Bir Grup Saglhkl Gondillide Katekol-O-Metiltransferaz (COMT) Gen Polimorfizmi

Bir Grup Saglikh Goniulliide Katekol-O-Metiltransferaz
(COMT) Gen Polimorfizmi

Dr. Nurten Erdal’, Dr. M. Emin Erdal’°, Dr. Handan Camdeviren’,
Dr. Tuba Gokdogan?, Dr. Hasan Herken*

OZET:
BIR GRUP SAGLIKLI GONULLUDE KATEKOL-O-METILTRANS-
FERAZ (COMT) GEN POLIMORFiZMi

Arkaplan ve Amag: Katekol-O-Metiltransferaz (Catechol-O-
methyltransferase ,COMT; EC 2.1.1.6) katekolamin ve kateko-
lamin iceren ilaglarin metabolizmasinda rol oynayan bir en-
zimdir. COMT enzimi insanda 22q11.2'de yerlesmis olan bir
gen tarafindan kodlanir. COMT genindeki fonksiyonel poli-
morfizm COMT enzim aktivitesinin degismesine neden ol-
maktadir. COMT gen polimorfizminin sizofreni, bipolar duy-
gulanim bozuklugu, obsesif kompulsif bozukluk, migren gibi
hastaliklarin; agresif ve antisosyal davranislarin patogenezinde
etkili oldugu ve ayrica astim, Parkinson hastaligi gibi bircok
hastaligin tedavisinde kullanilan katekol icerikli ilaglarin meta-
bolizmasinda da rol oynadigi bilinmektedir. COMT geni icin;
108/158. kodonunda guanin - adenin (G- A) degisimi, va-
lin -~ metionin degisimine bagh olarak belirlenen H (High, yiik-
sek aktiviteli) ve L (Low, disuk aktiviteli) alellerin olusturdugu
¢ genotip (HH, HL, LL) tanimlanmistir. COMT geninin fonk-
siyonel polimorfizmi nérotransmitterlerle iliskili olan hastalikla-
rin tani ve tedavisinde yon gosterici olmasi bakimindan 6nem-
lidir. Bu calismada COMT geninin toplumumuzdaki yiiksek ve
disik aktiviteli alel sikhginin saptanmasi amaglanmustir.
Yontem: COMT genindeki fonksiyonel polimorfizm, akrabalik
iliskisi olmayan 182 saglikh Tirk denekte Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction) ve RFLP (Restricti-
on Fragment Lenght Polymorphism) yontemi ile belirlendi.
Bulgular: COMT genine ait H ve L alellerinin gen sikhgi sirasi
ile 0.58 ve 0.42 olarak saptandi. Calisma grubuna katilan sag-
Ikl génillilerdeki COMT gen polimorfizminin alel dagilimi
Hardy-Weinberg dengesinde idi.

Sonug¢: COMT geninin polimorfizminin bilinmesinin, noropsi-
kiyatrik hastaliklara yatkinlik olusturmasi ve ilag tedavilerine et-
kisi g6z oniinde bulunduruldugunda, bazi ruhsal hastaliklarin
nedenlerinin ortaya konmasina ve ilag tedavilerinin bireyselles-
tirilmesine katkisi olabilir.

Anahtar sozciikler: katekol-O-metil transferaz, gen, polimorfizm
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ABSTRACT:
THE POLYMORPHISM OF CATECHOL-O-METHYLTRANSFERASE
GENE IN A HEALTHY TURKISH SAMPLE

Background and Objective: Catechol methyl-O-transferase
(COMT) is an enzyme that has a role in the metabolism of
medicine including ‘catecholamine’. COMT enzyme is coded
a gene localized in 22q11.2 of human. A functional
polymorphism on COMT gene results in an alteration of the
COMT gene activity. For COMT gene, as a result of (Guanin-
Adenin) G-A and valin- methionine alteration in 108/158
codon, three genothype having H (high activity) and L (low
activity) alleles (HH,HL,LL) have been described. It has been
known to be effective on pathogenesis of neuropsychiatric
disorders, schizophrenia, bipolar affective disorder,
Parkinson’s disease, obsessive compulsive disorder, migraine,
and agressive-antisocial behavior. In addition It has been
known to have role on the metabolism of ‘catechol” including
medicine that has been used in the treatment of illness as,
asthma, and Parkinson’s disease. The functional polymorphism
of COMT gene is important as it guides to diagnosis and
treatment of disorders due to neurotransmitter dysfunction.
In this study, we aimed to elucidate allelic distribution of the
COMT gene in a healthy people Turkish sample.

Method: This functional polymorphism has been determined
in 182 healthy Turkish people having no relationship with
each other by using polymerase-chain- reactions (PCR) and
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) methods.
Results: The frequency of H and L alleles of COMT gene are
established as 0.58 and 0.42. The allelic distribution of the
COMT gene polymorphism here was in Hardy-Weinberg
equilibrium.

Conclusion: Knowing the COMT gene polymorphism may
contribute to understanding of the ethiology of some
psychiatric disorders and may help to individualization of the
treatment.
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GIRIS

minleri ve katekolamin iceren ilaclar1 S-adenozil L-

inaktif hale getirir (1-3). COMT enzimi endojen maddelerin
metabolizmasinda oldugu kadar hipertansiyon, astim ve Par-
kinson hastaligi gibi bircok hastaligin tedavisinde kullanilan
katekol icerikli ilaclarin metabolizmasinda da énemli bir rol

Katekol—O—metiltransferaz (COMT) enzimi, katekola-

metionine bagh olarak metil konjugasyon yoluyla ~ oynar. COMT enzimi cesitli memeli dokularinda, meme, en-
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dometrium ve eritrositlerde énemli miktarlarda, karaciger ve
bobreklerde ise yiiksek miktarlarda yeralr (4-6). Bu enzim
membrana bagl (M-COMT) va da eriyebilir (S-COMT) form-
larda bulunabilir. Bu enzimin M-COMT ve S-COMT formlari,
iki farkl transkripsiyon baslama bolgesine sahip olan ve insan-
da 22q11.2 bolgesine yerlesmis olan gen tarafindan kodlanr
(7). COMT enzim aktivitesi insanda karaciGer ve eritrositlerde
genetik olarak polimorfiktir (5,8,9). Bu genetik polimorfizm
COMT enzim aktivitesinin de@ismesine neden olmaktadir. Bu
polimorfizm aynm zamanda COMT terminal instabilitesinde bi-
reysel varyasyonlarla iliskilidir. COMT enzim aktivite farkhlig;
membrana bagh formunun (M-COMT) 158., sitoplazmada ¢&-
ziinmiis formunun (S-COMT) 108. kodonundaki guanin ade-
nin (G- A) degisimi valin — metionin degisimine yol agmakta-
dir. 108/158 kodonunda valin aminoasidinin bulunmast 1siya
dayanikl yiiksek afiniteli COMT formunun (H), metionin bu-
lunmast durumun da ise 1siya dayamksiz diisiik aktiviteli
COMT formunu (L) meydana getirmektedir (2, 3, 10, 11). iki
alel (Val108/158 veya H ve Met 108/158 veya L) ve iic ge-
notip (Vall58/Vall58 veya H/H, Vall58/Met158 veya
H/L ve Met158/Met158 veya L/L ) tanimlanmustir (12).
COMT genindeki bu fonksiyonel polimorfizm enzim aktivite-
sinde 3-4 katlik farkhliklara neden olmaktadir. Plasenta ve
HepG2 hepatoma hiicreleri olmak tizere iki farkli DNA kay-
nagindan elde edilen insan COMT gen dizisi 1 bp’lik farklihk
gosterir ve DNA dizisinde yeni Nla Il kesim bélgesi olusturur
(12). Bu aminoasit degisikliginin insanlarda yiiksek (COMT
Val/Val, COMT Val/Met) ve diisilk (COMT Met/Met) enzim
aktivitesi ile iliskili oldugu saptanmustir.

COMT genindeki bu fonksiyonel polimorfizmin sizofre-
nide, bipolar duygulanim bozuklugunda, migrende, agresif
ve antisosyal davranis gosterenlerde, intihar girisiminde bu-
lunanlarda ve Parkinson hastah@nin patogenezinde énemli
bir rol oynadidi ve irksal farkhiliklar gésterdigi bildirilmektedir
(13-21). Baz1 calismalarda ise anksiyete, depresyon, alkol
bagimliigi ve sizofreni gibi hastaliklarla iliskisinin olmadigi
fakat bozuklugun klinigini etkiledigi ileri stiriilmiistiir (14, 22-
28). Yine sizofrenlerde L (diisiik aktiviteli ) alelini tasiyanla-
rin ailelerinde daha yiiksek oranda sizofreni &ykiisii oldugu-
nu bildirilmistir. (29). Yine L alelini tasiyanlarda bipolar I bo-
zuklugun sikh@imin daha yiiksek oldugunu bildiren cahsmalar
yan stra iliskili olmadigim bildiren calismalar da bulunmakta-
dir (30-32). Papolos ve ark (1998) (15) ve Kirov ve ark
(1999) (33) L alelini tasiyanlarin daha cok ultra-hizh tipte (bi-
polar 1) Klinik gdsterdiklerini éne siirmiislerdir. Ohara ve ark.
(1998) (34) ise unipolar depresyonlu hastalarin daha cok L
aleli tasidiklarini bildirmislerdir. Woo ve ark. (2002) (35) ise
L/L genotipine sahip olan bireylerin daha cok panik bozuk-
luk tarusi aldiklarim ve bu hastalardan L/L genotip yapisina
sahip olanlarn tedaviye daha koétii yamit verdiklerini goster-
mislerdir. Son cahsmanin sonuclart COMT gen polimorfiz-
minin bazi hastaliklara yatkinligr arttirdigim ve panik bozuk-
lugun seyrini etkiledigini géstermesi yéniinden énemlidir.
Ayrica bu genin polimorfizmi katekol iceren ilaclarin meta-
bolizmasini etkiledigi icin, diisiik veya yiiksek aktiviteli aleli
tasidiginin bilinmesi ayr bir énem tasimaktadir.

Tablo 1. COMT genine ait genotiplerin dagilimi ve alel frekanslari

Bu nedenle, bu calismada COMT gen polimorfizminin
toplumumuzdaki saglikh kisilerdeki diisiik ve yiiksek aktivite-
li alel frekansinin arastirilmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calisma grubu, fiziksel ve ruhsal bir hastah@ olmayan
sag@hk calisanlarindan olusturuldu. Aralarinda akrabalik iligki-
si bulunanlar, alkol ve sigara bagimlih@ olanlar, goniillii ol-
mayanlar calismaya alinmadi. Calismaya alinan 182 saglikl,
goniillii denekten EDTA’ll kan &rnekleri alindi. DNA, tuz
¢coktiirme yontemine gore elde edildi.

Molekiiler analiz

COMT genindeki fonksiyonel polimorfizm PCR-RFLP
yéntemiyle, Genotipler ise agaroz jel elektroforezi ve jel go-
riintiileme sistemi kullanilarak belirlendi. COMT geni (acces-
sion n0.Z26491) 1947 pozisyonundaki G- A degisimine
bagh olarak meydana gelen polimorfizm, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ve Restriksiyon parcacik uzunluk polimorfizmi
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism PCR-RFLP) yéntemiyle belirlendi. PCR islemi
icin, polimorfizmi iceren 185 bp’lik bélge 5’-GGAGCTGGG-
GGCCTACTGTG-3’ (forward) ve 5-
GGCCCTTTTTCCAGGTCTGACA-3’ (reversed) primerleri
kullanilarak cogaltildi. PCR ortami; 20-100ng DNA, 100mm
dNTPs, 20 pmol primerlerden her biri, 1mM MgCl2, 20 mM
Tris-HCl pH 8.6, 50 mM KCl, %0.2 (w/v) bovine serum al-
bumin ve 1U Taq polymerase (MBI Fermentas) olacak sekil-
de 25 ml'lik hacimde tam otomatik bir thermal cycler (Tech-
ne Genius) ile gerceklestirildi. PCR sartlari; 94°C’de 3 dakika
ilk denaturasyon, 35 siklus 94°C’de 1 dakika denaturasyon,
60°C’de 1 dakika primer baglanma (anneling) ve 72°C’de 1
dakika sentez (extension), daha sonra 72°C’de 7 dakika son
sentez (final extension) seklinde gerceklestirildi. RFLP islemi;
PCR iiriinii 10 ml’si 5 U Nla Ill (BioLabs Inc.) Restriksiyon
enzimiyle 37°C’de 3 saatte gerceklestirildi. RFLP sonucu,
0.5 mg/ml ethidium bromide iceren, % 4’liik NuSieve 3:1 A-
garose (FMC BioProducts) jelde 120 Voltta 20-30 dakikalik
elektroforez isleminden sonra gézlendi. Tiim degerlendirme-
lerde 100 bp’lik marker (100 bp DNA Ladder, MBI Fermen-
tas) kullanildi. UV 1s1k kullanilarak jel gériintiileme sistemiyle
(Vilber Lourmat) genotipler belirlendi. Buna gére; 114, 36
ve 35 bp’lik sonuclar, COMT-LL genotipi; 96, 35, 36 ve 18
bp’lik sonuclar COMT-HH genotipi ve 114, 96, 36, 35 ve
18 bp’lik sonuclar COMT-HL genotipi olarak degerlendirildi.
Genotipleme, deneklerin durumunu (yas, cinsiyet vs.) bilme-
yen arastirici tarafindan gerceklestirildi.

Istatistiksel degerlendirme

Her bir genotipin gériilme sikh@ yiizde deger olarak he-
saplandi. Her bir alele ait gen frekanslan bulunarak calisilan
populasyonun denge kontrolii Hardy-Weinberg ve ki-kare
testleri ile belirlendi.

Genotipler Gozlenen Beklenen X2 P (SD=1) Aleller Alel
frekanslar (%) frekanslar frekanslari

H/H 63 (34.60) 61.22 H 0.58

H/L 84 (46.15) 88.67 0.56 0.45 L 0.42

L/L 35(19.23) 32.11
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Sekil 1. COMT Gen polimorfizmine ait genotip 6rnekleri. M;
DNA 100 bp marker (DNA Ladder MBI, Fermentas); 10 nolu
ornek; HH, 1, 2, 4, 5, 6 ve 9 nolu o6rnekler HL, 3,7 ve 8 nolu
ornekler LL genotipine ait 6rnekler.

BULGULAR

COMT geninin 108/158. kodonundaki G - A degisimi,
Valin - Metionin degisimine bagh olarak belirlenen H ve L a-
lellerinin olusturdugu genotipleme sonucuna gore; 63 (%
34.60) bireyin H/H , 84 (% 46.15) bireyin H/L ve 35 (%
19.23) bireyin L/L genotipinde oldugu saptandi. Genotip

dagiimi ve her bir alele ait gen frekanslar1 hesaplandi. Ince-
lenen populasyonun COMT geni polimorfizmi bakimindan
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu sonucuna varildi. Aras-
tinlan populasyonda H alelinin gen frekansi 0.58, L alelinin
gen frekansi ise 0.42 olarak hesapland: (Tablo 1). Bazi bi-
reylere ait COMT geni fonksiyonel polimorfizmini iceren e-
lektroforez &rnekleri Sekil 1'de gdsterilmistir.

TARTISMA

COMT geninin fonksiyonel polimorfizminde; H (istya da-
vanikli, yiiksek aktiviteli COMT formu) ve L (1siya dayaniksiz,
diistik aktiviteli COMT formu) alellerinden olusan {ic genotip
tammlanmustir. L/L genotipi diisiik enzim aktivitesi géstere-
rek katekolamin metabolizmasi yavaslamakta; H/H ve H/L
genotipi ise hizli enzim aktivasyonu gostererek katekolamin
metabolizmasi hizlanmaktadir. Bu nedenle L/L genotipinde
bulunan bir bireyde, H/H ve H/L genotipine gére daha cok
katekolamin bulunmaktadir. Genotiplere gére katekolamin
metabolizmasinda meydana gelen degisiklikler néropsikiyat-
rik hastaliklara neden olabilmektedir (13). Bu calismada,

Tablo 2. Farkli hastalik ve populasyonlarda genotip dagilimi ve alel frekanslar

Genotip Frekansi Alel Frekansi Kaynak

Populasyon  Gruplar Toplam H/H H/L L/L H L

Tayvan Kontrol 191 117(0.61) 63(0.33) 11(0.06) 0.77 0.23 24
PH 222 125 (0.56) 79 (0.36) 18 (0.08) 0.74 0.26

Cin Kontrol 62 37 (0.60) 19 (0.30) 6 (0.10) 0.75 0.25 25
PH 70 44 (0.63) 21 (0.30) 5(0.07) 0.78 0.22

Japon Kontrol 153 74(0.48) 70(0.46) 9(0.06) 0.71 0.29 25
PH 109 46 (0.42) 47 (0.43) 16 (0.15) 0.64 0.36

Japon Kontrol 156 69 (0.44) 76 (0.49) 11 (0.07) 0.69 0.31 25
PH 176 100 (0.57) 62 (0.35) 14 (0.08) 0.74 0.26

Hind-Avrupa  Kontrol 173 40 (0.23) 88 (0.51) 45 (0.26) 0.48 0.52 25

kokenli beyaz PH 139 32 (0.23) 70 (0.50) 37 (0.27) 0.48 0.52

Hind-Avrupa  Kontrol 439 112(0.26) 220(0.50) 107(0.24) 0.51 0.49 26

kokenli beyaz PH 213 50 (0.23) 106(0.50) 57(0.27) 0.48 0.52

Hind-Avrupa  Kontrol 106 25 (0.24) 52(0.49) 29(0.27) 0.49 0.51 8

kokenli beyaz Over CA 108 27(0.25) 54 (0.50) 27 (0.25) 0.50 0.50

Hind-Avrupa  Kontrol 148 49(0.33) 73(0.49) 26(0.18) 0.58 0.42 12

kokenli beyaz OKB 73 14(0.19) 36(0.49) 23(0.32) 0.44 0.56

Finlandiya Kontrol 66 14(0.21) 30(0.46) 22(0.33) 0.44 0.56 16
PH 158 39(0.25) 80(0.50) 39(0.25) 0.50 0.50

Japon Kontrol 165 79(0.48) 63(0.38) 23(0.14) 0.67 0.33 27
Meme CA 150 60(0.40) 72(0.48) 18(0.12) 0.64 0.36

ABD

Siyah Kontrol 263 111(0.42) 118(0.45) 34(0.13) 0.65 0.35 2
Meme CA 265 130 (0.49) 106(0.40) 29(0.11) 0.69 0.31

Beyaz Kontrol 379 83(0.22) 190(0.50) 106(0.28) 0.47 0.53
Meme CA 389 105 (0.21) 183(0.41) 101(0.26) 0.50 0.50

Tark Kontrol 64 22(0.34) 30(0.47) 12(0.19) 0.58 0.42 17
Migren 62 9 (0.14) 40 (0.64) 13 (0.21) 0.47 0.53

Turk Kontrol 66 22(0.33) 30(0.46) 14(0.21) 0.56 0.44 28
Vitiligo 50 12 (0.24) 27 (0.54) 11 (0.22) 0.50 0.50

Bu calisma Kontrol 182 63(0.35) 84(0.46) 35(0.19) 0.58 0.42

PH: Parkinson Hastaligi, OKB:Obsesif Kompulsif Bozukluk, CA: Karsinom
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COMT geninin fonksiyonel polimorfizmi saglikh bireylerde
calisildi. Calisma grubunda H alelinin gen frekansi 0.58, L
alelinin gen frekansi 0.42 olarak hesaplandi. Ulkemiz ve di-
ger tilkelerdeki bu gene ait hasta ve saghkh kontrollere ait
frekanslar Tablo 2'de verilmistir.

COMT geninin fonksiyonel polimorfizmi bakimindan
toplumumuzun Amerika, Avrupa ve Hind-Avrupa kékenli
beyaz toplumlara daha yakin; Japon, Cin ve Tayvan gibi u-
zak dogu kokenli toplumlara daha uzak oldugu gorilmek-
tedir. Fonksiyonel polimorfizm bakimindan Dogulu top-
lumlarda diisiik aktiviteli alelin daha az, yiiksek aktiviteli a-
lelin daha fazla sikliklarda oldugu; Hind-Avrupa kokenli
beyaz toplumlarda ise bu egilimin daha normale dogru kay-
ma egilimi gosterdi@i anlasilmaktadir. Saglikli kontrol grup-
larinin gen frekanslarina dayanarak bazi hastaliklara bazi
etnik gruplarin daha yatkin olabilecedi sonucunu cikarta-
mayiz. Ciinkii bir genin polimorfizminin o toplumda bir
hastalia yatkinlik olusturup olusturmadiginin gésterilebil-
mesi icin, aynmi etnik ve cografi bélgeden alinan kontrol
grubundan anlamh bir sekilde farklihk gdstermesi gerek-
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