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MTHFR Geni C677T ve A1298C Polimorfizmlerir*lip Diyabetik
Noropati Etiyopatogenezindeki Roli -

Amagc: Bu calismada MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmlerinin diyabetik periferik
polinéropati patogenezine katkisi olup olmadigini arastirdik.

Gereg ve Yoéntem: Hasta grubu, Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklan
Anabilimdali Endokrinoloji Poliklinigine basvuran, en az 10 yildir Tip 2 DM tanisi nedeniyle takip
edilen ve ENMG tetkiklerinde Diabetik Periferik Polinéropatisi olan 103 hastadan olusturuldu.
Kontrol grubu ise 2010 yilinda Konya ilinde yasayan rastgele segilmis 100 saghkh gondlliden
secildi. Hasta ve kontrol grubundan yazili onay alindiktan sonra kanlari alindi. Pyrosequence
teknigi ile MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmleri arastirildi.

Bulgular: Arastirmamizda diyabetik noropatili bireyler ile saglikh kontrol grubu karsilastirildiginda
MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslari igin istatistiksel
olarak anlamli bir farkliik bulunamadi. Bununla birlikte 2 ve daha fazla mutant alleli olan
bireylerin, 1 ve daha az mutant alleli olan bireylerle karsilastinldiginda diyabetik néropati
grubunda kontrol grubuna goére anlaml bir sekilde (P=0.01) yuksek oldudu tespit edildi.

Sonug: Tip 2 DM hastalarinda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmleri, polimorfik allel
sayisi arttikca diyabetik periferik polindropati gelisimine yatkinlk saglayabilir. Ancak diyabetik
periferik polindropatilerin poligenik dodasi ve gevresel faktorlerden etkilenmesi, MTHFR gen
polimorfizmlerinin tek basina etkisini ortaya koymayi zorlastirmaktadir. Bu nedenle hasta ve
kontrol gruplarinin daha fazla sayida oldugu, farkl etnik gruplari igceren, gok merkezli daha genis
Olgekli aragtirmalarla diyabetik periferik polinéropatilerin genetik nedenleri aydinlatilabilir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, diyabetik polinéropati, genetik polimorfizm, pyrosequencing

The role of MTHFR C677T and A1298C Polymorphysms in the
Ethiopathogenesis of Diabetic Neuropathy

Objective: In this study, we investigated whether MTHFR gene C677T and A1298C
polymorphisms contribute to the etiopathogenesis of diabetic peripheral neuropathies.

Materials and Methods: The patients group was constituted 103 individuals with diabetic
peripheral polyneuropathy diagnosed by electrophysiological techniques who were followed the
diagnosis of type 2 DM at least 10 years at the Selguk University Meram Medical School,
Department of Internal Medicine. The control group was constituted 100 healthy volunteers
randomly selected and living in Konya. Blood samples were collected after written consent from
patients and control group. MTHFR gene C677T and A1298C polymorphisms was investigated
using pyrosequence technique.

Results: In our study, there was not found any statistically significant diffrences allele and
genotype frequencies of MTHFR gene C677T and A1298C polymorphisms when patient and
control groups were compared. Nevertheless, the number of individuals who had 2 or more the
mutant allele in the patients group were significantly higher than the control group, compared with
the number of individuals who had 1 and less than the mutant allele (P= 0.01).

Conclusion: As the number of polymorphic alleles of MTHFR gene C677T and A1298C
polymorphisms in type 2 DM patients may predispose to the development of diabetic peripheral
polyneuropathy. But, polygenic nature of diabetic peripheral polyneuropathy and influenced of
environmental factors makes it difficult to reveal the effect of MTHFR gene polymorphisms in
diabetic peripheral polyneuropathy. Thus the genetic causes of diabetic peripheral
polyneuropathies may be elucidated by large-scale multi-center studies containing different
ethnic groups and consisting of more individuals.

Key Words: Diabetes Mellitus, diabetic polyneuropathy, genetic polymorphism, pyrosequencing

Girig
Tip 2 DM hastahgi, akut ve kronik komplikasyonlari nedeniyle yiksek mortalite ve

morbiditeye sahip olan ve tim dinyada olduk¢a yaygin gérilen bir metabolizma
hastahdidir (1). Bu nedenle WHO, diyabet hastaligini 21. ylzyilin en énemli halk

*European Cytogenetics Conference, 31 May-3 June 2014, Milano/ITALY.
** Bu galisma, Selguk Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri (BAP) Koordinatérliigii tarafindan
desteklenmigtir (Proje No: 11102003).
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saghgi sorunu olarak ilan etmistir (2). Tip 2 DM hastaligi,
etiyopatogenezinde gevresel ve genetik birgok faktériin
suclanmasi nedeniyle multifaktéryel bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (3, 4). DM hastaliginin yalniz gelisimi
degil komplikasyonlarinin olusumunda da genetik
yatkinlik olabilecedi ydnunde arastirmalar devam
etmektedir.

Tip 2 DMin vaskiler komplikasyonlarina neden
olabilecek genler arasinda MTHFR geni de vyer
almaktadir (4).

Diyabetik néropatiler, diyabet hastaliginin kronik ve
mikrovaskiler komplikasyonlarindan olup hastaligin
morbidite ve mortalitesini arttirmaktadir. Diyabetik
ndropatiler icinde en yaygin goézlenen grup kronik
sensorimotor distal simetrik polindropatilerdir (DPN).
DPN genellikle ayak Ulserleri ile baglayip, gangren ve
organ kayiplarina kadar ilerleyebilmekte, hastanin yagsam
kalitesini olumsuz ybnde etkileyen nontravmatik
ekstremite amputasyonlarinin yaklasik %50-75’inden de
sorumlu tutulmaktadir (5).

MTHFR geni, MTHFR enzimini kodlayan, 1 no’lu
kromozomun telomer bdlgesine (1p36.3) yerlesmis
fonksiyonel bir gendir. MTHFR geninin en vyaygin
polimorfik  bdlgeleri olan C677T ve A1298C
bdlgelerindeki degisiklikler DM hastalarindaki
mikrovaskuler komplikasyonlar ile iligkilendiriimektedir
(4). Literatirde MTHFR polimorfizmlerinin diabetik
retinopati (6), diyabetik nefropati (7) gibi mikrovaskuler
komplikasyonlarin gelisimi igin risk faktori olduguna
iliskin  bircok yayin olmasina karsin MTHFR
polimorfizmleri ile DPN gelisimi arasinda iliski durumunu
arastiran oldukga az galisma mevcuttur (8).

Bu calismada, DPN gelisen diyabet hastalarinda ve
saghkl gonullilerde, MTHFR genindeki C677T ve
A1298C polimorfizmleri arastirilarak, DPN gelisiminde bu
polimorfizmlerin etkisinin var olup olmadigini ortaya
¢tkarmak amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calisma igin Selcuk Universitesi Meram Tip
Fakiltesine bagh Etik Kurul komisyonundan onay
alinmis (24.11.2010 tarih ve 2010/162 sayih etk kurul
karart) ve c¢alismaya dahil edilen hastalardan ve
kontrollerden onamlari alinmstir.

Hasta Grubu ve Kontrol Grubu: Hasta grubu, en az
10 yildir tip 2 DM tanisi nedeniyle takip edilen ve
elektronéromiyografi (ENMG) tetkiklerinde diabetik
periferik polinéropatisi olan 103 hastadan olusmaktadir.
Hastalarda herhangi bir otoimmin hastalik ve nérolojik
hastalik (DPN disinda) yoktu. Kontrol grubu ise rastgele
segilmis 100 saghkli gondlliden olusmaktadir. Saghkli
gondillilerin  higbirinde  otoimmun, kardiyovaskdler,
nérolojik veya diger sistemleri tutan kronik bir hastalik
yoktu.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Hasta ve
kontrol grubundaki bireylerden DNA izolasyonu EZ1
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Blood 200ul Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak ile Bio
Robot EZ1 (Qiagen, Alimanya) cihazinda otomatik olarak
yapilmistir. Elde edilen DNA'larin miktarlari Nanodrop
2000 spektrofotometre (Thermo scientific, USA) cihazi ile
Olculdi. DNA konsantrasyonu ortalama 50 pL/ mLolacak
sekilde ayarlandi. Her bir birey i¢in 20 yL’lik PZR (PZR
Master Miks 12.5 uL, PZR primerleri 1 yl ve RNaz
icermeyen distile su 6.5 pL) reaksiyon karigimi
hazirlandi. Bu karisima her bireyin kendisine ait
DNA'sindan 5 pL eklendi. Son karigim isi-déngu cihazina
(Primus 96 plus, MWG AG Biotech, Almanya) konarak
MTHFR C677T ve A1298C igin belirlenen PZR
protokoline uygun program ile PZR c¢aligmasi yapildi.
PZR protokoli ise 95°C'de 15 dakika aktivasyon
basamagindan sonra, bir siklusu 94°C'de 30 saniye
(denatlrasyon), 60°C'de 30 saniye (baglanma) ve
72°C'de 30 saniye (uzama) olmak Uzere toplam 45 siklus
yapilip, 72°C'de 10 dakika sUren son uzama
basamagindan olustu. Negatif kontrol olarak, DNA yerine
5 pL distile su kullanildi. PZR sonucu olusan MTHFR
C677T urinl (amplikon) 127 bp. A1298C urunul ise 218
bp uzunlugundaydi.

Payrosekans: PZR Urlnlerinin streptavidin sefaroz
boncuklari ile karsilastirma islemi Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda yapildi. Pyromark Q24 cihazinda
analiz iglemleri tamamlandi ve MTHFR C677T ve
A1298C polimorfik bolgelerinin genotipleri belirlendi.

istatistiksel Analiz: Arastirmadan elde edilen tiim
veriler, bilgisayar ortaminda SPSS 17.0 paket programi
kullanilarak analiz edildi. Calismamizda, genotip ve allel
frekanslari  Hardy-Weinberg esitligi esas alinarak
hesaplandi. MTHFR C677T ve A1298C genotipleri hem
diabetik néropati hemde kontrol gruplarindaki oranlari
tespit edildi ve bu genotiplerin hastalik gelisimine etkisi
istatistiksel olarak karsilastinldi. Bireylerdeki mevcut
genotipin hastalik durumunu etkileyip etkilemedigini
(kategorik veriler) belirlemek igin ise ki-kare bagimsizlik
test istatistigi ve Fisher testi kullanildi. Batun test
sonuglarinda, P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Calismaya yas ortalamasi 59.4+8.6 (40-82) yil olan
toplam 103 diyabetik polindropati hastasi ile yas
ortalamasi 49.8+7.9 (37-84) yil olan toplam 100 saglikh
birey dahil edildi. Gruplardaki kadin-erkek dagihmi Tablo
1'de verilmistir. Cahismadaki MTHFR geni rs1801133 tek
nikleotit polimorfizmi (SNP) (C677T) ve MTHFR geni
rs1801131 SNP (A1298C) genotiplerinin allel sikliklarinin
Hardy Weinberg esitligine uydugu gézlendi.

Allel Frekanslari: Hasta ve kontrol grubundaki
MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfik boélgelerinin
allel dagihmi Tablo 2'de gosterilmistir. Hasta ve saglikh
kisiler arasinda hem MTHFR C677T ve hem de MTHFR
A1298C allel frekanslari ve oranlari bakimindan
istatistiksel olarak anlaml bir iliski g6zlenmedi (P>0.05).
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Tablo 1. Hasta ve kontrol
olgularin veri dagilimi

grubunda kadin-erkek

Cinsiyet
Kadin Erkek Toplam
n % n % n
Hasta 57 58 46 43.8 103
Kontrol 41 42.0 59 56.2 100
Toplam 98 100.0 105 100.0 203
Genotip Frekanslar: Gruplardaki MTHFR geni

C677T ve A1298C polimorfik bdlgelerine ait genotip
dagilimi Tablo 3'de verilmistir. Gruplar arasinda genotip
dagihmi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki
tespit edilmedi (P>0.05).
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Birlesik Genotip Frekanslari: Hasta ve kontrol
gruplart arasinda, MTHFR geni C677T ve A1298C
polimorfik bélgelerine ait birlesik genotiplerinin dagilimi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli (P>0.05) bir iligki
bulunmadi (Tablo 4). iki polimorfik bélge igin homozigot
normal genotipler olan CC ve AA genotipleri ise kontrol
grubunda hasta grubuna gére daha yiksek oranda
gérulmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli tespit
edilmedi.

iki ve Daha Fazla Mutant Allel Tagiyanlar: Hasta ve
kontrol grubunda MTHFR geni C677T ve A1298C
polimorfizmlerine ait en fazla 1 mutant allel tagiyanlar ile
en az 2 mutant allel tasiyanlar karsilastiriimis olup (Tablo
5), hasta grubunda saglikh kontrol grubuna goére 2 ve
daha fazla mutant allel tasiyan sayisinin istatistiksel
olarak ylksek oldugu tespit edildi (P<0.05).

Tablo 2. Hasta ve saglikli kisilerdeki MTHFR C677T ve MTHFR A1298C allel frekans ve oranlarinin kargilastiriimasi

MTHFR
C677T Hasta Kontrol Toplam P
c n 134 137 271
% 65.0 68.5 66.75
-
w n 72 63 135
— 264
2 T % 35.0 315 33.25 0.26
Toolam n 206 200 406
p % 100.0 100.0 100.0
MTHFR
A1298C
A n 116 130 246
% 56.3 65.0 60.6
-
w n 90 70 160
g ¢ % 43.7 35.0 39.4 0.073
Toolam n 206 200 406
p % 100.0 100.0 100.0

Tablo 3. MTHFR C677T ve MTHFR A1298C polimorfizmleri icin hasta ve kontrol grubunda normal, heterozigot ve

homozigot genotip verilerinin karsilastiriimasi

MTHFR
C677T Hasta Kontrol Toplam P
Normal n 45 45 90
cC % 43.7 45.0 44.3
Heterozigot n 44 47 91
CT % 42.7 47.0 44.8
) 0.429
Homozigot n 14 8 22
TT % 13.6 8.0 10.8
Toplam n 103 100 203
% 100.0 100.0 100.0
MTHFR
A1298C
Normal n 34 43 7
AA % 33.0 43.0 37.9
Heterozigot n 48 44 92
AC % 46.6 44.0 45.3
) 0.216
Homozigot n 21 13 34
CcC % 20.4 13.0 16.7
Toplam n 103 100 203
% 100.0 100.0 100.0
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Tablo 4. Hasta ve kontrol grubunda MTHFR C677T ve MTHFR A1298C polimorfizmlerinin birlesik genotip analizinin

degerlendirilmesi

MTHFR Hasta Kontrol Toplam P
C677T / A1298C n % n % n %
TT/CC
Homozigot/ Homozigot 0 0.0 0 0.0 0 0.0
CT/CC
Heterozigot/ Homozigot 1 0.95 0 0.0 1 0.5
ce/cc . 20 19.4 14 14.0 34 16.74
Normal/ Homozigot
TT/AC
Homozigot/ Heterozigot 1 0.95 0 0.0 1 05
CT/AC
Heterozigot/ Heterozigot 29 285 22 22.0 51 2512 o
CC/AC
Normal/ Heterozigot 18 175 22 22.0 40 19.70
TTIAA 13 126 8 8.0 21 10.34
Homozigot/Normal
CT/AA
Heterozigot/Normal 14 13.6 25 25.0 39 19.2
CC/AA
Normal/Normal 7 6.8 9 9.0 16 7.9
Toplam 103 100.0 100 100.0 203 100.0

Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplarinda, en fazla 1 mutant allel tasiyanlar ile en az 2 mutant allel tasiyanlarin

karsilastiriimasi

MTHER Hasta Kontrol Toplam P
C677T / A1298C n % n % n %
MUTANT 22 64 62.0 44 44.0 108 53.0
MUTANT1< 39 38.0 56 56.0 95 47.0 0.010
Toplam 103 100.0 100 100.0 203 100.0
Tartigma gelisimi  ile birlikte MTHFR C677T genotipini
. . . . .. karsilastirlmigtir.  Bu c¢alismada MTHFR C677T
Diabetes Mellitus, hiperglisemi ile seyreden ve en sik polimorfizminin diyabetin mikrovaskiiler

gorulen sistemik bir metabolizma hastaldidir. Hastalarin
bliylk cogunlugunda ortaya c¢ikan akut ve kronik
komplikasyonlar ile ciddi mortalite ve morbiditeye neden
olabilmektedir (3). Son 20 yilda yapilan calismalar,
genomdaki belirli bolgelerdeki polimorfizmlerin tip 2 DM
hastalarinda vaskuler hasar gelisme riskini arttirdigini
gOstermistir. Bu polimorfik genlerden birisi de MTHFR
genidir. MTHFR C677T polimorfizminin tip 2 DM
hastalarinda, koroner kalp hastalidi (9), inme (10) ve
periferik arteriyel hastalik gelisme riskini artirdigi ile ilgili
yayinlar (11) mevcuttur. Literatirde tip 2 diyabetin
mikrovaskduler komplikasyonlari ile MTHFR
polimorfizmlerinin iligskisi Uzerine yapilan c¢alismalarda
MTHFR C677T polimorfizminin tip 2 DM'li hastalarda
diyabetik nefropati (12) ve retinopati (13) icin genetik bir
risk faktérd oldugu sonucuna ulagiimigtir. Ancak MTHFR
geni C677T polimorfizmlerinin tip 2 DM’in mikrovaskdler
komplikasyonlari ile iliskisiz oldugunu belirten yayinlar da
mevcuttur (14, 15).

Uking ve ark. (7)'nin yaptigi bir galismada ise MTHFR
Ce77T polimorfizminin diyabetin mikrovaskuler
komplikasyonlari ile iligkisi arastirnimis ve bu amagla
daha 6nce makrovaskiler komplikasyon 6ykisi olmayan
tip 2 DM hastalarinda retinopati, nefropati ve néropati
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komplikasyonlarindan néropati ve retinopati ile iligkisi
bulunamazken, nefropati gelisimine katkida bulundugu
sonucuna ulasiimigtir.  Ambrosch ve ark. (16)'nin
yaptiklari bir calismada tip 2 DM hastalarinda MTHFR
geni C677T polimorfizminin diyabetik ndropati gelisimine
etkisinin olmadigi, artmig homosistein diizeylerinin ise
iliskili olabilecegi sonucuna varilmigtir. Her ne kadar
calismamizdaki diyabetik noéropati grubunda MTHFR
C677T polimorfizmi igin mutant T allel frekansi kontrol
grubundan yulksek olsa da istatistiksel olarak diyabetik
noropati ile iligkisi bulunmamistir. Benzer sekilde
calismamizda hasta ve kontrol grubunda MTHFR geni
C677T polimorfizmi i¢in homozigot mutant genotip (TT)
frekansinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmamakla
beraber hasta grubunda daha yiksek oranda oldugu
tespit edilmistir. Literatiirde tip 2 DM’in mikrovaskiler
komplikasyonlarinin  MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin her ikisi ile iliskisini beraber arastiran
yayinlar da mevcut olup, baz yaymnlar A1298C
polimorfizminin diyabetik nefropati gelisiminde bir risk
faktor oldugunu tespit ederken (17), digerleri ise etkisinin
olmadigi yéniinde gézlemde bulunmustur (18, 19).

Literatirde tip 2 diyabetin mikrovaskler
komplikasyonlari ile MTHFR polimorfizmlerinin iligkisi



Cilt: 29, Sayr: 2

Uzerine yapilan ¢alismalar olmakla birlikte 6zellikle
diyabetik polinéropati gelisiminde MTHFR geninin hem
C677T ve hem de A1298C polimorfizmlerinin incelendigi
bir calisma mevcut degildir. Calismada hasta grubunda
MTHFR A1298C polimorfik bdlgesindeki homozigot
mutant genotip (CC) frekansi ve mutant C allel frekansi
yuksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilmemistir.

Gruplar arasinda en fazla 1 mutant allele sahip birey
sayllari ile 2 ve daha fazla mutant allele sahip birey
sayilari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sonug elde edilmistir. Diyabetik noéropati grubunda 2 ve
daha fazla mutant allele sahip birey sayisi anlaml bir
sekilde yuksekti. Bu durum mutant allel sayisi arttik¢a
diyabetik ndropati gelisimine yatkinlik saglayabilecegi
yoninde yorumlanmakla birlikte MTHFR
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