 ve insan-fare

hiicre hibritinin duyarli olan difteria toksinin goézlenmesi ile de ispatlanmistir. 5.



kromozom iizerinde yapilan genomik blotlama calismalariyla DHFR geninin 5q11.2-

q13.2°de lokalize oldugu tespit edilmistir (Maurerve ve ark. 1985).

Johnson ve ark. (2004) DHFR enziminin 1. intronunda 19 b¢’lik bir delesyon tespit
etmisler ve bunun DHFR geninin ekspresyonunu etkiledigini gostermislerdir. Ayrica
introndaki bu delesyonun, transkripsiyon faktorlerinden biri olan SP1’in baglanma
bolgesini kapsadigini; bu durumun, DHFR transkriptlerinin azalmasina sebep oldugunu ve
folat kullanilabilirligini azalttigin1 saptamiglar, aym1 zamanda intron 1’in DHFR {izerinde
diizenleyici bir etkisi olmasindan dolay1 da transkriptlerin azalabilecegini diisiinmiislerdir.
Arastirmacilar, DHFR genini intron ve ekzon baglanma noktalarin1 da kapsayacak sekilde
tanimlamay1 amaclamiglardir. Yaptiklan ¢alisma sonucunda kodlama yapilan bolgelerde
herhangi bir gen varyasyonu bulamamislar; ancak genin 5° UTR bélgesinde Guanin ve
Sitozince zengin 9b¢’lik tekrarlar saptamislardir. DHFR enziminin promotor bdlgesinde
bulunan 9 be¢’lik tekrar ve 19 b¢’lik delesyonun gen ekspresyonunu etkiledigi bulunmustur.
Yapilan caligmada 9 bg’lik tekrarin homosistein diizeyi iizerine bir etkisi olmadigi ancak
bu 9 be’lik tekrarlarin 3/6 ve 3/7 tekrarlarinin 3/3 tekrarlar ile beraber bulunmasinin folat
seviyesini artirict yonde bir egilimi olusturdugu belirtilmistir. 19 b¢’ lik delesyonun
homozigot mutant (del/del) ve heterozigot (N/del) genotiplerinin homosistein diizeyini
azaltma yoniinde bir etkisi oldugunu gostermistir. Ayrica cinsiyet ve yas faktorlerinin bu

delesyon iizerine bir etkisi olmadigini saptamislardir (Heijer ve ark. 2007).

DHFR gen ailesi fonksiyonel (hDHFR) ve intronu olmayan genleri icerir. Ug
intronsuz gen (hDHFR-psi 2, hDHFR-psi 3 ve hDHFR-psi 4) introna sahip olan genlere
gore DNA dizilimlerinin farklt olmasindan dolay1 yalanci (pseudo) gen olarak
adlandirilabilir. Bir diger intronsuz gen hDHFR-psi 1 ise fonksiyonel gen ile tamamen
homologdur. Insan-fare somatik hiicre hibridizasyonu calismalar1 ile hDHFR-psi 4
kromozom 3’ te, hDHFR-psi 1 kromozom 18’ de, hDHFR-psi 2 ise kromozom 6’ da
Iokalize oldugu saptanmistir (Anagnou ve ark. 1985). hDHFR-psi 1’in varliginda veya
yoklugunda fonksiyonel geni kodlayan dizinin farklilik gostermesinden dolay1 etnik
kokenlere gore degiskenlik gosterecegi diistiniilmiistiir. hDHFR-psi 1’ in bulunus sikligi
%94 olarak en ¢ok Akdeniz iilkelerinde, en az Amerikali zencilerde %32 olarak bulunur

(Anagnou ve ark. 1988).



Enzim eksikligi, cesitli megaloblastik anemilerine ve mental gerilige sebep olur.
Antifolat metotreksat, DHFR aktivitesini inhibe eden bir maddedir. 1nhibisy0n basta DNA
sentezi, tiimor bilyiimesinde ve homosistein seviyesini artirmada etkilidir (Smulders ve ark.
1998). Yapilan calismalarda megaloblastik anemisi olan bebeklere damar yoluyla 100
mikrogram N(5)formiltetrahidro folatin verilmesiyle tedavi edilebilecegi bulunmus; ancak
formiltetrahidrofolat yerine ayni dozda folik asit verilmesinin aym etkiyi gostermedigi
bulunmustur. Bu bulgu dehidrofolat rediiktaz aktivitesinde bir anormallik oldugunu
gostermis, ayrica hepatik biyopsi bulgulariyla da desteklenmistir (Walters ve ark. 1967).
Tauro ve arkadaslarinin akraba olmayan kalitsal olarak megaloblastik anemi saptadiklari
iki bebegin karaciger hiicrelerinde yaptiklar1 calismada dehidrofolat rediiktaz eksikliginde
folik asitin tetrahidrofolata doniisiimiiniin engellenmis oldugunu tespit etmislerdir. Bu iki
hasta 5-formiltetrahidrofolik asit tedavisine olumlu cevap vermistir. Dehidrofolat
rediiktazdaki anormallik bu iki hastada farkli sekilde bulunmustur. Birincisinde karaciger
enzim aktivitesi ilk asamada tespit edilememis; fakat daha sonra yiiksek katyon
konsantrasyonlar1 ile normal seviyeye donmiistiir. ikinci hastamin enzim aktivitesi ise
yiiksek katyon konsantrasyonun da dahi ancak %50 seviyesinde saptanmistir (Tauro ve
ark. 1976). Hoffbrand ve arkadaglar1 bu ikinci hastay1 mental geriligi ve noropatisi olmasi
sebebiyle gozlem altinda tutmus ve iki yil boyunca iyi hematolojik sonug alinabilen folik
asit tedavisi uygulamistir. Sonucunda ise hastaya ait serumda transkobalamin II eksikligi

bulmuslardir (Hoffbrand ve ark. 1984).

Tetrahidrobiopterin (H4B) endotelyal nitrikoksit sentaz enziminin kofaktoriidiir.
DHFR enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile oksitlenmis formu olan dehidropterininden
olusturulur. Aragtirmacilar, sigir aort damarindaki endotelyal hiicrelerin RNA interferans
ile engellendigini bulmuglar ve sonucunda endotelyal H4B ve nitrik oksit miktarinin
azaldigim tespit etmislerdir (Chalupsky ve Cai 2005). 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada
major ve minor olmak iizere iki promotordan olugan DHFR geninin major promotorunda
hiicre dongiisiine katilmayan hiicrelerde transkripsiyonel baskilanmanin kodlanmayan

transkripler tarafindan yapildigi bulunmustur (Martianov ve ark. 2007).



1. 1. 6. 3. Sistation B Sentaz

Okaryotlarda, karbon zinciri ve amino grubu serinden olusup, sisteinin siilfiir atomu
methioninden elde edilir. Bu sentezde ara metabolit homosisteindir. Homosistein
metiyoninde, sisteinde ve SAM metabolizmasinda bir ayrilma noktasi olarak calismaktadir.
Homosisteinin hemen hemen yarisi remetilasyon dongiisii ile olugsmustur (Finkelstein ve
Martin 1984). Diger yarisi ise transsiilfiirasyon yoluyla sistation beta sentaz (CBS) bu
dontisiimii saglamasiyla olusur. Boylece, CBS homosisteinin doniisiimiine ve sisteinin
biyosentezine direkt olarak katilmis olur. In vitro calismalar SAM fonksiyonlariin
metiyonin dongiisii ve transsiilfirasyon yolunda kilit noktasi oldugunu gostermistir
(Finkelstein ve Martin 1984). SAM’1n CBS aktivitesini SAM’in bulunma miktarina bagh
olarak kontrol ettigi 30 yili askin bir siiredir bilinmektedir (Finkelstein 1975). SAM’1n
yiiksek konsantrasyonu 5,10 metilentetrahidrofolat rediiktaz1 engelleyerek homosisteinin
remetilasyon yolagim sinirlar. Boylece homosistein indirgenmesi transsiilfiirasyon yoluna
yonlenir (Daubner ve Matthews 1982). Transsiilfiirasyon yolu iki adimdan olusmustur.
Birinci adim homosisteinin sistationine doniismesiyken ikinci adim sistationinin sistin ve

o-ketobiitiirata doniismesidir.

Pridoksal 5 fosfat (PLP) enzim ailesinin iiyesi olan insan CBS geni (EC 4.2.1.22)
ilk olarak hamster ve insan hiicre hibritlerinde yapilan calisma sonucu Skavby ve ark.
(1984) tarafindan tespit edilmistir. Bu bilgi Kraus ve ark. (1986) tarafindan in situ
hibridizasyon deneyleri yapilarak desteklenmistir. Genin kromozom 21q22.3 lokalize
oldugu caligmalarla Miinke ve ark. (1988) tarafindan bulunmustur. Kraus vd (1998), tiim
insan CBS genini klonlayip dizisini belirlemis ve 28.046 niikleotidi rapor etmistir. Ayni
yil yapilan calismada CBS geninin 23 ekzondan olustugu ve CBS polipeptidinin 1-14 ve

16 ekzonlar tarafindan kodlandigi bulunmustur.

Fare 16. ekzon ile homolog olan ekzon 15 alternatif kaynagsma bolgesidir. Bu
bolgeden 14 aminoasit kodlanir (Kraus ve ark. 1998). Insan CBS mRNA’sinm 5’-UTR
ucu, alternatif olarak kullanilabilen bes ekzonun birinden olusurken, 3’-UTR ucu 16. ve 17.
ekzonlardan kodlanmaktadir (Chasseine ve ark. 1995, Kraus ve ark. 1998). Bircok

omurgalinin karacigerinden CBS enzimi piirifiye edilmistir (Kraus ve ark. 1978). 1985’de



Mudd ve arkadaslarinin 629 hasta iizerinde yaptiklar1 ¢alismada CBS eksikligi enzim
defekti olarak gosterilmistir (Mudd ve ark. 1985). CBS, homotetromer olan 63 kDa’lik dort
monomerden olusmustur. (Skavby ve ark. 1984). Bu monomerler 551 amino asit
uzunlugunda ve {i¢ ana yapidan olusmustur (Taoka ve ark. 1999). Enzimin 45 kDa’lik aktif
cekirdek bolgesi Glu 37°den Arg 413’e kadar uzanir ve PLP ile bagh olarak bulunur. Bitki
ve bakterilerden izole edilen CBS’in bu 45 kDa’lik aktif bolgesi evrim boyunca enzimin en
¢ok korunmus kismidir. Bundan dolay1 diger enzimlerle benzerligin oldugu kisim enzimin

aktif bolgesidir (Kraus 1998).

CBS geninde lokuslari, bircok DNA dizi tekrarlann ve tek niikleotidlik baz
degisimleri bulunmaktadir (Kraus ve ark. 1998, Kraus ve ark. 1999). Bugiine kadar gende
130’dan fazla mutasyon tanimlanmistir. 1985°te Mudd ve arkadaslarinin siilfiir amino asit
metabolizmasi iizerine yaptiklari ¢alismada CBS mutasyonlarinin en ¢ok goriilen enzim
eksikligi oldugu gosterilmistir (Mudd ve ark. 1985). Kraus ve ark. (1999) yaptiklar
calisgmada CBS eksikliginde en cok rastlanan mutasyon tipinin missense mutasyonlari
oldugunu tespit etmisler ve bunlardan sadece dordiiniin bilinen nonsense mutasyon
oldugunu digerlerinin delesyon ve insersiyon oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilarin
aynm yil yaptigi calismada CBS eksikligi olan hastalarda 71 missens mutasyon
bulunmustur. Bu mutasyonlarin yaklasik 1/3’ii E.coli’de ifade edilmis ve hepsinin CBS
aktivitesini azalttigin1 bulmuslardir. Missense mutasyonlarin dortte biri 3. ekzonda bulunur
(Kraus vd 1999). CBS allerinde %80’den fazla missense mutasyon bulunur. CBS
genindeki mutasyonlarin bazilar1 varlig1 etnik kokenlere gore farklilik gosterir. Ornegin
919 G-A (G307S) doniisiimii Celtic (Ingiltere) (Gallagher ve ark. 1995), 12. ekzondaki
IVS11-2A-C mutasyonu ise dogu ve merkez Avrupa’da goriiliir (Kraus ve ark. 1998). CBS
enziminde gerceklesen mutasyonlar sonucu homosisteiniiri ve homosisteinemi olusur. CBS
eksikligi olan hastalarda homosistein seviyesinin artmasinin yani sira bu kisilerde ayni
zamanda hipermetiyoninemia ve B¢ vitamini yetersizligi goriiliir. CBS enzim eksikligi, goz
(yiksek miyop ve lens kaymasi), iskelet (osteoporoz, marfanoid ozellikler), vaskiiler
sistem (prematiir aterosklerozis) ve merkezi sinir sistemi (mental rotardasyon, piskolojik

rahatsizliklar) olmak {izere baglica dort major organ sistemini etkiler (Mudd 1985).

Transsiilfiirasyon yolunda bircok DNA polimorfizminin kardiyovaskiiler hastaliklarla
iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. 833 niikleotitteki T’den C’ye olan degisim, 8. ekzonda
bulunan 278 I-T ve 307 G-S CBS geninde rastlanan en sik mutasyonlardandir. Farkli



aragtirmacilarin yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda CBS eksikligi olan hastalarin 7. intronun
3’ ucu ve 8. ekzonun 5’ ucu arasinda 68 bg¢’lik bir insersiyon (844ins68) tanimlanmstir.
Ayrica beyaz 1rk allelerinde bu insersiyon sikliginin %35 civarinda oldugu belirtilmistir. 68
bc’lik insersiyonun 53 niikleotidi intron 7°de, 15 niikleotidi ise ekzon 8’1 kapsar
(Kluijtmans ve ark. 1997, Skovby ve ark. 1994, Tsai ve ark. 1996). 1nsersiy0n, islevsiz bir
proteinle sonug¢lanan terminasyon kodonu olusturur. Ayrica insersiyon 7. ekzonun akseptor
splice kisminda olursa, bu akseptor kismindan iki yeni transkript olusmasina sebep olabilir.
Arastirmacilar bu mutasyonun cis konumunda 833T-C degisimi ile beraber bulundugu i¢in
T833C/844INS68 olarak rapor etmislerdir. 7. intronda insersiyon olmaz ve mRNA’da 833
T-C mutasyonu yer almazsa bu iki mutasyonun patonojenik olmadigi bulunmustur (Tsai ve
ark. 1996). CBS844ins68 mutasyonunun enzim aktivitesini etkileyerek homosistein
diizeyini azalttigr tespit edilmistir (Tsai ve ark. 1999, Tsai ve ark. 2000). Bu sebeple
mutasyonun vaskiiler tromboembolik hastaliklara kars1 koruyucu bir etkisi oldugu
diistiniilmiistiir (Zhang ve Dai 2001). Carsten ve ark. (2004) kardiyovaskiiler hastaligi olan
hastalar tizerinde yaptiklar1 ¢alismada ise 844ins68 mutasyonunun homosistein diizeyini
etkilemedigini, MTHFR 677 CT degisiminin ise direkt etkili oldugunu saptamislardir.
Franchis ve ark. (2000) yaptiklann calismada 68 bg¢’lik insersiyonun MTHFR 677 CT
mutasyonuyla beraber bulunmasinin vendz ve arteriyel okliizif hastaliklara yol actigini

bulmuslardir.

1. 1. 6. 4. Timidilat Sentaz

Timidilat sentaz (EC 2.1.1.45) folat-homosistein metabolizmasinda anahtar rol
oynayan enzimlerden bir tanesidir. TYMS deoksiuridin monofosfat (dUMP)’in
deoksitimidin monofosfat (dTMP)’a doniismesinde rol oynar. Bu reaksiyon DNA

replikasyonu ve tamiri i¢in gerekli olan pirimidin biyosentezini gerceklestirir.

Enzim ilk olarak Takeishi ve ark. (1985) tarafindan insan fibroblast cDNA
dizisinden klonlamistir. Ortaya c¢ikan 313 aminoasit proteini 35.7 kD’lik bir molekiiler
kiitle olarak hesaplanmistir. 7 tripeptid bir tetrapeptide ve bir oktapeptid dahil olmak iizere
TYMS’nin baz1 dizileri insan, E. Coli, ve T4 bakteriyofajinda aynidir. Takeishi ve ark.
(1985) ayrica 1.6 ve 1.4 kb’lik 2 mRNA tiiriine artis veren 2 polidenilasyon sinyali



tanimlamislardir. TYMS geni 7 ekzondan olusur ve yaklasik olarak 30 kb uzunlugundadir.
Genin 5” ucu TATA ve CAAT kutular1 igermez (Kaneda ve ark. 1990). TYMS enzimi Cin
hamster hiicrelerinden izole edilmis ve insan limfoblastik hiicreleriyle hibridizasyon
calismalan yapilmistir. Bunun sonucunda insan TYMS geninin kromozom 18’ de l6kalize
oldugunu bulunmustur. Daha sonra yapilan in situ hibridizasyon analizleriyle enzimin tam

olarak kromozom 18q11.32’ de yer aldig1 tespit edilmistir ( Hori ve ark. 1990).

TYMS enziminde bugiine kadar goriilen en sik polimorfizmlerden ikisi gendeki
translasyonu yapilmayan dizi bolgelerindeki baz tekrarlarindan kaynaklanir. Bunlardan bir
tanesi enzimin 5° UTR ucunda 28 be¢’lik tekrarlardan olusan polimorfizmdir. Tekrarlarin
diniikleotid (2R) ve triniikleotid (3R) seklinde olmasi polimorfizmin en sik karsilagilan
tipleridir (Marsh ve ark. 1999). Dizideki bu tekrarlar TYMS’nin aktivitesini ve translasyon
miktarim1 etkiler (Kawakami ve ark. 1999, Kawakami ve ark. 2001). Triniikleotid
tekrarlarin olmasi yiiksek TYMS ekspresyonuyla sonuglanir (Kawakami ve ark. 2001,

Marsh ve ark. 1999).

5,10-MetilenTHF’i kullanabilmek i¢in TYMS, MTHER ile rekabet i¢cinde oldugunu
digiinen Trinh ve ark. (2002) TYMS’ deki bir polimorfizmin enzim aktivitesinde
degisiklige sebep olacagini, bunun da plazma folat seviyesi ve sonucunda indirek olarak
plazma homosistein seviyesini etkileyecegi hipotezini kurmuslardir. Arastirmacilar, TYMS
genotipleri ile homosistein ve folatin plazma konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiyi
Singapurda yasayan Cinlilerde incelemislerdir. Calisma sonucunda TYMS enziminde
triniikleotid tekrarlarinin homozigot (3R/3R) genotipinde olmasi folat konsantrasyonunun
azaldigim1 ve homosistein seviyesinin artigini bulmuslardir. Bu etkilesim MTHFR 677 CT
genotiplerinin homosistein ve folat konsantrasyonlarina olan etkisinden bagimsiz olarak
diisiiniilmiistiir. Bu sonu¢ homosisteinin remetilasyon dongiisiindeki folat gereksinimi olan
substratlar icin TYMS ve MTHFR’nin rekabet i¢inde oldugunu gosterir. Thrin ve ark.
(2002) homosistein ve folat diizeyleri hakkindaki bu genetik bulgunun kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in risk olabilecek faktorlerin bulunabilmesi icin yararli bir bilgi oldugunu
saptamistir. Buna karsilik Brown ve ark. (2004) Avrupa’nin kuzeybatisinda yasayan erkek
ve kadinlar arasinda yaptiklar1 calismada ise 3R/3R genotipinin homosistein ve folat

tizerine bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir.



Diger TYMS polimorfizmi enzimin 3’ ucundaki translasyonu yapilmayan bolgede
6 bc’lik insersiyon/delesyon seklinde gerceklesir (Ulrich ve ark. 2000). Kealey ve ark.
(2005) TYMS 3’UTR ucunda iiriine ¢evrilmeyen dizilerde goriilebilen
insersiyon/delesyonun etkilerini folat ve homosistein diizeyleri belirlenen 444 geng (20-26
yas) arasinda incelemislerdir. Kirmizi kan hiicrelerindeki 3’UTR ucundaki 6 bg’lik
insersiyon/delesyon ile folat ve homosistein konsantrasyonlar1 arasinda onemli bir iliski
saptamiglardir. Yapilan calismalar sonrasinda arastirmacilar TYMS 5’UTR ucunda 28
be¢’lik tekrarlarin ve 3’UTR ucundaki 6 bg’lik insersiyon/delesyonun spina bifida ve NTD
icin bir risk faktorii olabilecegini soylemislerdir (Volcik ve ark. 2003).

Piirin ve pirimidin niikleotiterinin biyosentezinde folik asit cok ©nemli bir
maddedir. dUMP, 5,10-MTHF’nin metil donorii olarak kullanilip TYMS enziminin
katalizledigi bir reaksiyon sonucu dTMP’ye doniisiir. Folik asit diizeyi diisiik oldugunda,
dUMP miktar1 dTMP miktarina gore artar. DNA polimeraz enzimi timin ve urasil
arasindaki farki anlayamayarak DNA zincirine timin yerine urasil niikleotidini sokar
(Wickramasinghe ve ark. 1994). Bu yanlishk sonucu DNA zincirlerinde kirilmalar
gerceklesir. DNA stabilitesindeki bozukluk DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan
diizeltilir. Ancak folat miktarindaki azalma devam ederse bu yanlis yerlestirme devam
ederek DNA’da geri doniisiimsiiz kirilmalara ve kromozomal hasara sebep olur (Reidy

1987).

Tiirk toplumu iizerinde yapilan arastirmalara MTHFR 677 CT ve CBS 844ins68
(Akar ve ark. 1998) daha once konu olmus mutasyonlar iken, TYMS 3’UTR 6b¢’lik

delesyon/insersiyon ve DHFR 19 b¢’lik delesyon ise heniiz calisilmamis mutasyonlardir.



1. 2. MOLEKULER TEKNIiKLER

1. 2. 1. DNA Ekstraksiyonu

DNA’lar, kan orneklerinden fenol/kloroform yontemiyle ekstrakte edilmis ve

etanol ile muamele edilerek ¢oktiiriilmiistiir.

1. 2. 2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Hiicreden kaynaklanmis bir yontem olarak polimeraz zincir reaksiyonu, DNA
klonlanmasin1 kolaylastirarak, rekombinant DNA arastirmalarimin giiclii bir teknigi
olmustur ve pek ¢ok durumda konake hiicrelerin kullanildigi klonlamanin yerini almistir.

Yani, bir ¢esit in vitro klonlamadir (Klug ve Clummings, 2002).

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan
cogaltilmasina dayanir. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in yok denecek kadar az miktarda
DNA bile yeterlidir. PCR ile belirli bir bolgeyi cogaltabilmek icin, hedef DNA’nin
niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmig
niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler gerektirir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis
DNA’ya baglanacak olan iki oligoniikleotid primerin sentezi icin kullanilir. Primerler,
cogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayici diziler ile hibridize olur. Isiya
dayanikli bir polimeraz, deoksiniikleotid trifosfatlar1 (ANTP; A, C, T, G) kullanarak
calisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezini saglar. Polimerazin calismasi i¢in tampon
gorevi yapacak maddeler ve tuzlar (genellikle Tris ve KCl), ayrica 6nemli olan bir kofaktor

olan Mg+2 iyonlar1 gereklidir (Klug ve Clummings, 2002).

PCR, DNA ipliklerinin yiiksek sicaklik ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon),

sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasim (hibridizasyon), daha



sonra da zincir uzamasi (polimerizasyon), ve bu dongiilerin istenilen belirli sayida
tekrarlanmasina dayanir. Bu ii¢ adim bir PCR dongiistinii olugturur. Elde edilecek {iriiniin
miktar1 teorik olarak, bu {i¢ temel basamagin tekrar sayisina baghdir. Olusturulan DNA
zincirlerinin sayis1 her dongiide iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip
gorevi goriirler. Islem 151 doniistiiriiciisii (thermocycler) denilen makinelerde, onceden
dongii sayis1 ve sicaklik kosullar1 belirlenen programlarla otomatik olarak gerceklestirilir.
Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tam1 ve genetik taramalar gibi diger islemlerde
kullanilmak iizere bol miktarda hedef DNA parcalart elde edilir (Akar,1999, Klug ve
Clummings, 2002).

[Ik adimda, cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincir haline getirilir. Bu
genomik DNA; kurumus kan ya da semen gibi adli tip 6rnekleri, uzun siire saklanmis tibbi
ornekler ve tek bir sag teli gibi degisik kaynaklardan elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek
zincirli hale gelene kadar 90-95°C * de yaklagik 5 dakika siireyle 1sitilir. Sicaklik 50-70°C
arasinda bir degere diisiiriilerek primerlerin tek zincirli DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu
primerler 15-30 niikleotid uzunlugunda yapay oligoniikleotidlerdir ve cogaltilacak
DNA’nin smirlandirilmast i¢in baslangic noktasi ve bitis noktasi olarak gorev yaparlar.
Reaksiyon karistmma DNA polimeraz enziminin eklenmesiyle 70-75°C sicakliklari
arasinda DNA sentezi gerceklestirilir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5° ucundan 3’ ucuna
dogru ekleyerek, primerlerin uzamasimi saglar ve hedef DNA’min iki zincirli kopyasini

olusturur (Klug ve Clummings, 2002).

PCR’dan iyi sonu¢ alinabilmesi degisik faktorlere baglidir. DNA polimerazin iyi
caligabilmesi en etkin oldugu pH’in tim uygulama boyunca korunabilmesi en 6nemli
faktorlerdendir. Bu amacla genellikle Tris.HCI pH: 8.4 tepkime karisitminda son degisimi
10mM olacak sekilde kullanilir. PCR karisiminda tek degerli katyonlarin 6zellikle 50-60
mM diizeyinde K* bulunmasinin, ¢ogaltilmay1 6nemli olgiide artirdid1 saptanmustir. Yine
karisimda 100ug/ml jelatin bulunmasinin da benzer etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica,
serbest magnezyum (MgCl,) konsantrasyonunun azaltilmasi ile Taq polimeraz dogrulugu
artirilabilir. ANTP, DNA ve proteinlerin timii Mg+2 iyonuna baglandiklar1 i¢in her PCR
protokoliinde Mg+2 konsantrasyonu ampirik olarak ayarlanmalidir. Fazla Mg+2, enzimin

spesifikligini azaltir, az1 ise; enzimin inaktif olmasina yol acar (Akar 1999).



1. 2. 3. Restriksiyon Enzimleriyle Kesim

PCR iiriinlerinin incelenmesinde degisik molekiiler teknikler bulunmaktadir. Bu
tekniklerin en sik kullanilanlarindan biri, PCR fiiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz (RE)
enzimleri ile muamele edilerek incelenmesidir. Restriksiyon enzimleri, DNA ¢ift
sarmalinda kendilerine 6zgii tamima dizilimini seker ve fosfat omurgasindan kirar ve bu
sekilde DNA’y1 maniiple etmeyi miimkiin kilarlar. Tanima dizileri cogu restriksiyon
enzimi i¢in DNA zincirinin her iki iplik¢iginde de aynidir, bunlar “palindromik diziler”
olarak adlandirilir. Bakterilerin biiyiik bir boliimii bir veya birkac tiirde RE sentezler. Esas
gorevleri; digsaridan bakteriye giren bazi 0zel gen veya markerlan tasiyan genetik
materyalleri ayristirarak mutasyonlara mani olmak ve genetik yonden kararlilig
korumaktir. Bu mekanizma, gercekte bir savunmadir. Bakteriye 6zgii bu enzimler, ¢ift
sarmalli DNA iizerinde 6zgiin bolgeyi tanirlar ve cift sarmallt DNA’nin her iki zincirindeki

fosfodiester bagini keserek DNA’y1 iki parcaya ayirirlar (Akar 1999).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri adlandirilirken izole edilen prokaryotun cins
isminin ilk harfi ve tir isminin ilk iki harfi kullanilir. Izosizomerler ise; farkli
mikroorganizmalardan elde edilip, DNA iizerinde aym diziyi tanmyip kesim yapan

RE’lerdir (Akar 1999).

1. 2. 4. Gercek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR, RT-PCR)

Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gdsteren florosans sinyalin
oOlctilmesiyle kisa siirede, kalitatif ve kantitatif sonu¢ verebilen PCR yontemidir. Florosans
sinyal ol¢timii DNA cift zincirine baglanan boyalar (etidyum bromid, SYBR Green I) ve
hibridizasyon problar1 ( Florosans Resonans Enerji Transfer = FRET ) ile yapilir.

Hibridizasyon problari, iki farkli florosans boya ile boyanmis diziye ozgii
oligoniikleotidlerdir. Florosans boyalar, oligoniikleotidlerin 3’, 5’ ucuna veya ic

bolgelerine eklenir. Bir set hibridizasyon probu hedef DNA’y1 bastan sona hibridize

edebilecek bir c¢ift oligoniikleotid igerir. Oligoniikleotidlerden biri 3’ucundan fluorescein



(3-FL) ile digeri de 5’ucundan LightCycler Red 640(L.C640) veya LC 705 (S5LC) ile
isaretlenmistir ve serbest olan 3’-hidroksi ucu genelde polimeraz etkisiyle olusacak
uzamay1 Onlemek icin bir fosfatla bloke edilmistir. Problar bolgeye 6zgii tasarlandig1 ve
ancak iki prob arasinda 1-5 niikleotid kadar bir mesafe oldugu takdirde bir enerji transferi
olusur, boylece non-spesifik 1simalar gozlenmez. Florosans boyanin uyarilmasi ve sahip
oldugu enerjiyi diger florosan boyaya aktarasina FRET denir. Florosans boyalar
amplifikasyonun sonuna kadar DNA zincirine bagh olarak bulunur. Erime sicakligina
geldiginde 1s1 ile birlikte bagl oldugu diziden koparlar. Analiz, mutant ve normal dizi
problarinin diziden ayrilmasi i¢in uygulanan sicaklik farkliligimi temel alan bir sistemle

gerceklestirilir (http://dna-9.int-med.uiowa.edu).

Klinik uygulamalar1 giderek artan real-time PCR sistemleri, hastaliklarin tanisinda
ve nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde sagladigi distiinliikler nedeniyle tercih
edilmektedir. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yayginlagsan real-time PCR
sistemleri, hiz ve kaliteye onem veren molekiiler genetik laboratuvarlarinin pek c¢ok

sorununa ¢6ziim olmaktadir (http://www.genetiklab.com).

Real-time PCR’da iiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle,
agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor otesi 151k altinda goriintiillenmesi gibi
islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Real-time PCR iiriinlerinin kalitatif ve
kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresans boyalardan ya da diziye 6zgiin
problardan yararlanilmaktadir. Boylece sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon riski
azalarak tiim islemler sicaklik dongiileri baslayinca otomatik olarak devam etmektedir

(http://www.takarabiousa.com).




2. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Ana
Bilim Dali; Pediatrik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Homosistein  diizeyi belirlenen ve herhangi bir hastalikla
iliskilendirilmemis yas aralig1 19 ila 88 arasinda olan 181 kadin, 115 erkekten olusan 296
birey calisma grubu olarak belirlenmistir. Calisma Oncesi bireylerden calismaya dair onam

formlart doldurtularak izinleri alinmistir.

2.1. YONTEMLER

2. 1. 1. DNA Ekstraksiyonu

Caligma grubunu olusturan hastalardan 1ml 0,5 M Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA,
Sigma, ABD) tiip icerisine 9 ml kan 6rnegi alinmistir. Alinan kan 6rnegi falkon tiip
icerisinde 25 ml RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu (155 mM Amonyum Klorid,
AppliChem, Almanya); 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA
(AppliChem, Almanya) ile calkalanarak 20 dakika buzda bekletilmistir. Sogutmali
santrifiijde (Hettich, Almanya) +4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatant dokiilerek, pellet iizerine tekrar 25 ml RBC Lizis soliisyonu eklenmistir. Bu
islem tiim eritrositler giderilene kadar tekrarlanmistir. Dipte kalan 16kositler tizerine 1000
ul. RBC Lizis soliisyonu eklenerek, bu karisimin 800 ul’si ependorf tiipiine alinarak stok
olarak saklanmigtir. Geriye kalan 200 ul’lik karisim ependorf tiipiine alinarak, iizerine 20
pg/ml olacak sekilde Proteinaz K enzimi (Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5
olacak sekilde %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS, Merck, Almanya), l6kosit hacminin
2,5 kati1 olacak sekilde niikleaz soliisyonu (10 mM Trisklorid, Amresco, ABD) pH : 8; 100
mM Sodyum Klorid, 1 mM EDTA (pH: 8) ve 5 ul internal kontrol (Roche Diagnostics,
ABD) eklenerek bir gece 56°C’de sicak su banyosunda (Kotterman, Almanya)

bekletilmistir.



Ikinci giin 1:1 oraninda Fenol/Kloroform (Merck, Almanya), [zoamilalkol (Merck,
Almanya) eklenerek 10 dakika calkalanmistir. Buz icerisinde 20 dk bekletilerek +4°C 4000
rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. ki faza ayrilan karigtmin iist kismi baska bir ependorf
tiipiine alinarak iizerine toplam hacmin 1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve
toplam hacmin 2 kat1 kadar %95’lik alkol (Tekel, Tiirkiye) eklenmistir. Ependorf tiipii alt-
tist edilerek DNA goriiniir hale getirildikten sonra -20°C’de bir gece bekletilmistir.

Uciincii giin +4°C 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriilmiistiir.
Siipernatant dokiilerek tiipe S00 pl %70’lik alkol eklenir ve +4°C 4000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda alkol dokiilmiis ve tiip, kurutulmaya birakilmistir.
Kurutulduktan sonra tiip igerisine Tris-EDTA (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA) soliisyonu
eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek DNA nin ¢oziilmesi saglanmustir. izole edilen DNA

+4°C’de saklanmustir.

2. 1. 2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Bu calismada PCR teknigi kullanilarak, CBS 844ins68, TYMS 3’ UTR 6 b¢’lik
insersiyon/delesyon ve DHFR 19 bg¢’lik delesyonu kapsayan enzim gen bolgelerinin

amplifikasyonlar1 gerceklestirildi.

2. 1. 2. 1. CBS 844ins68 mutasyonu tayini

CBS 844ins68 mutasyonu tayini i¢in yapilan PCR’da son konsantrasyonlar1 0.1

pg/ml olan iki primer kullanildi:

Forward: 5’ -CTGGCCTTGAGCCCTGAA- 3’

Reverse: 5° -GGCCGGGCTCTGGACT- 3° (MWG Biotech, Almanya)

Diger PCR kompanentleri ise; son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP,
dGTP, dTTP, dCTP (Fermentas, Litvanya), Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya),



10mM Tris-HCI (oda sicakhiginda pH: 9.0), SOmM KCl ve 0.1% Triton®, 25mM
MgCl2’diir. Son hacim 50 pl’ye ddH,O ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu

gergeklestirilmistir.

CBS 844ins68 mutasyonu i¢in polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari ise :
94°C’ de 5 dk, 94°C* de 0.5 dk, 55°C’ de 0.5 dk, 72°C’ de 0.5 dk ve son siklusta
2°C’de 5 dk olarak gergeklestirilmistir (Thermoline, ABD). Polimeraz zincir reaksiyonu
sonrasinda 184 b¢ ve 252 be¢’ lik iki fragment beklenmektedir. PCR iiriinleri i¢in % 2’ lik
agaroz jele 10ul tiriin yiiklenmistir (Sekil 2.1).

ACTTGGAGCCTGGGTTCTTGGGTTTCTCATCCTGCCTCTGAGGCTGGGAAC
AGGCCACCACCCACAGGCAGATCATTAACAGGCAGTTGTTAACGGCGGTA
TTGGCCACTCCCATAATAGAATATCGAGGCATGTCCAGGCGGGGCTTTTG
CTGGCCTTGAGCCCTGAAGCCGCGCCCTCTGCAGATCATTGGGGTGGATC
CCGAAGGGTCCATCCTCGCAGAGCCGGAGGAGCTGAACCAGACGGAGCA
GACAACCTACGAGGTGGAAGGGATCGGCTACGACTTCATCCCCACGGTGC
TGGACAGGACGGTAGGTCGAGTCCAGAGCCCGGCCACAGTGCCGGTGCAGCC
TGTAACTC

Dizi 2.1: CBS844ins68 mutasyonunun tespit edilebilmesi icin PCR ile cogaltilmis dizi.
Primerler alti ¢cizili olarak gosterilmistir.

2.1.2.2. TYMS 3’ UTR 6 b¢’lik insersiyon/Delesyon Tayini

TYMS 3’ UTR 6 b¢’lik insersiyon/delesyon tayini i¢cin PCR isleminde son

konsantrasyonlar1 0.1 pg/ml olan iki primer kullanildi:

F: 5 -CAAATCTGAGGGAGCTGAGT-3’

R: 5°- CAGATAAGTGGCAGTACAGA-3’ (MWG Biotech, Almanya)




PCR kompanentleri; son konsantrasyon 2mM olacak sekilde dATP, dGTP, dTTP,
dCTP , Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya), 10mM Tris-HCI (oda sicaklifinda pH:
9.0), 50mM KCIl ve 0.1% Triton®, 25mM MgCl, olacak sekilde son hacim 100 pl’ye

ddH; O ile tamamlanarak reaksiyona sokulmustur.

TYMS 3* UTR 6 b¢ ‘lik insersiyon/delesyon icin polimeraz zincir reaksiyonu
sicaklik sartlari ise: 95°C” de 15 dk, 94°C” de 40 s, 58°C’ de 40 s, 72°C’ de 40 s ve son
dongiide 72°C’de 5 dk olarak gergeklestirilmistir (Biometra, ABD). Polimeraz zincir
reaksiyonu sonrasinda TYMS 3 UTR 6 b¢’lik insersiyon/delesyon icin 148 bg
uzunlugunda oligoniikleotit {iriin elde edilmistir. PCR {iriinleri 2%’luk agaroz jele 10 pl

yiiklenmistir.

TTTGGAATATTTTTAGAATATTTTAAGAATTTCACAAGCTATTCCCTCAAATCT
GAGGGAGCTGAGTAACACCATCGATCATGATGTAGAGTGTGGTTATGAACTTT
AAAGTTATAGTTGTTTTATATGTTGCTA///[TAATAAAGAAGTGTTCTGCATTCGT
CCACGCTTTGTTCATICTGTACTGCCACTTATCTGCTCAGTTCCTTCCTAAAATA
GATTAAAGAACTCTCCTTAAGTAAA

Dizi 2.2: TYMS 3’ UTR 6 b¢ ‘lik insersiyon/delesyon mutasyonunun tespit edilebilmesi icin
PCR ile ¢ogaltilmis dizi. Primerler alti ¢izili olarak gosterilmistir. Dra I enzimi kesim
noktalar birbirinden egik cizgi ile ayrilmustir.

2. 1. 2. 2. 1. TYMS 3’ UTR 6 b¢’lik Insersiyon/Delesyon Mutasyonunun Dra 1 ile

Analizi

PCR’lan yapildiktan ve olusan 148 b¢’lik PCR iiriinleri agaroz jelde incelendikten
sonra PCR’lar1 olan 6rnekler Dra I restriksiyon endoniikleazi ile kesilir (Fermentas, ABD).
Tango restriksiyon endoniikleaz tamponu, kisi basina 10 iinite restriksiyon endoniikleaz
enzimi, PCR iiriinleriyle muamele edilerek enzimin optimum ¢aligma sicakliginda ( 37°C )
14-16 saat inkiibe edilir. Kesim sonrasinda oOrnekler %10’luk poliakrilamid jel

elektroforezinde (PAGE) yiiriitiilerek Etidiyum bromide ile boyanarak UV’de goriintiilenir.




Olusan bantlara gore insersiyon/delesyon, insersiyon/insersiyon veya delesyon/delesyon

seklinde mutasyonu tasiyan bireyler tayin edilir.

PAGE’de yiiriitme sonucu; 148 b¢’lik bant delesyon/delesyon genotipini; 148bg, 88
b¢ ve 60 bg¢’lik bant insersiyon/delesyon genotipini; 88 b¢ ve 60 bc¢’lik bantlarinin

goriilmesi ise insersiyon/insersiyon genotipini olarak degerlendirilir (Sekil 2.4).

2. 1. 2. 3. DHFR 19 b¢’lik Delesyon tayini

DHEFR 19 bg’lik delesyon tayini i¢cin PCR isleminde son konsantrasyonlari
0.1pg/ml olan ii¢ primer kullanildu:

Primer 1: 5" -CCACGGTCGGGGTACCTGGG-3’
Primer 2: 5’- ACGGTCGGGGTGGCCGACTC-3’

Primer 3: 5’-AAAAGGGGAATCCAGTCGG-3’ (MWG Biotech, Almanya)

PCR kompanentleri; son konsantrasyon 2mM olacak sekilde dATP, dGTP, dTTP,
dCTP (Fermentas, Litvanya), Tag DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya), 10mM Tris-
HCI (oda sicakliginda pH: 9.0), 50mM KCI ve 0.1% Trit0n®, 25mM MgCl; olacak sekilde

son hacim 50 pl’ye ddH; O ile tamamlanarak reaksiyona sokulmustur.

DHFR 19 b¢’lik delesyon i¢in polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlart ise:
94°C’ de 1 dk, 94°C’ de 55 s, 64°C’ de 55 s, 72°C° de 55 s ve son dongiide 72°C’de 12 dk
olarak gerceklestirilmistir (Biometra, ABD). Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda 96 bg
ve 113 b¢’lik frangmentler elde edilir. PCR fiiriinleri % 4’liikk agaroz jele 10 ul yiiklenir.
113 be¢ ve 96 b¢’lik bantlarinin goriilmesi normal/delesyon; 96 bg’lik bandin goriilmesi
delesyon/delesyon ve 113 bg’lik bandin goriilmesi normal/normal genotipi olarak

degerlendirilir.



2. 1. 3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD), kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde
hazirlanir. Bizim calismamizda CBS844ins68 ve TYMS 3° UTR 6 bg¢’lik insersiyon
/delesyon PCR fiiriinlerini %2’lik, DHFR 19 b¢’lik delesyonu i¢in yapilan PCR iiriinlerini
ise %4’liik agoroz jelde degerlendirdik. %?2’lik agaroz jel i¢in 2 g , %4’liik agaroz jel i¢in 4
g agaroz tartilip, TBE 1X (Tris-HCI Borik asit, EDTA) soliisyonu ile 100 ml’ye tamamlanir.
TBE 1X soliisyonu, TBE 5X soliisyonunun (Tris 54 g, Borik asit 27.5 g, 0.5 M EDTA 20 ml
olarak alimir ve 1 It deiyonize suya tamamlanarak yapilir.) 1/5 oranminda ddH,O ile
seyreltilmesiyle hazirlanir. Agoroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga
firinda kaynatilir. Uzerine Etidyum Bromit (Sigma, ABD)’in %5’lik stok soliisyonundan 2
ul ilave edilir. lyice karstirildiktan sonra 6nceden uygun taraklar konularak hazirlanmis
olan jel tabagina (Qwl Scientific, ABD) dokiiliir. Agarozun donmasi i¢in yaklasik 30 dk
beklenir. Jelin donmasindan sonra jel tabagi ile birlikte elektroforez tankina (Biometra,
Almanya) yerlestirilir. Elektroforez tanki TBE 1X soliisyonu ile jelin iistii kapanacak
sekilde doldurulur. PCR iiriinlerinden 10 pl alinip, 3-5 pl Brom-Fenol Mavisi (BBF, Merck,
Almanya) ile karistirilarak jele yiiklenir. PCR {iriinlerinin degerlendirilmesi ve reaksiyonun
istenilen uzunluktaki dogru bolgeyi ¢ogalttigim gorebilmek icin marker (dX174 DNA Hae
IIT BioLabs, ABD) PCR iiriinleri ile birlikte jele 5 pl kadar yiiklenir. 80 V akimda 25-30 dk

yiriitiiliir. Ultraviyole 151k (Spectroline, ABD) altinda incelenir ve fotograflanir.

Sekil 2.1. : CBS844ins68 mutasyonu PCR iiriinlerinin elektroforez fotografi. Ik ornek
marker (®X174 DNA Hae 1ll), 1 ila 4. drnekler 252 b¢’lik homozigot normal PCR
iiriinlerini, 5. drnek ise heterozigot insersiyon/delesyon PCR iiriiniinii gostermektedir.



Sekil 2.2. : DHFR 19 b¢’lik delesyonu PCR iiriinlerinin elektroforez fotografi. Ilk érnek
marker (DX174 DNA Hae Ill), 1, 2, 5 ve 6. ornekler heterozigot (Normal/Delesyon), 3.
ornek homozigot mutant (Delesyon/Delesyon), 4. drnek ise homozigot normal
(Normal/Normal) PCR iiriiniinii gdstermektedir.

M 1 2 3 4 5 6

Sekil 2.3.: TYMS 3’UTR insersiyon/delesyonu icin elde edilen PCR iiriinlerinin
elektroforez fotografi. llk ornek marker (©X174 DNA Hae I11).

2.1.4. MTHFR 677 CT Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gercek zamanli PCR uygulamasinda erime egrisine gore analiz temeline dayanan

Light Cycler (Roche Molecular Biochemicals, Manheim, Almanya) cihaz1 kullanilir.

Teknik icin borosilikattan yapilmis olan kapiller tiipler ve MTHFR 677CT polimorfizmi

belirleme kiti (Roche Molecular Biochemicals) kullanilir. Florasans rezonans enerji

transfer teknolojisi ile florasans sinyallerinin algilamasina dayanan sistemde kullanilacak

kit, problar ile isaretlenmis olan iki florasans boyadan olusur. Florasans sinyaller Light

Cycler cihazinda analiz edilir.



Gergek zamanli PCR amplifikasyonu i¢in sicaklik sartlar: 95°C” de 10s, 55°C de
10s, 72°C” de 15 s olarak gerceklestirilmistir. Erime egrisi analizi 94°C” de 0s, 40°C* de 5 s
ve 80°C” de 0 s olmak iizere ic asamada yapilir. Erime egrisi analizinden sonra kisa bir
soguma prosiidiirii gerceklestirilir. Analiz 55°C” de ve 64°C’ de baglanan problara gore
yapilir. Homozigot mutant olan TT alleli i¢in 55°C* de ve 64°C’ de iki pik goriiliir.
Heterozigot olan CT alleli i¢in 55°C” de tek pik ve homozigot normal olan CC alleli icin

64°C’ de tek pik goriliir.

GAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAGCCG
ATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAA
GGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCAT
CCAGGTGAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCACCCCACTCTCACCG
CACCGTCCTCCTTGAACAGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATT

Dizi 2.3: MTHFR 677 CT degisiminin tespit edilebilmesi icin RT-PCR ile cogaltilmis dizi.
Primerler alti ¢izili olarak gosterilmigtir.
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Sekil 2.4: MTHFR 677 CT Genis zamanli PCR analizi. A: homozigot CC alleli; B:
Heterozigot CT; TT: homozigot mutant genotip

2. 1. 5. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Elektroforez Aparatinin Hazirlanmasi: Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra

deiyonize suyla durulanir. %70’lik alkolle temizlenir ve kurulanir. 0.8 mm’lik spacerlar



yardimiyla arada 0.8 mm bosluk birakilmasi saglanir ve klemplerle sabitlenir. Jel

dokiildiikten sonra yine 0.8 mm’lik tarak oturtulur.

%10’luk Jelin Hazirlanmasi: Stok olarak hazirlanan %30’luk akrilamid, Bis-
akrilamid soliisyonundan 16,6 ml, TBE 5X tamponundan 10 ml, 350ul 10%’luk
Amonyum Persulfat (Sigma, ABD) ve 23.05 ml deiyonize su bir beherde manyetik
karistirici yardimi ile kanstirildiktan sonra iizerine, 17 pl TEMED (Tetra Etil Metilen
deaimin, Sigma, ABD) konularak, hazirlanan camlarin arasina dokiiliir. Yiikleme yapilacak
hazneleri olusturmak {izere uygun taraklar takilarak donmasi1 beklenir. Jelin
polimerlesmesinden ve taraklarin ¢ikarilmasindan sonra camlar vertikal jel elektrofezine
yerlestirilerek iizeri TBE 1x soliisyonuyla doldurulur. Orneklerden 10 ul kuyucuklara
yiiklenerek 150 V, 15 mA’de, sogutma yapilmaksizin 3 saat siireyle olacak sekilde akima

tabi tutulur. Bantlar, giimiis boyama teknigiyle boyanarak goriiniir hale getirilir.

2. 1. 6. Giimiis Boyama

Glimiis boyama icin %]1’lik giimiis nitrat, %15'lik Sodyum Hidroksit (NaOH),
%7,5’lik Sodyum Bikarbonat soliisyonlar1 kullanildi. Bu kimyasallarin hazirlanma asamasi
ise su sekildedir; %1’lik giimiis nitrat soliisyonu, 5 g giimiis nitrat (AgNO3) (AppliChem,
Almanya) tartilip distile su ile 500 ml’ ye tamamlandi. %15'lik sodyum hidroksit (NaOH)
soliisyonu, 150 g kati sodyum hidroksit distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. %7,5’lik
sodyum bikarbonat (Na,COs) distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlandi. Ozellikle

hazirlanan giimiis stogu giines almayacak sekilde saklandi.

Elektroforez sonrasi jel, stok soliisyonundan distile su ile 9:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanan %0, 1’lik giimiis nitrat soltisyonu ile 15 dk muamele edildi. Daha sonra %1,5’lik
sodyum hidroksit soliisyonuna formaldehit eklenip giimiis soliisyonunu asamasini takiben
jelle muamele edildi. Jel %0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu i¢inde birka¢ dakika

birakilarak boyama islemi sonlandirildi.



Sekil 2.5: TYMS 3’ UTR 6 b¢’lik insersiyon/delesyon mutasyonunun Dra I enzimi ile
kesim iiriinlerinin %10’luk PAGE goriintiisii. I, 5 ve 7. ornekler insersiyon/insersiyon
genotipini; 2, 4ve 9. ornekler insersiyon/delesyon genotipini; 3, 6 ve 8. ornekler ise
delesyon/delesyon genotipini gostermektedir.

2.1.7. iISTATISTIKSEL ANALIZ

Oncelikle homosistein diizeylerine ait verinin dagilimi incelendi. Bu dagilimin
normal olmadigi goriildii (Tablo 3.1). Bu nedenle tiim istatistik analizi boyunca iki yol
izlendi:

1. Homosisten diizeyinin dogal logaritmasi (In) alinarak dagilim normallestirildi ve

bu veri iizerinde parametrik (Anova vb) testler uygulandi.

2. Homosistein diizeylerinin orjinal hali kullanildiginda ise non-parametrik
istatistik testler (Kruskal-Wallis, spearman korrelasyon vb) kullanildi. Ayrica tiim
degiskenlerin birarada kontroliinii saglayan cok degiskenli Lineer Regresyon analizi

kullanildi. Odds degerleri (OR) ise %95 giiven araliginda hesaplanmistir.



3. BULGULAR

296 homosistein diizeyi belirli olan birey lizerinde yaptigimiz ¢calismada MTHFR
677 CT, CBS 844ins68, TYMS 3’UTR 6 b¢’lik insersiyon/delesyon ve DHFR 19 b¢’lik
delesyonu incelenmis, ayrica bu mutasyonlarin homosistein diizeyi iizerine olan etkileri

arastirilmastir.

Ikiden cok bagimsiz grup verilerinin degerlendirilmesinde gruplar1 birbirinden
ayiran tek 6zellik oldugu, ya da gruplarin tek degiskenin degerleri ile ayrildigr zaman tek
yonlii varyans analizi (Anova) kullanilir. Anova testinin verilere uygulanmasi i¢in bagimli
degiskenin normal dagilim gostermesi gerekmektedir. Calisma grubuna ait homosistein

diizeyleri normal bir dagilim géstermemektedir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Calisma grubuna ait homosistein diizey verilerinin dagilim tablosu

Normal dagilim o6zellikleri gOstermesi ve testin uygulanmasi i¢in homosistein
diizeylerinin dogal logaritmasi (In) alind1 (Tablo 3.2). Calisilan enzimlerin tek baslarina
homosistein diizeyi iizerine etkisini gdérmek hem In’i alinmis homosistein degiskeni
kullanilarak ANOVA hem de non-parametrik olan Kruskal-Wallis testi ve sonuclarin

desteklenmesi i¢in de Bartlett’s testi uygulandi.



Tablo 3.2: Verilerin normal dagilim gosterebilmesi icin yapilabilcek degisimler
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MTHFR 677 CT polimorfizmininin genotipleri, homosistein diizeylerine gore karsilagtirilmistir.
Normal homosistein diizeyine sahip bireyler arasinda CC genotipi 101, CT genotipi 92 ve TT genotipi 11
kiside goriilmiistiir. Bu kisilerde, C alleli siklig1 0.72, T alleli siklig1 1.14’tiir. Yiiksek homosistein diizeyi
saptanan bireyler arasinda ise CC genotipi 40 kisi, CT genotipi 39 kisi ve TT genotipi 13 kiside bulunmustur.
C alleli siklig1 1.19, T alleli siklig1 0.65’tir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 : MTHFR 677 C-T degisimine ait genotip dagilimi

i/ [ g P OR
MTHFR 677 CC 101 (50) 40 (43) - 1
MTHFR 677 CT 92 (45) 39 (42) 0.79 1.08 (0.6-1.82)
MTHFR 677 TT 11(5) 13313 0.01 3.01 (1.2-7.2)
MTHFR 677 C alleli 294 (72) 119 (65) - 1
MTHFR 677 T alleli 114 (28) 65 (35) 0.06 1.4 (0.9-2)

Tablo 3.4: MTHFR 677 CT genotip-homosistein dagilimi



c/C | 2.5046963 .34622559 140

C/T | 2.5077275 .38361493 132

T/T | 2.8486871 .51363889 24
____________ e

Total | 2.5339392 .38881052 296

Analysis of Variance

Source SS df MS F Prob > F
é;;;;;;;;;;;&; 7777777 éi;ggggggi 7777777 N iiggﬁgggil 7777777 éigé 777777 6i666;;
Within groups 42.0082172 293 .143372755
total < 1a.596218 295  .1s117362
Bartlett's test for equal variances: <chi2(2) = 7.3745 Prob>chi2 = 0.025

Yukaridaki tablodan da goriildigii gibi bu calisma grubunda genotipi CC olanlarin ortalama
homosistein diizeyi 12.24 pmol/L, CT olanlarinki 12.3 umol/L, TT olanlarinki ise 17.11 pmol/L olarak
bulunmustur. Bu genotipler arasindaki farkin istatistiksel anlamliligi p degerinin 0.0002 cikmas: ile

goriilmistiir (Tablo 3.4).

Tablo 3.5: MTHFR 677 CT genotiplerinin kendi aralarinda karsilastirilmast

Comparison of loghomo by mthfrl

(Bonferroni)
Row Mean-—|
Col Mean | c/c C/T
_________ o
C/T | .003031
| 1.000
|
T/T | .343991 .34096
| 0.000 0.000

Analizde; MTHFR 677 CC, CT ve TT genotipleri karsilastirilmistir. Genotipler kendi aralarinda da
karsilastirilmistir. CC ve CT genotipleri bireysel olarak homosistein diizeyine etki etmezken TT genotipinin
bir risk faktorii oldugu goriilmektedir (Tablo 3.5). CC ve CT genotipleri, TT genotipiyle karsilastirildiginda
diizeye etkili gibi goriinmektedir (p=0.000). Ancak bunun sebebi TT tek basina olan etkisinden

kaynaklanmaktadir.



Tablo 3.6: MTHFR 677 CT Kruskal-Wallis testi

o +

| mthfrl | Obs | Rank Sum | chi-squared = 9.729 with 2 d.f.

| ———————— fo—— fomm | probability = 0.0077*

| C/C | 140 | 20292.00 | chi-squared with ties = 9.730 with 2 d.f
[ C/T | 132 | 18849.00 | probability = 0.0077*

| T/T | 24 | 4815.00 |

—————— +

Sonuglar yapilan Kruskal-Wallis testi ile de desteklenmis, istatistiksel olarak ayn1 anlamda sonuglar

bulunmustur.(Tablo 3.6) (p= 0077).

DHFR 19 bg¢ delesyonu degerlendirmesine gore; normal homosistein diizeyine sahip bireyler
arasinda normal genotipi 106, heterozigot olan normal/delesyon genotipi 84 ve homozigot mutant olan
delesyon/delesyon genotipi 14 kiside goriilmiistiir. Bu kisilerde, DHFR 19 b¢’lik delesyonu olmayan normal
genotip siklig1 2.96, delesyon genotip siklig1 1.12°dir. Yiiksek homosistein diizeyi saptanan bireyler arasinda
ise normal genotipi 56, normal/delesyon genotipi 33 ve delesyon/delesyon genotipi 3 kiside goriilmiistiir.

Normal allel siklig1 0.45, delesyon bulunan allel siklig ise 0.39’dur (Tablo 3.7).

Tablo 3.7: DHFR 19 b¢’ lik delesyonu icin genotip dagilimi (N= normal, N/Del: normal/delesyon)

asaoine | weomnw | P oR
DHFR N 106 (52) 56 (61) - 1
DHFR N/Del 84 (41) 33 (36) 0.25 0.75 (0.4-1.2)
DHFR Del/Del 14.(7) 3(3) 0.25 0.40 (0.1-1.4)
DHEFR N frekansi 296 (72.5) 45 (79) - 1
DHEFR Del frekansi 112 (27.5) 39 (21) 0.1 0.7 (0.4-1)




Tablo 3.8: DHFR 19b¢’lik delesyon genotip-homosistein dagilimi

dhfrl | Mean Std. Dev. Freq.
,,,,,,,,,,,, o

N | 2.5525444 .40594443 162

N/Het | 2.5148149 .37861067 117

Del/Del | 2.4882622 .28530781 17
,,,,,,,,,,,, o

Total | 2.5339392 .38881052 296

Analysis of Variance

Source SS daf MS F Prob > F
;;E;;;:;;;;;; _______ ;E;Q;QEEE _______ g__izggzggz;é _______ (;;; ______ J;;igg
Within groups 44.461881 293 .151747034
_____ Total ~ a4.596218 295  .1s1173%62

Bartlett's test for equal variances: chi2(2) = 3.2554 Prob>chi2 = 0.196

DHEFR 19 b¢’lik delesyon i¢in yapilan analiz de ise istatistiksel olarak bir anlam bulunamamistir
(p=0.64). Yapilan DHFR genotip analizlerinde risk getirilerininde hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir

(Tablo 3.8).

Tablo 3.9: DHFR 19b¢’lik delesyon genotiplerinin kendi aralarinda karsilastirilmasi

Comparison of loghomo by dhfrl

(Bonferroni)
Row Mean-—|

Col Mean | n n/het
,,,,,,,,, e

N/Del | -.037729

| 1.000
Del/Del | -.064282 -.026553
| 1.000 1.000

Analizde; DHFR genotipleri karsilastirllmistir. Kargsilastirma sonucu yine anlamli p degerine

ulasilmamustir (Tablo 3.9).



Tablo 3.10: DHFR 19b¢’lik delesyon Kruskal-Wallis testi

e +
| dhfrl | Obs | Rank Sum | chi-squared = 0.567 with 2 d.f.
| ————————= - R | probability = 0.7530

| n | 162 | 24531.00 | chi-squared with ties = 0.567 with 2 d.f.
| n/het | 117 | 17088.00 | probability = 0.7530

| del/del | 17 | 2337.00 |

e +

Sonug desteklenmesi i¢in yapilan Kruskal-Wallis analizlerinde de istatistiksel anlam bulunamanustir
(Tablo 3.10).

CBS 844ins68 delesyon/insersiyon mutasyonu degerlendirmesine gore; normal homosistein
diizeyine sahip bireyler arasinda normal genotipi 179, delesyon/insersiyon genotipi 25 kisi saptanmistir.
Yiiksek homosistein diizeyine sahip bireyler arasinda normal genotipi 82 kiside, delesyon/insersiyon genotipi

ise 10 kiside bulunmustur (Tablo 3.11).

Tablo 3.11 :CBS 844insersiyon68 icin genotip dagilimi (N: normal, Del/ins: delesyon/insersiyon)

tHey < 15 tHey >15
CBS n P OR
n =204 n% n =92 n%
CBS N 179 (88) 82 (89) - 1
CBS Del/Ins
25 (12) 10(11) 0.85 0.9 (0.03-0.85)
Tablo 3.12: CBS 844ins68 Mutasyon genotip-homosistein dagilimi
CBS | Mean Std. Dev. Freg
,,,,,,,,,,,, o
N | 2.5326676 .38862564 262
Del/ins | 2.543738 .39595408 34
,,,,,,,,,,,, o
Total | 2.5339392 .38881052 296
Analysis of Variance
Source SS df MS F Prob > F
Between groups .003688212 1 .003688212 0.02 0.8762
Within groups 44.5925298 294 .151675271
Total 44.596218 295 .15117362
Bartlett's test for equal variances: chi2(l) = 0.0204 Prob>chi2 = 0.886

CBS 844ins68 mutasyonu i¢in yapilan analiz de ise istatistiksel olarak bir anlam bulunamamistir(p=
0.87). Yapilan CBS genotip analizlerinde risk getirilerinin de hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir

(Tablo 3.12).



Tablo 3.13: CBS 844ins68 Mutasyon genotiplerinin kendi aralarinda karsilastirilmast

Comparison of loghomo by cbsl

(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | N
_________ S,
Del/ins | 01107
| 0.876

Analizde; CBS genotipleri karsilagtirilmistir. Karsilastirma sonucu yine anlamli p degerine

ulasilmamustir (Tablo 3.13).

Tablo 3.14: CBS 844ins68 mutasyonu Kruskal-Wallis testi

B e +
| cbsl | Obs | Rank Sum | chi-squared = 0.167 with 1 d.f.
| —————- = Fom \ probability = 0.6826

| n | 262 | 39099.00 | chi-squared with ties = 0.167 with 1 d.f.
| di | 34 | 4857,00 | probability = 0.6826

B e +

Sonug desteklenmesi i¢in yapilan Kruskal-Wallis analizlerinde de istatistiksel anlam bulunamamigtir

(Tablo 3.14).

TYMS 3’ UTR 6 bg’ lik insersiyon/delesyon degerlendirmesine gore; normal homosistein diizeyine
sahip bireyler arasinda delesyon/delesyon genotipi 67, insersiyon/delesyon genotipi 94 ve
insersiyon/insersiyon genotipi 43 kiside goriilmiistiir. Bu kisilerde, delesyon frekans siklig1 2.28, insersiyon
frekans sikligr ise 1.8’dir. Yiiksek homosistein diizeyi saptanan bireyler arasinda ise delesyon/delesyon
genotipi 26, insersiyon/delesyon genotipi 53 ve insersiyon/insersiyon genotipi 13 kiside goriilmiistiir.

Delesyon frekans siklig1 1.05, insersiyon frekans sikligi ise 0.79’dur (Tablo 3.15).

Tablo 3.15: TYMS 3’ UTR 6 b¢’ lik insersiyon/delesyon icin genotip dagilimi (D/D: delesyon/delesyon, I/D:
insersiyon/delesyon, I/I: insersiyon/insersinyon)

tHey < 15 tHey >15
TYMS n =204 n% n =92 n% P OR
TYMS D/D 67 (33) 26 (28) - 1
TYMS I/D 94 (46) 53 (58) 0.1 1.4 (0.8-2.5)
TYMS I/1 43 (21) 13 (14) 0.5 0.7 (0.3-1.6)
TYMS D frekansi 228 (56) 105 (57) - 1
TYMS I frekansi 180 (44) 79 (43) 0.7 0.9 (0.6-1.3)




Tablo 3.16: TYMS 3’UTR 6 b¢’lik Insersiyon/Delesyon_genotip-homosistein dagilimi

TYMS | Mean Std. Dev. Freq
____________ o
Del/Del| 2.5075064 .39788689 95
Ins/Del]| 2.5816993 .40113938 146
Ins/Ins| 2.4528146 .32263319 55
,,,,,,,,,,,, o
Total | 2.5339392 .38881052 296
Analysis of Variance
Source SS df MS F Prob > F
Between groups .76137071 2 .380685355 2.54 0.0802
Within groups 43.8348473 293 .149606987
Total 44.596218 295 .15117362
Bartlett's test for equal variances: chi2(2) = 3.6868 Prob>chi2 = 0.158

TYMS 3’UTR 6 b¢’lik insersiyon/delesyon mutasyonu i¢in yapilan analiz de ise istatistiksel olarak
bir anlam bulunamamustir(p= 0.08). Yapilan TYMS genotip analizlerinde risk getirilerininde hemen hemen

ayn1 oldugu goriilmektedir (Tablo 3.16).

Tablo 3.17: TYMS 3’UTR 6 b¢’lik Insersiyon/Delesyon_genotiplerinin kendi aralarinda karsilastirilmasi

Comparison of loghomo by tymsl

(Bonferroni)
Row Mean-—|
Col Mean | Del/Del Ins/Del
,,,,,,,,, o _
Ins/Del]| .074193
| 0.440
|
Ins/Ins | -.054692 -.128885
| 1.000 0.108

Analizde; TYMS genotipleri karsilagtirilmistir. Karsilastirma sonucu yine anlamli p degerine

ulasilmamustir (Tablo 3.17).

Tablo 3.18: TYMS 3’UTR 6 b¢’lik Insersiyon/Delesyon Kruskal-Wallis testi

o +
| tymsl | Obs | Rank Sum | chi-squared = 4.711 with 2 d.f.
| ——————— B fom e ————— | probability = 0.0948

Del/Del| 95 | 13523.00 | chi-squared with ties = 4.712 with 2 d.f.
|[Ins/Del| 146 | 23186.00 | probability = 0.0948

|[Ins/Ins| 55 | 7247.00 |



Sonug desteklenmesi i¢in yapilan Kruskal-Wallis analizlerinde de istatistiksel anlam bulunamamigtir

(Tablo 3.18).

Enzimlerin tek tek homosistein diizeyi iizerine etkilerine bakildiktan sonra birbirleriyle olan
korelasyonlarin1 anlamak i¢in Spearman korelasyon analizi yapilmistir (Tablo 3.19). Analiz de ilk satir tho
sayisini, ikinsi satir gozlem sayisini ve 3. satir ise p sayisint belirtmektedir.

Tablo 3.19: Non-parametrik korelasyon analizi

mthfrl

dhfrl 0.0583
296
0.3179
cbsl -0.0146
296

0.8018

-0.0127
296
0.8282

tymsl

.0000

296

.0509

296

.3825

.1010

296

.0828

1.0000
296

0.0296 1.0000
296 296
0.6126

Spearman analizinde hem rho sayist hem de p sayisi bir istatistiksel gostergedir. Rho sayisinin

0.5’ten biiylik olmast (rtho >0.5) iki enzim arasinda bir korelasyon oldugunu gosterir. p sayisinin 0.05’ten

kiiciik (p<0.05) olmasi ise bu sonucun istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini gosterir. Analiz ile 4

enzimin kendi aralarinda korelasyonuna bakilmistir. Bu sonuglara gore enzimlerin hig birisi digeriyle korele

degildir, yani bir enzimi tasiyan kisilerin bagka bir enzimi daha sik tasima olasiliklar yiiksek degildir

Calisma grubuna ait veriler Lineer regresyona tabi tutulmustur. Bu analiz ile ayr1 ayri tim enzim

genotiplerini tasimanin ortalama homosistein diizeyini nasil etkiledigi test edilmistir (Tablo 3.20). Ayrica

analizle MTHFR 677 TT genotipinin homosistein diizeyi iizerine bir risk faktorii oldugu p degerinin anlamh

cikmastyla tekrar teyit edilmistir.



Tablo 3.20: Coklu degiskenli lineer regresyon analizi sonuglart

xi: regress loghomo i.mthfrl i.dhfrl i.cbsl i.tymsl
i.mthfrl _Imthfrl_1-3 (naturally coded; _Imthfrl 1 omitted)
i.dhfrl _Idhfrl_1-3 (naturally coded; _Idhfrl_ 1 omitted)
i.cbsl _Icbsl_1-2 (naturally coded; _Icbsl_1 omitted)
i.tymsl _Ttymsl_1-3 (naturally coded; _Itymsl_1 omitted)
Source | SS df MS Number of obs = 296
7777777777777 - F( 7, 288) = 3.60
Model | 3.58562997 7 .512232852 Prob > F = 0.0010
Residual | 41.010588 288 .142397875 R-squared = 0.0804
7777777777777 f——_— Adj R-squared = 0.0581
Total | 44.596218 295 .15117362 Root MSE = .37736
loghomo | Coef std. Err t P>|t] [95% Conf. Intervall]
,,,,,,,,,,,,, o
_Imthfrl_2 | .0126635 .0462062 0.27 0.784 -.0782813 .1036082
_Imthfrl 3 | .3514416 .0834733 4.21 0.000%* .1871465 .5157368
_Idhfrl_2 | -.0446964 .0461348 -0.97 0.333 -.1355005 .0461077
_Idhfrl_3 | -.0698387 .0974048 -0.72 0.474 -.2615542 .1218768
_Icbsl_2 | -.0001144 .0693934 -0.00 0.999 -.1366969 .1364681
_TItymsl_2 | .0676772 .0500891 1.35 0.178 -.0309098 .1662642
_Ttymsl_3 | -.07812 .0644935 -1.21 0.227 -.2050584 .0488184
_cons | 2.502622 .0508167 49.25 0.000 2.402603 2.602641

Bu test i¢in; Ln(thcy) = const + (3, x MTHFR2) + (8, x MTHFR3)+ (3; x DHFR2)
+(4 x DHFR3) + (B5x CBS2) + (B x TYMS2) + (B,x TYMS3)

formiilii kullamlir. Enzim isimlerinden sonra goriilen 2 ve 3 sayilar1 genotipleri gostermektedir (Tablo 3.21).
1 olarak kabul edilen genotipler enzimlerin normal halleri olup formiilde baz alinan degerdir. Formiilde 8

sayilar1 regresyon katsayilarini ifade etmektedir.

Tablo 3.21: Veri kodlamas:

MTHFR2= CT
MTHFR3=TT

DHFR2= N/Del
DHFR3=Del/Del

CBS2= N/Del TYMS2= Ins/Del

TYMS3= Del/Del



Tablo 3.22: Enzim genotiplerinin kiyaslanmalarina gore beklenen homosistein ortalamalart

MTHEFR CT
MTHFR TT

DHFR N/DEL

DHEFR Del/Del
CBS Del/Ins
TYMS Ins/Del
TYMS Del/Del

CT
12.3

7.86

11.5
12.33
13.23
11.38

MTHFR MTHFR

TT

24.5
11
16.11
17.28
18.53
15.95

DHFR
N/DEL

7.86
11

7,76

7.76
8.33
7.17

DHFR
Del/Del

11.5
16.11

11.35
11.35
12.18
10.48

CBS D

12.33
17.28

7.76
11.35
12.18
13.06
11.24

TYMS
Ins/Del

el

13.23
18.54

8.33

12.18
13.06
13.06

TYMS
Del/Del

11.38
15.95

7.17

10.48
11.24

11.24

Analizde goriildiigii gibi diger sonuglar teyit eden sonuglar ¢cikmigtir. MTHFR 677 TT genotipi tek

basina etkili oldugundan diger enzim genotipleriyle karsilastirildiginda da homosistein diizeyi yiiksek bulunmustur

(Tablo 3.22).



4. TARTISMA

Homosistein, diyet ile alinan metiyonin remetilasyonu sonucu olusan ve protein
yapisina katilmayan, yapisinda siilfidril grubu bulunduran bir aminoasittir. Homosistein
diizeyi konjenital olarak metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin eksikliklerinde ya da
edinsel olarak cesitli hastaliklar ve fizyolojik durumlarda yiikselmektedir. Homosistein
metabolizmasinda rol oynayan sistatyon B sentaz, metilentetrahidrofolat rediiktaz,
metiyonin sentetaz gibi enzimlerin kalitimsal defektlerinde hiperhomosisteinemi
goriilebilir. Folat, vitamin Bj, ve vitamin Bg eksikliklerinin hiperhomosisteinemi
etiyolojisinde rolii oldugu bilinmektedir (Makris 2000, Gtaeme ve John 1999).
Hiperhomosisteinemi viicutta bircok zararli etkilere yol agmaktadir. Bunlardan bazilar
arasinda serbest radikaller gibi davranip endotel hasar1 olusturmasi ve bu olaymn sonucunda
da trombosit aktivasyonu, pihtilagsma faktorlerinin modifikasyonu, trombiis formasyonu
gibi koagiilasyonu artirici etkiler meydana getirmesi, biyolojik membranlarda oksidasyon
yapmasi, LDL oksidasyonu yaparak aterosklerozu artirici etkiler ortaya cikarmasi

sayilabilmektedir (Boushey ve ark. 1995).

Deneysel calismalar gostermistir ki hiperhomosisteineminin aterojenik olma
ozelligi endotel disfonksiyonu ve hasar sonrasi gelisen trombosit aktivasyonu ve trombus
olusumu ile iligkilidir. Homosisteine bagh olarak olusan ateroskleroz i¢in yapilan insan ve
hayvan deneylerinde endotel hasar1 olan bolgelerde trombosit yigilimi ve trombositten
zengin trombus olusumu goriilmiistir (Harker ve ark. 1974). Harker ve ark. (1974)
homosisteine bagli endotel hasarinin subendotelyal matriksi agiga ¢ikardigini ve trombosit
aktivasyonuna yol agtigini ileri siirmiislerdir. Lentz ve ark. (1996) primatlarda diyete bagl
hiperhomosisteineminin invivo vazomotor bozukluga, invitro ise endotelyal antitrombotik
fonksiyona yol actigin1 gostermislerdir. Bu bulgular Celermajer ve ark. (1993)
hiperhomosisteinemili hastalarda bozulmus endotele bagli vazodilatasyon ve Berg ve ark.
(1995) arkadaglarinin gen¢ hiperhomosisteinemili hastalarda bozulmus endotelyal
antikoagiilan fonksiyonu gosterdikleri calismalarla desteklenmistir. Tam olarak
mekanizmasi bilinmemekle beraber homosistein bircok diizeyde endotel hasarina sebep
olur. Homosistein endotelin normal antirombotik fenotipini faktdr XII'nin ve faktdrV’in

aktivitesini arttirarak ve protein C’nin aktivasyonunu azaltarak degistirir (Ratnoff 1968).



Homosistein ayrica trombomodiilin ekspresyonunu azaltir, doku faktorii ekspresyonunu
arttirir ve endotelden heparan siilfat ekspresyonunu arttirir (Nishinaga ve ark. 1993). Tiim
bu etkiler sonucunda trombin olusumu kolaylasir ve protrombotik bir ortam olusur.
Homosistein seviyeleri ile Alzheimer, osteoproz, anemi, bobrek yetmezligi, hipotiroidizm

gibi farkli hastalik gruplar arasindaki iliski bir¢ok calismada irdelenmistir.

Hiperhomosisteinemiye neden olarak metabolizmasinda yer alan enzimlerde
meydana gelen heterozigot ve/veya homozigot mutasyonlar enzimlerin aktivitelerini
etkileyen dis faktorlerden ¢cok daha onemlidir. MTHFR enziminin aktivitesindeki azalma,
plazma homosistein diizeyinin artmasina, folat diizeyinin ise azalmasina yol acar. Ciinkii
plazmada folat baslica metiltetrahidrofolat seklinde bulunur. MTHFR, metiltetrahidrofolati
olusturan enzimdir. Bu enzimi kodlayan genin 677. niikleotidindeki sitozin yerine timin
gelmesi (MTHFR 677 CT) enzim aktivitesinin ve 1s1ya dayanikliliginin degismesine neden
olur (Barbaux ve ark. 2000). 37° C’de aktivite gosteren enzim termobilitesi 460C’ye kadar
cikmaktadir (Kenet ve ark. 2000). Enzim aktivitesinin azalmasi, S-MTHF seviyesinin
azalmasina ve bunun sonucu olarak da homosisteinin metiyonine déniisememesi nedeniyle
plazma homosistein seviyesinde artmaya neden olur (Schmitz ve ark. 1996) 677 CT
mutasyonunda, MTHFR aktivitesi, homozigot mutant TT genotipinde, heterozigot CT ve
homozigot normal CC genotiplerine gore azalirken, homosistein seviyesi onemli oranda
yiikselir (Bagley ve Jacob 1998). Kang ve ark. (1993) CT degisiminin homosistein
diizeyini artirdigimi bulmuslardir. Harmon ve ark. (1996) ve Jacques ve ark. (1996)
yaptiklar1 c¢alismalarda 677CT mutasyonunun homosistein seviyesi iizerine gii¢lii bir
belirleyici faktor oldugunu saptamiglardir. Kluitjsman ve ark. (1996) 677CT
mutasyonunun kardiyovaskiiler hastalik riskini ii¢ kat artirdigim gostermislerdir. De
Stefano ve ark. (2000) damar tombozlarinda faktor V leiden ve protrombin mutasyonlari
izerine yaptiklar1 calismada MTHFR 677 CT mutasyonunun trombotik riski artirmadigini
tespit etmislerdir. Akar ve ark. (2000) spina bifida hastalar1 ve anneleri iizerinde yaptiklar
calismada 677 CT mutasyonunu tek basmna risk getirmedigi ancak MTHFR 1298 AC
mutasyonu ile beraber bulundugunda spina bifida riskini artirdigi bulunmustur. Naushad ve
ark. (2007) 677CT degisiminin derin ven trombozunu artirici bir risk faktorii oldugunu
saptamiglardir. Bizim calisma grubumuzda buldugumuz degerler daha Once yapilan

caligsmalar ile paralellik gdstermistir



Homosistein diizeyinin dengelenmesi remetilasyon yoluyla yapilabildigi gibi CBS
enziminin gorev aldig1 transsiilfiirasyon yolu ile de saglanir. CBS enziminin katalizledigi
reaksiyonla homosistein sisteine indirgenir. CBS enziminin aktivitesinin azalmasi baslica
ti¢ tip hastalikla iliskilendirilir. Birincisi homozigot olarak goriilen CBS eksikliginin sebep
oldugu homosisteiniiri (Mudd ve ark. 1995), ikincisi CBS’deki kismi bir eksiklik ise hafif
seyreden hiperhomosisteinemi ve sonucunda aterosklerozise sebep olmasi (Boers ve ark.
1985, Clarke ve ark. 1991) iigiincii olarak enzim eksikliginden kaynaklanan down
sendromunun goriillmesidir (Korenberg ve ark. 1990). CBS enziminin 7. intronunun 3’ ucu
ve 8. ekzonunun 5’ ucu arasinda olan 68 bg’lik bir insersiyon (844ins68) en sik goriilen
mutasyonlardan biridir. Akar ve ark. (1998) tromboz olusturma riskleri i¢in CBS 844ins68,
MTHFR 677CT mutasyonlarina Tiirk toplumunda bakmuslardir. Sonu¢ olarak MTHFR
677CT’nin tromboz olusumu i¢in bir risk faktorii oldugu, CBS 844ins68’in ise bir risk
faktorii olmadiginmi bulmuglardir. Grossmann ve ark. (2002) yaptugi calismada CBS
844ins68’in ve MTFHR 677CT mutasyonunun derin ven hastalari i¢in bir risk faktorii
olmadigin1 saptamiglardir. Kondrad ve ark. (2004) MTHFR 677 CT degisiminin
homosistein seviyesini artirici yonde bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
sigara, hipertansiyon, diisiik B, seviyesi ya da folat seviyesindeki eksikliginin homosistein
seviyesini etkiledigini bulmuslardir. Ayn1 calismada CBS 844ins68 mutasyonuyla
homosistein seviyeleri arasinda bir korelasyon kuramamislardir. Yine miyakard enfaktiislii
hastalar tizerinde yapilan bir calismada MTHFR 677 CT ve CBS 844ins64 mutasyonunun
bir risk faktorii olmadig bulunmustur (Dilley ve ark. 2001). Zhang ve Dai’nin (2001)
yaptiklar1 ¢alismada mutasyonun enzim aktivitesini etkileyerek homosistein diizeyini
azalttigin1 ve vaskiiler tromboembolik hastaliklara karsi koruyucu bir etkisi oldugunu
saptamiglardir.  Yu ve ark. (2006) derin ven trombozu olan hastalarda homosistein
metabolizmasinda gorevli olan enzimlerden MTHFR 677 CT, CBS 844ins68
mutasyonlarini inceleyerek homosistein diizey artisinin hastalar i¢in bir risk faktorii olup
olmadigini incelemislerdir. Calismada MTHFR 677 CT derin ven trombozu olusumu i¢in
risk getirisi oldugu ancak CBS 844ins68’in bir risk faktorii olmadigin1 bulmuslardir. Bizim
calismamizda ise homosistein diizeyi ve CBS 844ins64 mutasyonu arasinda anlamli bir

istatistiki deger elde edilemeyerek mutasyonun herhangi bir etkisi olmadig: goriilmiistiir.



TYMS deoksiuridin monofosfat (dUMP)’ 1n deoksitimidin monofosfat (dTMP)’ a
doniismesinde rol oynayan bir enzimdir. Bu reaksiyonla DNA replikasyonu ve tamiri i¢in
gerekli olan pirimidinin biyosentezi gergeklesir. MTHFR ve TYMS icin bir kofaktor olan
5,10 MTHF remetilasyon yolunun 6nemli kompanentlerinden biridir. Metabolizmada folat
diizeyinin diisiik olmas1 5,10 MTHF sentezini limitler bu da 5S-MTHF’nin sentezini kisitlar.
Sonu¢ olarak homosisteinin remetilasyon yolu ile metiyonine doniismesi engellenir,
plazma homosistein diizeyi artar ve pirimidin biyosentezi engellenir (Carmel ve ark. 2005).
TYMS enzimin 3* ucundaki translasyonu yapilmayan bolgede 6 b¢’lik insersiyon/delesyon
seklindeki mutasyon farkli hastalik gruplari i¢in incelenmistir. TYMS enzimindeki 6 b¢’lik
polimorfizmin TYMS mRNA miktarinin azalmasina sebep olur (Michael ve ark. 2004).
Volcik ve ark. (2003) vyaptiklarn1 calismada 3°’UTR bolgesinde yer alan
insersiyon/delesyonun NTD igin bir risk faktorii oldugunu bulmuslardir. Kealey ve ark.
(2005) TYMS 3’UTR ins/del mutasyon etkilerini Kuzey Irlandali hastalar iizerinde
incelemis, sigara icmeyen kisiler arasinda mutasyonun homosistein seviyesini artirici bir
etkisi oldugunu bulmuslardir. 6 bg¢’lik polimorfizmin mide kanseri iizerine etkileri
inceleyen ve farkli sonuglar bulan bircok caligma vardir. Arastirmacilar bu farkliliklart
etnik kokenden kaynaklandigini belirtmislerdir. Lu ve ark. (2006) yaptiklar1 calismada
polimorfizin mide kanseri i¢in bir risk faktorii oldugunu soylerken, Graziano vd (2004)
Italyan hastalar iizerinde yaptiklari calismada 6 b¢’lik polimorfizmin mide kanserine kars
koruyucu bir etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Cin toplumunda ise 6 b¢’lik polimorfizm
mide kanseri icin risk faktorii oldugu bulunmustur (Zhang ve ark. 2005, Lu ve ark. 2006).
Bizim c¢alisma grubumuzda TYMS 3° UTR bolgesinde yer alan 6 bg’lik
insersiyon/delesyonun homosistein diizey artisina veya diisiisiine bir etki etmedigi

bulunmustur.

Folat suda eriyen bir B vitaminidir. DNA sentezi, DNA tamir mekanizmasi ve
remetilasyon yolaginda gorev alir. Folatin oncelikli gorevi piirin ve timidin sentezi icin
gerekli tek karbon {initesini ve homosisteinin metiyonine doniismesini saglamaktir. Diisiik
folat konsantrasyonunda, yiiksek homosistein diizeyinin goriilmesi folat ve homosisteinin
bu yakin iligkilerinden kaynaklanir (Mason 2003). Diisiik folat seviyesinin farkli kanser
tiplerine (Blount ve ark. 1997), NTD gibi konjenital malformasyonlara (Czeizel ve Dudas
1992) sebep oldugu farkli caligmalarda gosterilmistir. Hiicresel metabolizma ve hiicre
biiylimesinde 6nemli roli DHFR insan metabolizmada sentezi yapilamayan ve gida

yoluyla alinan folatin hiicre i¢inde kullanilabilinen formu olan folik asite indirgenmesinden



sorumlu olan enzimdir. DHFR enziminin promotor bolgesinde bulunan 9 b¢’lik tekrar ve
19 be’lik delesyonun gen ekspresyonunu etkiledigi bulunmustur. Yapilan calismada 9
b¢’lik tekrarin homosistein diizeyi iizerine bir etkisi olmadig ancak 19 bg¢’lik delesyonun
del/del genotipinin homosistein diizeyini azaltma yoniinde bir etkisi oldugunu gostermistir.
Arastirmacilar 19 bg¢’lik delesyonun bir transkripsiyon faktorii olan SP1 baglanma
bolgesini kapsamasindan dolay1 ekspresyonun etkilendigini ya da delesyonun enzim
tizerinde diizenleyici bir etkisi oldugu diisiiniilen inton 1’de gerceklesmesinden dolay1
homosistein miktarinin azaldifim1  digiinmiislerdir. Ancak DHFR ekspresyonunu
calismalarini destekleyecek RNA calismalarin1 yapamadiklarindan dolay1 kesin bir sonuca
varamamislardir (Johnson ve ark. 2004). DHFR enziminin homosistein metabolizmasi
tizerine etkisini konu eden sadece bir ¢aligma vardir. Bizim ¢alismamiz bu ¢alisma DHFR

19 b¢’lik delesyonu ve homosistein seviyeleri arasinda bir korelasyon kurulamamastir.

Yapilan bu ¢aligmada sonug olarak;

1. MTHFR 677 CT polimorfizmi TT genotipi tasimanin, homosistein diizeyi {izerine

etkisi bulunmustur.

2. DHFR 19 b¢’lik delesyonun, TYMS 3 UTR 6 bg’lik insersiyon/delesyonun ve
CBS 844ins64 mutasyonunun homosistein diizeyi arasinda bir iligki

kurulamamastir.

3. Homosistein diizeyi iizerine etkili olabilecek enzimler arasinda bir korelasyon

kurulamamastir.
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