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OZET

Molekller genetik tekniklerinin ortaya ¢ikmasi ve gelismesi ile biyoloji ve
genetik bilimi ivme kazanmistir. Gelistirilen teknikler birgcok calismada kullanimaya
baslanmis ve molekiler genetik tip, ziraat ve biyoloji gibi bir¢ok bilim dalinda uygulama
alani bulmustur. Bu bilim dallarinda birgok problemin ¢ozimuinde molekller genetik
yontemlierinin kullanimi zoruniu hale gelmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction : PCR) yonteminin
kesfediimesi ve gelistirimesi genetikte devrim olmus ve nikleotid dizilerinin in vitro
ortamda ¢ogaltiimasi saglanmistir. Mitokondriyal DNA baglantili ilk hastaligin (Lebers
Hereditary Optic Neuropathy; LHON) molekuler patolojisinin aciklanmasindan sonra,
molekUler genetik teknikleri kullanilarak birgok hastaligin  etiyopatogenezinde
mitokondriyal DNA'nin rol oynadigl ortaya konulmustur. Bu konudaki calismalar
arttikca bireyler arasindaki DNA dizi farliliklarinin her zaman hastalikla sonuglanmadid:
anlasiimistir. Bu dizi farkldiklar popuiasyonlarda sabitlenmekte ve populasyonlar arasi
farkliliklar gostermektedir. Ayrica DNA dizisinde zamanla orantih bir degisimin
oldugunun farkina variimasi modern, insanin gelisimini ortaya koymada molekuler
genetik tekniklerinin kullanimina yeni bir alan saglamistir.

Saglikli bireyler arasinda DNA dizilerindeki farkliliklarin ortaya konulmasi, klinik
patolojiyle bagdastinlan molekdler degisikliklerin 'her zaman bir etiyolojik etken
olmayabilecegi dustncesini dogurmustur. Bu nedenle polimorfizm calismalar
gindeme gelmistir. Klinik ¢alismalarda vyanilgilara dismemek icin  calisilan
populasyonun polimorfik yonanin iyi algilanmis olmasi gereklidir.

Biz bu calismamizda saglikli bireylerin oral kavite mukoza epitelinden
mitokondriyal DNA izolasyonu yaparak, mitokondriyal DNA'nin, biri konstant digeri de
hipervaryabl olmak Uzere iki segmentini PCR ile amplifiye ettik. Her bir bélge icin iki
adet farkli restriksiyon enzimi uyguladik. DNA fragmentlerini %3 5'lik agaroz gelde
yurittok.

Calismaya dahil edilen 38 bireyin tamaminin konstant bolgelerinde farkli kesim
olgusuna rastlanmazken, hipervaryabl bdlgede 4 bireyde farkli kesime rastlanmistir. Bu
4 bireyde Hinf | enzimi kesim bdlgesi kaybolmustu. Bu bireylerden birisinin birinci
derece 2 yakini ile digerinin bir yakini incelenmis ve bunlarin da Hinf | kesim bdlgesini
kaybettikleri géralmustar.

Bu calisma, bodlgemizdeki populasyonda, mitokondriyal genetik hastaliklarin

teshis calismalarina girisiimeden &énce yapilmasi gereken calismalardan ilkidir. Elde



edilen sonuclar, c¢evremizdeki populasyonda, incelenen mitokondriyal DNA
segmentlerindeki polimorfizmin boyutlarini ortaya koymasi ydninden hentz yetersiz
ise de, incelenen iki genetik boélgedeki varyasyon beklenen bir model ortaya
koymustur. Bu ve benzer calismalara daha ¢ok marker kullanarak ve istatistiksel

acidan belli bir glvenilirlik dizeyine ulasilincaya kadar devam edilmesi gerekmektedir.



SUMMARY

As the molecular genetic techniques have been developed and become
available, the sciences of biology and genetics have gained an acceleration. This
molecular techniques are being used in a large scientific field like medicine,
agriculture, biology and others. The use of molecular genetic.methods was now a must
for the solution of problems in this scientific fields. '

The development of PCR methods has been a revoluﬁon in genetics, and it has
been possible to replicate in vitro nucleotide sequences. After the caracterization of the
first mitochondrial DNA linked disease (LHON) rﬁolecular genetic techniques were
used to define several other diseases of which mitochodrial DNA takes part in the
aethiopathogenese. It is proved that DNA sequence differences between individuals
are not always a reason for a disease. These sequence differences have been fixed
for populations. Moreover, being aware of the proportionally change of the DNA
sequence in the course of time provides a way of evaluation for the evolution of the
modern human being by using molecular genetic techniques.

Differences among DNA sequences of healthy individuals indicated that
molecular changes are not always an aethiological factor for clinical pathology. For this
reason polymorphism studies were considered necessary. To prevent mistakes in
clinical studies, the polymorphism of the population should be known well.

In this study, we isolated mitochondrial DNA from epithelial cells of oral cavity of
healthy individuals and we ampilified a constant and an hypervariable segment of the
mitochondrial DNA, with the PCR technique. We applied two different restriction
enzymes to each region and run the DNA fragments in 3.5% agarose gel.

We have not found different restriction sites in the constant regions of the 38
individuals in our study. On the other hand, loss of the resriction site for Hinf | enzyme
was detected in the hypervariable region in four subjects. Two first degree relatives of
one subject and one first degree maternal relative of the second subject demonstrated
the same feature. Maternal relatives of the other two subjects were not available at
time of this study.

"This study is the first of many studies which should be carried out, before
studying mitochondrial genetic diseases in this population. The results maybe
insufficient in defining the polymorphim of the studied mitochondrial DNA region in our

population, but the observed variations in the two sites display an expected pattern.



VI

This and smilar studies should be continued with using more markers, until getting

statistically satisfactory and confident resuits.



1. GIRIS:

Gunumuizde, genetik biliminin gelmis oldugu noktada, pekcok ulke molekiler
genetik tekniklerini kullanarak, insanlardaki genetik polimorfizmi tespit etmeye
calismaktadirlar. Bazi Ulkeler ise bu c¢alismalarin isiginda, hasta bireylerde fenotipik
patoloji ile DNA dizi duzensizlikleri arasindaki baglantilari ortaya koymaya
calismaktadirlar.  Mitokondriyval DNA  (mtDNA)'nin  standart  dizileri 1981'de
tamamiandiktan sonra birgok Ulkede mitokondriyal DNA c¢ok detayl bir sekilde
arastirlmistir’. Fakat, Turkiye'de bu alandaki calismalar henlz yeterli degildir.

Tum dinyada farkli merkezlerde yapilan ¢alismalarla, hergiin kahtsal hastaliklar
listesine yenilerinin eklenmesi ve eskiden beri bilinen birgok hastaligin etiyolojilerinde
kalitsal etkenlerin ortaya konulmasi, genetik ¢alismalarin daha sistematik bir sekilde
yGrGtilmesini zorunlu  kilmaktadir. Bu alanda vyapilan itk calismalar daha ¢ok
genomdaki patolojileri ortaya koymaya ydneliktir.

Wallace ve arkadaslart yapti§i calismalarla, ik defa mtDNA'nin da bircok
hastalikta ntklear DNA gibi 6nemli bir rold oldugunu ortaya koydular ve bu konudaki
calismalara onculik ettiler. Insan mtDNA'sinin standart zincir analizi tamamlanip
mitokondriyal defektler ortaya cikarildiktan sonra, mtDNA molekiler patologlar ve
genetikciler icin ideal bir ¢alisma objesi olmustur®,

MtDNA’si olmayan insan hucrelerinin izolasyonu ve bu hlcrelere mitokondrinin
mikroenjeksiyonunun yapilmasi ile yeni mtDNA'll hiicreler, genetik maniplasyonlar igin
lyi bir calisma objesi olmustur. Bu gelismeler, mitokondriyal genomun yeni hucrelere
aktarilmasini, seleksiyonunu ve replikasyon kurallarinin ortaya konulmasini
saglamistir. Ayrica mitokondrinin nasit bélundagund, nasil birbirleriyle birlestigini ve
stoplazmadaki pozisyonunu nasil belirledigini anlamamiza da yardimci olmustura.

Molekuler biyoloji guniimizde, insan turinun gelisimsel tarihi hakkinda objektif
bilgiler ve buylk bir kantitatif kaynak saglamistir: Saglikli bireylerdeki polimorfizm
calismalart ve hasta bireylerdeki mutasyon oranlarinin tespiti, modern insanin evrimsel
gelisim slrecini ve turler arasi iligkileri yorumlamay: saglamistir. Yine molekuler
biyoloji, turler arasi genetik farkliik ve insanlarin birbirleriyle genetik iliskileri
konusunda da yeni gérusler ortaya koymaktadir. Insanin genetik gelisimini inceleyen
calismalarda mtDNA kullanmanin en énemli avantajlarindan birisi; mtDNAnin olumiu
veya olumsuz ylksek mutasyon hizidir. Bu durum bazi vakalarda ancak birkag bin yil
dnce ayrilan insan populasyonlart arasindaki farkliliklart ayirdedebilmeye imkan

verebilir. Ulkemizde de, molekller genetik calisma imkanlarinin artmast ile birlikte bazi



merkezlerde bu alanda c¢alismalar yapiimaktadir. Fakat bu calismalar hasta
bireylerdeki patolojileri ortaya koymaya yonelik olup, polimorfizm calismalari ikinci
planda kalmistir. Bu durum molekller genetik alaninda biylk bir eksikliktir, Saglikl
bireylerin genomik yapilari tam olarak bilinmeden yapilan mutasyon analizlerinde,
popllasyona 6zgl polimorfik yapilar mutasyon olarak algilanabilir. 8

insan genomunun polimorfizmi genel olarak cok yiiksek boyutlardadir. Klinik
teshislerin saghkli yapilabilmesi icin bu polimorfizmin boyutlart ve nitelikleri éncelikle
saptanmak zorundadir; aksi takdirde ilgilenilen bir lokustaki dogal bir varyant ile klinik
problemler arasinda gercekte olmayan asosiyasyonlar varsayilarak calismalar yanlis
yonlendirilebilir. Herhangi bir Klinik problemin kaynaginda bir lokustaki degisik patojenik
mutasyonlar olabilecedi gibi, saglikh bireylerde de bdyle bir hastalik lokusunda cesitli
boyutlarda bir polimorfizm var olabilir. Dolayisiyla olasi hastalik genlerini teshis
amacityla kullanilacak testlere karar veriimeden once, ilgili genlerdeki polimorfizmin
boyutlari dogru ve detayli olarak tesbit edilmelidir. Aksi takdirde kliniklere basvuran ve
genetik hastalik teshisi konulan hastalardan yapilacak genetik tani testleri saglikli
sonuclar vermeyecektir.

Bu calismada; Turkiye'deki mtDNA patolojileriyle ilgili ¢alismalara, polimorfik
yapilarla patolojik genom yapilarinin ayrimi agisindan katkisi olacagini dustnerek,
PCR ve RFLP yontemi ile mtDNA polimorfizmi ¢alismalarina bir basamak

olusturulmast hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER:

Friedrich Miescher ilk kez 1869'da hicrede DNA'min varligini géstermistir.
Watson ve Crick 1953 yilinda DNA'nin molekuler yapisini ortaya koyduktan sonra, bir
taraftan DNA'nin fonksiyonu ile ilgili calismalar yapilirken bir taraftan da DNA'nin yapisi
ile ilgili arastirmalar devam ettirilmistir. Organizmada butin fonksiyonlarin  DNA
tarafindan kontrol edildiginin  anlasiimast ve DNA'daki yapisal bozukiuklarin
organizmada islev bozukluguna yol agtiginin anlasiimasi tzerine, islev bozukluklarinda
DNA patolojileri arastiriimaya baslanmistir. 7 °

Mitokondri; 1850'de Kolliker tarafindan ilk defa gértimus, sistematik olarak
1894'te Altman tarafindan tanimlanmistir. Isik mikroskobunda mitokondri hicre iginde
ipliksi ve grantler yapida gorulduginden dolay!, ilk kez 1897'de Benda bu organele
mitokondriyon adii vermistir. Bensley ve Hoerr 1934'te ik kez, karacigerden
mitochondrileri izole etmeyi basardilar. 1863'de Nass ve arkadaslart mitokondri iginde
DNA varhgini gozlemlemisler ve bu tarhe kadar yaygin olan, genetik materyalin
sadece nikleusta bulundugu dusdncesini yikmiglardir. Aslinda bu tarihten daha dnce
mitokondrilerin pozitif fuelgen reaksiyonu verdigi gézlemlenmisse de, mtDNA'nin varligi
Nass ve arkadaslari tarafindan ilk kez tesbit edilmistir. " °

Mitokondri, tim okaryotlarda buiunan bir organeldir. Bir htcredeki mitokondri
sayisi, hucrenin fonksiyonuna ve ihtiyacina bagli olarak birka¢ taneden binlerceye
kadar degisebilir. Hucrede cereyan eden reaksiyonlar icin gerekli enerji ihtiyacini
karstlar. Mitokondrinin asil fonksiyonu oksidatif fosforilasyondur, fakat bunun disinda
pirimidinlerin, amino asitlerin, fosfolipitlerin, nikleotidlerin, folat enzimlerinin, Ure ve
diger bircok metabolitin biyosentezine katkida bulunur. Hucredeki sayisi, hucrenin
tipine gore degismekle beraber, bir hicrede ylzlerce hatta binlerce mitokondri
bulunabilir. Karaciger, kas gibi ylksek enerji ihtiyaci olan doku hicrelerinde mitokondri
sayis! oldukca yuksektir. > 7™

Mitokondrinin  buyUklugunun bakteri dlcllerinde olmasi ve fonksiyonu, bu
organelin bakterilerin evrimsel degisimi ile ortaya c¢ikmis olabilecegi dustncesini
dogurmustur. Okaryotlarda enerji dénustmuni yapan organellerin, yakiasik 1,5 milyar
yil dnce, primitif okaryotlar tarafindan yutulan ve simbiyotik bir iliski icerisine girilen
prokaryotlardan gelistigi dustncesi yaygindir. Dunya atmosferinin oksijen, azot ve
karbondioksit agirlikh bir ortama degisimi, oksijenin toksik etkilerini engelleyecek
yaplya sahip olmayan okaryotlarin, bu yapiyi daha dnce kazanmis olan prokaryotlarla

simbiyotik bir iliskiye girmesini zorunlu hale getirmistir. Prokaryotlar, 6karyotlan



oksijenin toksik etkilerinden korumus, okaryotlar ise prokaryotlara besin saglamistir. Bir
sUre sonra bu simbiyotik iliski bozulmus ve bir dizi olay sonunda bakteri
protomitokondriyona ve sonrada mitokondriyona dénusmustur. Bakteri mitokondriyonu
hicre DNA'sindan badimsiz olarak protein sentezleyemeyecek sekilde mutasyona
ugramistir. * '

Mitokondri oval gérunimid, yaklasik 1 um uzunlugunda ve 0,5 um genisliginde
bir organeldir (Sekil 1). 1952'de Palade ve Sjdstrand, elektron mikroskopta
mitokondrinin  ultrastrioktirGnd ortaya  koymuslardir.  Elekiron  mikroskobik
incelemelerde, mitokondrinin bir i¢c bir de dis membrana sahip oldugu ortaya
konulmustur. Ic membran matrikse dogru krista denilen uzantilar verir. Kristalar ic
membranin ylzeyini artirir. Doku tiplerine gore krista sayisi ve dolayisiyla alani
degisiklik gosterir. Karaciger hlcrelerinde kristalarin kapladigi yuzey, hiicre membran
ylzeyinin G¢ katidir, kalp kasinda ise krista sayisi karacigere goére U¢ kat daha fazladir.
Mitokondri dis membraninda ¢ok sayida porin adi verilen transport proteinleri bulunur.
Porin-lipid yapisindaki bu dis membran, 5000 daltondan kiglk molekillere ve iyonlara
kars! secici gecirgenlik gdsterir. Ic membran ise ikili fosfolipid yapisindan olusmustur.
ic membran iyonlar icin gecirgen degildir ve kiclk molekuller icin selektif gegirgendir.
Spesifik protein tasiyicilar bulundurur. [c membran enerji Gretiminin oldugu kisimdir.
Sitrik asit siklusu ve yad asidi oksidasyonu i¢c membranda matrikse bakan ylzde
gerceklesir. I¢c ve dis membran arasinda intermembranéz aralik bulunur. Mitokondriyal

matriks icerisinde mitokondriyal ribozomiar, mitokondriyal DNA'lar ve matriks grantlleri

7.9
bulunur.



Sekil 1. Mitokondriyonun Sematik Gorinimu

Mitokondriogenezis, iki farkli eylem gerektirir; ilki mitokondriyal membranlarin
ve kompartmanlarin olusumu, digeri de oksidatif fosforilasyon icin organellerin
farklilasmasidir. Birinci islem tamamen nutklear genler tarafindan kontrol edilir, ikinci
islem ise nlklear genler kadar mitokondriyal genler tarafindan da kontrol edilir.
Mitokondriyal bUytme ve bdlinme mtDNA replikasyonuna bagmib degildir. Blylyen
hlcrelerde, mitokondriyal membraniarin hlcre kKitlesine oraninda artis goérdlar. Hela
hlcrelerinde, hiicre siklusu esnasinda hicre Kitlesine oranla nﬁitokondri sayisi ve total
mitokondri yilzeyi sabit kalir. Bu da gdstermektedir ki, bu organellerin blylime ve
bolinmesinin - mtDNA  replikasyonu ile bir iliskisi yoktur. Farklilasmis hucre
sistemlerinde mitokondriyal membranlarin buylmesi ve/veya miDNA replikasyonu
hiicre kitlesindeki artis ile uyumlu olarak ortaya cikabilir. Bu durum muhtemelen
metabolik ihtiyaclarin deg@isimini yansitir. mtDNA replikasyonu mitokondri icerisinde
gerceklesir ve daha sonra mitokondri basit flizyon ile bolunur. >

Mitokondri, hicrede oksidatif fosforilasyon olayinin gerceklestigi organeldir.
Mitokondri, oksidatif fosforilasyon yoluyla Adenosine TriPhosphate (ATP) Uretimini
yapar. Hiicre solunumu ile mitokondriler arasinda bir iligki olabilecegini ilk kez Altman
séylemis, 1920'lerde Warburg ve Weiland bu iliskiyi ortaya koymuslardir. Sonraki
yillarda Krebs, glukozdan karbondiokside kadar indirgenen bir seri reaksiyonlar zincirini
agiklamistir.  Oksidatif fosforilasyon olayinin mitokondride gerceklestigini 1948'de

Eugene Kennedy ve Albert Lehninger géstermistir. 7% 1% ™
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2. 1. Oksidatif Fosforilasyon (Oxidative Phosphorylation : OXPHOS)

ATP sentezi, i¢c mitokondriyal membranin diger tarafina bir proton gradienti ile

NADH veya FADHy'den oksijene elektronlarin akisi ile gerceklestirilir. Glikoliz, yag

asidi oksidasyonu ve sitrik asit siklusunda yapilan NADH ve FADHy, yiiksek enerijili

molekullerdir. ClnkG herbiri ylksek bir transfer potansiyeline sahip bir cift elektron
icerir. Bu elektronlar molekiler oksijene transfer edildiginde, blylk miktarlarda enerji
aciga cikar ve agiga c¢ikan bu enerji ATP olusumunda kullanilabilir. OXPHQOS: elektron
tasiyicilart ile elektronlarin NADH veya FADH;'den oksijene tasinirken ATP'nin
yapildidi bir eylemdir. ’

Mitokondride gerceklesen ATP sentezi kemiosmotik teori ile aciklanmistir.
OXPHOS mitokondrinin i¢ membraninda meydana gelir. mtDNA: mitokondriyal ATP
olusum mekanizmasinda hayati bir 6neme sahiptir. OXPHQOS, 5 enzim kompleksinden
olusur (kompleks I, {I, [ll, IV ve V). Bu enzimleri olusturan polipeptitler, yaklasik 80
kadar nuklear gen ve 13 mtDNA geni tarafindan kodlanmistir. Kompleks | ve kompleks

Il ile etkilesime giren yag ve karbonhidratiarin oksidasyonundan elektronlar elde edilir.
Bu elektronlar koenzim Qqg'a transfer edilir. Daha sonra sirasiyla kompleks I,

sitokrom ¢, kompleks IV ve sonucta oksijene gider. Oksijen OXPHOS icin terminal
elektron akseptorudir. Bu elektron transferi ile ortaya cikan enerji, kompleks I, Il ve
I\/'de protonlari ic mitokondriyal membranin diger tarafina pompalamak icin kullanihr.
Membranin her iki tarafi arasinda elektrokimyasal gradient olusur. Bu gradientten
dolayr protonlar pasif olarak matrikse gecer ve kompleks V tarafindan ADP+P/1 ATP'ye
dénustlrmek icin kullanihir. ADP ve ATP, daha sonra adenin nikleotid translokatorleri

(ANT) ile ic mitokondrial membranin diger tarafina transfer edilir. "

2. 2. Mitokondriyal DNA.

Mitokondri, hayvansal organizmalarda, niUkleus haricinde DNA'si olan tek
hiicresel organeldir ve nikiear DNA'dan bagimsiz olarak replikasyon, transkripsiyon ve
translasyon yapma Kkabiliyetindedir. mtDNA, mitokondri matriksi icerisinde 12 nm
uzunlugunda granuller seklinde bulunur. Her mitokondride 2-10 arasi degisen sayida
mtDNA bulunur. Bu sayi turler arasi, Kisiler arasi, dokular arasi ve hatta hicreler arasi
farklilik gosterir. * '

Insan mtDNA'si, kapal sirkller bir yapiya sahip olup, 16569 baz
buytklagUndedir. Herbir memeli somatik hlcresinde 1.000-10.000 mtDNA kopyesi



mevcuttur ve oocyt'lerde bu sayi ¢ok daha ylksektir. Memeli mitokondriyal genomunun
en belirgin 6zelligi kompakt organizasyonudur ve bu durum mtDNA zincirine ileri
derecede ekonomi saglar. D-loop bolgesi disinda bitisik genler arasinda kodlanmayan
bazlar ¢ok az veya hi¢ yoktur. D-loop bélgesinin herhangi bir kodlayici fonksiyonu
aciklanabilmis degildir. Insan mtDNA'si, biri H-zincir (Heavy-strand) digeri L-zincir
(Light-strand) olmak Uzere, ¢ift zincirli sirkller bir yapi gosterir (Sekil 2). H-zinciri daha
¢ok purin bazlanni, L-zinciri ise pirimidin bazlarini icerir. BUtUn bazlarin %44'Gnl G ve

C bazlar olusturur. mtDNA'nin icerdigi genler tablo 1'de gosterilmistir, ™ ® %7
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Sekil 2: Insan Mitokondriyal DNA molekalunin genom organizasyonu °.




Tablo 1: Mitokondriyal DNA'ya ait gen haritas) °,

GEN Yeriesim GEN Yerlegim
Yeri Yeri
(bg) (bg)

L-Zinciri Promoteri =392-435 Sitokrom C Oksidaz |l 7586-8262
H-Zinciri Promoteri =545-567 t.RNA Lys 8295-8364
t.RNA Phe 577-647 ATP Sentaz 8 8366-8572
12S r.RNA 648-1601 ATP Sentaz 6 8527-9207
t.RNA Val 1602-1670 | Sitokrom C Oksidaz Il 9207-9990
16 S r.RNA 1671-3229 | tRNA Gly 9991-10058
t.RNA Leu 3230-3304 | NADHDehidrogenaz3 10059-10404
NADH Dehidrogenaz 1 3307-4262 | t.RNA Arg 10405-10469
t RNA lle 4263-4331 | NADHDehidrogenaz4L | 10470-10766
t.RNA Gin 4329-4400 | NADH Dehidrogenaz4 | 10760-12137
t.RNA Met 4402-4469 | t RNA His 12138-12206
NADH Dehidrogenaz 2 4470-5511 | t.RNA Ser 12207-12265
t.RNA Trp 5512-5576 | t.RNA Leu 12266-12336
t.RNA Ala 5587-5655 | NADH Dehidrogenaz5 12337-14148
t.RNA Asn 5657-5729 | NADH Dehidrogenaz 6 14149-14673
t.RNA Cys 5761-5826 | t.RNA Glu 14674-14742
t.RNA Tyr 5826-5891 | Sitokrom b 14747-15887
Sitokrom C Oksidaz | 5904-7444 | tRNA Thr 15888-15953
t.RNA Ser 7445-7516 | tRNA Pro 15955-16023
t.RNA Asp 7518-7585 | Membran Tutunma =15925-499

Bolgesi (D Loop)
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mtDNA; farkli organizmalarda, yapisi, gen organizasyonu, gen muhtevasi,
ekspresyonu ve replikasyonu ile ileri derecede farkliiklar gosterir. Bu farklilk,
muhtemelen niklear ve mitokondrial genlerin glinumuzdeki ayrimina sebep olan,
evrimsel gelisim asamasindaki degisikliklerden kaynaklanir. Bu farkhliklar, farkl
Okaryotik hlcrelerde mitokondrinin gelisimine neden olabilen gecmisteki hicre ici
olaylarin coklugunun bir kanitidir. ™

Memeli mitokondriyal genomu sirkiler bir yapi gdsterir. Replikasyon orijini
yakinindaki kisa bir segment disinda, memeli mtDNA'si tamamén genlerle
doldurulmustur. Bu genler intron icermezler. Insan mtDNA'si 13 protein kodlayan gen,
2 TRNA geni ve 22 tRNA geni i¢cerir. Genlerin ¢ogunlugu agir (H; heavy) zincirden
transkribe edilirler. H zinciri 2 rRNA geni, 14 tRNA geni, 12 protein kodlayan gen icerir.
Birgcok organizmalarla simdiye kadar yapilan ¢alismalarda, mitokondriyal proteinlerin
sentez mekanizmasinin  RNA komponentlerinin, neredeyse tamamen mtDNA'da
1.8.11.12,15

kodlandigi gorulmistir. Fakat protein komponentleri niklear DNA'da kodlanir

tRNA'lart  kodlayan mtDNA dizileri, organizmalar arasinda blyUk oranda
farkliliklar gosterir. tRNA™ disinda, mitokondrideki 22 tRNA geni, mitokondriye 6zgin

mekanizmalar kullanildiginda, tum kodonlari okumak i¢in yeterli olur. Highir memelide,
mitokondriyal tRNA'larin sitoplazmadan alindigi gésterilememistir. Hayvan ve fungal
mtDNA'lar, mitokondriyal protein sentezi icin gerekli butin tRNA genlerine sahiptir.
Fakat Unicelliler green alga chlamydomonas ve protozoa Tet hymena gibi baz
organizmalar tRNA genlerinin sadece bir kismina sahiptir. Butun tRNA'larini kodlayan
mtDNA'ya sahip organizmalarin mitokondriyal tRNA takimlari, nlklear DNA'da
kodlanandan daha klgUktir. Mitokondriyal tRNA'larin  sayl  ve turG, farkli
organizmalarda mitokondriyal genomun kodon tamima seklini yansitir. Mesela;
Universal stop kodonu olan UGA, hayvan, mantar ve protozoa mitokondrisinde
tryptophani kodlar. Ayni filogenetik grup igerisinde, farkli mitokondriyal genetik
sistemler arasinda da kod farklitiklari bulunmustur. mtDNA ve nikleer DNA arasindaki

kodon farkliiliklari tablo 2'de verilmistir. '°
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Tablo 2: mtDNA ve niklear DNA arasindaki kodon farklihklar

Kodon tiirii Niiklear DNA mtDNA

S - e

AGA Arg | Dur
T T e
~ AUA e  Met

Mitokondride mevcut proteinlerin ¢ogu niklear DNA'da kodlanir, ancak 13
tanesi mtDNA tarafindan kodlanir ve bu proteinler mitokondriyal translasyon sistemi
tarafindan sentezlenir. Bu sistemin rRNA'ar ve tRNA'lari mitokondri tarafindan
kodlanir. Protein kodlama agisindan, farkli organizmalardaki mtDNA'lar oldukca farkh
tipte protein kodlayan gen igerebilirler. OXPHOS igin gerekli bazi proteinleri kodlayan
genler, bazi mtDNA'larda mevcuttur baziarinda ise vyoktur. Fakat NADH
dehidrogenazin genetik kontrolinde mtDNAnin énemli bir rolt vardir ve simdiye kadar
zincir analizi yapimis olan butin vertebralilarin mtDNA'lari bu enzim kompleksinin
sublnitelerini kodlayan 7 geni igerir. GUnumuze kadar yapilan arastirmalarda tim
organizmalarda ortak olan mitokondriyal genler; 2 rRNA geni, birka¢ tRNA geni,
sitokrom C oksidaz subnit | ve apositokrom b genidir. " }

Mitokondriyal biyogenezisin en ilging ydnlerinden birisi replikasyonla ilgilidir.
Herbir insan hicresi ylzlerce mitokondri ve binlerce mtDNA icerir. Hlcre bdlinmesi
esnasinda niklear DNA'lar bolindr. Bunun aksine mtDNA'lar yavru hicrelere rastgele
dagitilir. Eger bir hiicre bolinmesinden sonra belirli bir oranda mutant mtDNA
mevcutsa, birsonraki hiicre bdlinmesinden sonra bu oran degisebilir. EGer belirli bir
zamanda mutant mtDNA orani 1 ise, yeni bir mutasyon disinda, hlcre bélinmesi
esnasinda da 1 olacaktir. ?

mtDNA'nin replikasyonu niklear DNA'dan farklidir. mtDNA'nin her iki zincirinin

(H ve L) replikasyon orjinleri (Oy ve Or) farkhdir. H-zincirinin replikasyon orjini D-loop
bolgesinde bulunur. L zincirinin replikasyon orijini saat 8 hizasindadir. D-loop bdlgesi,

1100 b¢ uzunlugunda, gen igermeyen, replikasyon ve transkripsiyonun kontrolind

yapan bdlgedir. Oncelikle H-zincirinin replikasyonu baslar. H-zincirinin 2/3' U
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sentezlendikten sonra L-zincirinin replikasyon orjini agilir ve ters yonde sentezlenir.
mtDNA'nin replikasyonu ve ekspresyonu nutklear genler tarafindan kontrol edilir.
Replikasyonu gerceklestiren mtDNA polimeraz enzimi nuklear DNA'da kodlanir ve
mitokondriye génderilir. Ayrica niklear genom, mitokondrinin multisublnit enzim
komplekslerinin birlestiriimesinde mitokondriyal genom ife uyumiudur. ™% ™™
mtDNA'nin transkripsiyonu da niklear DNA'dan farklilik gésterir. Okaryotlarda,
nuklear DNA'da transkripsiyon icin her gen kendine ait spesifik bir promotere sahiptir.
Oysa mtDNA polisistronik bir transkripsiyon gdsterir ve H-zincirde 2, L-zincirde 1 tane
promotere sahiptir. Bu promoterler transkripsiyonu birbirine zit ydnde baslatirlar. Her iki
zincirin transkripsiyonu ayni anda gerceklestirilir ve mtDNA'nin tamami transkripsiyona
ugrar. Sentezlenen dizi RNAase-P ile kesilerek mRNA, tRNA ve rRNA'lar birbirinden
ayrilir. Mitokondriyal transkripsiyon mekanizmasi i¢cin en az iki komponent gereklidir.
llki mitokondriyal RNA polimeraz fraksiyonu, ikincisi ise ilk mitokondriyal transkripsiyon

faktor (mtTE1)'dir. Poly-A kuyrugu mRNAs'lere transkripsiyon sonrasi eklenir. ™™

17

Mitokondriyal gen isleyisini dUzenleyen mekanizmalar henlz tam olarak ortaya
konamamis ise de ¢zellikle transkripsiyonel kontrol mekanizmalari énemli rol oynar.
OXPHOS gen ekspresyonunun analizi, ¢ tip transkripsiyonel kontrol mekanizmasini
ortaya koymaktadir. Multiple lokusun uyumlu ekspresyonu, belirli genlerin doku-spesifik
ekspresyonu ve gen ekspresyonunun cevresel modulasyonu. H-zinciri promoterlere
yakin bir bolgede, Ustuste katlanmis iki farkli transkripsiyon Unitesi igerir. Bu Unitelerin
daha aktif olani, H-zincirinde kodlanan rRNA'larin ve 2 tRNA'nin sentezini kontrol eder,
digeri ise kalan tRNA'larin ve mRNA'larin sentezini kontrol eder. rRNA sentezi mRNA
sentezinden 15-60 kat daha fazla gergeklesir. Bunun sebebi terminasyonu belirleyen
promoter ve iki promoter arasindaki tercih uyumudur. Bu iki promoterden birisinin
secimi muhtemelen, RNA polimerazin 16S rRNA geninin 3' ucundaki terminasyon
sinyalini tanima kabiliyetini ikiye katlar. Bunu nasil basardi§i bilinmemekle birlikte bu
konuda ileri strilen hipotezler sunlardir:

1- Iki promoter, iki farkli RNA polimeraz transkripsiyonu gergeklestirir ancak
sadece birisi ({RNA spesifik polimeraz) terminasyon sinyalini taniyabilir.

2- Sadece bir polimeraz vardir ve bu polimeraz, iki promoterin birisinde spesifik
bir faktore (terminator veya antiterminatér) baglanarak, terminasyon sinyalini tanima
kabiliyeti kazanabilir (veya kaybeder).

3- iki promoterin birisine baglanmis spesifik bir faktér, DNA'nin digina loop

yaparak 3' ug terminasyon sinyali ile etkilesir. Transkripsiyonel kontrol disinda memeli
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mitokondrisinde, gen ekspresyonu daha gok posttranskripsiyonel duzeyde kontrol
edifir, > '

Tum genlerde mRNA baslangicinin itk 6 bazl icerisinde bir AUG baslangi¢
kodonu bulunmaktadir. Fakat mitokondriyal mRNA'larin ¢ogunun UAA veya UAG
sonlanma kodonuna sahip olmadi§ tespit edilmistir. Sonlanma muhtemelen AGA ve
AGG kodonlariyla gerceklesmektedir. Oysa bu kodonlar Gniversal genetik kodda
arginini kodlamaktadir (tablo 1'e bkz). Mitokondriyal mRNA'da arginin kodonu CGN'dir.
AGA ve AGG kodonlari; okuma dizilerinin sonunda bir sonraki gen ile baglanti
noktasinda veya ckuma dizisi sonraki gen ile devam edecekse yer almaktadir. Bircok
okuma dizisinde sonlanma kodonunun olmamasini agiklamak icin; mRNA'larda UAA
sonlanma kodonfarinin  posttranskripsiyonel  olusmasina yénelik  bir  model
dUsUntlmustar. Primer transkripsiyon Urind U veya UA ile sonlanacak sekilde
kesilirse, bu Urline poli-A kuyrugu eklenerek sonlanma saglanir. "'’

Mitokondriyal yapiy! kontrol eden sinyallerin ¢ogu nikleardir. Bu sinyal genleri
nikleusta bulunur ve sinyal proteinlerini kodlar. Bu proteinier stoplazmada sentezlenip
mitokondriye gider. Mitokondriye gelen bu proteinler spesifik olarak yonlendirildigi 4
ana kompartmandan birisine gider. Bu kompartmanlarin G¢ tanesi i¢ kompartmandir
(matriks, ic membran, intermembrantz aralk) ve bu kompartmanlara gidecek
proteinler bir amino 6n zinciri ile birlikte sentezlenirler. On zincirler 12-70 kadar
aminoasitten olusurlar ve mitokondri ylzeyindeki reseptdr benzeri yapilara baglanarak
mitokondriye penetre olurlar. *

Goriiluyor ki memeli mitokondriyal genetik sistemi, kendine 6zgl bir sistemdir.
Memeli mitokondriyal genetik kod sistemi Universal genetik koddan farklilik gosterir ve

az sayida mt tRNA ile 6zgun bir bigimde okunur. '

2. 3. Mitokondriyal Kalitim.

Klasik Mendelian kalitim ile ac¢tklanamayan kalitsal hastalik pedigrileri uzun
yillar arastirdmistir. Bu pedigrilerde dikkati ceken nokta, etkilenen birey erkek veya
kadin iken bu bireyin ebeveynlerinden sadece annede hastalik gortimesiydi'®.

mtDNA'nin kesfinden sonra insanin genetik gelisimi ile ilgili calismalar mtDNA
Uzerine yogunlastinimistir. mtDNA arastirmalari, insan gen havuzunun ge¢misini
actklamamiza Gg¢ yolla katkida bulunur.

1- mtDNA, insan gen havuzunda su andaki cgesitliligi gosterir. CuUnku,

mutasyonlar mtDNA'da niklear DNA'dan daha hizli birikir.
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2- mtDNA, maternal olarak kaltildigi ve ebeveynler arasi rekombinasyon
gdstermedigi icin, Kisiler arasi genetik iligkileri gdstermede iyi bir aractir.
3- Insandaki mtDNA sayisi 1016 dir ve genelde birbirlerine tipatip benzerler.

Mitokondriyal kalitimdaki maternal ve haploid kalitimda, bir cift birey yavrulara tek tip
mtDNA aktarabilir. Oysa, bu ¢ift tamami yavruiara aktarnlabilen 4 haploid takim niklear
gen tasir. Bu hizit gelisim ve mtDNA'min 6zgln kalitim modeli, insan gen havuzunun
nasil, nerede, ne zaman dogdugu ve gelistigi sorutarina yeni bir bakis ac¢isi getirmistir.
418,19

Mitokondriyal genomun dizi analizi, insandaki hastaliklar ile ilgili mutasyon
calismalarina blyuk kolayliklar getirmistir. MolekUler genetikgiler ve patologlar i¢in
mitokondri, cazip bir calisma objesi olarak goérulmustlr. Fakat; mitokondrinin
biyogenezis ve kalitim o¢zellikleri, mtDNA'min belirlenen ozellikleri icin istatistiksel
modeller gelistirmeyi zorlastirmaktadir. Mitokondriyal kalitim icin bazi modeiler
gelistirimis ise de, bu modeller mitokondriyal ge¢is ve ekspresyonda birgok ayrintiyi
gbézden kagirmaktadir. Mitokondriyal kahlitimi izah etmek igin, gelismis matematik ve
istatistik modellere ihtiyac vardir. > %

Niklear genlerin aksine, insan mtDNA'sinin sadece anneden kalitildigi
bilinmektedir. Annenin miDNA'sl tim vyavrulara aktariir, babanin miDNA's) ise
mitokondriyal kalitima katkida bulunmamaktadir (Sekil 3). Fertilizasyon esnasinda
spermin kuyruk kisminda bulunan mitokondriler ovuma giremedigi igin zigotta sadece
anneye ait mitokondriler bulunur. Spermin boyun kisminda yeralan mitokondrilerin
%0.1'ini zigota aktarilabilir ki bu da gdézard! edilebilecek bir orandir. Maternal gecis
olayinin ilging bir ¢zelligi otozomal dominant kalitim modeline benzemesidir. Bu
nedenle pedigride maternal gegisi belirlemek icin, kondisyonun paternal yolla

kalitiminin olmadigini dogrulayacak bir test gereklidir %% "> 1%,
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Sekil 3. Mitokondriyal DNA kaltimini agiklamak Gzere hazirlanan ideal bir pedigri

(Burada mitokondriyal DNA kalitimi homoplazmik olarak dustnimustar) °.

Spesifik doku veya hiicre kitlesini olusturan hicrelerde belirli bir mutant ve
normal mtDNA’nin bir arada bulunmasina "heteroplazmi” denir. Bu durum letal
mutasyonlarin tolare edilerek kalici olmasina imkan saglar. Tum mtDNA'lar tek tip
(mutant veya yabanil) oldugu zaman “homoplazmi” denir. Replikatif segregasyon islevi
esnasinda, mtDNA kardes hucrelere paylastirildidl icin, mutant ve normal molekl
orani hlicreden hlcreye degisebilir. Patolojik bir fenotipin ortaya ¢ikmasi icin gerekli
mutant mtDNA orani esik etki olarak bilinir ve Kisiler arasinda, organ sistemleri
arasinda ve verilen doku icerisinde farkhiiklar gésterir. OXPHOS'da potansiyel olarak
letal bir etkiye sahip mutasyonlar (blUyUk yapisal defektler, kritik bolgelerdeki nokta
mutasyonlari, v.s.), sadece heteroplazmik oldukiari zaman varhiklarint strdurebilirler 2
12-14

mtDNA intron icermediginden, rastgele bir mutasyon genellikle kodlayici DNA
- zincirini etkileyecektir. Ayrica; mtDNA'nin, histonlara ve etkili bir tamir sistemine sahip
olmadigi ve OXPHOS ile olugsan serbest oksijen radikallerine maruz kaldigi genel bir
dustncedir. Ozellikle mtDNA nokta mutasyonlari niklear DNA mutasyonlarindan cok

daha hizli bir sekilde populasyona fikse olmaktadir. Bu durum mtDNA tamir
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mekanizmasinin yetersiz oldugu distncesini dogurmustur. Fakat mtDNA'nin bazi tip
mutasyonlari etkin olarak tamir edememesinin yaninda, bazi tip mutasyonlarin tamirini
yeterli bir bicimde gerceklestirdigini gésteren calismalar oldugu bildirilmistir, '™ '> 2’

Bir ¢cok ¢alismada mtDNA'daki mutasyonlarin niklear DNA'daki mutasyonlardan
10-20 kat daha hizli olarak ortaya ¢iktigi gésteriimistir. Bu durum nokta mutasyonlari
ve insersiyon/delesyon mutasyonlari icin dogrudur ve mtDNA'da gdzlenen yilksek
zincir degisim hizinin bir nedeni olabilir. mtDNA'nin patolojik mutasyonlari: baz degdisimi
mutasyonlari ve delesyon-insersiyon mutasyonlart olarak iki gruba ayrilir. Baz degisim
mutasyonlari, missens (amino asit degisimi) ve protein sentez mutasyonlarint icerir.
Delesyonlarin ya her iki replikasyon orjinini korudugu yada L-zincirinin replikasyon
orjinini ¢tkardigi gésterilmi@tirm‘ insersiyoniar  degisik mtDNA  bélgelerinin
duplikasyonuna sebep olabilir. Somatik dokularda veya gelisim asamasinda ortaya
cikan mutasyonlar, spontan hastaliklara ve vyaslanmayla badlantii OXPHOS'da
azalmaya sebep olurken, germ hicrelerinde ortaya c¢ikan mutasyonlar familyal
hastaliklara sebep olur. Bazi mtDNA mutasyonlarinin OXPHOS hastaliklarina sebep
oldugu bilinirken, belirli bazi niklear DNA mutasyonlarinin da benzer fenotip
olusturmasi beklenir. Clnkld, mitokondrideki replikasyon, transkripsiyon ve
translasyona katilan tim proteinleri ve OXPHOS enzimlerinin birgok alt Unitesini
kodlayan genler nikleusta bulunur. mtDNA'nin delesyonlari daha hizli replike olabilir.
Cunkl replike olacak daha klgUk boyutta genoma sahiptirler. Bu nedenle mutant
mtDNA'lar normal mtDNA'lara replikasyon acisindan bir Ustlnlik saglamis olabilirler. 2
5.9,12.14 22

mtDNA'nin dider bir 6zgun niteligi, dokuya spesifik etkileridir. OXPHOS olayi ve
ATP olusumu degisik organlar farkl sekilde etkiler. Bu nedenle dzgln bir mtDNA

mutasyonu, ayni pedigrinin farkli dyelerinde farkli fenotipik formlarda ortaya ¢ikabilir z
14

2. 4. Mitokondriyal Hastaliklar:

Wallace ve arkadaslarinin yaptigr c¢alismalarnin  dnderliginde mitokondrial
hastaliklara yonlenmede blyuk bir artis olmustur. Patojenik mtDNA mutasyonlari genis
spektrumlu kronik dejeneratif hastaliklar ile birlikte gértimuslerdir. Son birka¢ yilda
mtDNA hastaliklart Uzerine cok sayida calisma yapiimistir. Beyin, kalp, iskelet kasi,
bobrek ve endokrin bezlere ait bir¢ok kronik dejeneratif hastaligin mtDNA'daki
mutasyonlardan kaynaklandigi artik bilinmektedir. Mitokondriyal fonksiyon bozukluklart,

tim organ sistemlerini etkiledigi i¢in, birgok branstaki hekimler mitokondriyal hastalikli
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kigilerle karsilasirlar. Bir patolojinin mitokondriyal DNA ile ilgili oldugunun ilk &rnekleri
iki arastirmayla ortaya konulmustur: Bunlar mitokondriyal myopatili ha.stalarda
mtDNA'da blylk delesyonlarin bulunmasi ve LHON hastalarindan mtDNA'da
missense mutasyonun tesbit ediimesidir'’>. Yine maternal kalitm gdsteren bazi
hastaliklar (Progressif Eksternal Oftalmopleji, Mitokondriyal miyopati), mitokondriyal
DNA ile nluklear DNA arasindaki etkilesim bozuklugundan kaynaklandidi icin otozomal
dominant benzeri bir kalitim pedigrisi gésterebilir > 7" 2!

MIDNA duzensizlikleri ile ortaya ¢ikan hastaliklar onceleri 3 baslik altinda
toplanmisti: Sporadik olarak ortaya ¢itkan mtDNA delesyonlar!, maternal olarak kalitilan
mtDNA duplikasyonlarl ve Mendelian-kalitimii mtDNA'nin muitiple delesyonlari. mtDNA
nokta mutasyonu ile birlikte olan hastaliklar hemen hemen tamamen maternal
kahitimhdir. GuUnumizde daha genis kapsaml bir siniffama  yapilarak mtDNA
hastahklar 4 gruba ayriimistir:

1- MtDNA'nin delesyon ve duplikasyonlari ile ortaya cikan hastaliklar. Ornek;
Progresif Eksternal Oftalmopleji, Wolfram Sendromu, Kearns-Sayre Sendromu.

2- Mitokondrideki protein kodlayan genlerde olusan tek nikleotid mutasyoniari
ile gérilen hastaliklar. Ornek; Leber’s Herediter Optik Néropati. Leigh Hastaligi.

3- Mitokondriyal tRNA genierinde olusan tek nikleotid mutasyoniar ile gortlen
hastaliklar.Ornek; MELAS (Mitokondriyal miyopati-Ensefalopati-Laktik Asidoz-Strok
benzeri ataklar), Letal infantil mitokondriyal miyopati. ' '

4- Mitokondriyal rRNA genlerinde olusan tek nukleotid mutasyonlari ile gortlen
hastaliklar. Ornek; Streptomisin ototoksisitesi, Kioramfenikol rezistansi. °*°

Bir mutasyonun, hastanin mtDNA's! icerisinde olup olmadigina karar vermek
icin kullanilan kriter; bireyin hastalig! ile veya bu 6zellidin patogenetik olarak benign ve
rastlantisal olarak polimorfik olup olmamasi ile bagdastinimistir. mtDNA insanlarda
belirgin bir maternal kahtim goésterdigi igin, bir mitokondriyal mutasyonun primer
patogenetik rol oynadid hastaliklar basit pedigri analizleri ile tesbit edilebilir. LHON;
bunun icin glzel bir ornektir. LHON; maternal olarak kahtilan, geng erigkinlerde
bilateral optik atrofi ile sonuglanan ve mMitDNA nokta mutasyonu igeren bir goz
hastaligidir. LHON, diger mitokondriyal hastaliklara kiyasla belirgin bir patolojiye
sahiptir. LHON hastalarinin yaklasik %80'i ve analiz edilen saglikli aile bireyleri, primer
patogenetik mutasyon agisindan homoplazmiktir. Bu homoplazmiye ragmen, LHON
belirgin bir sekilde inkomplet penetrans gdsterir. LHON'in komleks bir etyolojiye sahip
oldugu ve primer LHON mutasyonu asil risk belirleyici komponent olmasina ragmen,

vision kaybini belirleyen veya modifiye eden ilave genetik ve epigenetik veya gevresel
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faktorler oldugu dustUntlimektedir. Maternal kalitimli gec ortaya ¢ikan nérodejeneratif
hastalik bildiriimemistir. Bu tip vakalann cogusunun sporadik oldugu ddstndtar.
Muhtemelen etyolojileri mtDNA'daki germ-line mutasyonlardir. Diger yandan, eger
etyoloji karmasik velveya penetrans dustk ise mitokondriyal mutasyonlar igin
patogenetik  bir rol hari¢ tutulamaz. Keza; nérodejenerasyon'un, ya yaslanmanin
sekonder sonucu olarak bazi dokularda mitokondriyal mutasyoniarin birikimi ile yada
diger bazi processler ile ilgili olmasi intimal dahilindedir. Anormal mitokondriyal
metabolizmalarin, aile c¢alismalarinda mutasyon hizini artxrécagl muhtemeldir.
Mutasyonlarin birikimi ile ilgili bir diger ihtimal, mtDNA replikasyonu ve tamiriyle ilgili
niklear gen Grlnlerinin mutasyonlarn hizlandiran allellere sahip olmasidir. Bu durum
belirli ailelerde mutasyonlarin birikimine sebep olur. Mitokondriyal delesyonlara sebep
olan bir niklear lokus kromozom 10q Uzerinde gésterildigi bildiriimistir °. Mutasyonlar
populasyonda siklikla ortaya ¢ikabilir fakat seleksiyon yoluyla efimine edilebilirler. Farkh
nikleotid pozisyonlari mutasyon egiliminde farkhliklar gosterir. Filogenetik calismalar,
kontrol boigesindeki nikleotid pozisyonlar arasinda genetik evrim hizi agisindan 10-20
kat fark oldugunu ortaya koymustur. Howell ve arkadaslarinin mutasyonlar tesbit
ettikleri iki kontrol-bélge pozisyonunda oldukca hizli degisimler gorulmesi, bu ikKi

pozisyonun insanlar arasinda ileri derecede polimorfik oldugu ile bagdasmaktadir 208

20, 23-25

Bircok yaygin hastaligin genetik temeli karmasiktir ve tek-gen mendelian
kalitimi gibi basit degildir. Ayni klinik tabloyu olusturan farkli noktalarda mutasyoniar
veya farkli etyolojik faktorler olabilir. Ayni kiinik ve patolojik tabloya sahip hastalarin
tamaminda mutant mtDNA bulunamayabilir. LHON'li hastalarda tesbit edilen, nt 3460,
11778, 14484'de primer LHON mutasyonlarinin asil patogenetik faktdér oldugunu
destekleyen en gugcli kanitlardan birisi; ayni populasyon icerisinde bu mutasyonlarin
birkac kez tekrar etmesi ve daima ayni oftalmolojik bozukluklarla birlikte ortaya
cikmasidir % Bir mitokondriyal mutasyonun multiple orjinlerini tam olarak ortaya
koymak icin phylogenetic analizler yapilmahdir. Filogenetik analizier ya restriksiyon-
bolgesi haritalamasi yada nUkleotid zincir analizi ile yapihir. LHON, genetik ve
epigenetik faktérler arasinda karmasik etkilesimler géstermistir. Bu  etkilesimler
diabetes mellitus gibi yaygin hastaliklarin subgruplarinda mtDNA mutasyonlarini
gerektirir. Aslinda diabetes mellitusta maternal kalitim olay! belirgin degildir. Ayrica;
eksternal faktorler mtDNA'y1 etkileyebilir; ornegin antiretroviral ilag olan zidovudine, kas
mtDNA'sini  eksiltir ve kazanilmis mitokondriyal myopatiye sebep olur. Asirl

beslenmenin mtDNA'da oksidatif hasar artirabilecegi ve bunun sonucu olarak
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mitokondri igerisinde disfonksiyonel OXPHOS ortaya cikacag: tartisiimaktadir. ileriki
safhada mitokondri serbest radikallerin kaynagi olacak ve bu radikaller mitokondriyal
DNA'ya ve diger makromolekullere zarar verecektir. Yine tltun-alkol amblyopili
hastalardaki mtDNA mutasyonlarinin varligi genetik ve epigenetik faktorier arasindaki
etkilesimi g&sterir. Bu mutasyonliarin, titin, alkol veya her ikisinin optik sinir Gzerine
olumsuz etki oflusturmada genetik bir duyarliik verdigini gésterir. Ancak titin-alkol
amblyopili hastalarin  hepsinde mtDNA mutasyonu tesbit edilememistir. lyonize
radyasyona veya alkilleyici ajanlara maruz kalan I[6semili hastalarda sekonder
myelodisplastik sendromlar gelistigi ve sendromun patogenezinde mitokondrilerin rol
oynadigi bildirilmistir 7, 7 1% 2%

Disfonksiyonel mitokondri ile bagdastirilan bircok hastalik ve 6zellik, mtDNA
urGnleri ile etkilesime giren niklear gen Urlnlerindeki defektlerden kaynaklanabilir. Bu
tur etkilesimler, gercekte homojen genetik bozukluklardaki fenotipik heterojeniteyi taklit
edebilir. mtDNA hastaliklarinin en farkli 6zelliklerinden birisi olaganustli fenotipik
heterojenitedir. lleri calismalar bunun mitokondriyal kalitimin 5 ézgin karakterinden
kaynaklandigini gostermistir.

1- insanlarda mtDNA maternal kalitimlidir, paternal mitokondrinin énemsiz bir
katkisi mevcuttur. Bu nedenle patojenik mtDNA mutasyonlarinin sebep oldugu hastalik
durumliarn maternal ¢izgi boyunca yogunlastiriimistir.

2- OXPHQOS hastaliklarina siklikla heteroplazmik mtDNA mutasyonlari sebep
olur. Bunlarda herbir hiicrede normal ve mutant mtDNA mevcuttur. Hicre bdlunmesi
ve mitokondriyal proliferasyon "replicative segregation" olarak isimlendirilir. Hucreler
degisik oranlarda mutant ve normal DNA'lar ile doldurulmustur.

3- Bir dokuya bir mtDNA mutasyonunun etkisi, hicrenin mitokondriyal ATP
Uretimine olan ihityacina baghdir. Herbir hicre veya doku normal fonksiyonunu
sUrdirmek icin minimal seviyede ATP Uretimine ihtiya¢ duyar. Bu ylzden mtDNA
mutasyonlarl ATP Uretiminde bir azalmaya sebep oldugu zaman, ATP seviyesi ¢esitli
dokularin ekspresyon esigi altina dustugl icin hicresel dejenerasyon ve 6lum olur.
Santral sinir sistemi gibi en ylksek seviyede ATP ihtiyaci duyan organ sistemleri bu
durumdan en fazla etkilenecektir.

4- mtDNA es anlamli ve insertion tipi mutasyonlar, niklear OXPHOS
genlerinden yaklasik 10 kat daha hizli tamir eder. mtDNA olduk¢a sinirli bir genom
oldugu icin patojenik mtDNA mutasyonlarinin yaygin olmasi beklenir.

5. Somatik hicre mtDNA mutasyonlarinin  birikkmesine paralel olarak

yaslanmayla OXPHOS fonksiyonu azalir. mtDNA'nin ylksek mutasyon oraninin
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sebebi; OXPHOS ile olugsan serbes radikallere yakinligi, koruyucu histonlarinin
olmamasi ve sinirli mtDNA tamir mekanizmasidir. =

Homoplazmik mutasyonlar tum dokularda aynidir. Heteroplazmik nokta
mutasyonlarinin orani doku tipine gére degisiklik gosterir. Blytk yapisal mutasyoniar,
delesyon gibi, iskelet kasi analizi gerektirir. Fakat, mtDNA mutasyonlarini géstermede
spesifik ve sensitif olan tum genomu tarama testi olduk¢a zordur. Mitokondriyal
hastaliklarin  ¢ogusu i¢in patogenetik mitokondriyal mutasyon heteroplazmiktir.
Heteroplazminin ve doku veya organlarin solunum-zinciri disfonksiyonuna farkli
duyarliliklanindan dolayl, mutasyoniu bir ailenin fertleri asemptomatikten cocukluk
déneminde ¢lume kadar degisen, farkll derecelerde klinik semptomlar gésterir. Bu
yUzden cok sayida jenerasyonu kapsayan ve ¢ok sayida aile bireyini iceren bir pedigri
lyi analiz edilmez ise, maternal gecis olayr gozden kacirilabilir. Eder heteroplazmi
yaygin ise ve dokular arasi yaytlimi farkli ise, doku tipiyle bireyleri tanimlamada mtDNA
kullanilacaksa bu durum gdzden kaciriimamalidir. Bir veya birkac moleklilden PCR
amplifikasyonu vapilarak, dokudaki nadir bir varyantin varhgi gOsterilebilir.
Heteroplazmik mutasyonlarda, normal/mutant mtDNA orani bir doku icerisinde
degiskendir. Ornegin; iskelet kasinda bu oran liften-life degisiklik gésterebilir. Dokular
aras! ve doku icinde baslangicta olan bu farklilk, embriyogenezis esnasindaki mitotik
segregasyon ile tayin edilir. Bu oranlar zamanla. molekdler. organel, htcresel, doku ve
organizmal seviyelerde karmasik seleksiyon zorlamalarindan dolayi degisiklik gsterir.
Mesela; mtDNA'da 4977 bp delesyonu seklindeki mutasyonun somatik dokularda
yaslanma ile spontan bir sekilde arttigr gosterilmistir **Mitokondri, bir hiicre icerisinde
statik bir yapi degildir. Dinamik morfolojik degisikliklere maruz kalr. Missens
mutasyonlar iki farkli klinik fenotip ile eslestiriimistir: Elektron-transport zincir
polipeptitlerindeki degisiklikler LHON ile sonuglanmistir ve ATP Sentaz-6'yl etkileyen
bir mutasyon ya nérojenik kas zayifli§i, ataxi ve retinitis pigmentosa (NARP) yada
Leigh sendromuna sebep olur. LHON mutasyonlari genellikle homoplazmiktir fakat
NARP ve Leigh hastaliklarinda ki mutasyonlar heteroplazmiktir. Mitokondrial DNA

delesyonlari; delesyonun iki mtDNA replikasyon orijininden birisini ortadan kaldirip-
kaldirmamasina bagl olarak iki gruba ayriir. Birinci gruptaki delesyonlar (Og+, OL*),

replikasyon orjinlerinin her ikisinide korur fakat mtDNA'nin baska herhangi bir pargasini
ortadan kaldirabilir. Bu delesyonlar siklikla direk tekrarlar igerisinde ortaya ¢ikar ve
siklikla iki major fenotiple birliktedir: Pearson marrow-pancreas sendromu ve ocular

myopatiler ve chronic progressive external ophthalmoplegia (CPEQ), daha ileri formu
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Kearns-Sayre sendromu (KSS). Ikinci gruptaki delesyonlar Oy 'yi ortadan kaldirirlar. Bu

tip delesyonlar birka¢ sporadik multisistem hastalkli gocukta gérlimustir. Leigh
hastaligindaki gibi, buytk mitokondriyal defektler &ldurtct olabilir. Bu durum
yaslandikca heteroplazminin siklidinda bir artis olmasi gerektigini dusUndurebilir.
mtDNA mutasyon birikim hizi niiklear DNA'dan cok daha hizlidir, # % 1% 14202528
Tammlénmn@ ilk patojenik mtDNA mutasyonlari, Leber's Hereditary Optic
Neurophaty (LHON), Myoclonic Epilepsy and Ragged-Red Fiber Disease (MERRF),
Kearns-Sayre Syndrome (KSS) gibi nadir sendromlarla birlikte idi. GUnUrﬁUZde miDNA
ile ilgili tammlanmis hastalik sayist artmistirn. Bazi mtDNA hastaliklari sunlardir,

Progressif External Oftalmopleji (PEO), Pearsons Marrow-Pancreas Sendromu,
Wolfram sendromu, Leigh Hastaligi, Alzheimer Hastaligr, Neuropathy-Ataxi-Retinitis
Pigmentosum (NARP). Bir 6zelligin veya bir hastaligin mitokondriyal olup-olmadigini
teshbit etme slrecinde: maternal kalitimi arastirmak icin pedigri analizieri, alternatif
aday mutasyonlart belirlemek icin bUtdn mitokondriyal genomun zincir analizi,
filogenetik analizler, solunum zincirinde ve sitokrom oksidaz kompleksindeki
fonksiyonel degisiklikleri saptamak igin biyokimyasal analizler yapilmahdir. Analiz
edilen hastaligin etyolojisi ¢cok karmasik oldugunda, klinik semptomlarin penetranst gok
distk ve/veya cok degisken oldugunda, aday mitokondriyal mutasyonlar ¢ok nadir
oldugunda, patojenitenin tesbiti cok zor ve problemlidir. ™ *°

Yukarda bahsedilen hastaliklarla ilgili mitokondriyal mutasyonlari arastirma
calismalari, OXPHOS bozukluklarinin spektrumunu ve sikligini belirlemegi ve
kataloglamay! saglamistir. Fakat, iki énemli klinik ve biyolojik duruma katkida bulunan
faktorlerin tam olarak ortaya konulmasi mumkin olmamistir: Penerans ve doku
spesifitesi. Bu iki konu siklikla genotip-fenotip uyumu ile bir batln olarak ele alinmistir.
Fakat bu iki durumun herbirisi icin farkli bir molekuler isleyis ortaya ¢ikinca, birbirinden
ayriimak zorunda kalmistir. Mitokondriyal mutasyondan kaynaklanan isitme kaybt bu
durumu aciklamakta yardimci olabilir. Isitme kaybi, kalitimdan dolayi, sonradan
kazanilmis, heteroplazmik ve homoplazmik mitokondriyal mutasyonlardan dolay!
ortaya cikmis olabilir. Sistemik néromuskuler sendromiaria birlikte gortlen kazanilmis
mitokondriyal mutasyonlardaki isitme kayiplari en kolay agiklananlardir. Bu vakalarda,
kas ve sinir dokularinda ylksek seviyelerde heteroplazmik mutasyoniara rastlanmistir.
Kas ve sinir dokusunun fazla enerji intiyacindan dolayi ve az sayida disfonksiyonel kas
ve sinir hiicresi bir cok komsu normal hiicrenin fonksiyonunu bozabileceginden dolayl,

bu dokulardaki mtDNA mutasyonlarinin zararh olacagr dustntimektedir. Yaygin
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noronal disfonksiyonun keza isitme sistemindede etkili oimasi beklenir. Yapilan
calismalarda, isitme kaybina sebep olan homoplazmik veya homoplazmige yakin 1555
ve 7445 mutasyonlarina sahip aile bireylerinin bir kisminda isitme kaybi goérultrken bir
kismi tamamen normal bulunmustur %, Bu mutasyon calismalari fenotipik ekspresyonu
dluzenleyen ¢ faktorl belirlemistir.  Bu  faktdrlerin  hepsi hicrede OXPHOS
kapasitesinin seviyesini etkiler. Birinci faktdr cevresel ajanlardir ki, aminoglikozidlere
bagh sagirliklar buna gok glzel drnektir. Ayrica oksijen-radikal olusumunu etkileyen
diyet ve ilaclar cevresel etkenlerdendir. Bleomycin veya iyonizé radyasyon gibi
kimyasal ve fiziksel ajanlarin, oksijenden bagimsiz bir sekilde selektif olarak mtDNA'ya
hasar verdigi bilinir 7. ikinci faktér, mitokondriyal genom kalintilanidir. Uglinc( faktér,
niklear genlerdir. Penetrans, bir hicre Uzerine mitokondriyal, cevresel ve nuklear
faktorlerin ortak etkisiyle farkh klinik tablolarin ortaya gikmasinin gdstergesidir. Yine iki
farkli mekanizma doku spesifikligini izah etmemize yardimei olur. Iiki; mitokondriyal
ribozomlarin veya OXPHOS kompleks!erinin doku-spesifik sublnitleri, muhtemelen
yalnizca fonksiyon gdrdukleri dokulardaki mitokondriyal defekt ile spesifik olarak
etkilesirler. Ikincisi; mitokondriyal genlerin  OXPHOS'daki fonksiyonlarina ilave
fonksiyonlara sahip olmalari ile ilgilidir. Mitokondriyal mutasyon, mitokondriyal genin

dokuya spesifik sekonder fonksiyonuna engel olur. *°

2. 5. Polimorfizm ve Mutasyon Tanimt.

Vicudun herbir hilicresinde bircok farkli protein Uretilir. Bu proteinler, viicudun
gelisiminden ve metabolik islevlerinden sorumlu enzimleri ve yapisal komponentleri
icermektedir. DNA ile sentezlenen protein arasindaki temel iliski; polipeptid zincirindeki
amino asit dizisinin kodlayict DNA dizisindeki bazlara spesifik olmasidir. Yani,
polipeptid dizisindeki aminoasit sirasint DNA'daki baz dizisi belirler. Bu ylzden DNA
baz dizisindeki bir nikleotid degisikligi, varyant proteinlerin olusumuna yol acabilir.
Varyant proteinler ise organizmanin bazi o¢zelliklerini degistirebilir. Bir polipeptidin
primer amino asit zincirini degistirmeyen veya polipeptidin kritik olmayan bélgesinde
ortaya cikan degisiklikler fenotipik degisiklige neden olmayabilir. Bu nedenle tUm
varyant proteinler klinik bir sonug dogurmazlar. Hatta normal sartlarda birgok protein,
nisbeten yaygin, genetik olarak farkli ve yapisal olarak ayr formlarda organizmalarda
mevcuttur. Bu durum "polymorphism" olarak bilinmektedir. Yani DNA molekulindeki
nikleotid dizi farkliliklari polimorfizm olarak adlandiriir. Polimorfizm ¢alismalar

genelde poptlasyonlarin incelenmesi igin ve bir tlrin genetik gelisiminin ortaya

mﬂ‘-"‘wn ITASTOR nm
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konulmasi igin kullanilir. Polimorfizmler mutasyonlardan farkl olarak organizmada islev
bozuklugu yapmazlar ve bir patolojiye sebep olmazlar. ' 2°

Mutasyon; DNA'da kalici degisiklik olarak tanimlanmistir. Bu degisiklik,
genomdaki DNA'nin tertibinde veya nikleotid zincirinde goérulen degisikliktir. Mutasyon
orani tahminlerinin ¢ogu, fenotip Uzerine acik bir etkisi olan olumsuz mutasyonlarin
tespitine dayanmaktadir. Bircok mutasyon olumsuz degildir, fakat selektif olarak nétral
olduklarr disunulir. Her zigotta, ebeveynierin her ikisinin de genomlarinda bulunmayan
100 kadar yeni baz cifti kombinasyonu olusmasi olasidir. Bu varyasyonlar, sadece
Kodlayici bolgelerde (ekzon) degil, ayni zamanda ekstragenik (intron) bolgelerde ve
kromozomlarin nonkoding, heterokromatik bdlgelerinde de olusabilir. Evollsyoner
strecte, yeni nlkleotid varyasyoniarinin surekli olusmasi ileri derecede bir genetik
farkliigin ve bireyselligin ortaya gikmasina imkan verir. '° N

Birgok lokus birkag yaygin allel ile karakterize edilmistir. Bu alleler,
popllasyonun Uyelerini farkh fenotiplerde siniflandirmaya imkan verir. "Genetik
polimorfizm" bir lokusta ¢ok sayida allelin ortaya ¢ikmast olarak tanimianabilir. Bir
lokusta en az iki allel %1'den daha fazla bir siklikta gértltr. Polimorfik lokuslarda
popllasyonun en az %?2'si heterozigottur. Polimorfik lokuslar, cok sayida farkii alleller
ile karakterize edildigi i¢in, ayni lokustaki heterozigozite orani cok ylUksektir. Sikliklari
%1'den az olan alleller nadir varyantlar olarak isimlendirilir. Pratikte, DNA
varyasyonlarini gdstermek igin en yaygln olarak kullanilan yaklasim, klonlanmis DNA
problari ile belirli bir DNA bdlgesinde restriksiyon enzim sahasini incelemek icin
Southern blot teknidini  kullanmaktir. Bu teknigin  6nemli avantaji, genomdaki
milyonlarca diger fragmentler arasinda genomik DNA'nin aranan veya hedeflenen tek
bir fragmentinin gosterilmesine imkan vermesidir. °

Herhangi iki insanin genomlari arasinda, tum nUkleotid dizileri g6zonine
alindiginda 1/100-1/500 oraninda nukleotid farkliligi beklenmektedir. Yani ayni tirn iki
farkli genomu arasinda mutasyonlarin da birikimi ile 10 milyondan fazla baz degisikligi
beklenir. Bu farkhiik; klonlanmis DNA problarinin = kullanididi  birgok genis
arastirmalardan, genomda herhangi rastgele segilmis DNA parcalari igin polimorfik baz
pozisyonlarinin toplam orant (DNA heterozigozite indeksi) 270 baz ¢iftinde yaklasik 1
olarak tahmin edilmistir. Bu oran, gencmun protein kodlayan bolgeleri igin tahmin
edilen heterozigot nikleotid oranindan (yaklasik 2500'de 1 baz cifti ) yaklasik 10 kat
fazladir. Bu farklilik sasirtici degildir. Clnkd, protein kodlayan bdélgelerin cok daha kati
selektif bask: altinda oldugu ve bu ylzden gelisim boyunca bu bélgelerdeki mutasyon

insidansinin daha disuk oldugu tahmin edilmektedir'.
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Mitokondriyal DNA'nin kesfinden sonra, genetik degisimin hizli oldugu non-
koding D-loop bdlgesi Uzerinde yapilan ¢alismalar, insan mitckondriyal genomunun bu
bolgesi icin germ-line mutasyon hizi 50 jenerasyonda 1 olarak bildiriimistir. Fakat
mutasyon hizi hesaplamalarinda farkli analiz yontemleri kullanddigindan ve bazen
popllasyona yerlesmemis mutasyonlar hesaba katildigindan dolayi farkli sonuglar
rapor edilmistir. Farkh metodiarin kullaniimasi konuyu daha da karmasik yapmaktadir.
mtDNA dizi analizi sonuglar, insan mtDNA’sinda kodlanmayan D-loop bélgesinin
genetik gelisiminin, standart filogenetik yontemlerle bildirilenden ¢ok daha hizli ve ¢ok
daha karmasik oldugunu géstermektedir. Filogenetik analizler, mtDNA gelisim hizini
hesaplamak icin kullanilan en yaygin ydntemdir. Bu yontemde; bireylerin mtDNA
nikleotid dizileri kullanilarak farkli yéntemlerle filogenetik bir aga¢ olusturulur. Agacin
herbir dali boyunca mutasyon sayilar ortaya ¢ikarilir. Sonugta agacin yast hakkinda
tahminler yapilir. Filogenetik metodla yapilan bir ¢alismada insan mtDNA'sinin ki
hipervaryabl bélgesinin degisim hizt %7-%22 /milyon yii olarak hesaplandig!
bildiriimistir.  On-yedi Avrupali ve Afrikali populasyonun dahil edildigi genis
mitokondriyal genom analizlerinde, hipervaryabl | ve Il bolgelerinin mutasyon oranlar
acisindan anlamlh bir farklihk gostermedigi ortaya konulmustur '® Fakat mtDNA'nin
konstant bélgelerinde bu oran yaklasik %2-%4 /milyon yil olarak bildirilmistir. Bir baska
calismada ise bu oran 0.2-0.6 /milyon yil olarak bildiriimistir. Genealogical yaklasimlar,
filogenetik yaklasimla hesaplanandan ¢ok daha yuksek mitokondriyal genom
mutasyonu olabilecegini géstermistir. Bu verileri degerlendirmek icin coalescent modeli
kU‘HémImlstlr. Coalescent modeller, bir genin (mtDNA bir gen olarak kabul edilmektedir)
bitin allellerinin bir tek allelden kaynaklandidint varsayar. Coalescent modelinde
insanlik tarihi hesabt, nikleotid heterozigozitesi siklidi ve popllasyonun bayuklagi ile
baglantiidir. Bu yoéntemle yapilan bir c¢alhismada mtDNA D-loop hipervaryabl |
bolgesinin degisim hizi %110/milyon yil olarak hesaplanmistir®. Bu deger filogenetik
yaklasimlaria hesaplanandan ¢ok daha yUksektir. mtDNA mutasyonlari zamandan ve
turden badimsiz olarak artis gostermez. Ayrica bazi mitokondriyal serilerde
digerlerinden cok daha yuksek genetik gelisim hizi olabilir. Diger bir konu, mtDNA'nIn
yUksek oranda ileri mutasyonlara ilaveten, ylksek oranda geriye dogru'bir mutasyon
hizina da sahip olmasidir. Béylece patolojiye sebep olan bir mutasyon populasyona
yerlesmeden dénce tersine bir mutasyon ile ortadan kaldirilabilir. Hatta organizmaya

avantaj saglayan faydali etkilere sahip bir mutasyon intimali, dstkte olsa, vardir. * '

22
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Farkli insanlarda ayni genetik materyalin farkl versiyonlarinin bulunmast, insan
genetikgileri icin calismalarini farkli alanlara kaydirmistir. Polimorfizm itk kez kan
gruplan calismalarinda ortaya konmustur. Polimorfizmler, aile ¢alismalarinda bir genin
farkli kalitilan formlarinin ayriminda genetik marker olarak kullanildiklarindan oldukca
degerli hale gelmistir. Medikal genetikte polimorfizmlerin kullanim alanlar su sekilde
siralanabilir:

-- Linkage analizleri ile bireysel kromozomlarin gen haritalamasi,

-- Genetik hastaliklarin presemptomatik ve prenatal tanisi

-- Heterozigot genetik hastalik tastyicilarin belirlenmesi

-- Koroner kalp hastali§i, kanser, diabet gibi yaygin eriskin hastaliklarina yatkin yiksek
ve duslk riskli bireylerin degerlendiriimesi

-- Paternity testi ve hukuki problemlerin ¢ézimune yardim

--Doku ve organ transplantasyonlari igin varici-alict uyguniugunun arastiriimast. 10

Son zamanlarda bircok calismada saglkli kabul edilen bireylerde mtDNA
analizleri yapilmistir. Bu galismalarin amaci mtDNA haplogrouplarini tesbit etmek ve
mtDNA polimorfizmini ortaya koymaktir. Insan polptlasyonundaki mtDNA polimorfizm
calismalarinda, restriksiyon enzim analizleri veya D-loop kontrol bolgesi hipervaryabl

® Hayvan mtDNA’sinin restriksiyon

segment zincir analizleri esas alinmistir
endonikleaz analizi, zincir varyasyonunun belirlenmesinde gucli bir metod olmustur.
Ornegin turler arasindaki iligkinin belirfenmesinde kullaniimaktadir. insan mtDNA’sinin
restriksiyon enzim analizleri bireyler arasindaki varyasyon miktarinin cok yuksek
olabilecegini gostermistir .

mtDNA'nin  en degisken bolgesi (hypervariable bolge), 16204-00576 bp
arasindaki 1122 bp uzunlugunda olan, kodlanmayan kontrol bdélgesidir. Saghkii
bireylerin mtDNA'lar;, PCR amplifikasyonu ve endonUkleazlarla ylksek rezollsyonlu
restriksiyon analizi ile incelenmektedir. Bu tip analizler; mtDNA zincirinin yaklagik
%20'sindeki varyantlarin taranmasina ve ¢ok sayida mtDNA varyantlarinin varligi veya
yoklugu ile tanimlanan kompleks haplotiplerin tesbit ediimesine imkan saglamaktadir.
Harihara ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada (1988), 13 adet restriksiyon enzimi ile
Asya kokenli 5 farkli populasyonda mtDNA polimorfizmi ortaya konulmustur. Yerli
Amerikalilarda yapilan baska bir ¢alismada, dort major mtDNA haplogrubu (A, B, C, D)
tanimlanmistir. Bu primer mitokondriyal markerlere ilaveten bu haplogruplarla birlikte
gérilen sekonder polimorfizmler de ortaya atimistir. mtDNA  rekombinasyona
ugramadid! icin, birlikte aktarilan polimorfizmler baglantili bir grup olarak maternal

gecis gésterir. Fakat bu dort gruba uymayan bireylerin, paralel mutasyon veya Kafkas
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gen karisimindan kaynaklanmis olabilecegi ileri surllmusttr. Daha sonra D-loop zincir
analizi (izerine yapllan calismalarda, paralel mutasyonlarla agiklanamayan haplotipler
gosteriimistir.  Muhtemelen haplotip sayisi 10'dan fazladir. Haplotiplerin ortaya
¢cikmasini saglayan U¢ mekanizma mutasyon, matrilineal gegis ve gen karisimi olup,
mitokondriyal genotip farkliliklarinin sebebi bunlarin herhangi birisi olabilir **°**,

Mitokondriyal DNA patolojileri a¢isindan COX | geninin 7444. nikleotidinde ve
CYTB geninin 15257. nuklecotidindeki mitokondriyal mutasyonlarin primer LHON
mutasyonlari oldugu bildirilmis, fakat ayni etnik grubun saghikli kontrol bireylerinde de
her iki mutasyon dustk sikliklarda gosterilmistir. Benzer bir calismada ise, ND4 geninin
11084 nUkleotidindeki bir mutasyonun MELAS-benzeri bir hastaliga sebep oldugu
bildiriimis fakat sonradan, bu nukleotid degisikliginin patogenetik olarak benign oldugu
fakat etnik olarak Oriental'larda spesifik polimorfizm oldugu gdsterilmistir. Bir diger
calismada, COX Il geni 9438. nikleotidindeki mutasyon LHON hastalarinda primer
patogenetik faktor olarak sunulmus fakat daha sonra bu mutasyonun Afrikali ve Kubali
normal kontrollerde de bulundudu ve primer LHON mutasyonu olmadigi gdsterilmistir.
Belki de Afrikali ve Klbalilarda 9438 mutasyonunun, ya Kafkas olmayan mitokondriyal
haplotiplerin fenotipik etkilerinden yada niklear genetik farkhliklardan dolay! veya
epigenetik/icevresel faktorlerden dolayl g¢ok dlsuk insidans gostermesi olarak
yorumianabilir. Bu nedenle, etyolojide etnik spesifik farkliliklar gézard: edilmemelidir e
26'31-33.

Shoffner ve arkadaslari belirli mitokondriyal zincir degisikliklerini, alzheimer ve
parkinson hastalarinda ayni etnik kdkenli kontrol grubundan ¢ok daha fazla oranda
bulmuslardir. Ancak bu mitokondriyal mutasyonlar igin patogenetik bir rolli isbat etmek
zordur, ¢Unk( norodejeneratif hastaliklarla mitokondriyal mutasyonlarin - artmis
birlikteligini agiklamada uyusmaziiklar vardir. Ornegin bu normal kontrol gruplars hentz
hastaligi gelistirmemis olabilirler veya bu bireyler etkilenmemis olabilirler®.

mtDNA'nin  bir dider o¢zelligi, niklear gen dizilerine gore daha kolay
parcalanmasidir. Bu durum mtDNA'nin daha ylUksek oranda polimorfizm géstermesine
neden olur. Ayrica etnik ve cografik koken polimorfizmi belirleyen diger 6Gelerdir.
Japonlar (zerinde yapilan bir calismada, 15 adet restriksiyon enzimi  kullanilarak
mtDNA analizleri yapiimistir. Bu onbeé enzimden 11'i enaz bir atipik kesim paterni
gostermis ve 22 MtDNA morfolojisi ortaya cikmistir. Bu calisma sonucunda Japon

popiilasyonunun ileri derecede mtDNA farkliligi gosterdigi kanisina variimis ve mtDNA

nikleotid degisim hizi bir yilda ortalama igin 2><1O'8 olarak hesaplanmistir®™. Bir bagka
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calismada, farkii cografik ve etnik kdkenli 21 birey analiz edilmis ve baz degisim hizi

36

herbir 10° yil icin %1 olarak hesaplanmistir =. Dogu Asya kokenli 5 farkli grup

(Japanese, Ainu, Ryukyuans, Koreans, Chinese) uzerinde yapiian bir calismada D-
loop bolgesine ait 482 bazlik zincir (16129-16569) analizi yapilmis ve 207 farkl tip dizi
elde edilmistir *". Bunlarin 189'u kendi populasyonlarina ézgiin, 18'i iki veya U¢ grup
arasinda ortak dizi olarak bulunmustur. Toplam 293 bireyin incelendigi bu arastirmada,
% 1.34 oraninda nUkleotid farkliligr hesaplanmistir. Bu oran, tim mtDNAnin
restriksiyon enzim analizi ile hesaplanan orandan 3-4 kat fazladir’”. Afrika kékenlilerde
daha ytksek bir oran (%2.08), Avrupalilar icin daha dusuk bir oran (%0.95), Amerikan
yerlileri icin ise benzer bir oran (%1.29) hesaplanmistir. Bireysel diziler arasindaki
hesaplanan bu nUkleotid degisim sayilarnt  kullanilarak filogenetik bir agag
olusturulmustur. Bu 5 grubun herbirisinin Gyelerinin baytk ¢oguniugu, 2-5 polimorfik
bélge kombinasyonunu paylasiyordu. Japonlarin %25.8'1 Cin populasyonuna spesifik
dizileri, %24.2'si Kore populasyonuna spesifik dizileri, %50'si Kore ve Cinlilerin her
ikisine spesifik dizileri tasimakta idi. Diger gruplar ise daha distk oranda bir diger
grubun spesifik dizisini tasimakta idi. Yukaridaki herbir grubun kendi igerisinde, bireyler
arasinda atipik morfolojili mtDNA orani ¢ok duslk olarak gdzlenmistir. Bu duslk
ihtimal, ortak bdlge kayiplarindan (delesyon) ziyade, ortak olan bélge kazanimlarinin
olacagini dusundurmektedir. Clnki bu c¢alismada ortaya konulan ortak atipik
morfolojiler bélge kazanimi seklindedir * *% >,

Populasyoniarin  kaynagini belirlemek icin  mtDNA varyasyon c¢alismalar
yapilmistir. Mogol populasyonu tzerinde yapilan bir calismada, Mogol popllasyonunun
%64 oraninda Amerikan yerlilerinde bulunan haplotipleri tasidiklar! tesbit edilmis ve
Mogol ve Amerikan yerlilerinin yeni dinya kuruculannin en muhtemel orijinleri oldugu
fikri ileri strtimustar’.

mtDNA (zerine yapilan ¢alismalarin gelistiriimesindeki en buytk engel; mtDNA
mutasyonlarinin ortaya cikmasi, ailelere ve populasyonlara yénlenmesi ve organel-
hicre-birey-popllasyon seviyelerinde kararli hale gegmesi seklindeki karmasik islemin
tam olarak algilanamamis olmasidir. Ayrica ileri yaslarda, hem somatik mtDNA nokta
mutasyonlari hemde mtDNA delesyonlari az da olsa artis géstermektedir. Son birkag
yilda saglikli bireylerde, bireyin ileri yasiyla birlikte uzun yasamli postmitotik dokularda
birikimden dolayr patogenik mtDNA mutasyonlarinin ¢ok dusuk sevilerde varligi

gosterilmistir. Bu durum konuyu dahada karmasik hale sokmaktadir. **
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2. 6. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP).

RFLP, polimorfizm ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir yéntemdir. PCR
ile cogaltilan DNA molek0ld, uygun bir Restriksiyon Enzimi (RE) ile kesilerek jelde
yUrGtulur. Ethidium bromide ile boyanarak kesilen DNA molekulinin fragmentleri
goérintr hale getirilir. Restriksiyon enzimleri DNA molekllinde spesifik tanima
dizilerine sahiptir. DNA molekllinde kalitimdan veya yeni bir mutasyondan
kaynaklanan dizi degisiklikleri, spesifik kesim bdlgesinin kaybolmasina veya ortaya
cikmasina sebep olacaktir. Restriksiyon enzim tanima bélgeleri 4-8 baz uzuniugunda
olabilir. RFLP tekniginde birka¢ yuz enzim kullanma sansi oldugu igin, verilen DNA
fragmentinin genis analizi mUmkUn olur. Bu sekilde popllasyondaki, segilmis bu DNA
molekdltntn dizi farkliliklar tesbit edilebilecektir. Bu bicimde tespit edilen restriksiyon
bélgelerindeki DNA-baz degisiklikleri "restriction fragment lenght polymorphisms"
olarak isimlendirilir. mtDNA RFLP calismalari, farkli etnik gruplarda yapiimis ve mtDNA
zincir degisiklikleri insanoglunun filogenetigini olusturmak igin kullan|lm|§t|r3°. Bu
yontem ayni zamanda mutasyon taramalari icin de kullanitir. RFLP, DNA'nin delesyon
ve insersiyonlarinda tek nikleotid degisikliklerinden daha fazla artabilir. Eger iki kesim
bslgesi arasindaki DNA segmenti delesyona veya insersiyona ugrarsa sonucta kesilen
parcanin buyUklugu degisir. RFLP ile yapilan populasyon ¢alismalarinda elde edilen
herbir farkli kesim noktasi bir baz degisikligi olarak hesaplanmistir °°. 7+ 10% %

Bazi DNA polimorfizmleri nikleotid degisikliklerinden ¢ok DNA'nin insersiyon
- veya delesyonuna dayandinimistir. Restriksiyon enzimleri ile yapilan calismalarda
mtDNA'nin bu enzimlerle kesiime farkliliklari temel alinarak populasyona spesifik
mtDNA morfolojileri tiplendirilmis, toplumlar arasi benzerlikler veya farkliliklar, etnik
baglantilar ortaya konulmustur. MtDNA morfolojileri yapilirken ¢ok sayida restriksiyon
enzimleri kullaniimistir. mtDNA polimorfizm analizleri, farkh irk ve cografik orjinlere
mensup bireyler arasindaki farklihiklari ortaya c¢ikarmistir. Yakin cografik yerlesim
g6steren populasyonlar arasinda restriksiyon enzimleri ile ortaya konulan mtDNA
morfolojilerinde benzerlikler vardir. Restriksiyon enzim analizlerinin  bir sonraki
basamag! zincir dizi analizidir. Insan mitokondriyal genomunun zincir analizleri,
mitokondriyal hastaliklarin molekller patolojisinin ortaya konmasinda, gelisim ve
sistematik calisan biyologlarca cografik orijinin, ilk popUlasyon dinamiklerinin ve

modern insan tarihinin hesaplanmasinda kullaniimaktadir °'% >* % 247
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2. 7. Polymerase Chain Reaction ( PCR).

PCR; bir gen yada DNA boélgesinin, spesifik oligonukleotid primerleri
kullanilarak replikasyon ile ¢ogaltiimasi islemidir. PCR, normal veya mutant bir DNA
dizisinin in vitro ortamda cogdaltiimasint saglayan bir yéntemdir. PCR'dan ik kez
1985'de Kary Mullis bahsetmis daha sonra bu teknik Saiki tarafindan gelistiriimistir.
PCR'In bulunmasi molekller genetikte devrim olmustur. Tip, molekller biyoloji,
arkeoloji gibi bircok bilim dalinda uygulama alani bulmustur. Bu ydntemle 1-2 hlicreden
elde edilen DNA parcas! cogaltiimakta ve farkli amaclar icin kullanilabilmektedir. " *

PCR'in yapilabilmesi i¢in ortama, ¢ogaltilacak cift sarmalli DNA fragmenti, bu
fragmente uygun bir ¢ift primer, DNA polimeraz enzimi, deoksiribontkleotid trifosfatlar
ve uygun tamponlar konulmalidir.

PCR Ug evreden olusur:
1 -- ¢ift sarmalli DNA'nin denaturasyonu

2 -- primerlerin baglanmasi (annealing)

3 -- ntkleotidlerin baglanmasi (extension)

Birinci evrede c¢ift sarmalll DNA 95-100 °C isitilarak denatire edilir. Uygun

denaturasyon ortamt 95 °C'de 30 sn. yada 97 °C'de 15 sn.'dir. Yani sicaklik artirilir ise

stre kisaltiimalidir. Cogaltilacak nikleotid dizisi RNA ise; 6nce revers transkriptaz ile
DNA kopyesi yapilir, sonra PCR uygulantr.

ikinci evrede ortama konulmus olan primérler, denatire DNA molekild
Uzerindeki spesifik bolgelerine baglanirlar. Primerler bir ¢ift olarak hazirlanir. Primer
uzunlugu minimum 17-19 baz kadardir. Primerin boyu uzadik¢a spesifitesi artar fakat
baglanmasi zorlasir. Birinci primer ¢ogaltilacak DNA'nin bir dalina baglanirken, ikinci
primer diger ugtan DNA'min ikinci dalina baglanir. Bu sekilde cift zincirli DNA
molekulinin her iki zinciride ayni anda sentezlenmis olur. Primerlerin uygun baglanma
isis 40 — 60 °C' dir. Genelde 55-72°C' de 0.2 UM primer konsantrasyonu ile
birkac saniye yeterli olur.

Uclincli evre nUkleotidlerin, kalip DNA'ya komplementer olacak sekilde
primerlere baglanmasidir. Bu islem icin yiksek sicakta faaliyet gosterebilen Thermus
aquaticus adli bakteriden elde edilen Tag Polimeraz enzimi kullaniimaktadir. Bu enzim
optimum 70-75 °C'lik sicaklikta aktivite gostermekte olup, 72 °C'de ortam sartlarina
bagli olarak saniyede 35-100 bazlik uzama saglar. !

Bu g evre bir dongl kabui edilir ve bir PCR isleminde 20-40 doéngt yapihir. Bir

déngll sonunda gogaltilacak DNA molekill oncekinin iki katina ¢ikar. PCR iglemi
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tamamlandiginda hedef niikleotid dizisinin birka¢ milyon kati yapay olarak elde ediimis
olur ve bir ¢ok alanda kullanilir. Bu islemi birka¢ saat gibi kisa slrede yapacak olan
cihazlar gelistiriimistir. Thermo-Cycler adi verilen bu cihazlar (¢ segmentteki farkl
sicaklik ortamlarini birka¢ saniye araliklar ile ardisik olarak sadlar. Thermocycler

sayesinde kisa sirede 20-40 dongu yapiimis olur’.
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3. MATERYAL ve METOD:

3. 1. Kullanilan Materyaller:

3. 1. a. Olgu Segimi.

Calismamiza yaslari 20 ile 41 arasinda dedisen, 12'si kadin 29'u erkek toplam
41 saglkh birey dahil edilmistir (Tablo 3 ve Tablo 4). Bu bireylerin 38 tanesi akrabalik
acisindan baglantisiz, 3 tanesi de restriksiyon enzimi kesim farkhligi gésteren olgularin

birinci dereceden yakinlari idi.

Tablo 3: Calismaya katilan bireylerin cinsiyet ve yasa gore dagihm:

CINSIYET YAS

20-30 31-40 417 Toplam
Erkek 14 14 1 29
Kadin 10 2 - 12
Toplam 24 16 1 41
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Tablo 4: Olgularin yas, dodum yeri ve mesleki durumian

Olgu No Adi-Soyadi Yasi Dogum Yeri Meslegi
1 ET 28 Erzurum Guvenlik Gorevlisi
2 I.C. 31 Erzurum Saglik Memuru
3 U.D. 32 Erzincan Polis Memuru
4 E.D. 32 Erzurum Saglik Memuru
5 S.A 23 Erzurum Sagitk Memuru
6 AK. 35 Igdir Doktor
7 M.D. 32 Erzurum Laborant
8 T.K 32 Adri Doktor
9 S.D. 29 Erzurum Givenlik Gorevlisi
10 N.A. 25 Erzurum Laborant
11 B.O. 28 Erzurum Giventik Gérevlisi
12 AT, 28 Erzurum Guvenlik Gorevlisi
13 N.A. 27 Erzurum Guvenlik Gorevlisi
14 AGT 32 Erzurum Doktor
15 U.C. 25 Erzurum Laborant
16 HD. 23 Burdur Laborant
17 K.K. 30 Erzurum Doktor
18 M.T. 25 Erzurum Hizmetli
19 E.D. 28 Erzurum Saghk Memuru
20 S A 24 Erzurum Hizmetli
21 E.A. 31 Erzurum Hizmetli
22 M.K. 32 Bayburt Doktor
23 T.B. 33 Erzurum llag mumessili
24 C.l. 37 Igdir Saglik Memuru
25 R.K. 41 Rize Serbest Meslek
26 K.S. 35 Tokat Doktor
27 M.C. 31 Erzurum ilac mumessili
28 M.E.E. 31 Gaziantep Doktor
29 R.T. 25 Erzurum llac mumessili
30 EB. 24 Izmir Hemsire
31 S:D: 32 Erzurum Ev Hanimi
32 Y.E. 24 Trabzon Hemsire
33 AE. 25 Erzurum Hemsire
34 D.S. 28 Kars Hemsire
35 M.H. 23 Erzurum Tibbi Sekreter
36 S.C 23 Trabzon Hemsire
37 AT, 24 Erzurum Doktor
38 PO 22 Erzurum Ogretmen
39 0.B. 23 Erzurum Ogrenci
40 B.U. 20 Erzurum Ev Hanimi
41 M.S.D. 31 Erzurum Doktor
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Calismaya dahil edilecek bireyleri secerken, numuneler alinmadan 6nce bu
bireylere bu caligmanin amaci hakkinda kisa bir bilgi verilmis ve bu bireylerden
anamnez alinmistir. 41 bireyin 38 tanesi bu sekilde secilmis, diger ¢ birey Hinf |
enzimi kesim boélgesi bulundurmayan kisilerin birinci derece yakinlarindan segilmistir.

Ayrica bu 38 bireyin dogum yerleri genellikle farkli bolgelerden secilerek maternal

baglantidan uzaklasiimaya cahlsiimistir.

3. 1. b. Kullanilan Kimyasal Maddeler.

Pankreatik proteaz (Merck) 8367
Proteinase-K (Sigma) P-2308
PBS (Biological Industries) 02-020-1B
Trizma bazi (Sigma) T-8524
Boric Acid (Surechem Products Ltd. Sti) B-5102
Ethidium Bromide (Sigma) E-7637
EDTA (Sigma) E-5134
Glycerol (Sigma) G-8773
Xylene Cyanole (Sigma) X-4126
Mineral oil (Sigma) M-84
Brome Phenol Blue (Fluka) 18030
Agaroz (Sigma) A-9539
dNTPmix 25 mM each(Epicentre) D59104.

Tag DNA Polymerase 5 U/mikrolitre (Epicentre) Q82250

3. 1. c. Kullanilan Primerler:

Calismamizda iki ayn ¢ift primer kullanildi; ilki mtDNA hipervaryable bélge icin
(L15996-H16401), dideri ise konstant bdlgeye (L3148 - H3612) yonelikti. Hipervaryabl
bolge icin kullanilan primer cifti L.15996, 5'-CTC CAC CAT TAG CAC CCA AAG C-3',
H.16401, 5-TGA TTT CAC GGA GGA TGG TG-3' seklinde idi*’. Konstant bolge icin
kullanilan primer cifti, L.3148, 5-CCT ACT TCA CAA AGC GCC TTC C-3', ve H.3612,

5-GAG GCC TAG GTT GAG GTT GA-3' seklinde tarafimizdan dizayn edilmistir.

3. 1. d. Marker DNA’lar:
Calismamizda iki adet marker DNA kullanildi; Pst | (544 mikrogram DNA/mI)

(Sigma. D-1793) ve PhiX 174 (Promega. G176A)
Marker DNA'larin fragment blyukltkleri asagidaki sekilde idi.
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Pst | Phix 174
11497 1353
5077 1078
4749 872
4507 603
2838 310
2560 271/281
2459 234
2443 104
2140 118
1986 72
1700
1159
1093
805
514
468/448
339
264/247
216/211/200
164/150
94/87172
15

3. 1. e. Restriksiyon Enzim Segimi ve Polimorfik Bélge Tayini

Calismamizda restriksiyon endonutkleaz enzimi olarak 4 farkli enzim kullanildi.
Bun]ar, hipervaryable bélge i¢in Hinf | ve BamH | enzimleri, konstant bolge igi\n Alulve
Sau3A | enzimleri idi. Bu enzimlerin dizi tanima bolgeleri 4-6 baz uzunlugunda
degisiyordu.

Hinf | tanima bdlgesi 5'-G*ANTC-3/,

BamH | tanima bolgesi 5'-G*GATCC-3/,

Alu | tanima bélgesi 5-AG*CT-3/,

Sau3A | tanima bélgesi 5'-*GATC-3' seklindedir

(* Enzim kesim noktasini gdstermektedir).

Standart insan mtDNA dizisine gére, sectigimiz hipervaryable bolgede sadece
Hinf | enzimi tantima bdlgesi ve konstant bodlgede de sadece Alu | enzimi tanima
bélgesi bulunmaktadir. Diger iki enzimin ise kesim noktasi bu bolgeler igin
tanimianmamis idi.

PCR ile amplifiye ettigimiz hipervariable bdélge igin kullandan Hinf | enzimi
mitokondriyal DNA’nin: 16000 — 16065 nukleotidlerini keserken, PCR ile amplifiye
edilen konstant bolge icin kullandigimiz Alu | enziminin tek noktada (-3538-) kesim

yapmasi bekienmekteydi.
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3. 1. f. Kullanilan Alet ve Cihazlar.
50 ml'lik plastik falcon tupd

Tahta dil basacag!

Sogutmali santrify;

pH metre

Elektronik terazi

Otomatik mikropipetler

1,5 mi'lik ependorf tipl

0.5 mi'lik ependorf tupu

Su banyosu

Thermal-Cycler

Magnetik karistirici

Electrophoretic gel

Electrophoretic gel glc kaynag!
UVB 20 Ultraviolet Transilluminator
Polaroid kamera (Sigma)

Polaroid siyah - beyaz film (Sigma)
UV bloke edici yliz maskesi (Sigma)

Derin Dondurucu

Greiner

Harrier 18/80
Jenway 3010
Precisa 160M
Brand marka.
Alpha Lab. Ltd.
Alpha Lab. Ltd.
Fisher Serological Bath
Sanyo DNA Amplifier
Velp Scientifica
Bio-Rad Sub-cell GT model.
Titan power supply
Ultra Lum 305019-001 California
DS 34
Type667
F 8142

Simtel

3. 1. g. Kullanilan Gozeltiler ve Hazirlanmasi.

10X TBE; 108 gr. Trizma baz|,
55 gr. Boric asid,

40 ml. 0.5 M EDTA (pH: 8.0).

800 mi distile su

karistinhp dd H,O su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

edildi.

1X TBE; 10X TBE stok solUsyonundan ayrn bir kaba alinarak dd H,O ile dilue

Ethidium Bromide; 10 mg/ml konsantrasyondaki stok solusyondan ddH,0 ile

‘hazirlandi. Aliminyum folyo ile sarildi ve oda isisinda saklandi.

Gel laoding buffer;

%0,4 Bromephenol Blue
%0,4 Xylene Cyanole
%50 Glycerol
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karistiriidi ve filtre edildi.

Pankreatik proteaz; 10 mg pankreatik proteaz 10 ml ddH,0 ile ¢cézundurilda.

Stok soltsyon hazirlandi.
PCR Amplifikasyon Buffer; 50mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH:8;3 , 2,5 mM
MgCl,, % 0,45 NP-40, % 0,45 Tween-20, 1mg/ml Gelatin and %1 Sodyum azide*’.

Proteinaz-K; 100 mg proteinaz-K Uzerine 10 ml ddH,O eklendi ve

¢cozUnduraldu.

3. 2. Metodlar.

3. 2. a. Materyal alinmasi.

Materyal alinmadan dnce agiz ¢esme suyu ile iyice calkalandi ve eger
mumkunse disler fircalandi. 10 ml PBS ile agiz, gargara yapmadan 3 dk. calkalandi ve
50 ml'lik falkon tuplerine aktarildi. Tahta dil basacagi ile dil Gzerinden 5-6 defa kazima

yapildi ve bu kazinan hiicrelerde ayni tGpe aktarddi.

3. 2. b. Mitokondriyal DNA'nin Ekstraksiyonu.

Alinan numuneler sogutmali santrifijde 3000 g'de 10 dk.santriflj edildi.
Stpernatant atildi, pellet 1,5 ml'lik ependorf tiplerine aktarildi. Pellet Gzerine 500 uL
PBS eklendi, pipetaj yontemiyle karistiriidi. 3000 g'de 5 dk santriflij edildi, stpernatant
atildi. Pellet Gzerine 600 ul PCR amplifikasyon buffer eklendi ve pipetajla karistiriidi.

Uzerine 60 uL pankreatik proteaz eklendi vé 37 °C'de 30 dk. bekletildi, Karisim Uzerine
60 ul proteinaz-K eklendi ve 55 °C'de 90 dk. bekletildi. Sonrasinda 95 °C'de 10 dk.

bekletildi. +4 °C'de sakland!.

3. 2. c. PCR Uriinlerinin Elde Edilmesi.

0,5 ml'lik ependorf tuplerinin Uzerlerine olgularin numaralar yazildi. Herbir tlpe,
numaranin ait oldugu olgunun stok DNA solUsyonundan 10,5 uL, primer-A'dan 2 ul,
primer-B'den 2 ul, dNTPmiks'ten 4 pL, 10XPCR Buffer'dan 5 uL, MgCly'den 10 pulL,
master AMP buffer'dan 15 pL konuldu. Buharlasmay! engellemek icin her bir tlpe
mineral oil eklenerek, thermal-cycler'a yerlestiriidi ve 94 °C'de 5 dakika genel
denattrasyon icin beklendi Sonra her bir drnege 2 Unite Tag DNA polimeraz eklendi.
Sirasiyla 94 °C'de 45 saniye, 56 °C'de 1dakika, 74 °C'de 1,5 dakika olarak, 32 siklus

gerceklestirildi. Her bir olgunun hem hipervaryabl hem de konstant bélgelerina ait iki
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ayri PCR @rund elde edildi. PCR Grunlerine endontkleaz enzimleri uygulanmadan énce

her bir olgunun PCR Grln %1,5'uk agaroz jelde yurltulerek kontrol edildi (Sekil 4 ve

5).

3. 2. d. PCR Uriinlerine Endoniikleaz Enzimlerinin uygulanmasi.
Bu islem igin 0,5 mi'lik eppendorf tipleri kullanildi. Her olgu icin asagdidaki

protokoller ayri ayri uygulandi.

Hipervaryabl bdlge PCR GrinG 20 pbl
Hinf | enzimi (8 U/ul) 1,5 ul
Albumin (BSA) (20 mg/mi) 1 b
Inktibasyon buffer R (10X) 3ul

Hazirlanan bu karisim  37° C'de yaklasik 4-6 saat inkiibe edildi. Daha sonra

95°C’de yaklasik 5 dakika bekletilerek, enzim inaktivasyonu saglandi.

Hipervaryabl bélge PCR arini 20 ul
BamH 1 enzimi (12 U/uL) 2 ub
Inkibasyon buffer BamH | (10X) 8 ul

Hazirlanan bu karisim 37° C'de yaklasik 4-6 saat inkUbe edildi. Daha sonra

95°C’de yaklasik 5 dakika bekletilerek, enzim inaktivasyonu saglandi.

Konstant bélge PCR drind 20 uL
Sau3A | enzimi (4 U/ul) 2 ub
Universal buffer (10X) 3.5 ul

Hazirlanan bu karisim 37° C'de vaklasik 4-6 saat inkiibe edildi. Daha sonra

95°C'de yaklasik 5 dakika bekletilerek, enzim inaktivasyonu sagland..

Konstant bélge PCR Urind 20 uL
Alu 'l enzimi (8 U/ul) 2 uk
Albumin (BSA) (20 mg/ml) 1ul

inkiibasyon buffer Y (10X) 45 ul
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Hazirlanan bu karisim 37° C'de yaklasik 4-6 saat inklbe edildi. Daha sonra

95°C'de yaklasik 5 dakika bekletilerek, enzim inaktivasyonu saglandi.

3. 2. e. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve PCR Uriinlerinin Jele Yiiklenmesi.

Enzim muamelesi yapimig PCR Urtnleri igin %3 5'lik agaroz jel hazirland.
Enzim uygulanmig PCR Urlnlerine gel loading buffer eklenerek agaroz gele yuklendi.
Yaklasik 100 Volt akimda 3 saat kadar yurttidt. Daha sonra transilliminatérde PCR
Urtnleri ve enzim uygulama sonuglart kontrol edilerek polaroid kamera ile goruntiler

fotografland.
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4. BULGULAR:

Calismaya dahil edilen 38 akrabalik agisindan baglantisiz bireyin mtDNA'lar
izole edildi. mtDNA'nin, biri 447 baz uzunlugundaki hipervaryabl, digeri 506 baz
uzunlugunda konstant olmak UGzere iki bdlgesi PCR ile amplifiye edildi. Hipervaryabl
bolgeye Hinf | ve BamH | endonlkleazlart uygulandi. Hinf | enziminin segtigimiz
hipervaryabl boélge icerisinde tanimlanmis iki adet kesim bolgesi vardi. Bu kesim ile 447
bazlik boélge, blyuklikleri 356, 65 ve 26 baz olan 3 fragmente ayriliyordu. BamH |
enziminin standart mtDNA dizisine gore sectigimiz segmentte kesim bolgesi
bildirilmemisti.

Konstant bolgeye Sau3A 1| ve Alu | enzimleri uygulandi. Alu | enziminin
sectigimiz konstant bélgede bir kesim bolgesi olup, 506 baz uzunfugundaki segmenti
412, 94 baz uzunlugunda iki fragmente ayiriyordu. Sau3A | enziminin ise sectigimiz
konstant segmentte standart mtDNA'da kesim bdélgesi yoktu. Sonuglar Tablo 6 ve 7'de
detayh olarak ve Tablo 5'de ¢zetlenerek verilmistir.

38 bireyin 4 tanesinde hipervaryabl bélgede Hinf | enzimi kesim bdlgesinin
kayboldugu gézlendi. Bu bireylerin birisinin anne tarafindan 2 yakinindan, digerinin 1
yakinindan numune alinarak galismaya dahil edildiler. Elde edilen bulgularla ilgili tablo

ve fotograflar asagidadir.

Tablo 5: Olgulanin restriksiyon enzim kesim hatalari ile ilgili topiu degerlendiriimesi.

Vaka Sayisi| Hinf | Kesim BamH | Kesim Alul Kesim | Sau3A [ Kesim
Hatasi Hatasti Hatas: Hatas!
Erkek 29 3/29 0/29 0/29 0/29
Kadin 12 4/12 0/12 0112 0/12
Toplam 41 7141 0/41 0/41 0/41




40

Tablo 6: Hipervaryabl bélge restriksiyon enzim sonuclari.

Olgu No Hinf | BamH |
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+ : Restriksiyon enzim kesim béigesi mevcut.
- : Restriksiyon enzim kesim bélgesi yok.
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Tablo 7: Konstant bélge restriksiyon enzim sonuglar

Olgu No

Alul

Sau3Al

+
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+ : Restriksiyon enzim kesim bélgesi mevcut.
- : Restriksiyon enzim kesim bélgesi yok.
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Tekil 4: Hipervaryabl bolge PCR drlnlerinin %1,5'ik jelde ylrutulmis gorintist. Soldan
saga, 1. 2. 3. 4.5 6. 7.8.9. ve 10. olgularin 447 bp’lik PCR Grinteri kuyuiara yerlestirilmis ve
yUrataimustar.

Sekil 5: Konstant béige PCR urtnlerinin %1,57k jelde yuritilmus goérlntusi.Soldan
sada dogru 1.2.3.4.5.6.7.8. 9. 10. olgularin 506 bp'lik PCR Grunleri kuyulara yerlestirilmis ve
yaratalmuastar.
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356 b '
P 447 bp

1t

Sekil 6: Hipervaryabl bdlge Hinf | ile kesim yapildi. Marker DNA olarak PhiX 174
kullanildi. Marker DNA'nin hemen yaninda restriksiyon enzimi ile kesilmemis PCR Gring
ylrGtulerek, fragment buytklUkleri teyid edildi. Sagdan sola dodru marker DNA, 14. olgunun
restriksiyon enzimi ile kesilmemis PCR Grtni, 24. 26. 29. 30. 31. 32. 25. 33. ve 34 olgunun
restriksiyon enzimi ile kesilmis hipervaryabl bolge PCR Urtnleri kuyulara yerlestirildi ve yuritaldi.
Resimdeki buttn bireylerde PCR Urtnleri enzim ile kesilmistir.

447 bp

"

Sekil 7: Hipervaryabl bélge Hinf 1 ile kesim yapildi. Marker DNA olarak Pst | kullanildi.
Marker DNA'nin hemen yaninda restriksiyon enzimi ile kesilmemis PCR Urunl yuratulerek,
fragment buyukitkleri teyid edildi. Soldan saga dogru sirast ile marker DNA, 14. olgunun
restriksiyon enzimi ile kesilmemis PCR Grinu, 15. 16. 17. 18, 19. 20. 21. ve 22. olgunun Hinfl ile
kesilmis hipervaryabl bdlge PCR UGrlUnleri kuyulara yerlestirildi ve yurituldu. Enzim uygulanan
resimdeki tum bireylerde, PCR Urtnleri enzim ile kesiimistir.
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447 bp

13 Moiu Birey i

Sekil 8: Hipervaryabl boige PCR Urinlerine Hinf | ile kesim uygulandi. Marker DNA
olarak Pst | kullaniidi. Sagdan sola dogru marker DNA, 1.2.3.4.5.6.7. 8. 6. 10. 11. 12. ve 13.
olgunun enzim uygulanmis hipervaryabl bélge PCR urlnleri kuyulara yerlestirildi ve yuratalda. 13
nolu olguda enzim kesimi negatif idi.

356 bp

447 bp

PCR Grunu 13 Molu Birey 37 Nolu Birey

Sekil 9: Hipervaryabl bolge Hinf | ile kesim yapildi. Birinci kuyuya PCR Urlini yuklenerek
kesim kontrolu yapildi. Soldan saga dogru 14. bireyin enzim uygulanmamis PCR Grung, 9. 10.
11, 12. 13. 27. 35. ve 37. bireyin enzim uygulamis PCR drtnleri kuyulara yerlestirildi ve
yUrGtald. 13 ve 37 nolu bireylerde enzim kesim bolgesi kaybolmustur.
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37 38 40

Sekil 10: Hipervaryabl bolge Hinf | ile kesim yapildi. Marker DNA olarak Pst | kullanildi.
Soidan sada dogru sirasi ile marker DNA, 13. 37. 23. 38. 39. 40. 24 27. 28. 35. 36. ve 41.
olgunun enzim uygulanmis hipervaryabl bolge PCR drUnleri kuyulara yerlestirildi ve ylrituldu.
13, 37, 23, 38, 39, 40 ve 28 nolu bireylerde enzim kesimi negatif idi. Burada 38 ve 40 nolu
bireyler 37 nolu bireyin anne tarafindan akrabasi, 39 nolu birey ise 23 nolu bireyin anne
tarafindan akrabasidir.

n 447 bp

Sekil 11: Hipervaryabl boige BamH | ile kesim yapildi. Marker DNA olarak Pst |
kullanildi. Soldan saga dogru marker DNA 1.2.3.4.5.6.7.8. 9. 10. 11. 12, olgularin BamH |
enzimi uygulanmis hipervaryab! boige PCR Urinleri kuyulara yerlestirildi ve yurattlda. Bireylerin
higbirisinde enzim kesimi olmadt.
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447 bp

PCR drtind

Sekil 12: Hipervaryabl bolge BamH | ile kesim yapildi. Birinci kuyuya 14 nolu vakanin
PCR Urunt yukienerek kontro! sadlandi. Soldan saga sirasi ile 14 nofu vakanin PCR (rint, 13.
14.15.16.17.18. 19. 20. 21. 22, olgularin BamH | uygulanmis hipervaryabl bdlge PCR Grinleri
kuyulara yerlestirildi ve yaratildu. Higbir olguda kesim olmadi.

412 bp

Sekil 13: Konstant bolge Alu 1 ile kesim yapildi. Marker DNA olarak PhiX 174 kullaniids.
Soldan sada dogru sirasi ile 1. 2. 3. 4. 5. 6. olgunun Alu | uygulanmis konstant bolge PCR
trind, marker DNA, 7. 8. 9. 10. olgunun Alu | uygulanmis konstant bolge PCR Grini kuyulara
yerlestirildi ve yGritulda. Bireylerin tamaminda enzim PCR UrlUnlerini kesmistir.
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412 bp )
506 bp

FCR
Urinu

Sekil 14: Konstant bolge Alu | ile kesim yapildi. Birinci kuyuya 14 nolu olgunun PCR
urting yuklenerek kesim kontrolt saglandi. Sagdan sola sirasi ile, 14. olgunun konstant bolge
PCR Urund, 11.12. 13. 14.15.16. 17. 18. 19. 20. 21. olgunun Alu | ile kesim yaptimis konstant
bolge PCR Urunleri kuyulara yerlestirildi ve yurGtdidu. Bireylerin tamaminda enzim PCR
trtnlerini kesmistir.

506 bp

PR
YFLD

Sekil 15: Konstant bolge Sau3A | lle kesim yapildi. Birinci kuyuya 14. olgunun PCR
urtinu ylklenerek kesim kontrolli yapildi. Sagdan sola dogru sirasi ile 14. olgunun PCR arung, 1.
2.3. 4.5 6.7 8 9. 10. olgunun Sau3A | enzimi uygulanmis konstant bolge PCR Grunleri
kuyulara yerlestirildi ve yurutlida. Bireylerin higbirisinde enzim kesimine rastlanmad:.
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5. TARTISMA:

Gunumizde insan genom projesinin ilk sonuclar dikkate alindiginda, molekuler
genetik calismalari polimorfizm g¢alismalarina ve buna badli olarak da hasta
bireylerdeki mutasyonlarin ortaya konmasma yénelmistir. Clnkl saglikli bireylerin
genomik yapiari tam olarak bilinmeden yapilan mutasyon analizlerinde populasyona
spesifik polimorfik yaptlar mutasyon olarak algilanabilir ve bu durum yanhs
degerlendirmelere neden olabilir.

Farkli populasyonlarda genetik varyasyonun ortaya konmasinda mtDNA'yi
kullanmanin en dnemli nedeni; mtDNAnIn yiksek mutasyon hizi ve bu mutasyonlarin
belirli populasyonlarda sabitlenmesidir. Bu durumun bilinmesi, insan popUlasyoniar
arasindaki farkliliklarl ortaya koymasit yanisira dogal polimorfik ¢esitliligin mutasyon
olarak algilanmasi yanhish§ini da ortadan kaldiracaktir. “ %™

Son zamanlarda bircok c¢alismada saghkli kabul edilen bireylerde mtDNA
analizleri yapiimistir. Bu ¢alismalarin amaci mtDNA haplogrouptarini tesbit etmek ve
mtDNA polimorfizmini ortaya koymaktir. Insan popilasyonundaki mtDNA polimorfizm
calismalarinda, restriksiyon enzim analizleri veya D-loop kontrol bolgesi hipervaryabl
segment dizi analizleri esas alinmistir. MDNA'nin en degisken boélgesi (hipervaryabl
boélge), 16204-00576 baz ¢ifti arasindaki 1122 bp uzunlugunda olan, herhangi bir Grin
kodlamayan kontrol bélgesidir. Dogal polimorfizmin niteliklerini ve boyutlarini
belirlemek amaciyla saghkli bireylerin mtDNA'lari PCR amplifikasyonu ve endontkleaz
uygulamalari ile incelenmeye baslanmistir.

Mitokondriyal DNA'da hipervaryabl bélge Gzerinde &zellikie etnik grup tespitine
yonelik olarak pekg¢ok calisma vyapimis olup, popllasyonlar arasi iliskiler ortaya

31,32,35,37-41,43

konmaya calistimistir Mitokondriyal DNA'nin  konstant bolgelerindeki
polimorfizm calismalari ayni patolojinin farkli popUlasyonlarda farkli mutasyon
noktalarinin tespiti ile gindeme gelmektedir. S8yle ki ayni mitokondriyal DNA patolojisi
bir populasyonda saghkli insanlarda gérlimez iken, baska bir popllasyonda saglikh
bireylerde gorilebilmektedir. Bu durum konstant bolgelerdeki polimorfizmlerin degisik
populasyonlarda ortaya konmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Ornegin Wallace
ve arkadaslar, COX | geninin 7444. nikleotidinde ve CYTB geninin 15257.
nikleotidindeki mitokondriyal mutasyoniarin primer LHON mutasyonlari oldugunu ileri
surseler de, ayni popllasyonun saglikl kontrol bireylerinde, distk oranda da olsa her
iki mutasyon da tesbit edilebilmistir’®. Bir diger calismada COX il geni 9438.

nukleotidindeki mutasyonun, LHON hastalarinda primer patogenetik faktor olabilecegi
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ileri surtimus, fakat daha sonra bu mutasyonun Afrikali ve Kuball saghkl bireylerde
bulundugu ve primer LHON mutasyonu olamayacagi ortaya konmustur. *

Bizim calismamizin amacl, mtDNA'daki patolojilerin tespitinde Turk toplumuna
6zgln varyasyonlarin ortaya konmasli ve bu sayede patolojik mutasyon ile
polimorfizmin ayirt edilmesine yénelik bir temel saglamaktir.

Biz bu calismamiza akrabalik agisindan baglantisiz 38 bireyin mtDNA'larin
dahil ettik. Olgularimiz 6zellikle sadlk alaninda calisan, klinik ve laboratuvar olarak
saghkli oldukiari teyit edilen bireylerden olusmustur. Bu c¢alismada. mtDNA'nin iki
bélgesi segilmistir. Burada hipervaryabl boéige olarak 447 baz (primerler dahil)
uzunlugundaki L.15996-H.16401 boélgesini ve korunmus (konstant) bélge olarak da 4
farkh mtDNA patolojisi (mt DNA'nin: 3243, bazindaki A---G substitisyonu ile ortaya
cikan MELAS, 3260. bazindaki A-—--G substitisyonu ile ortaya ¢ikan MMC, 3394,

bazindaki T---C substitisyonu ile ortaya cikan LHON ile 3460. bazdaki G---A
substitisyonu ile ortaya ¢cikan LHON) rapor edilmis olan, ve biri tamamen (tRNALeu

geni: 3230 - 3304) ve diger 2'si parsiyel olarak flanking bolgelerde yerlesmis olan (16S
rRNA geni: 1671 — 3229 ve NADH Dehidrogenaz | geni: 3307 - 4262) 3 tane mt DNA
genini icine alan 506 baz (primerler dahil) uzunlugundaki L.3148 - H.3612 bdigesini
sectik (Sekil 2 ve Tablo 2) &,

Hipervaryabl bolgeye Hinf | ve BamH | endonikleazlar uygulanmistir.
Sectigimiz hipervaryabl bolge icerisinde, iki adet Hinf | enzimi kesim bdlgesi mevcut
olup, 447 bazlk bu boige, buytkiukleri 356 - 65 - 26 bazlik U¢ parcaya aynliyordu.
Yirmi-alti bazlik fragmentin agaroz jel elektroforezi ile goésteriimesi mumkin
olmadigindan blyltk olan 2 fragment Uzerinden degerlendirme yapilimistir. BamH |
enziminin standart mtDNA dizisine gore calistigimiz segmentte kesim bdlgesi daha
6nce bildiriimemisti.

Korunmus bolge calismalarinda ise Alu | ve Sau3A | enzimieri uygulanmistir.
Alu | enziminin secilen bdlgede bir kesim bdlgesi olup, 506 baz uzunludundaki
segmenti 412 94 baz uzunlugunda iki fragmente ayiriyordu. Sau3A | enziminin ise
sectigimiz bolgenin standart mtDNA'sinda bir kesim bdélgesi tanimlanmamistir.

Calismamizda amplifiye edilen hipervaryabl bélge icin kullandigimiz BamH |
enziminin kesim noktasi bizim olgularimizda tespit edilememistir. Bu enzimin
uygulandigr toplam 41 olgunun restriksiyon enzim kesim haritasinda herhangi bir
farkhilik gorGlmemis ve hicbirisinde kesim oimamistir. Yine hipervaryabl bélgeye

uygulanan ve 2 kesim noktasi olan Hinf | enzim uygulamasinda 38 olgunun 4
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tanesinde hipervaryabl bélgede Hinf | enzimi kesim bolgesinin kayboldugu gézienmis
olup, bu bireylerin birisinin anne tarafindan 2 yakininda, diderinin bir yakininda yapilan
sonraki incelemeler ile bunlarin da Hinf | kesim boélgesini kaybettikleri goriimustir
(Tablo 5 ve 6, Sekil 8 ve 8). Mitokondriyal DNA'nin hipervaryabl bélgesindeki
polimorfizmier agisindan Turk toplumu ile ilgili olarak yapimis bir calismada,
Turkiye"nin degisik bolgelerinde yasayan sagliklt 29 bireyin mitokondriyal DNA
hipervaryabl | ve Il bdlgeleri incelenmis ve Turk ve Bulgar toplumlar arasindaki
polimorfik benzerlikler arastirimistir. Bu calismada her iki toplumda mitokondriyal
DNA'nin hipervaryabl bdlgesindeki segment I'de 18 ortak polimorfik bdlge, segment
lI'de de 15 ortak polimorfik bélge tespit ediimis iken, segment I'de 30 polimorfik bélge
ve segment ll'de de 22 polimorfik bdlge sadece Turk toplumuna 6zgl olarak ortaya
konmustur. Bulgar toplumuna 6zgl polimorfizm oranlar: sirasiyla 22 ve 5 olarak tespit
edilmistir. Buna gére Turk toplumu Bulgar toplumuna gére ylUksek oranda polimorfizm
ortaya koymaktadir®.

Calismaya dahil edilen 38 bireyin hepsinde, mtDNA'nin korunmus bdlgesi
Uzerinde yapilan restriksiyon enzim ¢alismalarinda, Alu | enziminin uygun olarak kestigi
ve Sau3A | enziminin ise kesmedigi tespit edilmistir (Tablo 5 ve 7, Sekil 13, 14 ve 15).
Sonugta korunmus bolge acisindan saglkii olan calisma grubumuzda, kullanilan
restriksiyon enzimler agisindan kesim noktasinin kaybolmasi veya yeni bir kesim
bélgesinin olusmasi durumlarina rastlanimamustir. Bu sonuc iki enzim kullaniimis dahi
olsa segtigimiz boélgenin ileri derecede korunmus bélge oldugu kanaatini
glclendirmektedir.  Mitokondriyal DNA'nin  konstant bolgesindeki polimorfizmler
acisindan TUrk toplumunda yapilmis bir ¢alismaya literatirde rastlaniimamistir.

Bu c¢alisma, bolgemizdeki populasyonda, genetik hastaliklarin teshis
calismalarina girisiimeden once yapilmasi gereken cok sayidaki ¢alismalardan ilkidir.
Elde edilen sonugclar, cevremizdeki populasyonda, incelenen mtDNA segmentindeki
polimorfizmin boyutlarini ortaya koymasi yoniinden heniiz yetersiz ise de, incelenen iki
genetik bolgedeki varyasyon bekienen bir model ortaya koymustur. Bu ve benzeri
calismalara, calisilan mtDNA segmenti genisletilerek, daha cok marker kullanilarak ve
DNA dizi analizleri yapilarak istatistiksel acidan belli bir gavenilirlik duzeyine

ulasthncaya kadar devam edilmesi gerekmektedir.
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