PAPER DETAILS

TITLE: Turk Populasyonu'nda Tumor Nekroz Faktor Alfa Gen Polimorfizmi (-376) ile Multipl Skleroz
Arasindaki lliski

AUTHORS: Ahmet ARMAN,Hasan SIMSEK,Merve SARIDAL

PAGES: 50-54

ORIGINAL PDF URL: https://dergipark.org.tr/tr/download/article-file/444222



Marmara Fen Bilimleri Dergisi 2018, | 50-54
DOI: 10.7240/marufbd.289591

RESEARCH ARTICLE / ARASTIRMA MAKALESI

Tiirk Populasyonunda Tiumor Nekroz Faktor Alfa Gen Polimorfizmi
(-376) ile Multipl Skleroz Arasindaki iliski

Association Between Tumor Necrosis Factor Alpha Gene Polymorphism (-376) and Multiple
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Oz

Bu arastirmanin amaci Multipl Skleroz (MS) ile Tiimor Nekroz Faktor-Alfa (TNF-A) geninin promotdr bélgesindeki (-376) gen polimor-
fizmi arasindaki iligkininin ortaya ¢ikarilmasidir. Yapilan ¢alismada 100 MS hastasi ve 100 saglikli kontrol olmak iizere toplam 200 birey
incelenmigtir. Bunun i¢in ilk olarak kandan DNA izolasyonu yapilmis ve elde edilen DNA’lardan TNF-A geninin promoter — 376 bolgesi
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile ¢ogaltilmistir. Ikinci asamada ise elde edilen PCR iiriinleri Tsp50 enzimi ile kesilerek genotip da-
gilimlari ve allel frekanslar1 incelenmistir. Tiirk popiilasyonunda MS hastalig1 ile TNF-A — 376 polimorfizminin genotip dagilimi arasinda
kuvvetli bir iliski bulunmustur (p=0,010). Ayn1 zamanda TNF-A — 376 polimorfizminin allel frekanst MS hastaligiyla bir iliski gostermek-
tedir (p=0.011). Bu iliskide TNF-A — 376 polimorfizminin heterozigot genotip G/A oldugu ve A allelinin koruyucu etkisi oldugu goriilmiis-
tiir. TNF-A — 376 polimorfizmi ile MS arasinda hastaligin risk olugturmasi agisindan herhangi bir iliski bulunmamistir ancak G/A genotipi
ve A allelinin saglikli kisilerde koruyucu etkisi olabildigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Promoter, Polymorphism, Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-A), Multiple Sclerosis (MS)

Abstract

The purpose of this study is the detection of the association between MS and TNF-A gene promoter — 376 polymorphism.In this study, 100
MS patients and 100 healthy controls were examined. Firstly, genomic DNA was extracted from human leukocyte nuclei isolated from
whole blood by standard methods and then the promoter region of TNF-A including — 376 polymorphism was amplified with PCR method.
Secondly, the PCR products were digested with a digestion enzyme and genotype distributions and allele frequencies were determined. A
strong association between MS and TNF-A — 376 genotype distribution was detected (p=0,010). At the same time TNF-A — 376 allele fre-
quency was showed an association with MS (p=0,011), but this association indicates that GA genotype and A allele have protective effects.
There is not an association between TNF-A — 376 polymorphism and MS progression, but GA genotype and A allele may be the protec-
tive factors in the healthy people.
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I. GIRIS kompleksi (MHC) sinif II ve smuf III genlerinin polimor-

MS sik goriilen inflamasyon, demiyelinizasyon ve akso-  fizmleri MS duyarhilik, direng ve klinik formlari ile iliskili-

nal hasarli alanlar ile karakterize otoimmiin bir hastalik-
tir [1]. MS etiyolojisi gercekte iyi bilinmemekle birlikte
multifaktoriyel olup genetik, ¢evresel ve cografi faktor-
ler 6nemli rol almaktadir [2]. Calismalar gostermektedir ki
TNF-A geninin de lokalize oldugu [3] major doku uygunluk

dir [4-5]. MS hastalar1 hastaligin siddetine gore dort gruba
ayrilmigtir: Primer ilerleyen MS (PPMS), ikincil ilerleyen
MS (SPMS), yineleyici-diizelen MS (RRMS) ve ilerleyen
relap MS (PRMS) [6]. TNF-A geni iriinii olan TNF-a bir

proinflamatuar sitokin olup 6zellikle makrofajlardan sekrete
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olmakta ve hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi, apoptoz,
lipid metabolizmasi ve koagiilasyon gibi ¢cok dnemli fonk-
siyonlara sahiptir. Otoimmiin hastaliklar, insiilin rezistansi
ve kanser gibi bircok hastaligin patogenezinde yer almak-
tadir [7]. Bu yiizden de TNF-a, otoimmiin bir hastalik olan
MS’in ilerlemesinde de 6nemli bir rol alabilmektedir. TNF-
a’nin MS hastalarinda beyin omurilik stvisi1 (BOS) ve peri-
ferik kan diizeylerinin arttig1 rapor edilmistir [8]. Bu yiizden
de TNF-A gen yapisindaki degisikliklerin MS hastaliginin
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayacagi ileri siiriilmektedir.
Bugiine kadar TNF-A promotdr bdlgesinde tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) iizerinde durulmustur ve bu degisik-
liklerin TNF-A transkripsiyonunu arttirarak hastaligin sidde-
tinin artmasinda énemli rol alacagi diisiiniilmektedir. TNF-A
promotor bolgesindeki SNP’ler 1031 T/C, — 863 C/A, — 857
C/T,-376 G/A, — 308 G/A, ve — 238 G/A’dir [9-10]. TNF-A
— 308 G/A polimorfizmi Asya niifusunda risk olusturmus
fakat Kafkas niifusunda risk olusturmamustir [11]. TNF-A
ve MS arasindaki iliskinin temel sebebi, TNF-o molekiilii-
niin inflamasyonu indiikleme 6zelliginden kaynaklanmakta-
dir. Yapilan ¢aligmalar gdstermistir ki TNF-A geninin yapi-
sinda meydana gelen varyasyonlar TNF-A'nin ¢aligmasini
etkilemektedir. Tek niikleotid polimorfizmi olarak adlandi-
rilan varyasyonlar da bunlardan biridir. Molekiiliin 6zellikle
promotor bolgesindeki polimorfizmlerin, molekiiliin ¢alis-
masini ve gogalmasmi etkiledigi bilinmektedir. Ozellikle
TNF-A — 376 polimorfizm bdlgesinde gen ekspresyonunda
rol alan Oct-1 transkripsiyon faktorii baglanma yeri bulun-
masi ve — 376 bolgesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin oldukca
az olmasi [12] bizi, Tiirk populasyonunda TNF-A geninin
promotor bolgesi tizerindeki — 376 G/A polimorfizmi ile MS
arasindaki iliskiyi incelemeye yoneltmistir.

II. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Klinik Testler

Hastaligin 6n tanisi, néroloji uzmani tarafindan muayene
sonras1 konmus olup daha sonra hastanin beyin manyetik re-
zonans goriintiilemesi (MR) yapilmis BOS ve kaydedilmis
potansiyelleri ile hastaligin tanisi kesinlestirilmistir.

2.2. Molekiiler Biyoloji ile Tlgili Testler

Bu calismada, TNF-A promotdr bolgesindeki — 376 G/A po-
limorfizmi bakilmigtir. TNF-A gen polimorfizmlerini belir-
lemekte kullanilan molekiiler biyoloji tekniklerden yararla-
nilmistir.
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2.2.1. DNA izolasyonu

100 normal, 100 MS hastalig1 olan toplam 200 bireyden
kan alinmis ve daha sonra kandan tuzda ¢oktiirme yontemi
ile manuel olarak DNA’lar1 izole edilmistir [13].

2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

TNF-A promotdr bolgesindeki degisiklik gosterdigi bi-
linen bolge PCR yontemiyle ¢ogaltilmigtir. PCR islemi asa-
gi1da anlatildig: sekilde yapilmistir.

PCR icin gerekli malzemeler:
ddH,O
10X reaksiyon tamponu
10 pmol/ml primer ¢ifti
200 M dNTP karigimi
1.5 mM MgCl,
0.50 {inite Taq polimeraz enzimi
Yukardaki malzemelere 2 pl’lik (50 ng/ul) template
DNA eklenilmis ve tiipler PCR cihazina (Techne, TC-312)
yerlestirilmistir. {1k olarak cift sarmal DNA, 94°C’de 3 da-
kika tutulmustur. Bu islem ile ¢ift zincirli DNA tamamen tek
zincir DNA’ya doniismesi saglanmistir. Sonrasinda {i¢ basa-
maktan olusan dongii 30 kez tekrarlanmustir.

PCR Dongiisii:
Basamak 1 — 94°C’de 1 dakika

Basamak 2 — 559C°de 1 dakika
Basamak 3 — 72°C’de 1 dakika

En son islem olarak PCR iiriinleri 72°C°de 7-10 dakika
tutulmustur.

2.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PCR iirlinlerinin ayrilmasi ve biiylikligiiniin tespit edilmesi
i¢in bu teknik kullanilmistir. PCR iiriinleri ve pozitif kontrol
(100 baz marker) etidyum bromiir ile boyanan %1’lik aga-
roz jele ylklenmistir. 1X Tris Asetat EDTA (TAE) tampo-
nunda yiriitiilmiistiir. 20 dakika sonra jel goriintiileme siste-
minde PCR iiriinlerine bakilmistir.

2.2.4. Genotipleme

TNF-A gen promotor bolgesi iizerinde yer alan — 376 G/A
polimorfizmi 5 iinite Tsp50 enzimi (Fermentas, USA) ile
65°C°de 2 saat inkiibe edilerek kesilmistir ve olusan uzun-
luklara gore genotipleme yapilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1: Tiirk popiilasyonunda TNF A — 376 polimorfizimin MS
ile iliskisinin agaroz jeldeki genotipleme goriintiisii

2.3. istatistik

Tim bireylerin genotipleri belirlendikten sonra hasta grubu-
nun allel frekanslar1 ve genotip dagilimlart kontrollerle kar-
silastirilmis ve elde edilen veriler SPSS 17.0 programi yar-
dimiyla Ki-Kare testi kullanilarak analiz edilmistir. p<0.05
(2-sided) degeri anlamli olarak kabul edilmistir. Hardy-We-
inberg prensibine gore degerlendirme yapilmis, fark saptan-
mamistir.

2.4. Etik Kurulu ve Hasta Onay1

Bu ¢alisma i¢in tiim hastalardan yazili onay alinmistir. Etik
kurul onay1 Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan verilmistir. Bu ¢aligmaya katilan tiim bireylerin
haklari saklidir ve her tiirlii bilginin gizliligi korunacaktir. Etik
kurulu say1 numarasi B.30.2MAR.0.70.00.03/120062485.

III. BULGULAR

Caligmamizda toplam 100 saglikli kontrol ve 100 hasta ol-
mak tizere 200 birey incelenmistir. Hasta ve kontrollerin ge-
notip dagilimlar1 Tablo 1°de 6zetlenmistir. 100 hasta birey-
den 98’inin genotipi homozigot GG olarak bulunmustur.
Sadece 2 bireyde heterozigot GA goriilmiistiir. Ayrica homo-
zigot genotip AA tespit edilmemistir. Saglikli 100 bireyden
ise 89’unun genotipi GG ve 11°i heterozigot GA’dir. Ayn1
sekilde saglikli bireylerde de homozigot AA gozlenmemis-
tir. Bu sonuclar degerlendirildiginde MS hastalig1 ile TNF-A
— 376 genotip dagilimi arasinda anlamli bir iliski bulunmus-
tur (p= 0,010). Hasta ve kontrollerin allel frekanslar1 Tablo
2’de 6zetlenmistir. Allel frekanslarma bakildiginda kontrol
grubunda 189 G alleli ve 11 A alleli; hasta grubunda ise 198
G alleli ve 2 A alleli tespit edilmistir. Sonug olarak MS has-
talig1 ile TNF-A — 376 allel frekansi arasinda da anlamli bir
iliski saptanmistir (p=0.011). Bu anlaml1 iliski, heterozigot
GA genotipi ve ayni zamanda A allelinin MS hastaligindan
koruyucu oldugu yoniindedir.
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Tablo 1: Tiirk popiilasyonunda MS hastalari ve saglikli
kontrollerde TNF-A — 376 polimorfizmi genotip dagilimlart

Genotip MS vs.
TNF-A (-376) G/G G/A TOPLAM  Kontrol
Kontrol 89 (%89) 11 (%l11) 100 (%100)
MS 98 (%98) 2 (%2) 100 (%100) p=0.010
TOPLAM 187 (%93.5) 13 (%6.5) 200 (%100)

Tablo 2: Tiirk popiilasyonunda MS hastalar1 ve saglikli
kontrollerde TNF-A — 376 polimorfizmi allel frekanslar:

Allel MS vs.
TNF-A (-376) G A TOPLAM Kontrol
Kontrol 189 (%94.5) 11 (%5.5) 200 (%100) p=0.011

MS 198 (%99)  2(%1) 200 (%100)
TOPLAM 387 (%96.8) 13 (%3.3) 400 (%100)
IV. TARTISMA

MS hastalig1 aksonal hasarla seyreden otoimmiin demyeli-
zan bir hastaliktir. MS hastaligina genetik yatkinlik ihtimali
bilim insanlar1 tarafindan defalarca arastirilmis, bu genetik
faktorlerden birisinin de TNF-A gen polimorfizmleri olabi-
lecegi iizerinde durulmustur [14-16]. Bu amagla daha dnce
— 376, — 308, — 238 ve — 244 polimorfizmleri en sik aragti-
rilan polimorfizmler olmustur. Bu polimorfizmler hakkinda
farkli etnik gruplarda yapilan ¢alismalarda farkli sonug-
lar elde edilmistir [17]. Calismamizda da bulgularimiz gos-
terdigi tizere TNF-A — 376 GG genotipi ve G allelinin MS
hastalarinda siklig1 artmis, ancak bunun hastalik agisindan
risk olusturmasi yoniinde herhangi bir iligki bulunamamustir.
Daha 6nce yapilan birkag ¢aligmada da bu sonucu destekle-
yen bulgular saptanmasina [18, 19] karsin hastalikla iligkisi
oldugu yoniinde bulgular olan ¢alismalar da mevcuttur [20,
21]. MS hastalig1 ile TNF-A gen polimorfizmleri arasindaki
iliskiyi inceleyen bir kisim arastirmalar — 376, — 308 ve —
238’inci pozisyonlarda diisiik frekanslarda bulunan A alleli-
nin koruyucu etkisi olabilecegini belirtmistir [21-25] ve bi-
zim ¢alismamiz da bu bulgu ile korelasyon gostermektedir
ki hem — 376 GA genotipi dagilimi (p=0,010) hem de A al-
leli frekans1 (p=0,011) arasindaki iliskinin daha ¢ok koru-
yucu etkisi oldugu yoniindedir. Yukarida bahsedilen ¢alis-
malar tilkemize yakin iilkelerde yapilmis ve benzer bulgular
elde edilmistir. Farkli etnik gruplarda yapilan TNF-A pro-
motor polimorfizmleri ile MS arasindaki iliskiyi arastiran
calismalarin farkli sonuglar vermesinin nedeni HLA bolge-
sindeki farkliliklardan kaynaklanabilmektedir[26].

Caligmamizin zayif noktasi olarak, hasta sayimizin dii-
siik olmasi ve galismaya katilan bireylerde kanda ve BOS’da
TNF-a seviyesine bakarak polimorfizmlerin gercek etkisi-
nin ortaya koyulamamasi sdylenebilir. Clinkii daha once
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yapilan bazi ¢alismalar gdstermistir ki — 376 GG genotipi
tastyan organ donorleri, GA genotipi tasityanlara gore daha
fazla TNF-a tiretmektedir [24] ve progresif MS hastalari-
nin BOS’unda TNF-a seviyesi daha yiiksek bulunmaktadir
[8]. Lassmann ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmanin sonug-
lar1 bizim ¢alismamizin aksine, MS hastalarinda G alleli-
nin daha fazla saptanmasinin daha fazla TNF-a liretimine ve
boylece myelin kilifi hasarini artirarak hastaligin progresyo-
nuna neden olup, oligodendroglial hiicre kayb1 ve demyeli-
nizasyona ilerlemesine neden oldugunu savunmaktadir [27].
Bizim ¢alismamizda da MS hastalarinda G alleli daha fazla
saptanmig ancak istatistik olarak anlamli bulunmamustir. Li-
teratiirde bulgularimizi destekleyen ¢aligmalar da mevcuttur
[17]. Bahsedilen ¢aligmada, MS ile iliskili daha fazla SNP
calisilmasi ve mutlaka TNF-a seviyeleri ile korelasyonu ya-
pilmasi Onerilmektedir. Caligmamizda A allel frekanst MS
hastalarinda %1 civarinda saptanmistir ve daha 6nce yapilan
calismalara gore daha diistiktiir [19-21, 12]. Calismamizdaki
AA genotipi, 6nceki ¢aligsmalarla uyumlu olarak, katilimci-
larda saptanmamustir [20, 21].

Sonug olarak, Tiirk popiilasyonunda G allelinin MS has-
taligr ile iliskili olmadig1 ve A allelinin koruyucu bir etkisi
olabilecegi diistiniilmektedir. Bulgularimizi dogrulamak ve
istatistiki giiclinii artirmak i¢in ¢alismanin daha da genisle-
tilmesine ihtiyag vardir.
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