ZEYNEP KAMIL TIP BULTENI;2018;49(2):180-183

CILT: 49 YIL: 2018 SAYI: 2

REIKTB

ORIJINAL ARASTIRMA

Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemili Hastalarda RFC G80A Polimorfizmi ve
MTHEFR Polimorfizmleri ile Iliskilendirilmesi

The RFC G80A Polymorphism in Children with Acute Lymphoblastic Leukemia and Its Correlation
with MTHFR Polymorphisms

Dilara Fatma AKIN, Yrd. Doc. Dr. !, Ahmet Emin KUREKCI, Prof. Dr. 2
Mehmet Nejat AKAR, Prof. Dr.?

1. Omer Halisdemir Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji, Nigde

2. Lésante Cocuk ve Yetiskin Hastanesi, Ankara
3. TOBB-ETU Hastanesi, Ankara

OZET

Amag: Folat metabolik yolag: niikleotid sentezi ve DNA meti-
lasyonu icin gerekli oldugundan I6semi gelisimde onemli rol
oynamaktadwr. Folat eksikligi, DNA fkariklarina sebep olmak-
tadir. Bu yiizden folatla iligkili polimorfizmler, ¢ocukluk ¢ag
akut lenfoblastik l6semisine (ALL) neden olabilmektedir. MT-
HFR (Metilentetrahidrofolat Rediiktaz), DHFR (Dehidrofolat
Rediiktaz), CBS (Sistationin Beta Sentaz), TYMS (Timidilat
Sentaz) ve RFC (Reduces Factor Carrier-1) bulunan degisim-
ler; folat seviyesi ve DNA sentezini etkilediginden dolayt, folat
yolaginda énemli role sahiptirler. Bu ¢alismadaki amacimiz, fo-
lat metabolik yolagu ile iliskili olan RFC ve MTHFR genlerdeki
polimorfizimlerin ¢ocukluk ¢agr l6semisi iizerinde etkisi olup
olmadigini arastirmaktir.

Geregler ve Yontem: Calismaya Losante Cocuk ve Yetigkin has-
tanesinde 103 akut lenfoblastik [6semi tanist almis ¢ocuk hasta
dahil edildi. RFC geni G804 ve MTHFR geni polimorfizmleri
genotipleme islemi RFLP (Restriction Fragment Length Poly-
morphism) ve Real Time PCR yontemleri ile gerceklestirildi.

Bulgular: Genotip ve allel frekanslarinin sonuglarina gore,
hasta ve kontrol grubu arasinda herhangi bir istatistiksel fark-
Lk goriilmemistin. RFC G804 ve MTHFR polimorfizmleri
birlikteligi, ANOVA testi ile yapilan analiz sonucu istatistiksel
olarak anlamli bulunamamustir (p> 0,05).

Sonu¢: Calismamiz, Tiirk ¢ocukluk ¢agr ALL hastalarinda,
RFC ve MTHFR polimorfizmlerle l6semi patogenezi arasindaki
iligkiyi tamimlayan ve frekansini tespit eden ilk tarama sonugla-
r1 olmasindan dolayr 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik l6semil,
polimorfizm, RFC, MTHFR

ABSTRACT

Objective: Folate metabolic pathway plays a significant role
in leukemogenesis because of its necessity for nucleotide synt-
hesis and DNA methylation. Folate deficiency causes DNA da-
mage. Thus polymorphisms of folate-related genes may affect
the susceptibility to childhood Acute Lymphoblastic Leukemia
(ALL). MTHFR (Methylenetetrahydrofolate Reductase), DHFR
(Dihydrofolate reductase), CBS (Cystathionine [-synthase),
TYMS (Thymidylate Synthase) and RFC have an important role
in folate pathway because of their activated variants modulate
synthesis of DNA and levels of folate. In this study, we aimed
to investigate whether polymorphisms in genes related to folate
metabolic pathway influence the risk to childhood ALL.
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Materials and Method: The patient groups who were diag-
nosed with 103 childhood ALL at Losante Children and adult
Hospital were included to the study. RFC G804 and MTHFR
genotyping was performed by RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) analysis and Real Time-PCR.

Results: No statistical difference was observed among the pa-
tient and control group according to results of genotype and
allele frequencies. The association of RFC G80A and MTHFR
polymorphisms was not statistically significantly.

Conclusion: Our study displays also importance because of
the first screening results to identify association with the RFC
and MTHFR polymorphisms in Turkish patients with childhood
ALL and determination of the frequency in Turkish population.

Keywords: childhood acute lymphoblastic leukemia, polymorp-
hism, RFC, MTHFR

GIRIS

Folat, DNA’ nin sentez, onarim ve metilasyo-
nunda gorev alan tek karbonlu suda ¢6ziinen bir B
vitaminidir. Folat metabolik yolaginda gorev alan
enzimleri kodlayan birden ¢ok gen mevcuttur. Bu
genlerde olan polimorfizmler folat miktarini ve da-
gilimini etkileyebilecek 6zellikte olabilirler. Folat
eksikligi DNA zincirinde kiriklara, kromozomal
anomalilere, DNA tamir mekanizmasinda olabile-
cek muhtemel sorunlara ve anormal DNA metilas-
yonuna neden olabilmektedir. Folatin, SAM (S-a-
denozilmetiyoninin) diizeyinin korunmasindaki ve
DNA sentezi i¢in gerekli deoksitimidin monofosfat
tiretimindeki rolii nedeniyle, eksikliginde karsino-
jenezi artirabilecegi disiiniilmektedir. Ozellikle bu
metabolizmadaki anomalilerin ¢ocukluk ¢agi 16se-
mi gelisimine neden olan etkenlerden biri oldugu
yapilan calismalarda bildirilmistir. Losemi gelisi-
minden; lenfosit ya da miyeloid seri de gorev alan
genlerde olan DNA translokasyonlari, kiriklart ve
mutasyonlari sorumlu oldugu gosterilmistir. Losemi
de gergeklesen translokasyonlarin sebebinin, DNA
cift zincir kiriklar1 bunun neden oldugu, rekombi-
nasyon aktivitesinin ve DNA tamir mekanizmala-
riin yoklugundan kaynaklandigi diisiintilmektedir.
Literatiirde folat metabolizmasinda gorev alan en-
zimleri kodlayan genlerde olan polimorfizmler ta-
nimlanmigtir (1-3).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), folat
metabolizmasinda gorev alan 6nemli bir enzimdir.
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Kromozom 1p36.3’te lokalize insan MTHFR geni,
656 amino asitten olusan MTHFR enzimini kod-
lamaktadir. MTHFR enzimi, homosisteinin reme-
tilasyon dongiisiinde gorev yapar. MTHFR, 5,10
metilentetrahidrofolati (5,10-metilenTHF) geri do-
niisiimsiiz olarak 5-metil tetrahidrofolata (5-metil
THF) dontistiirmektedir. MTHFR geninde meydana
gelen niikleotid degisimlerinin enzim aktivitesini
azaltmakta oldugu rapor edilmigtir. MTHFR de-
fektleri folat metabolizmasindaki en sik goriilen do-
gustan kalitilan bir bozukluktur ve gende meydana
gelen degisimlerin, DNA sentezi ve DNA tamir me-
kanizmas1 yolaklarimi olumsuz etkiledigi daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda rapor edilmistir. Gende MT-
HFR 677 C-T degisimi tanimlanmis ve iilkemizde
saglikli populasyonda homozigot mutant birey go-
rilme sikligr ise % 5-9 arasinda oldugu yapilan
calismalarda bildirilmistir. Diger enzim aktivitesi-
ni degistirdigi rapor edilen degisim ise 1298 A-C
niikleotid degisimidir ve enzimin C-u¢ diizenliyici
bolgesinde etkili oldugu bilinmektedir (4-6). Diger
onemli enzim ise Reduced Folate Carrier-1 (RFC-
1) folat analogu ve 16semi tedavisinde de kullanilan
kemoterdpatik ilag olarak kullanilan Metotreksat
(MTX)’1n metaboliz edilmesinde ve hiicre i¢i folat
taginmasinda gorev almaktadir. RFC genindeki, 80.
Kodonda bulunan Guanin niikleotidinin Adenine
degismesi enzim seviyesini diisiirmekte oldugu ve
diisen enzim seviyesi, plirin ve pirimidin metabo-
lizmasini bozarak DNA sentezini engellemekte ol-
dugu rapor edilmistir. Kromozom 21 uzun kolunda
lokalize olan RFC-1 geni ve 591 amino asit uzunlu-
gunda olan enzim {irliniinii kodlamaktadir. RFC-1
G80A polimorfizmi saglikl bireylerde siklig1 %35-
45 arasinda degismekte oldugu yapilan ¢aligmalar-
da bildirilmistir (7-11).

Bu calismanin amaci folat metabolizmasinda gorev
alan, RFC ve MTHFR enzimlerini kodlayan genler-
deki degisimlerin, c¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik
l6semi hastaliginda birlikte olan etkisinin arastiril-
masidir.

GEREC ve YONTEM

Calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu etik izin tarihi 11.06.2012 /karar no 10-
310-12 karar numarasi ile kabul edildi Caligmaya
katilmay1 kabul eden bireylerin yasal vasilerinden
caligmaya katildiklarina dair onam formlar1 alindi.
Calisma grubumuzu Ozel Losante Cocuk ve Ye-
tiskin hastanesinde tedavi goren akut lenfoblastik
l6semi tanisi almis 1-15 yas arasinda 103 hasta ve
ayni yas grubundan 68 saglikli kontrol grubu olus-
turdu.

RFC G80A Polimorfizmi Tespiti Icin: DNA izo-
lasyon islemi MagNa Pure Otomatik izolasyon
sistemi (Roche Diagnostics, Germany) ile gercek-
lestirildi. Izole edilen DNA 6rnekleri RFC geni 230
baz ¢iftlik promotor bdlgesinin amplifikasyonu; di-
zayn edilen “forward primer”: 5’- AGT GTC ACC
TTC GTC CCC TC -3’ ve “reverse primer”: 5’ CTC
CCG CGT GAAGTT CTT -3’ uygun primer ¢iftleri
ile PCR yontemi kullanilarak gerceklestirildi.
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PCR iirlinleri Hhal (Fermentas, Litvanya) restrik-
siyon endontikleaz enzimleri kullanilarak restrik-
siyon parc¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi
ile elde edilen bant profilleri % 3 liikk agaroz jelde
goriintlilenerek gen degisimleri saptanmistir.

MTHFR C677T ve A1298C Polimorfizmleri Tes-
piti Icin: Izole edilen DNA oOrnekleri Real-Time
PCR Teknigi kullanilarak Light Cycler(Roche Di-
agnostics, Gmbh, Mannheim, Germany) cihaz ile
calisilmis, mutasyon varligi, erime egrisi analizi ile
tespit edilmistir. MTHFR C677T polimorfizmi igin
“forward primer” 5’-TGG CAG GTT ACC CCA
AAG G-3’;reverse primer: 5°’-TGA TGC CCA TGT
CGG TGC-3’; anchor hibridizasyon prop: 5’-LC—
640-CGG GAG CCG ATT TCA TCA T-3’-PHO;
Mutasyon Prop:m50- CTT CAA AGA CAC TTT
CTT CAC TGG TC -30-Flu.) (TIB MOLBION,
Almanya). MTHFR A1298C polimorfizmi forward
primer: 5’- CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTA
CTA C -3’;reverse primer: 5’- CAC TTT GTG ACC
ATT CCGGTT TG -3’; anchor hibridizasyon prop:
5’-LC—-640- CTC CTC CCC CCA CAT CTT CAG
CAG -3’-PHO; Mutasyon Prob: 5’- CTT CAAAGA
CACTTTCTT CACTGG TC -3’-Flu.) (TIB MOL-
BION, Berlin, Almanya).

istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler DNA boyutunda gercekles-
tirildi. Yapilan analizlerde, ortaya konulan mutas-
yonlarin ve gen degisimlerinin ne kadar risk getir-
diginin saptanmasi amaciyla Chi-Square programi
kullanilmistir. Chi-Square tablolarinda farklilik var
mi sorusunu test ederken %35 yani 0,05 yanilma pay1
ile galigilarak anlamlilik diizeyi p<<0.05 olarak kabul
edilmistir.

BULGULAR

RFC G80A, MTHFR C677T ve A1298C gen
degisimlerine ait haplotip dagiliminin ve gen po-
limorfizmlerinin birlikte 16semi {izerindeki etkisi
incelenmis ve istatistiksel analizi ANOVA testi ile
yapilmuis, istatistiksel olarak anlamli bulunamamis-
tir. Hasta ve Saglikli kontrol grubu gen degisimle-
rine ait genotip dagilimi ve allel frekans1 hesaplan-
mistir {MTHFR 677 C-T [p= 0,76], MTHFR 1298
A-C [p=0,56]}. Sirastyla MTHFR 677C-T, MTHFR
1298 A-C ve RFC G80A polimorfizmlerinin geno-
tip dagilimlart %9,7;%10,6;%2,9 olarak bulunmus-
tur. Tablo 1-8 de istatistiksel olarak degerlendirme
sonuclar verilmektedir.

Tablo 1: Gen degisimlerine ait Haplotip Dagilmi.

MTHFR 677 C-T MTHFR 1298 A-C Patient n:103 (%)
cc AA 14 (13,5)

cc AC 23 (22)

cc cC 8(7,8)

cT AA 19 (18,4)

cT AC 27 (26,2)

CcT CcC

T AA 9(8,7)

T AC

T CcC 1(0,9)
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Tablo 2: Gen Degisimlerine ait genotip ve allel frekansi.

MTHFR 677 C-T MTHFR 1298 A-C RFC 80 G-A
n:103 % n:103 % n:103 %
CC47 (48) AA 41 (39,8) GG 68 (66)
CT 46 (44,6) AC 51 (49,5) GA 32 (31)
TT10(9,7) CC 11 (10,6) AA 3 (2,9)
Tablo 3: RFC ve MTHFR polimorfizmleri birliktelikleri.
MTHFR | RFC80 | Patient MTHFR RFC80 | Patient
677C-T | G-A n:103 (%) | 1298 A-C | G-A n:103 (%)
cc GG 28(27,1) | AA GG 29 (28,1)
cc GA 18 (17,4) | AA GA 12 (11,6)
cc AA 1(0,9) AA AA 1(0,9)
CT GG 33(32) AC GG 34 (33)
cT GA 11(10,6) | AC GA 15 (14,5)
cT AA 2(1,9) AC AA 2(1,9)
T GG 8(7,7) cc GG 6 (5,8)
T GA 2(1,9) cc GA 5(4,8)
T AA cc AA

Tablo 4: MTHFR 677CT polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda dagilimi

Hasta Kontrol
MTHFR 677 C-T MTHFR 677 C-T OR P value
n:103 % n:68 %
CCA47 (48) CC39(57,3) 1 1
CT 46 (44,6) CT 23 (33,8) 0,6 (03-1,16) 0.12
TT10(9,7) TT6(8,8) 0,7 (0,2-2,1) 0.76

Tablo5: MTHFR1298AC polimorfizminin hasta

ve kontrol grubunda dagilimi

Hasta Kontrol
MTHFR 1298 MTHFR 1298 OR P value
n:103 % n:68 %
AA 41 (39,8) AA 31 (45,5) 1 1
AC 51 (49,5) AC 32 (47) 0,8(0,4-1,5) 0.58
CC11(10,6) CC5(7,3) 0,6 (0,1-1,9) 0.56

kansi dagilimi

Tablo 6: MTHFR ve RFC polimorfizmlerinin hasta grubunda allel fre-

Allel Frekansi
Hasta Hasta Hasta
MTHFR 677 C-T MTHFR 1298 A-C RFC 80 G-A
C0,67 A0,64 G 0,81
70,32 C0,36 AO0,19

Tablo 7: MTHFR polimorfizmlerinin kontrol grubunda allel frekansi dagilimi

Allel Frekansi

Kontrol

MTHFR 677 C-T

Kontrol
MTHFR 1298 A-C

co,74

A0, 69

70,26

Cco,31
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TARTISMA

Pediatrik donemin en sik goriilen malign has-
talig1 olan 16semi, etiyolojisi kesin olarak bilinme-
yen genis bir hastalik grubudur. Son yillarda yapilan
caligmalarda ¢ogalma, farklilasma ve apoptozisde
gorev alan genlerde olusan anomalilerin etiyolojide
rol aldig1 one siiriilmektedir. Losemilerde saptanan
farkli yolaklardaki genetik anomaliler, hiicrenin bi-
yolojisini, dolayisiyla da hastaligin klinik seyir ve
prognozunu etkilemektedir (12).

Bu ¢alismamizda, ¢ocukluk ¢agi ALL’li hastalarda
RFC G80A ve MTHFR polimorfizmleri ayr1 ayr
ve birbirleri arasindaki iliski agisindan degerlendi-
rildi. Calisma sonuglarimiza gore genotip ve allel
frekanslarimin agisindan hastalar ve kontroller ara-
sinda herhangi bir istatistiksel farklilik goriilmemis-
tir. MTX ile tedavi edilen 16semi hastalarinda RFC
G80A polimorfizminin yiiksek MTX konstrasyonu
ile iligkili oldugu bildirilmektedir. RFC ve MTHFR
gen polimorfizmleri birliktelikleri agisindan deger-
lendirildiginde ise kullanilan ANOVA testi ile ya-
pilan analiz sonuglarimada herhangi bir korelasyon
belirlenememistir.

Literatiirde RFC gen degisimlerinin tek basina ya da
folat metabolizmasinda goérev alan diger enzimleri
kodlayan genlerdeki degisimler ile birlikte degerlen-
dirildigi ve sonuglarinin birbirine gore farklilik gos-
terdigi birgok ¢alisma mevcuttur. Kanada da, 204
pediatrik ALL’li bireyde yapilan ¢aligmada RFC-1
AA genotipi diger genotiplerin varligina gore relaps
ve Olim riski acisindan ytiksek riskli bulundugu ra-
por edilmistir. Rocha ve ark yapmis olduklari ¢alis-
mada ise, 246 pediatrik ALL bireyde hemotolojik
relaps ve RFC gen polimorfizmi arasinda herhangi
bir iliski bulunamamistir. Karathanasis ve ark yap-
mis olduklari caligmada, RFC G80A gen degisimi
ve 16semi gelisimi arasinda bir iligki bulunamazken,
MTHFR A1298C ile RFC G80A birlikteliginin ista-
tistiksel olarak anlamli oldugu rapor edilmistir. Bir
diger ¢alisma olan De Jonge ve ark. ‘nin sonuglari-
na gore, RFC 80 A allelini tasimanin 80G alleline
gore 2.1 kat losemili gelisimi i¢in risk getirdigini
bildirilmistir. Ge ve ark ise 91 yetiskin ALL birey-
de, 16semi relaps riski ile RFC ifadelenme seviyesi
arasinda iligki istatistiksel olarak anlamli sonuglar
bulduklarini bildirmislerdir (p=0.0052). Irlanda da
yapilan ¢alismada RFC G80A polimorfizminin kalp
hastaliklar1 polikliniginde tedavi goren kadin ve er-
kek hastalarin serum folat seviyesi ve homosistein
konsantrasyonu ile iliskisi bulunamamistir (11, 13,
14-17).

Tablo 8: RFC G80A, MTHFR C677T ve A1298C gen degisimlerine ait haplotip dagihminin, ANOVA dagilimi.

ANOVA

Varyans Kaynagi 55 df MS F P-degeri F Olgiiti
Gruplar Arasinda 0,518519 2 0,259259 0,001%03 0,998099 1,722358
Gruplar iginde 3270 24 136,25
Toplam 3270,519 26
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Bu ¢alisma ¢ocukluk ¢agi akut I0semi hastalarinda
folat metabolizmasinda gorevli olan MTHFR ve
RFC genlerinde bulunan polimorfizmlerinin tek ba-
sina ve birlikte olan etkisi hakkinda bilgi alinmasi
icin gerceklestirilmistir. Folat gen polimorfizmleri
ve 16semi arasindaki iliskiyi degerlendirmek amaci
ile yapilan Akin ve ark yaptiklar ¢aligmada TYMS
gen polimorfizmlerinden olan 1s2853542‘nin ALL
gelisimi igin risk faktorlerinden biri oldugu fakat
MTHFR, DHFR ve CBS polimorfizmlerinin ALL
gelisimi icin tek basina risk faktorii olmadigi belir-
tilmistir (12).

Bizim calismamizin 2 farkli 6nemi vardir. Ilki bu
calisma ile Tiirk ¢ocukluk ¢agi ALL’li hastalarda
RFC ve MTHFR gen polimorfizmlerinin birlik-
teliginin ve hastaligin gelisimi i¢in herhangi bir
risk faktorii olup olmadigimi belirten ilk caligma-
dir. Ikinci énemli Ilag metabolizmasinda bulunan
enzimleri kodlayan genlerde olan polimorfizmler
ilacin etkinligini ve toksititesinin bireyler arasinda
farkl1 olmasina neden olabilmekte oldugunun bi-
linmesine yonelik folat metabolizmasinda ve MTX
metabolitlerinin olusturulmasinda etkili olan gen
polimorfizmlerinin etkinliginin arastirilmasidir. Bu
calismada kullanilan metodoloji ile tespit edilen po-
limorfizmlerin ¢ocukluk ¢agr ALL gibi 16seminin
sik goriilen bir grubunda gerceklestirmesi sonucun-
da elde edilen verilerin daha kapsamli ¢calisma gru-
bu ile planlanabilecek ¢aligmalar igin yol gosterici
olabilecek nitelikte oldugu goriilmektedir (18, 19).
Bu sonuglar ALL patogenezinde etkili oldugu diisii-
niilen folat metabolizmasinda gorevli olan MTHFR
ve RFC genlerinde olan polimorfizmlerin prognos-
tik etkisinin olmadig1 belirlenmistir.
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