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OZET
Bulduk, B.K., Mitokondriyal Sitopati Ontamli Hastalarda MT-TL1 Gen

Mutasyonlariin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2018. Mitokondriyal DNA’nin tRNA
ve TRNA genlerini i¢eren kisimlarinda goriilen nokta mutasyonlari, mitokondriyal
protein sentezi mekanizmasini olumsuz etkileyerek oksidatif fosforilasyon islev
bozukluklarina neden olur. Klinikte “Mitokondriyal Sitopatiler” olarak tanimlanan bu
klinik tablonun énemli bir kismini, mitokondriyal tRNA WUR) (MT-TL1) geninde
meydana gelen nokta mutasyonlari olusturmaktadir. MT-TL1 geninde goriilen
m.3243A>G mutasyonu MELAS hastalarinin %80°ninde tanimlanmistir. Ancak, ayni
gende tanimlanmis olan m.3256C>T, m.3260 A>G, m.3271 T>C, m. 3291T>C ve
m.3303 C>T nokta mutasyonlar1 da mitokondriyal sitopatilerle iliskilendirilmistir. Bu
tez caligmasi kapsaminda, MT-TL1 geninde belirlenmis 6 nokta mutasyonunu
taranmasina yonelik yenilik¢i bir ARMS-PZT yaklagimi standardize edilmistir.
“Yiiksek ¢oziintirliikli erime egrisi” (HRM) teknolojisinin kullanimi ile bu yaklagimin
tanimlayic1 hassasiyeti gelistirilmistir. in vitro kosullarda PZT tabanli mutagenez
calismasiyla farkli oranlarda heteroplazmik mutasyon tasiyan rekombinant mtDNA
standartlar1 olusturularak yontemin sinirlar1 ve hassasiyeti gosterilmistir. Hacettepe
Universitesi Noroloji Anabilim Dali ve Cocuk Hastanesi Noroloji iinitesinde takip
edilmis ve mitokondriyal sitopati ontanist almig 219 hastanin kan ve/veya doku
ornekleri, gelistirilen yontem ile taranmistir. Tarama sonucunda iki hastanin m.3243
A>G mutasyonu, bir hastanin m.3290 T>C varyasyonu ve bir hastanin m.3303 C>T
mutasyonu tasidigi belirlenmis, mutasyonlar DNA dizi analizi ile dogrulanmistir. Bu
yenilik¢i yontem, MT-TL1 nokta mutasyonlarinin taranmasinda ucuz, giivenilir ve
hizli bir alternatif sunmaktadir. Bu ¢alisma ve sonuglari, hastalarda nadir gozlenen
diger mtDNA varyasyonlarinin da taranabilmesi i¢in ileriye yonelik yeni ve teknolojik

bir “kavram kanit1” ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Mitokondriyal Sitopati, mitokondriyal genom, mitokondriyal
tRNAUUUR) geni, ARMS-PZT, HRM, mutasyon analizi
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ABSTRACT

Bulduk, B.K., Investigating MT-TL1 Gene Mutations in Patients with Suspected
Mitochondrial Cytopathy, Hacettepe University Institute of Health Sciences
Medical Biology Programme Master of Science Thesis, Ankara, 2018. Point
mutations in mitochondrial tRNA and rRNA genes cause oxidative phosphorylation
defects by negatively affecting protein synthesis function. The majority of
“mitochondrial cytopathies” are caused by point mutations in the tRNA (VUR) (MT-
TL1) gene. m.3243A>G mutation in the MT-TL1 gene is described in 80% of MELAS
patients. However, other rare mutations such as m.3256 C>T, m.3260 A>G, m.3271
T>C, m. 3291 T>C and m.3303 C>T are also identified in the same gene and associated
with mitochondrial cytopathies. Within the scope of this study, a novel ARMS-PCR
assay has been standardized to screen for the six described point mutations in the MT-
TL1 gene. The descriptive sensitivity of this approach was aimed to be improved by
combining it with HRM technology. Detection limits and the precision of this novel
method is verified by using recombinant mtDNA standards carrying heteroplasmic
mutations at different rates which is created by PCR-based mutagenesis. Peripheral
blood or skeletal muscle tissue samples of 219 patients, prediagnosed as mitochondrial
cytopathies at the Departments of Neurology and Child Neurology Units of Hacettepe
University Hospitals were screened using the developed method. The results of the
screening procedure revealed two patients to have m.3243 A> G mutation, one patient
with m.3290 T> C variation, and one patient carrying m.3303 C>T mutation. These
mutations were further confirmed by DNA sequence analysis. This novel ARMS-PCR
assay study and its results provide a new and technological "proof of concept” for

future screening of other rarely observed mtDNA variations in patients.

Key words: Mitochondrial cytopathy, mitochondrial genome, mitochondrial tRNA
for leucine (UUR), ARMS-PCR, HRM, mutation analysis.
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1.GIRIS

Mitokondri ~ Okaryotik  hiicrelerde  bulunan, oksidatif  fosforilasyon
tepkimeleriyle hiicrenin temel enerji ihtiyacin1 karsilamak gibi 6nemli bir islevi
bulunan 6zellesmis bir organeldir. Endosimbiyotik teoriye goére prokaryot hiicrenin
Okaryotik hiicrenin igine girmesiyle olustugu disiiniilen bu ¢ift zarli organel (1),
yapisinda 16,569 baz ¢ifti uzunlugunda kendine ait halkasal DNA bulundurur.
Mitokondriyal DNA (mtDNA) 37 gen igermektedir; bu genlerden 13l protein
kodlarken, 22’si transfer RNA (tRNA), ikisi de ribozomal RNA (rRNA) kodlar (2).
MtDNA’nin  tRNA ve rRNA genlerini igeren kisimlarinda meydana gelen
mutasyonlar, mitokondriyal protein sentezi mekanizmasini olumsuz etkileyerek
oksidatif fosforilasyon islev bozukluklarina neden olur. Klinikte “mitokondriyal
sitopatiler” olarak karsimiza ¢ikan bu tabloda, 16sin tRNA (MT-TL1) geninde meydana
gelen nokta mutasyonlart O6nemli bir yere sahiptir. MT-TL1 geninde goriilen
m.3243A>G mutasyonu MELAS hastalarinin %80°ninde, m.3271 T>C mutasyonu ise
MELAS hastalariin %7-10’unda tanimlanmistir (3,4). Ayni gende tanimlanmis olan
m.3256 C>T, m.3260 A>G, m.3291 T>C ve m.3303 C>T nokta mutasyonlarinin da
patojenik oldugu ve mitokondriyal sitopati tablosuyla ortiistiigii belirlenmistir. Meta
analizler sonucunda mtDNA’da meydana gelen mutasyonlarin prevalansinin en az
1/5000 oldugu tahmin edilmekte (5), Avrupa’da mitokondriyal hastaliklarla yasayan
insan sayisinin 400,000 civarinda oldugu ve mitokondriyal hastaliklarin goriilme

sikligiin 1/2000 oldugu diisiiniilmektedir (6).

Bilinen mutasyonlarinin dogrudan analizinde genellikle diisiik maliyetli
restriksiyon endoniikleazlar (RE) tercih edilmektedir. Ilgilenilen dizide meydana gelen
mutasyonlar enzim kesim bdlgeleri yaratabilir ya da var olan enzim kesim bolgelerini
ortadan kaldirabilir; her iki durumda da RE’lar bu mutasyonlarin tayini i¢in 1yi bir
secenektir. Ancak herhangi bir RE dizisiyle uyusmayan nokta mutasyonlarinin
varliginda ¢ok daha yiiksek maliyetli DNA dizi analizini kullanmak kaginilmazdir. S6z
konusu nokta mutasyonlarmin belirlenmesinde amplikasyon refraktor mutasyon analiz
sistemi (ARMS), RE’ye 6nemli bir alternatif sunmaktadir. ARMS yontemi nokta
mutasyonuna ve normal allele 6zgiil olmak iizere iki farkli amplikon ¢ogaltmay1

hedefleyen bir polimeraz zincir tepkimesi (PZT) tasarimina dayanmaktadir (7).



Tasarlanan reaksiyon sonucunda allele 6zgiil olarak iki farkli uzunlukta PZT iriinii
olusur ve bu iriinler agaroz jel elektroforez yardimiyla goriintiilenerek hizli, diisiik

maliyetli mutasyon analizine olanak saglar.

Bu calismada mitokondriyal sitopati 6ntanisi almis hastalarda MT-TL1 geninde
belirlenmis alti nokta mutasyonun taranmasina yonelik yenilik¢i bir ARMS-PZT
yontemi gelistirilmis ve gelistirilen bu yontemin yiiksek ¢Oziiniirliiklii erime egrisi

(HRM) teknolojisiyle hassasiyetinin arttiritlmasi amacglanmaistir.



2.GENEL BIiLGILER

Okaryotik organizmalarin biiyiik bir kisminda bulunan mitokondri, hiicrenin
yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli olan enerjinin ¢ok biiylik bir kismini karsilayan,

kendine ait genomu olan 6zel organeldir.

2.1 Mitokondri Olusumu, Yapisi ve Islevi

Mitokondri kendine 6zgii genomuyla ve ¢ift zarli yapisiyla arastirmacilarin her
zaman ilgisini ¢eken, olusumu ve gelisimi lizerine gesitli hipotezler kurulan bir
organeldir. 1980’lerin sonlarinda yapilan ribozomal RNA’nin filogenetik analiz
calismalariyla mitokondrinin endosimbiyoz ile a-proteobacteria olan Rickettsiales
ailesinin, okaryotik atasal hiicrenin igine girmesiyle olustugu gosterilmistir (1).
Mitokondriyal genom, maya g¢ekirdegi ve bakteriler arasindaki homolog genlerin
kullanildig1 filogenetik rekonstriiksiyonlarla da kanitlanan mitokondri ve Rickettsia
yakinligi; Krebs dongiisii, solunum dongiisii ve translasyon sistemleri i¢in kodlanan

genlerin benzerlikleriyle de desteklenmistir (1,8).

Mitokondri, 6zellesmis bir yapiya sahiptir. Yapisinda bulunan dis ve ig
membranlar, membranlarin arasinda kalan bosluk ve organelin merkezinde bulunan
jelimsi yapidaki matriks ile ii¢ temel bdliime ayrilir. Dig membran ve i¢ membran
birbirinden oldukga farkli gegirgenlikte olup; dig membran 10,000 daltonun altindaki
tim molekiillerin organel igine gegisine izin verirken (9), i¢ membran kiiglik
molekiillerin ve iyonlarin gegisini kisitlayict bir bariyer gorevi gormektedir. Yapi
olarak hiicre zarna da benzeyen i¢ membran ayrica elektron transport sisteminde ve
ATP sentezinde gorev alan proteinler bakimindan da oldukc¢a zengindir. Bu yapida i¢
membranin matrikse dogru yaptigir krista adi verilen, membranin yiizey alanimi
biyokimyasal tepkimelerin gerceklesmesi igin genisleten kivrimlar bulunmaktadir. I¢
membranin ¢evreledigi mitokondriyal matriks ise Krebs dongiisliniin gerceklestigi;

igeriginde enzim, protein, mitokondriyal DNA ve RNA bulunan kisimdir.

Krebs Dongiisii ya da diger adiyla Sitrik Asit Dongiisii, 1937°de ilk kez Hans
Adolf Krebs tarafindan kesfedilen (10); hiicresel enerjinin 2/3’{inlin iretildigi,

oksijenli solunum yapan tiim canlilarin temel metabolik yolagidir (11). Hiicresel enerji



tiretiminin temel basamagi olan glikoliz sonucunda iiretilen piruvat molekiilleri,
sitoplazmadan mitokondriyal matrikse tasinir ve oksidasyonla acetyl CoA’ya
doniistiiriilerek Krebs dongiisiine girer. Benzer sekilde yag asitleri, sitoplazmada acyl-
CoA sentataz ile fatty acyl-CoA’lara dontistiiriiliip, difiizyon ile mitokondriye geger
ve matrikste gerceklesen B-oksidasyon tepkimesiyle acetyl-CoA’a indirgenerek Krebs
dongiisiine girer (12) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Glikoz ve yag asitleri metabolizmasinin mitokondri baglantili temel

basamaklari.

Krebs dongiisii sirasinda meydana gelen zincirleme tepkimeler sonucunda
ortaya c¢ikan son driinler CO2, NADH ve FADH’dir. NADH ve FADH:
mitokondrinin i¢ zarinda bulunan elektron tagima sistemi elemanlarinin temel elektron
ihtiyacin1 karsilayan koenzimlerdir (11). Elektronlar, sitokrom c ve koenzim Q gibi
tastyicilar araciligiyla elektron vericisi ve alicist olarak organize olmus dort
kompleksten (I-1V) gegerek, kompleks IV’iin (sitokrom ¢ oksidaz) katalizledigi son
basamakta O ile birlesip H2O molekiilii olusturur (Sekil 2.2) (9).

Elektron tasima zinciri elemanlar1 boyunca NADH ve FADH‘den aktarilan
protonlar matriksten membranlar aras1 bosluga gegerken bir proton gradyani olusturur;

protonlarin membranlar arasindaki boslukta depolanmasiyla proton hareket giicii



olusur. Membranlar arasi boslukta biriken protonlar, ATP sentaz (kompleks V) ile
matrikse taginir, ortaya ¢ikan enerji ile ADP ve inorganik fosfatin birlesmesiyle ATP
iretilir (Sekil 2.2). Bu siire¢ oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) olarak tanimlanir.
OXPHOS sonucunda mitokondri, hiicresel hasara ve yaslanmaya neden olan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretir. Dolayisiyla mitokondri, bir taraftan hiicrenin enerji
ihtiyacini kargilama gorevi gorilirken diger taraftan hiicresel yaslanmaya ve patolojik

bir gok duruma da neden olur (2,13).
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Sekil 2.2 Elektron tasima sistemi elemanlari.

Sitrik asit dongiisii, elektron tasima sistemi icin NADH ve FADH: iireterek
ATP sentezine olanak saglamasinin yani sira, ara lirlinleriyle biyosentez yolaklarinda

gorev alarak steroid, heme, amino asit ve niikleotid sentezine de yardimet olur (2,12).

Mitokondri, gevresindeki organellerle ve ¢ekirdekle iletisim halinde kalarak
biyoenerjetik-biyosentetik roliinii enerji ihtiyacina gore sekillendirir. Mitokondri
anterograd (sitozolden mitokondriye dogru tagima) ve retrograd (mitokondriden
sitozole dogru tasima) olmak ftizere iki farkli yolla hiicre i¢i sinyal iletimini saglar.
Anterograd sinyal iletimine c¢ekirdekten gelen ve mitokondri islevini diizenleyen
sinyaller Ornek verilebilir. Cekirdek genomundan kodlanan NRF-1 (nuclear
respiratory factor-1) ve PGC-lo’nin (peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma coactivator-1) birlikte solunum genlerinin transaktivasyonunda gorev almasi
ve ¢ekirdek genomundan kodlanip mitokondriye tasinan mitokondriyal transkripsiyon
faktori TFAM’in mtDNA transkripsiyonunun dogrudan diizenlemesi anterograd

sinyal iletiminin bir sonucudur (14,15). Retrograd sinyal iletimi ise solunum zinciri



elemanlarinda meydana gelen bozukluklar, mtDNA mutasyon birikimleri, mtDNA
kopya sayist degisimleri ve mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasiyla
baslatilir. Ik kez maya hiicrelerinde tanimlanan retrograd sinyal iletiminde Rtg1/Rtg3
transkripsiyon faktorleri ve sitoplazmik Rtg2 proteininin temel diizenleyiciler oldugu
ve transkripsiyon faktorlerinin ¢ekirdekten ¢ikmasini saglayip, SLIK (Spt-Ada-Gen5
acetyltransferase (SAGA)-like) kromatin remodelling kompleksinde gorev alarak
cekirdekte retrograd gen transkripsiyonunu diizenledigi bilinmektedir (16).
Cardamone ve arkadaslar fareler iizerinde yaptigi arastirmalarda mayadaki Rtg2’nin
islevsel homologunun memelilerdeki GPS2 (G-Protein Pathway Suppressor 2)
oldugunu ve mitokondriyal depolarizasyonla ¢ekirdege ulasan GPS2’nin buradaki
mitokondriyal genlerin promotorlerine baglanarak transkripsiyonunu diizenledigini

bildirmislerdir (17).

Anterograd ve retrograd sinyal iletimlerinin yani sira mitokondri hiicre ici
homeostaziyi saglamak adina diger organellerle de etkilesimdedir. Mitokondri, dig
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zarinda bulunan uniport ve Na*?/Ca*? pomplari ile sitozolde biriken Ca*?’u igine alarak
hiicre i¢i Ca*? dengesini saglarken; inositol 1,4,5-trifosfat reseptorii (IP3R) ve anyon
kanallar: araciligiyla da endoplazmik retikulum (ER) ile iyon aligverisinde bulunur
(13,18). Mitokondri hiicre i¢in olduk¢a 6nemli olan apoptoz yolaklarinda da gorev alir.
Bcl-2 proteinleri mitokondri dis zarina yerlesip zarin gegirgenligini arttirarak sitokrom
¢ nin organel disina ¢ikmasina neden olur; sitokrom ¢, APAF1 (apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1) ve prokaspaz 9 ile birlesip apoptozom kompleksini olusturarak

apoptoz olayimi baslatir (13,18).

2.1.1 Mitokondriyal Genom

Mitokondriyal matriks icerisinde, Krebs dongiisiinde gérev alan enzimlerin
yan1 sira mitokondriyal DNA (mtDNA) da bulunur. Insan mtDNA molekiilii 16,569
baz cifti uzunlugunda, halkasal yapida, ¢ift zincirden olusan ve igeriginde 37 gen
barindiran 6zel bir niikleik asittir (Sekil 2.3). 37 genin 13’i solunum zinciri
elemanlarindan olan kompleks I, III, IV ve V’iin ant tinitelerini kodlar (19,20) (Tablo
2.1), 22 tanesi mt-tRNA kodlanmasinda, iki tanesi de mt-rRNA sentezinde gorev alir

(2). Evrimsel siiregte, mitokondriyal genomda bulunan bazi genlerin kayboldugu,



ATP/ADP translokaz genleri gibi mitokondri islevi i¢in Onemli genlerin
endosimbiyotik iligkisinin bir sonucu olarak ¢ekirdek genomuna aktarildigi
distiniilmektedir (8). Bugiin 1500°¢ yakin mitokondri iliskili genin kromozomal DNA
tizerinde dagmik bir sekilde bulundugu ve mitokondriyal proteinlerin %99’unun

¢ekirdek DNA’sindan kodlandigi bilinmektedir (2,19).

Tablo 2.1 Mitokondriyal solunum zinciri elemanlari, altbirimleri ve sentezlendikleri

genler (19).
Altbirim Kompleks | Kompleks | Kompleks | Kompleks | Kompleks
| 1 11 AV V
mtDNA'dan 7 0 1 3 9
kodlanan
NDNA'dan 39 4 10 10 14
kodlanan
ND1, ND2,
Mitokondri | ND3, ND4, Sitorrom b ggf(( |I|’ ATPase 6
albirimleri | ND5, ND6, - COX ”’ ATPase 8
ND4L
: NADH - Siiksinat | Sitokromc | Sitokrom ¢ ATP
Enzimler CoQ . . .
- dehidrogenaz | rediiktaz oksidaz sentaz
Rediiktaz

Cekirdek DNA’sindan sentezlenen proteinlerin igerisinde Kompleks II’nin
dort altbirimi de dahil olmak iizere (Tablo 2.1), mitokondriyal DNA polymerase y
(POLG), mitokondriyal transkripsiyon faktorii (TFAM), mitokondriyal ribozomal

proteinler, elongasyon faktorleri ve mitokondriyal metabolik enzimler de bulunur (20).

Mitokondriyal DNA’nin iki zinciri baz igeriklerine gore agir ve hafif zincir
olarak adlandirilir: agir (H) zincir guanin (G) bakimindan zenginken, hafif (L) zincirin
yapisinda karsilik gelen sitozinler (C) bulunur. H-zinciri, 12S (kiigiik) rRNA ile 16S
(biiytik) rRNA, 12 polipeptid ve 14 tRNA dizisini igerirken , L-zinciri ND6 polipeptidi
ve 8 tRNA igin bir kalip gérevi gormektedir (21). Mitokondriyal DNA’da H-zinciri ve
L-zinciri i¢in iki farkli replikasyon baslangi¢ dizisi bulunur; H-zincirinin replikasyon
baslangi¢ dizisi, major noncoding region (NCR)’da bulunan D-loop (displacement
loop) bolgesinde yer alir. D-loop igerisinde H-zincirine ait (HSP1) ve L-zincirine ait

(LSP) olmak fizere iki farkli mtDNA promotorii igerir. D-loop iginde ii¢ farkh



korunmus dizi blogu ve terminasyon iligkili diziler (Termination-associated sequnces:
TAS) yer alir (Sekil 2.3) (21,22).

insan mt DNA

16,569 bg

e —— Protein Kodlayan genler

w——= == Ribozomal RMA genlorl
el tRNA genlern

Sekil 2.3 Mitokondriyal DNA haritasi. (Suzuki ve ark.’dan (2011) uyarlanmustir) (6).

mtDNA replikasyonu mtDNA polimeraz y (Pol y), Twinkle helikazi,
topoizomeraz 1 ve mtDNA’ya baglanan proteinleri de igeren bir multi-protein
replizomu ile gergeklesir. iki farkli mtDNA replikasyon modeli ortaya atilmustir.
“Strand-displacement” ya da “asynchronous” olarak adlandirilan modele gore
replikasyon, kodlanmayan mtDNA bolgesi olan D-loop’ta transkripsiyonun
baslamasiyla baslar (23). Agir zincirin orijininden baslayip saat yoniinde devam eden
bu replikasyon, hafif zincirin replikasyon orijinine ulasarak hafif zincirin saat yoniinde
sentezine izin vererek tiim molekiiliin kopyalanmasimi saglar (23). Bir diger
replikasyon modeli olan “symetric strand-coupled”da ise mtDNA replikasyonun 4
kb’lik fragmanda farkli noktalarda bulunan orijinlerden ayni anda baslayarak her iki

yonde de replikasyon balonlari i¢erisinde devam eder (24) .



Her bir mitokondrionunun 1-15 arasinda mtDNA kopyasi tasidigi
ongoriilmektedir (25). Cekirdekteki histonlarla DNA ipliklerinin olusturdugu
niikleozom yapilarina benzer yapilar mitokondride de bulunur, niikleoid ad1 verilen bu
yapilar igeriginde histon proteinleri bulundurmazlar. Her niikleoidin yapisinda bir ya
da iki mtDNA molekiilii vardir (23). Bu yapilar i¢ membranin matrikse bakan ig
yiiziinde yer alir. mtDNA ’nin mutasyonlara oldukg¢a agik olmasinin nedenleri arasinda,
ic membranda ETS elemanlarina yakin olmast ve OXPHOS sonucunda agiga ¢ikan
oksijen serbest radikallerine maruz kalmasi gosterilmektedir. Cesitli modellerle
yapilan ¢aligmalarda mtDNA’nin nDNA’ya gére mutasyonlara 10 kat kadar daha agik
oldugu belirlenmistir. (26,27). Baz1 calismalarda mitokondride meydana gelen
oksidatif DNA hasarlarinda base-excision repair mekanizmasina benzer bir islev
gosterilmis olsa da (28,29) mtDNA’da etkin bir hasar tamir mekanizmasinin varlig
hala tartismalidir. Mitokondriye ait etkin bir tamir mekanizmasi olmamasi,

mtDNA’nin mutasyonlara agik olmasinin nedenleri arasinda gosterilmektedir.

2.1.2 Mitokondri Genetigi ve Kalitim
Mitokondri genetigi birgok yonden ¢ekirdek DNA’sinin (nDNA) Mendelyan

kaliim kaliplarindan farklilik gosterir. Mitokondri genetiginin en 6nemli 6zelligi
maternal kalitim gostermesidir. Literatiirde, Schwartz and Vissing’in 2002 yilinda
yayinladiklar1 ND2 geninde iki bazlik bir delesyon tasiyan vaka raporunda (30) oldugu
gibi baz1 meyve sinegi, fare ve koyun modellerinde de paternal kalittmin goriildiigii
istisnai durumlar da bulunmaktadir (31). Oosistlerde sayis1 10000°1 bulan mtDNA
kopyasi, sperm hiicrelerinde 100 kopyanin altindadir (23). Sperm ile oositin birlesmesi
sonucunda paternal mitokondrinin popiilasyonda kaybolmasinin nedeni sadece sayica
az olmasiyla aciklanamaz. 1999 yilinda Sutovsky ve arkadaslarinin inek ve maymun
embriyolarinda yaptig1 arastirmalar paternal mitokondrinin ubiquitin tasidigini, bu
nedenle embriyo icerisinde otofaji yoluyla elimine edildigini gostermistir (32). C.
elegans (33) ve fare (34) ile yapilan deneylerde de benzer sekilde sperm igerisinde
tasinan paternal mitokondrinin, tasidigi belirtegler yoluyla otofaji mekanizmasini

aktive ederek yikildigi gosterilmistir.
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nDNA kalitminda independent assortment (bagimsiz dagilim) ve
rekombinasyon ile farkli genetik igeriklerin gelecek kusaklara aktarilmasi soz
konusuyken, mtDNA’da rekombinasyon olmaksizin mutasyonlar birikerek bir sonraki
kusaga aktarilir (35). mtDNA varyantlar1 popiilasyon genetiginde “sise boynu” olarak
adlandirilan segilim modeliyle bir sonraki kusagin mtDNA igerigini belirler. Fluoros
ve arkadaslari, mMtDNA segregasyonu ve seciliminin insan embriyosunun gelisim
doneminde-Carnegie evrelerinde- meydana geldigini gostererek ilk kez sise boynu

modelini insan embriyosunda gostermislerdir (36).

Mitokondriyal genomun poliploidik bir yapist vardir; hiicrenin ¢esidine gore
icerdigi mtDNA sayist 10,000°1 gegebilir (25,37,38). Bu durum mitokondri
genetiginde homoplazmi ve heteroplazmi olarak adlandirilan iki 6nemli kavramin
temelini olusturur. Homoplazmi belirli bir lokus igin tiim mtDNA kopyalarinin 6zdes
oldugu durumu ifade ederken; heteroplazmi durumunda ise iki ya da daha fazla
mitokondriyal genotipin varligi s6z konusudur. Heteroplazmik mtDNA bulunduran
hiicreler boliindiiklerinde icerdikleri farkli mtDNA molekiilleri yeni olusan hiicrelere
rastgele dagilim gostererek aktarilir. Bu kavrama replikatif segregasyon adi verilir ve
yeni olusan hiicrelerin birbirlerinden farkli oranlarda heteroplazmik mtDNA igerdigini

agiklar.

mtDNA’da ortaya ¢ikabilecek degisikliklerin “patolojik mutasyon” olarak
gozlemlenmesi i¢in gerekli bir esik (threshold) seviyesi vardir (bkz. 2.3) ve bu
seviyenin asilmast durumunda mitokondri hayati biyokimyasal iglevlerini yerine
getiremeyerek ortaya klinik bir tablo ¢ikartir (39). Yapilan tek hiicre (single cell) ve
transmitokondriyal hiicre hatti ¢aligmalari, mitokondriyal genomda meydana gelen
mutasyonlarin islevsel olarak “cekinik nitelikte” oldugunu ve ancak esik seviyesinin
iistiinde bir oranin (ortalama %65 istii) varliginda biyokimyasal fenotiplerin ortaya

ciktigini gostermektedir (39,40).

2.3 Mitokondriyal Sitopatiler

Mitokondriyal sitopatiler, kalitim yoluyla aktarilan ya da sonradan edinilen,
mitokondri hasarinin sonucunda ortaya ¢ikan ve bu hasar nedeniyle hiicresel enerji

tiretim mekanizmasint olumsuz etkileyen, genetik heterojenitenin goriildiigii multi-
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sistemik hastalik grubudur. Mitokondri protein iceriginin iki farkli kaynagi olan nDNA
ve mMtDNA, mitokondriyal sitopatilerin genetik ve biyokimyasal temellerini
belirlemektedir. Mitokondri islevinde goérev alan gekirdek genomunda kodlanan
genlere iliskin mutasyonlar otozomal (Mendelian) kalitim kurallar ile aktarilmaktadir.
Bu mutasyonlardan bazilar1 mtDNA replikasyonundan sorumlu olan mitokondriyal
DNA polymeraz y (POLG), helikaz (41), primaz ve ligaz genlerinde (42,43) meydana
gelen mutasyonlar olabilecegi gibi ¢ekirdek genomunda bulunan mtDNA idamesinden
sorumlu timidin kinaz ve fosforilaz genlerinde de meydana gelebilir(44). Bu grupta
yer alan mutasyonlar mtDNA’da ¢oklu delesyon, duplikasyon ve deplesyonlar
olusturarak (45) mtDNA’da kalitatif ve kantitatif bozukluklara neden olur.
OXPHOS’da gorev alarak kompleks I ve kompleks II alt {initelerini biraraya getiren
“assembly” faktorlerinin sentezlendigi ¢ekirdek genlerinde meydana gelen

mutasyonlar da otozomal kalitilan mutasyonlara 6rnek verilir (46).

mtDNA mutasyonlariyla iliskili olan mitokondriyal sitopatiler, mitokondrinin
dagilim hacmi nedeniyle hemen hemen her doku ve organi etkileyebildikleri gibi,
ilerleyen yaslarda post-mitotik hiicrelere —noron ve kas hiicreleri gibi- bagl olarak da
kendini gosterebilir (44,47). Bir dokuda mitokondriyal sitopatinin gézlemlenebilmesi
icin mutant mtDNA nin belli bir oranin iistiinde olmas1 ve bir somatik yiik olusturmasi
gerekir. Somatik yiikiin hastalik yapici etkisi ise esik etkisi olarak adlandirilir ve bu

esik her dokunun enerji ihtiyacina gére organdan organa farklilik gosterebilir.

Mitokondriyal hastaliklarda genotip-fenotip iligkisi cybrid adi verilen trans-
mitokondriyal hiicre hatlarinin gelistirilmesi ve kullanilmasiyla beraber netlik
kazanmigtir. 1986’da ilk kez Wallace yaptigi ¢calismada mitokondriyal 16S RNA
geninde meydana gelen mutasyonlarin %15’lik bir yiike ulaginca fenotipe yansidigini
gostermistir (48). MERRF ve MELAS hastalarinin hiicre hatlarindan elde edilen
cybridlerde patojenik mutasyonlarin s6z konusu oldugu durumlarda fenotipik bir esik
degeri oldugu ispatlanmis, MERRF ve MELAS hastalarinin kas hiicrelerinde mutant
yikiin sirasiyla %90°1 ve %65°1 gegmesi durumunda klinik bulgular gozlemlendigi
belirlenmistir  (39). Shoffner ve arkadaslarinin arastirmalarina gére MtDNA
delesyonlarinda %060’lik bir yiikiin fenotipi etkilemek i¢in yeterli oldugu, diger
mutasyon tiplerinin fenotipe yansima degerinin %90’lar1 da bulabilecegi sdylenebilir

(49,50). Mutant ve saglikli mtDNA kopyalarinin bir arada bulundugu
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popiilasyonlarda saglikli mtDNA’nin genellikle patojenik mutasyon tasiyan kopyayi
tolere ettigi diisiiniilmektedir. Bu durumun kimyasal temeli, mtDNA {izerinde olusan
patojenik mutasyonlarin eksik baskinlikta ya da resesif (¢ekinik) nitelikte olmasidir
(23). Saglikli ve mutant mtDNA kopyalarinin birarada oldugu bir hiicrede, OXPHOS
ve mitokondriyal protein sentez mekanizmalarinin devamliligi saglikli kopyalarin
varliginda biyokimyasal esik etkisi agilana kadar devam eder. Mutant igerigin hiicrede
birikerek artmasi ve mutant yiikiin %80 civarna ulagmasi durumunda mitokondri
islevini yerine getiremeyerek islev yetersizliginin ortaya ¢ikmasina neden olur (23)

(Sekil 2.4) .

Biyokimyasal Esik Degeri
O — Saghkh mtDNA kopyas1 yokunyasal Laik Degert

@® — Mutant mtDNA kopyas I

%10 mutant icerik %30 mutant icerik %60 mutant icerik %380 mutant icerik

Sekil 2.4 mtDNA heteroplazmisi ve esik etkisi.

mtDNA’da meydana gelen mutasyonlar “2.2.1 Mitokondri Genetigi”
boliimiinde bahsedildigi gibi genellikle maternal kalitim ile bir sonraki kusaga
akatarilir. Ancak annede mutant mtDNA varlig1 bilinse dahi sise boynu secilimiyle
hangi oranda mutant, hangi oranda saglikli mtDNA kopyanin ¢ocuga aktarilacagi
ongoriilemez. Avrupa toplumunda 400,000 insanin mitokondriyal sitopati hastasi
oldugu bilinmekte ve bu hastaliklarin goriilme siklig1 yaklasik 1:2,000 olarak tahmin
edilmektedir (5,6).

Giintimiizde mitokondriyal sitopatilerin radikal tedavisi olmamakla birlikte,
hastanin gosterdigi semptomlara yonelik vitamin, kofaktor ve antioksidan takviyesi

gibi palyatif yontemler uygulanmaktadir (47,51).
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2.3.1 Leigh Sendromu

Leigh Sendromu, her 40,000 dogumda bir goriilen norodejeneratif bir
hastaliktir (52). Sayis1 50’yi asan, ¢ekirdeksel ve mitokondriyal DNA kaynakli, ETS
elemanlarimin altiinite birimlerinin ve solunum komplekslerinin olusmasinda gérev
alan assembly faktorlerinin sentezlendigi genlerde meydana gelen mutasyonlar
nedeniyle goriiliir (53). Dolayisiyla mutasyonun gergeklestigi gene bagli olarak X’e
bagli resesif, otozomal resesif ya da maternal olarak bir sonraki kusaga aktarilir. X’e
bagli resesif aktarilan Leigh hastaliklarina piruvat dehidrogenaz (PDH) eksikligine
neden olan PDHA1 geninde meydana gelen mutasyonlari ya da NDUFAL geninde
olusup kompleks I eksikligine neden olan mutasyonlar1 gosterebiliriz (54). Otozomal
resesif gecisle bir sonraki kusaga aktarilan patojenik mutasyonlar ise OXPHOS
enzimlerinin ya da assembly faktorlerinin  kodlandigi genlerde meydana gelen
mutasyonlardir. Bu mutasyonlara kompleks | hasar1 basta olmak tizere, kompleks II,
kompleks IIT ve kompleks IV hasarina neden olan mutasyonlart 6rnek verebiliriz.
Maternal gegisli Leigh Sendromuna ise mtDNA’da kompleks I eksikligine neden olan
MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-ND5 ve MT-ND6 gen mutasyonlarini
ve kompleks V hasarina neden olan MT-ATP6 gen mutasyonunu 6rnek gosterebiliriz
(54).

Kompleks I eksikligi Leigh Sendromu olan hastalarda en sik rastlanilan

tablodur ve vakalarin 1/3’{inde goriiliir (52).

2.3.2 Kearns-Sayre Sendromu

Kearns-Sayre Sendromu enerji ihtiyacinin olduk¢a yogun oldugu dolayisiyla,
mitokondrinin yogun olarak bulundugu santral sinir sistemi, retina, kalp ve iskelet
kasinda tutulumlar sergileyerek progresif eksternal oftalmopleji, pigmenter retina
dejenerasyonu ve Kkardiyak iletim defektleriyle karakterize edilen bir mitokondriyal
hastaliktir (55).

mtDNA’da 1,000 ile 10,000 baz araliginda degisen delesyonlarin (56) neden
oldugu bu Kearns-Sayre Sendromu’nda mutasyonlarin %90°1 somatiktir ve maternal
kaliim kalib1 gostermez (55). Vakalarin 1/3’tide, mtDNA iizerinde bulunan COXII

geninden ND5 genine dogru uzanan 4,977 kb’lik bir delesyonun goriiliir (ortak
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delesyon) ve bu delesyon sonucunda 12 gen etkilenerek oksidatif fosforilasyon

mekanizmasinin bozulmasina dolayisiyla hiicresel enerji liretiminin yetersiz kalmasina

neden olur (55,57).

Hastaligin tam olarak prevelans: bilinmemekle birlikte Fin popiilasyonunda

yapilan bir ¢aligmada prevelansin 100,000 olguda 1.6 oldugu belirlenmistir (55).

2.3.3 MERRF (Myoclonic epilepsy with ragged red fibers)
MERRF miyoklonik epilepsi, konusma bozuklugu (dizartri), nistagmus, optik

atrofi ve progresif ataksi ile karakterize hastalarin kas biyopsilerinde trichrome boyasi
ile diizensiz kirmizi fiberlerin gézlemlendigi (ragged red fibers) (58,59) bir sitopati

cesididir.

Shoffner ve arkadaslari mtDNA’nin  tRNAY® geninde kesfettikleri
m.8344.A>G mutasyonunun MERRF sendromu ile iligkili oldugunu ve bu
mutasyonun OXPHOS’da gorev alan protein birimlerinin, ozellikle kompleks I
(NADH-CoQ rediiktaz) olusumunu olumsuz etkiledigini belirtmistir (49). MERRF
tanis1 alan hastalarin %80-90’inda goriildiigii belirtilen m.8344.A>G mutasyonu
maternal kalitim gostermektedir (60). Maternal kaliim kalibinin tipik ozellikleri
arasinda olan saglikli ve hasarli mtDNA kopyalarinin birarada olmasi, dagilim
hacminin dokudan dokuya farklilik gostermesi ve bir esik etkisinin varligi; MERRF
semptomlarinin oldukca degisken bir klinik tablo gostermesine neden olur. Avrupa

toplumunda prevalansinin 100,000°de 0.9 oldugu diistiniilmektedir (61).

2.3.4 MELAS
MELAS sendromu, ilk kez Pavlakis ve arkadaslar1 tarafindan 1984’te

tanimlanan; inme benzeri episodlar, laktik asidoz ve mitokondriyal miyopati ile
karakterize progresif bir norodejeneratif hastaliktir (62). Bir hastaya MELAS tanisi
koyabilmek igin klinikte ii¢ 6nemli kriter bulunmaktadir; (1) hastada 40 yas Oncesi
inme benzeri ataklar goriilmesi, (2) ndbet ataklar1 ya da bunamayla gelen ensefalopatk

bulgulara rastlanilmasi, (3) kas biyopsisinde Gomori trichrome boyamasi ile diizensiz



15

kirmiz1 fiberlerin goriilmesi ve laktik asidozun eslik ettigi mitokondriyal miyopatiler

(3).

mtDNA’dan kodlanan tRNAMUYYYR) geni MT-TL1’de meydana gelen nokta
mutasyonlarinin MELAS ile ilskili oldugu ve MELAS hastalarinin %80’inin
m.3243A>G mutasyonu tasidigi tespit edilmistir (3,63). m.3243 A>G mutasyonu
mitokondriyal translasyon mekanizmasini bozarak mitokondriyal protein sentezinin
dolayisiyla da ETS komplekslerinin sentez mekanizmasinda bozulmalara; ETS
kompleksleri sentezindeki azalma da mitokondriyal islev bozuklukluguna neden olur.
Ayrica nadir de olsa MT-TL1 geninde yer alan m.3256 C>T(64,65), m.3271 T>C
(63,66,67) ve m.3291 T>C (68,69) mutasyonlart da MELAS sendromuyla
iliskilendirilmistir.

mtDNA kaynakli mutasyonlarin neden oldugu diger hastaliklar gibi MELAS
da maternal kalitim gosteren bir sendromdur. Hastada farkli organ ve dokularda farkli
oranda mtDNA bulunmasi ve esik deger tizerinde mutant mtDNA bulunduran bu organ
ve dokularin birbirinden farkli biyokimyasal esik etkilerinin olmasi klinik tablolarin
birbirinden farklilik gdstermesine neden olmaktadir. Ornegin m.3243 A>G mutasyonu
tasiyan hastalarin iskelet kas dokularinda yapilan bir ¢caligmada, patolojik tablo igin

kasta biriken mutant mtDNA seviyesinin %50 olmasinin gerekli oldugu gosterilmistir

(3).

Bugiin MELAS sendromunun prevalansinin Japonya i¢in 0.2:100,000 oldugu
(70), bagta MELAS olmak iizere diger mitokondriyal hastaliklarla iliskili m.3243 A>G
mutasyonunun prevalansinin Finlandiya igin ise 16-18:100,000 oldugu bilinmektedir
(71,72).
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2.4 MT-TL1 Geni

MT-TL1 (mitochondrially encoded tRNA-UUUR.1) mtDNA’nin 3230-3304
niikleotidleri arasinda bulunan, 75 baz ¢iftlik tRNAUCYR) genidir (bkz. Ek-1).
tRNAU(UUR) 10 bazlik DHU loop ve 7 bazlik olusan TyC loop’a sahiptir (Sekil 2.5).
Mitokondriyal genomda transkripsiyon terminasyonu i¢in MTERF’iin (mitochondrial
transcription termination factor) 13 bazlik terminasyon zincirine baglanmasi
gerekmektedir ve bu zincir MT-TL1 geni igerisinde 3237 ve 3249 niikleotidleri
arasindadir (73). Yakubovskaya ve arkadaslari ise yaptiklari ¢alismada MTERF1’in
mtDNA’nm 3232 ve 3253. niikleotidleri arasinda kalan dizisine yani tRNAM
terminasyon zincirinin de oldugu bdlgeye baglandigini kesfetmislerdir (74). Bu
baglanmayla mtDNA’nin ¢6ziiliip 3 bazin igten disa (flipping) donerek baglanmay1
stabil hale getirmesi ve transkripsiyon terminasyonunun diizenlenmesi s6z konusudur

(74).

mtDNA’nin etkili bir tamir mekanizmasi olmadigi igin (Bkz. 2.1.1), mt-
tRNALUUUR) in de patojenik nokta mutasyonlarma agik olmasi kaginilmazdir.
tRNALUUUR) <de meydana gelen patojenik mutasyonlardan en sik goriileni m.3243

A>G mutasyonudur (3) ve bu

tRNALeulUUR) E‘ mutasyon MELAS basta olmak lizere
C
G_é bir ¢cok mitokondriyal hastalikla da
§ZE iliskilidir. MT-TL1 geninde meydana
é:',‘:" gelen diger mutasyonlara ise m.3256
1 ~UA—U uu
CCOagacme  VYIYES ™A C>T, m.3260 C>T, m.3271 T>C,
| C
6o AAUCG € amic mU¥ m3291 T>C ve m3303 C>T
A—§ 6V , e
A—LU mutasyonlarmi  6rnek  verebiliriz
A—U
o (Tablo 2.2).
C A
u A
m-Ug A

Sekil 2.5 MT-TL1 gen tirtini: tRNAL=u(UUR)
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Tablo 2.2 MT-TL1 geninde meydana gelen mutasyonlar ve iliskili olduklari

sendromlar.
Sendrom Mut. Referans
MELAS / Leigh Sendromu A3243G Goto ve ark.(63)
MELAS/MERRF C3256T Moraes ve Sato (64,65)
MELAS T3271C Goto, Hayashi,
Sakuta(63,66,67)
MELAS / Miyopati / Sagirlik + T3291C Goto ve ark. (68)
Kognitif Bozukluk
Mitokondriyal Miyopati ve A3260G Zeviani ve Sweeney(75,76)
Kardiyomiyopati
Mitokondriyal Miyopati ve C3303T Silvestri ve ark.(77)
Kardiyomiyopati

MELAS hastalarinin %80’inde goriilen m.3243 A>G mutasyonu ilk kez Goto
ve arkadaglari tarafindan tanimlanmistir (63,69). m.3243 A>G mutasyonunun ayrica
Leigh sendromu (78), MERRF ve MELAS’in c¢akistigi klinik tablolar ve annesel
gecisli sagirlikla seyreden diyabet tablolarinda da bildirilmistir (79). Hastalarin
periferik kan orneklerinde heterojenik olarak bildirilen m.3243 A>G mutasyonunun
ilerleyen yasla beraber periferik kandaki 16kositlerde tasinma oraninin da azaldigi
gosterilmistir (79). MT-TL1’in antikodonunda wobble pozisyonunda yer alan uridin,
S-taurinometiluridine doniistiiriilerek tRNA islev kazanir. Yasukawa ve arkadaslari
m.3243 A>G ve m.3271 T>C mutasyonlarinin varhiginda bu degisimin
gerceklesmedigini gostermis; bu degisimin eksikliginin 16sin translasyonunda hatalara

neden oldugunu belirtmisglerdir (80).

m.3256 T>C mutasyonu ise ilk kez Moraes ve arkadaslar tarafindan MERFF
sendromuyla beraber gelen optik noropati ve diyabet bulgularin1 gosteren bir hastanin
kas dokusunda heteroplazmik olarak saptanmistir (64). Hirai ve arkadaslari, sekiz
kisilik bir ailede alt1 kisinin heteroplazmik olarak bu mutasyonu tasidigini gostermis,
aile bireylerinden bazilarinda kas atrofisinin yaninda insiiline bagimli olmayan diyabet
ve glukoz intoleransi goriildiigiinii dolayisiyla bu mutasyonun glukoz metabolizmasini
etkiledigini belirtmislerdir (81).
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Bir diger MT-TL1 gen mutasyonu olan m.3260 A>G, iskelet kas1t miyopatisiyle
ya da kas miyopatisi goriilmeksizin seyreden kardiyomiyopatiyle iliskilendirilmistir
(75). Eriskin dénem baslangicli oldugu tespit edilen m.3260 A>G mutasyonunun
literatiire gecen Orneginde, konjestif kalp yetmezligi belirtileri gosteren 23 yasindaki

hastanin kas dokusunda %90’a ulasan bir mutant yiik oldugu tespit edilmistir (82).

Her 40 MELAS hastasinin 3’{inde goriilen patolojik MT-TL1 mutasyonu
m.3271 T>C, Stenqvist ve arkadaslarina gore ND6 altiinitesinin sentezini engelleyerek
ETS eleman1 olan komplesk I’in aktivitesini diistirmektedir (4). Ayrica m.3243 A>G
mutasyonu gibi m3271 T>C mutasyonunun da 16sinin hatali translasyonuna neden

oldugu distiniilmektdir (80).

m.3291 T>C mutasyonu tRNA-""nin TyC loop’unda yer alan ve MELAS
sendromuyla iliskilendirilen tgiincii mutasyondur (68). Literatirde MERRF ve
MELAS sendromlarinin klinik belirtilerini gosteren, kan ve fibroblast 6rneginde
heteroplazmik, kas biyopsi 6rneginde homoplazmik olarak m.3291 T>C mutasyonu

tastyan bir vaka da bildirilmistir (83).

MT-TL1 geninde meydana gelen patojenik m.3303 C>T mutasyonu ise
kardiyomiyopatiyle iligkilendirilmektedir (77). Silvestri ve arkadaslar1 mutasyonu
tanimladiklar ilk vakada, ayni aileden letal infantil kardiyomiyopatinin goriildigii ti
bireyin tim dokularinda homoplazmik olarak bu mutasyonu tasidigini gostermistir
(77). Ayn1 vakada anne tarafinda akrabalik iliskisi bulunan asemptomatik bes bireyin
kan orneklerinde de heteroplazmik olarak bu mutasyonun varligir gosterilmis, ¢
akrabanin ise ilerleyen yaslarinda ani kalp yetmezligi nedeniyle hayatlarini kaybettigi
belirtilmistir. Bruno ve arkadaslar1 ise dort farkli aileden gelen sekiz hastada bu
mutasyonu tanimlamis; kardiyomiyopatiye iskelet kasi miyopatisinin de eslik ettigi

vakalarin oldugunu belirterek mutasyonun patolojik oldugunu desteklemistir (84).
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2.5 Mutasyon Analiz Teknikleri

2.5.1 Restriksiyon Endoniikleazlar

Restriksiyon endoniikleazlar ilk kez bakteriyel savunma mekanizmalarinda
kesfedilmis; bakterilerin kendi DNA’larin1 korumak adina hiicre igine giren yabanci
bakteriyofaj DNA’sin1 pargalara ayiran enzimler bulundurdugu gézlemlenmistir (85).
Ayni calismada bakteri i¢ine giren yabanci DNA’y1 parg¢alamak icin kullanilan bu
enzimlerin konak bakteri DNA’sina zarar vermedigi, bakterinin DNA’sin1
metilleyerek bu enzimlerden korudugu da bildirilmistir (85). Restriksiyon
endoniikleazlar (RE), DNA dizisi iizerinde palindromik yapidaki 6zgiil kisa dizileri
taniyan ve bu dizilerin i¢inden veya dizilere yakin bolgelerden DNA’y1 kesen
enzimlerdir. 1968’de Meselson ve Yuan’in ilk kez E.coli bakterisinden 6zgiil
baglanma bolgelerine ihtiyag duymayan bir RE’nin izolasyonu yapmis, 1970°de ise
Smith ve Wilcox H.influenza’dan 6zgiil DNA dizisi tanimlayarak kesim yapan Hind
II endoniikleazini izole etmislerdir (86,87). RE’ler;, DNA metil transferaz
aktivitelerine, alt linite yapilarina, kesim 6zgiilliiklerine ve kofaktor ihtiyaclarina gore

farkl sekillerde siniflandirilirlar.

Bilinen nokta mutasyonlarinin dogrudan tespiti i¢in kullanilan restriksiyon
endoniikleaz fragman analizleri, RE’lerin ¢ift zincirli DNA’y1 6zgiil tanima
bolgelerinden ya da bu bolgelere yakin noktalardan kesmesine dayanmaktadir.
DNA’da meydana gelen mutasyonlar yeni enzim kesim bdlgesi olusturabildikleri gibi
varolan enzim tanima dizilerini de ortadan kaldirabilir. incelenen mutasyonlar1 igeren
kesim bolgelerine sahip RE’ler ile kesilen Polimeraz Zincir Tepkimesi lirtinleri jel

elektroforezinde farkli fragmentlere ayrilarak mutasyon analizi gerceklestirilir.

2.5.2 ARMS-PZT (Amplification Refractory Mutation System)

ARMS-PZT ya da diger adiyla allele 6zgii polimeraz zincir tepkimesi, Newton
ve arkadaglar1 tarafindan 1989 yilinda gelistirilen, bir DNA dizisinde yer alan ve
onceden bilinen mutasyonlarin bu allellere 6zgii primerler yardimiyla hedef DNA’nin
cogaltilmasi temeline dayanmaktadir (7). ARMS teknigi, restiriksiyon endoniikleaz

fragman analizlerinin gerektirdigi enzim kesim bolgeleri varligina ihtiyag
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duymaksizin DNA zincirinde bulunan nokta mutasyonlarinin veya varyasyonlarinin

dogrudan analizi i¢in kullanilan bir polimeraz zincir tepkimesidir.

Alelle 6zgii iki farkl primer tasarimina dayanan bu yontem, mutasyon tasiyan
niikleotidin iki zincirinde farkli allelere komplementer primerler varligi ile hedef
dizinin 5° ve 3’ kollarinda allele 6zgii iki farkli uzunlukta amplikon eldesine
dayanmaktadir (88). Sekil 2.6’da biri nokta mutasyonu tasiyan allele 6zgii, digeri
yabanil tipteki allele 6zgii iki farkli i¢ primer ve alele 6zgii olmayan iki farkli dis
primerle gerceklestirilen tek bir PZT gosterilmektedir. Bu tepkime sonucunda allele
0zgii olmayan uzun bir amplikon ile mutant ve yabanil tipteki alele 6zgli primerlerin

cogalttigi daha kisa amplikonlar elde edilir.

mt DNA kalibi Polimeraz Zincir Tepkimesi
Outer Forward Forward | 3
uter Fomwva onwal ‘I'IFIE!' li
GAllele ° G ¥ 5 G, 3
¢ c 5 Reverselnner  Outer Reverse
— -
orward Inner,
AAllele ¥ A 3 Outer Forward LY
3 T 5 3 T 5
gRav'erse Inner Quter Reverse
PZT Uriinleri Agaroz Jel Gorlintlis
Allele 6zgli olmayan — —_— —
G alleline DZQI.I —————— ..‘,.,...‘,..‘,,b,
A alleline 6zgii D — —_—
GIA G A
Heteroplazmi Homoplazmi Homoplazmi

Sekil 2.6 ARMS-PZT’ nin sematik gosterimi ve tepkime sonucunda elde edilen
tirtinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii (88).

Tepkimenin iyi optimize edilmesi durumunda analiz edilen 6rnegin mutasyon
tastylp tasimadigi farkli uzunluktaki amplikonlarin agaroz jel elektroforez
goriintiistinden anlagilarak tek bir tepkimeyle mutasyon analizi yapilabilir. Eger
mtDNA {izerindeki bir gen hedeflendiyse mutasyon tasiyan ornegin heteroplazmik
olmas1 durumunda iki i¢ primerden de amplifikasyon alinir ve agaroz jelde ii¢ farkli

boyutta bant goriiniitiisii alinir (Sekil 2.6).

Literatiirde Leber’in herediter optik néropati (LHON) hastalarinda {i¢ temel

mitokondriyal mutasyonun belirlendigi (89) ve fenilketoniiri hastalarinda PAH
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genlerinde meydana gelen alti farkli mutasyonun tanimlanabildigi (90) basarili
ARMS-PZT teknikleri bulunmaktadir.

2.5.3 HRM (High Resolution Melting Analysis-Yiiksek Coziiniirliiklii
Erime Analizi)

Cift zincirli yapida bulunan DNA molekiilii, yiiksek sicaklikta zincirleri
arasindaki hidrojen baglarinin kirilmasiyla tek zincirli bir yapi halini alir. DNA
molekiillerinin yarisinin tek zincirli yapt halinde bulundugu sicaklik Tm olarak
adlandirilan erime sicakligidir. Tm sicakligi dizinin guanin (G) ve sitozin (C) igerigine
ve uzunluguna bagl olarak degisir. G ve C ii¢ hidrojen bagiyla birbirine baglandiklari
icin daha kararli bir yap1 olusturur dolayisiyla bu yapilarin sik tekrarlandig dizilerin
Tm sicakliklari, ¢ogunlukla adenin (A) ve timin (T) bazlarimi igeren dizilerden

yiiksektir.

Yiiksek Coziiniirliikli Erime (HRM) analizi, ¢ift zincirli DNA’nin yiliksek
sicaklikla denatiire olup tek zincirli yapiya doniismesinin (melting) floresan boyalar
araciligiyla gercek zamanli (real-time) goriintiilenmesine dayanan bir yontemdir.
HRM’da siire¢ PZT ile baslar, tasarlanan 6zgiil primerler hedef bolgeyi ¢ogaltirken
floresan boyalar zincirler arasina yapisir ve 1sima verir (Sekil 2.7 A). Bu boyalarin
toksik olmamasi ve PZT igin bir engelleyici gorevi gormemesi 6nemlidir. Bu amacla
genellikle piyasada bulunan SYTO, LC Green, EvaGreen, Chromofy gibi boyalar
kullanilir (91). Son PZT dongiisiinden sonra kademeli olarak sicaklik artig1 gergeklesir
ve ¢ift zincirli amplikonlar tek zincirli yapiya doniislirken floresanli boyalar bu
yapilardan ¢ikarak ortama yayilir ve 1isimalarini kaybeder (Sekil 2.7 A). Bu siirecte
gercek zamanli floroskopik 1s1ma 6l¢iimii yapilir. Cift zincirli {irlinlin yarisinin tek
zincirli forma dontistiigii noktada bir Tm degeri alinir ve tek bazlik degisimler, kiiciik
insersiyon ve delesyonlar farkli erime profilleri gosterdikleri i¢in farkli Tm degerlerini

gosteren erime egrisi grafikleri verir (Sekil 2.7 B) (92).
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Sekil 2.7 Yiiksek Coziintrliikkli Erime Analizi. A. HRM 6ncesi PZT basamaklari. B.
Erime egrisi olusturulmasi (93).

2.5.4 Dizi Analizi

Hedeflenen gen bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin belirlenmesi
amaciyla kullanilan dizileme yontemleri 1970’lerin sonunda iki farkli grup tarafindan
gelistirilmistir. Bu yontemlerden ilki “Sanger Dizileme” yontemidir. Frederick Sanger
ve arkadaglari tarafindan gelistirilen bu yontem, dizisi belirlenecek olan DNA
parcasinin yeni sentezlenecek DNA ipligine kalip olmasi ve belirli bir bazdan sonra
bu sentezin durdurulmasi esasina dayanir (94). Dizileme tepkimesinde, polimeraz,
DNA kalibina hedefli bir primer, deoksiriboniikleozit trifosfat (ANTP) karisimi ve 3’
ucunda hidroksil grubu (-OH) eksik olan dideoksiriboniikleozit trifosfat (ddNTP)
karisimi bulunur. Tepkime yiiksek sicakliklarda kalip DNA’nin ¢ift zincirli yapisini
kaybedip tek zincirli bir yap1 halini almasiyla baglar. Daha sonra sicaklik diisiiriiliir
DNA pargasina 6zgiil primerler tek zincirli kalip DNA’ya baglanir ve yeni gelen
dNTP’nin 5’ karbonu zincirin sonundaki 3’ karbonu ile birleserek yeni DNA zincirinin
sentezlenmesini saglar. Ancak sentezlenen DNA’ya 3’ u¢larinda hidroksil grubu eksik
olan ddNTP’lerin katilmas:1 halinde sentez durur ve son bazi ddNTP’lerden birini

iceren ayni kaliba ait farkli uzunlukta parcalar elde edilir.
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Sanger dizilemenin ilk yillarinda dort farkli ddNTP i¢in dort farkl karigim
hazirlanmaktaydi (94). Ayri ayn tiiplerde gerceklestirilen tepkimeler sonucunda elde
edilen triinler akrilamid jelde yan yana yliriitiiliip, en kisa par¢adan en uzuna dogru
okuma yapilarak dizinin baz igerigi belirlenmekteydi. Ancak otomatik dizileme
cihazlarinin gelismesiyle ayni tepkime karisimi igerisine eklenen ve farkli dalga
boyunda floresan 1simalar veren ddNTP karisimlari kullanilmaya baslanmistir. Bu
cihazlarda floresan ddNTP ile isaretli farkli uzunluktaki pargalar elektroforez ile
ayristr, her bir parcanin sonundaki dideksintikleotidin yaptig1 farkli dalga boylarindaki
1s1malar saptanir ve simiile jel goriintiisii olusturularak en kisa parcalardan en uzunlara
dogru okumalar yapilir. Otomatik dizileme cihazlart DNA dizisinin igerigini her bir

bazi farkli renklerin temsil ettigi elektroferogram grafikleri olusturarak verir.

Ikinci dizileme yéntemi ise Maxam ve Gilbert’in gelistirdikleri DNA’nin
kimyasal olarak belirli bazlardan sonra kirilmasini esas alan yontemdir (95). Sanger
dizilemede oldugu gibi bu yontemde de ¢ift zincirli yapidaki DNA tek zincirli hale
getirilir, zincir 5’ ucundan radyoaktif fosfat ile isaretlenir, dort ayr tiipte dort farkls
kimyasal igsleme ugratilarak belirli niikleotidlerin kirtlmasi saglanir (96). Kirllmig bu
niikleotidlerin farkli pozisyonda yer almasindan dolay: farkli uzunluklarda molekiiller
elde edilir ve elektroforezde yiiriitiliir. Elektroforez sonucunda otoradyografi
uygulanarak jelde en 6nde yiiriiyen kisa par¢adan en arkada kalan uzun pargaya dogru

okumalar yapilir ve baz dizisi belirlenir.
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1 Geregler

Bu tez calismasi kapsaminda, Hacettepe Universitesi Noroloji Anabilim
Dali’ndan, Hacettepe Cocuk Hastanesi boliimlerinden ve dis merkezlerden, 1995°ten
bu yana boliimiimiiziin tan1 laboratuvarima yonlendirilen, “Mitokondriyal Sitopati”
ontanis1 almis 219 hastanin kan ve kas doku ornekleri taranmistir. Tez kapsaminda
yapilacak tiim ¢alismalar i¢in Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu onay1 alinmistir (Tarih: 13.06.2017, Karar no: GO 17/519 -
08). (Bkz. Ek-4)

3.1.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve PZR-Temelli Mutagenez

e GoTaq® DNA Polymeraz ve 5X GoTag DNA Tamponu (Promega, #
9PIM300)

e 25 mM MgCl; soliisyonu (Promega, A3511)

e dNTP seti (Promega, U1330)

e |IDT firmasinda sentezletilen primerler

e PZT cihaz1 (GeneAmp PCR Systems 9700)

3.1.2 Real-Time ARMS-PZT ve HRM Analizi

e SYTO™ 9 Yesil Floresanli Niikleik Asit Boyasi (Invitrogen™, Thermo Fisher
S34854)

e Real-Time PZT Cihaz (Corbett-RotorGene 6000)

3.1.3 Klonlama ve Bakteri Kiiltiirii
e pPGEM-T Easy Vektorii (Promega, A1360)
e T4 DNA Ligase (Promega, M1801)
e T4 Ligasyon Tamponu (Promega, C126A)
e EcoRI (Promega, R601A)
e 10X H Tampon (Promega, RO08A)
e Kompetan JM109 bakteri susu (Promega, P9751)
e Agar, bakteriyoloji kullanim1 safliginda (AppliChem, A0949)
e Sivi Luria-Bertani (LB) Besiyeri (pH: 7,0)
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* Maya oziiti (AppliChem, A1552) (5 gr),
= NaCl (549r)
= Tripton (SRL, 32007) (10 gr)
Karisim, pH’1 NaOH ile 7’ye ayarlanip distile suyla 1 It’ye
tamamlanarak otoklavlandiktan sonra kullanilmistir
Kat1 LB besiyeri (%1,5 agar igeren sivi LB besiyeri)
X-Gal  (5-bromo-4-kloro-3-indoil  B-D-galaktozoid)  stok  ¢ozeltisi
(dimetilsiilfoksit icinde %5°’lik ¢ozelti)
IPTG (izopropil-B-D-1-tiyogalaktopiranozoid) stok ¢ozeltisi (su icinde 0,1 M)

3.1.4 Plazmid izolasyonu
The QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN, 27104)

3.1.5 DNA Dizi Analizi

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
4336917)

%70 ve %95 oranlarinda hazirlanmis soguk etanol

3 M Sodyum asetat ¢ozeltisi

Formamid

DNA dizi analizi cihaz1 (ABI 3130)

3.1.6 DNA Izolasyonu

Taze 1spanak
Proteinaz K (Sigma, P2308)
STE Tamponu

= 100 mM NacCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8.0, 1 mM EDTA igermektedir.
SDS (Sigma, L3771)
-merkaptoetanol (Sigma, 516732)
Phenol
Kloroform (Carlo Erba)
Isoamyl alkol (Carlo Erba)
Isopropanol (MERCK)
Etanol (Sigma)
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3.1.7 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz Biomax (Prona, HS-8000)

Yiriitme tamponu - TAE Tamponu (Tris-Asetat-EDTA) pH: 8.0
= Glasiyal asetik asit (Merck) (1,14 mL)
= NaEDTA (Merck) (0,5 M)
= Trisbaz (Merck) (2 M)

Hazirlanan karisim 50X yogunlugunda olup 50 kat seyreltilerek kullanilir.

Yiikleme tamponu — Orange G
= Gliserol (Merck) 5,5mL
= 1XTAE Tamponu 4,5 mL
* Orange G boyast (Merck) 0,01 gr
Etidyum Bromiir (Sigma) (10 mg/ml)
Molekiiler agirlik belirleyicisi 100 bp DNA Ladder (Jena Bioscience, M-214S)

Agaroz jel goriintiileme sistemi (Biometra)

3.1.8 Agaroz Jelden DNA izolasyonu ve Kantitasyonu
Wizard SV Gel and Clean-Up System Kiti (Promega, A9282)
UV illuminator

Spektrofotometre (The NanoDrop 1000)

3.2 Yontemler
3.2.1 ARMS Primer Tasarmmi

ARMS-PCR primerleri, insan mitokondriyal genomu (NC_012920.1) referans
alinarak tasarlanmigtir. Bu dizinin 75 bazlik MT-TL1 gen bolgesi ortada
kalacak sekilde, dncesinde bulunan 229 bazlik bir alan ve gen dizisinin hemen
ardindan gelen 296 bazlik alan1 da kapsayan toplam 600 bazlik bir bolge
hedeflenilmistir (EK-2).

Primerler web temelli “PRIMERI1: primer design for tetra-primer ARMS-
PCR” (http://primerl.soton.ac.uk/primer1.html) aract kullanilarak
tasarlanmistir (Tablo 3.1) (97).


http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html

Tablo 3.1. ARMS-PCR Primerleri.
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Primer Ad1 Primer Dizisi Tm°C
Ortak Dis Forward 1 |5'-CTCAACTTAGTATTATACCCACACCCAC-3" 61,4
Ortak Dis Forward 2 |5'-CGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTC-3' 61,4
Ortak Dis Reverse 1 |5'-TTTAGGGGCTCTTTGGTGAAGAGTTTTA-3" 60,6
Ortak Dis Reverse 2 |5'-GTAAGCATTAGGAATGCCATTGCGATTA-3' 61,9
m.3243 A>G Forward |5'-AGAACAGGGTTTGTTAAGATGGCCGA-3' 63,9
m.3243 A>G Reverse |5'-AAGTTTTAAGTTTTATGCGATTACCGGTCC-3' |00/
m.3256 C>T Forward |5'-TTAAGATGGCAGAGCCCGGTAATAGT-3" 63,9
1.3256 C>T Reverse |5'-ACCTCTGACTGTAAAGTTTTAAGTTTTCTG-3' |98/2
m.3271 T>C Forward |5'-CCCGGTAATCGCATAAAACTTAAACCT-3' 60,4
m.3271 T>C Reverse |5'-GAAGAGGAATTGAACCTCTGACTGTCAG-3' 63

m.3291 T>C Forward |5'-ACTTAAAACTTTACAGTCAGAGGTTCACTC-3' [60,2
m.3291 T>C Reverse |5'-CCATGGGTATGTTGTTAAGAAGATGA-3" 59

m.3260 A>G Forward |5'-TAAGATGGCAGAGCCCGGTAATCGCAGAA-3' |69/,6
m.3260 A>G Reverse |5'-TTGAACCTCTGACTGTAAAGTTTTAAGGTC-3' |29/ 9
m.3303 C>T Forward |5'-CAGTCAGAGGTTCAATTCCTCTTCTTCAC-3' |62,9
m.3303 C>T Reverse |5'-AGTAGGAGGTTGGCCATGGGTATGGTA-3' 67,9
m.3260 A>G Forward B |5'-GCAGAGCCCGGTAATCGCAGAA-3' 61,8
m.3260 A>G Reverse B |5'-TAAGTTTTATGCGATTACCGGTCC-3' 55,1
m.3271 T>C Forward B |5'-AGCCCGGTAATCGCATAAAACTTAAACCT-3' |[©0.2
m.3271 T>C Reverse B |5'-GAAGAGGAATTGAACCTCTGACTGTCAG-3" 58.6

3.2.2 PZT Temelli Mutagenez

ARMS-PZT taramalarinda kullanilacak pozitif kontroller i¢cin megaprimer

mutagenez yaklasimi benimsenmistir. ilk defa 1989 yilinda Kammann ve

arkadaslarinin gelistirdigi bu hedefli mutagenez yaklasimi iki PCR asamasindan

olusur. Ilk asamada hedeflenen bdlge, mutasyona dzgii tasarlanan bir mutajenik primer

ve komsu bir reverse primer ile amplifiye edilerek mutasyon tasiyan kisa bir amplikon

elde edilir. Ikinci asamada ise mutasyon tastyan bu amplikon, primer (megaprimer)

olarak uzak bir forward primeriyle kullanilir, sonug olarak istenilen mutasyonu tasiyan

amplikon elde edilir (Sekil 3.1) (98-100).
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Sekil 3.1. Megaprimer methoduyla mutagenez yaklagimiu.

Bu caligmada da 6 farkli MT-TL1 nokta mutasyonu i¢in 6 farkli mutajenik primer
tasarlanarak megaprimer metoduyla mutagenez gerceklestirilmistir.

a) Mutajenik Primerlerin Tasarim

MT-TL1 geninde hedeflenen 6 nokta mutasyonu i¢in 6 farklt mutajenik primer

Tm dereceleri outer primerlere yakin olacak sekilde Tablo 3.2 deki gibi tasarlanmistir.

Tablo 3.2 Mutasyona 6zgii mutajenik primerler.

Mutasyon Primer Dizisi

.3243A>G 5'-ggcagGgcccggtaatcgcata-3"
.3256C>T 5'-cgTataaaacttaaaactttac-3"'
.3260A>G 5'-aGaacttaaaactttacagtca-3"
.3271T>C 5'-aaaacCttacagtcagaggttc-3"
.3291T>C 5'-caatCcctcttcttaacaacat-3"
.3303C>T 5'-aaTaacatacccatggccaacc-3"'

3888|188
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b) Mega-primer iiretimi

Sekil 3.1°de 1.PZT basamagi olarak belirtilen mega-primer tiretimi asagidaki
kosullarda gerceklestirilmistir:

PZT Malzemeleri Konsantrasyon

GoTag Polimeraz Tamponu 1X

MgClz 3.5 mM 94 °C - 2 dk

dNTP 05mM | g4oc - 15sn

Mutajenik primer 0.4uM | 50°C - 15sn x30 dengu
Reverse 1 primen 0.4 pM 72°C - 20 sn

DNA 200ng | 77 °C _ 2 dk

GoTag Polimeraz 05u

Toplam Hacim 200l

Yukaridaki sartlarda gergeklestirilen reaksiyon sonucunda PZT firiinlerinin,
yani mega-primerlerin agaroz jel elektroforez yontemiyle kontrolii yapilmustir.
Uriinlerin tamami1 %0.8’lik agaroz jele yiiklenerek Wizard SV Gel and Clean-
Up System kitiyle agaroz jelden piirifiye edilmis, NanoDrop 1000 kullanilarak,

saflik ve miktar tayini yapilmistir.

c) Mega-primerlerle PCR

Mega-primerler icin yaklagik 3000 baz ¢ifti uzunlugunda bir kalip DNA
kullanilmistir. Bu kalip mtSeq02F ve mtSeqO3R primerleriyle saglikli bir
bireye (mitokondriyal herhangi bir rahatsizligi olmayan) ait olan genomik

DNA’nin ¢ogaltilmasi sonucunda elde edilmistir.

Tablo 3.3. Kalip DNA i¢in kullanilan primer ¢iftleri.

mtSeq02F ACCTTAGCCAAACCATTTACCC 1713-1734 Dbg

mtSeqO03R TGATGAGTGTGCCTGCAAAGAT 4527-4506 bg
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e 3.2.22°de saflagtirilarak elde edilen mega-primerler’in konsantrasyonlari
temel alinarak molarite hesaplamalar1 yapilmistir. Bu hesaplamalar sonucunda

asagidaki sartlarda ikinci PZT kurulmustur:

PZT Malzemeleri Konsantrasyon

GoTaq Polimeraz Tamponu 1X

MgeClz 3.5 mM 94°C - 2 dk

dNTP 05mM 1942 - 10sn

Mutajentk primer 02uM | 60°C - 10sn -x30 dengu
Forward 2 primen 0.2 uM 72°C - 15sn

DNA 200 pg 77 °C - 2 dk

GoTaq Polimeraz 05u

Toplam Hacim 50wl

e Wizard SV Gel and Clean-Up System kiti kullanilarak ikinci PZT tiriinleri yani
mutasyon tasiyan amplikon iriinleri saflastiriimis ve miktar-saflik tayini igin

The NanoDrop spektrofotometrik 6l¢tim cihazi kullanilmastir.

e Mutagenezin basarisindan emin olmak ve mutasyonlarin dogrulamasim
yapmak i¢in Sanger dizilemeye gidilmistir. Sanger dizileme i¢in PZT sartlar

asagidaki gibidir:

Dizileme Tepkimesi Malzemeleri

Big Dye Sequencing Mix 25X 94°C - 5 dk

BigDye Buffer 53X 94°C - 15sn

Forward 2 Primeri 0.16 uM 50°C - 15sn  —x25 dongi
Mutant amplikon 30ng 60°C - 4dk

Toplam Hacim 20 ul 60 °C - 1dk

e Dizileme tepkimesi sonrasi sekans piirifikasyonu asagidaki basamaklar takip
edilerek gerceklestirilmistir:
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1. PZT friinlerinin iizerine 1/10 oraninda NaOAc (2 pl) eklenmis, hafif
vortexlenen iirlinler yeni eppendorfa alinip {izerine 2,5 volume denk gelecek
sekilde soguk %95’lik etanol eklenmistir (60 pl).

2. Orneklerin -80 °C’de 45 dakika bekletilerek presipitasyonu saglanmistir.

3. 18,000 x g’de 30 dakika santrifiij edilen Orneklerin ¢okmesi saglanarak
tizerlerindeki etanol uzaklastirilmistir.

4. 9%70’lik etanolle bir yikama adim1 daha gergeklestirilmis ve 6rnekler 18,000
X g’de 30 dakika daha santrifiije edilmistir.

5. Son santrifiijden sonra Orneklerin iizerindeki tiim etanoliin u¢masi igin
ornekler 37 °C’lik firinda 10-15 dakika bekletilmistir.

6. Etanoliin tamamen uzaklastigindan emin olduktan sonra 6rneklerin {izerine
20 pl formamid eklenmis, ¢oziildiiklerinden emin olduktan sonra da sekans

platelerine yiiklenmislerdir.

d) pGEM-T Easy Vektore PCR iiriinlerinin Takilmasi

e Sanger dizilemeyle mutasyonlari dogrulanan mutant amplikonlar, asagidaki
ligasyon reaksiyonuyla pGEM-T Easy vektore (Sekil 3.2) takilarak sonraki

caligmalar i¢in stoklanmustir.

T4 Ligasyon Tamponu 2X
PGEM-T Easy Vektor 50 ng
PZT Uriinleri (mutant amplikonlar) 15 ng
T4 Ligaz 3u
Toplam Hacim 10 ul

Oda sicakliginda 4 saatlik inkiibasyona birakilmstir.
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Sekil 3.2 pGEM-T Easy vektoriiniin haritasi.

e) Transformasyon

1. 1,5 ul ligasyon {irtinii, 50 pl’lik JIM109 kompetan hiicrelerinin iizerine yavasca
birakilarak 30 dakika buz iistiinde bekletilmistir.

2. Ligasyon {irlinleriyle ayni tiiplerin icerisinde bulunan bakteriler 42 °C’lik sicak su
banyosunda 2 dakika kadar bekletilip tekrar buz istiine alinarak heat-shock’a

ugratilmistir.

3. Bakteriler 8 dakika kadar buz iistiinde bekletildikten sonra 900 pul LB medium
icerisine alinarak 37 °C’de 1 saat, 250 rpm’de ¢alkalanmaya birakilmistir.

4. 1 saatin sonunda bakteriler 6,500 x g’de santifiijlenip ¢oktiiriilmiistiir.

5. 100 mM IPTG ve 50 mg X-Gal igeren platelere boncuklar yardimiyla yayilan
bakteriler ertesi sabah Mavi-Beyaz koloni seleksiyonu yapilmak tizere 37 °C’lik

inkiibatorde tiim gece bekletilmistir.

Mavi-beyaz koloni seg¢iminde PZT iiriinlerini i¢ine alan bakterilerin beyaz
koloniler seklinde goziikiirken, bos vektorlere sahip bakterilerin mavi koloniler
seklinde goriinecegi bilgisinden yola ¢ikarak beyaz kolonilerin mutant tiriinler

tasidigi soylenebilir.
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6. Ertesi sabah platelerden beyaz kolonilerin se¢ilmis, bu koloniler 2 ul carbenisilin
iceren 900 ul LB besiyerlere ekilip 37 C’de 250 rpm’de 6-7 saatlik bir inkiibasyona

brrakilmistir.

f) Transformasyon Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Kalite kontrolii

Inkiibasyon sonunda QIAprep Spin Miniprep Kiti kullanilarak plazmidler izole
edilmistir. Izole edilen plazmidlerin EcoRI enzim kesimi ile kontrolii yapilmistir.
EcoRI Sekil 3.2°de goriildiigii gibi, iki farkli kesim bolgesi olan ve vektorle igerisine
aldigr PZT iiriinlini rahatlikla ayiran birbirinden ayiran bir enzimdir. Enzim kesim
tepkimesi agagidaki gibi hazirlanmis ve kesim sonrasinda tirtinler %2’lik agaroz jelde

yiiriitiilerek kontrol edilmistir.
EcoRI Enzim Kesim Tepkimesi

10X Enzim KesimTamponu 2 ul

EcoRI Enzimi 0,5 ul
Vektor 150 ng
dH20 20 pl’ye tamamlanmaistir.

Tiim gece 37 °C’de bekletilmistir.

3.2.3 Farkh Heteroplazmi Oranlar iceren Pozitif Kontrollerin
Hazirlanmasi

Mitokondri genetiginin kendine 6zgii dogasini laboratuvar sartlarinda taklit
edebilmek i¢in PZT temelli mutagenezle olusturulan sentetik mutantlardan %0-%100’
kadar farkli heteroplazmi seviyeleri igeren 5 farkli icerik hazirlanmistir. Bunun i¢in
insan MT-TL1 genine Ozgii tasarlanan primerler tarafindan cogaltilamayan bir
“arkaplan” DNA’sima ihtiya¢ duyulmustur. Yapilan karsilastirilmalar sonucunda,
1spanak mitokondriyal genomunun tRNA-leu geninin (GenBank: KY768855.1) (101)
insaninken farklilik gosterdigi NCBI Nucleotid BLAST programi kullanilarak tespit

edilmistir.
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a) Ispanaktan DNA izolasyonu

1. Taze 1spanak yapraklari kivamli bir sivi hale gelene kadar STE tamponu ve %10’luk

SDS ile havanda ezilip eppendorf tiiplere aktarilmistir.

2. Ezilmis 1spanaklar 20 pl Proteinaz K, 200 puLL f-merkaptoetanol eklenerek tiim gece
56 °C’de kalacak sekilde karistiriciya yerlestirilmistir.

3. Ispanaklara ertesi sabah, 400 ul olacak sekilede 25:24:1 oraninda Fenol- kloroform-
izoamyl alkol karigimi eklenmis ve Ornekler 13,000 rpm’de 15 dakika

santrifiijlenmistir.

4. Santrifiij sonunda debristen kurtulmak icin st faz yeni bir eppendorfa alinarak ayni

islem tekrarlanmistir.

5. Ust faz tekrar yeni bir eppendorfa aliarak iizerine 300 pl kloroform:isoamyl alkol
(24:1) eklenerek 5 dakika 13,000 rpm’de santrifiijlendi. Bu islem bir kere daha

tekrarlanmustir.

6. Son santrifiijden sonra {ist faz yine temiz bir eppendorfa aktarilarak toplam hacmin
1/10’u kadar NaOAc eklendi ve yine total hacim kadar izopropanol eklenerek 6rnekler

-20 C’ye birakilmistir.
7. Ornekler 13,000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi ve izopropanol uzaklastiriimstir.

8. Tiipiin dibinde ¢okmiis olarak bulunan pellet etanolle yikama asamalarindan sonra

30 pl suda ¢oziilerek saflik ve miktar tayini yapilmistir.

Ispanak DNA’s1 elde edildikten sonra in silico analizleri dogrulamak adina
m.3243 A>G mutasyonuna 6zgii i¢ primerler ve ortak dis primerlerle bir PZT daha
hazirlanmistir. Tepkime sonunda tasarlanan primerlerin 1spanaga 6zgiil olmadigi

belirlenmistir (Sekil 3.3).

100 bp Ispanak Bahk Saghkh A3243G Negatif
DNA DNA Kontrol Mutant Kont
(wild) (Heterop) . , .
-"' Sekil 3.3 Ispanak mtDNA’s1 ve insan
Diy amplicon )
500bp —> m— . mtDNA’s1yla yapilan
—_— =

300bp—> Se— Pt m.3243 A>G mutasyonu
/ =\ analizi.

A alleli

100bp— (274 bp) G alleli

(227bp)
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b) Hesaplamalar

Diploid bir insan hiicresinin 6,5 pg DNA i¢erigine sahip oldugu bilinmektedir
(102). Miller ve arkadaslarinin gesitli yas gruplar1 kullanarak yaptig: iskelet ve kalp
kasinda mtDNA kopya sayisini belirleme ¢alismalar1 temel alinarak, bir iskelet kasi
hiicresinde ortalama 3000 mtDNA kopyasi oldugu varsayilmistir (37). 6,5 pg toplam
DNA igeriginde 3000 kopya mtDNA vardir, dolayisiyla bir PZT’ine koyulan ortalama
200 ng’lik hasta &rneginde mtDNA kopya sayisinin 10® civarinda olmasi
beklenmektedir. 1 ng T-Easy vektor 5,64 x 108 kopya icermektedir. Dolayisiyla mutant
mtDNA fragmani iceren T-Easy vektoriin 1 ng’1 5,64 x 108 mutant mtDNA kopyas1
icermektedir. PZT’sine her bir sentetik kontrolden 1 ng konulmas1 halinde reaksiyon
icinde insan orneklerinin 200 ng DNA’sina karsilik gelecek mtDNA kopya sayisi

saglanmis olur.

Sonug olarak pozitif kontrollerimizin her biri 1 ng vektor ve arka planda 100

ng 1spanak DNA’s1 igerecek sekilde hazirlanmistir (Sekil 3.4).

Wild Type %100 %75 %50 %25 %0

Mutant %0 %25 %50 %75 %100
(1ng)
+
Ispanak DNA’s1
(100 ng)

Sekil 3.4 Farkli oranlarda heteroplazmi igeren sentetik pozitif kontrol karigim
kaliplarinin hazirlanmasi.

3.4 Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Egrisi Analizi Kosullar

ARMS-PZT iiriinlerinin analizi i¢in kullanilan yiiksek ¢ozlintirliikli erime
egrisi analizi, Corbett-RotorGene 6000 kullanilarak gerceklestirilmistir. ARMS-
PZT’sinin son dongiisiinden sonra iirlinlerin bulundugu sicaklik 75 °C’den 90 °C’ye

her 2 saniyede 0.1 °C artacak sekilde ¢ikartilmis ve analiz ger¢eklestirilmistir.
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3.5 MT-TL1 Geni Mutasyon Taramalari icin ARMS-PCR Kosullari

3.5.1 m.3243A>G Mutasyonu Optimizasyonu

m.3243 A>G mutasyonu primerleriyle yapilan optimizasyon ¢alismalarinda
farkli oranlarda heteroplazmi iceren sentetik kontroller, heteroplazmik m.3243 A>G
mutasyonu tagiyan MELAS hastas1 ve bu mutasyona sahip olmayan bir kontrol 6rnegi
kullanilmustir. Klasik PZT cihazlarinda gergeklestirilen dongiilerde 72 °C’deki uzama
sliresinin 6zgiil olmayan primer baglanmalarina neden oldugunu gostermistir (Sekil
3.5). Bu nedenle Corbett-RotorGene 6000 ile yapilan ger¢ek zamanli PZT’si iki
basamakli planlanmis, uzama siiresi 5 sn ile siirlandirilmigtir (Tablo 3.4). Tepkime

sonuclarinin agaroz jel elektroforez sonuglar1 Sekil 3.6’da gosterilmistir.

050 Mutant orant %100
e —————

100 A B G ) E K1 K2 N

bp
Dis amplicon

;\_ g . Ozgiil olmayan
S00bp—— X - — = =4——~""’baglanmalar

300bp% - -

100bp—> /'

i¢c ampliconlar

—Ja—

Sekil 3.5 ARMS-PZT m.3243 A>G mutasyonu optimizasyon Oncesi agaroz jel
goriintiisii (%2°1ik jel).

Tablo 3.4 ARMS-PZT m.3243 A>G mutasyonu sartlari.

Malzemeler Konsantrasyon

GoTaq Polimeraz Tamponu 11X Klasik PZT x30 dongii
MgCI2 3,5mM 94 °C -2 dk
dNTP mix 0,5 mM 94°C - 15sn

D1s Forward 2 Primeri 0,4 uM 60 'C —15 sn

Dis Reverse 1 Primeri 0,4 uM 72 °C —20 sn

I¢c Forward Primeri 0,4 uM 72 °C -2 dk

I¢ Reverse Primeri 0,4 uM

SYTO9 1,5uM Real-time x40 dongii
DNA 200 ng 94°C—1sn
GoTaq Polimeraz (5u/puL) 0,5u 60 °C —5 sn

Toplam Hacim 20 uL
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%0  Mutant oram1 %100 —
— SS S

e

Sekil 3.6 ARMS-PZT m.3243 A>G mutasyonu agaroz jel gortintiisti (%2°lik jel).

3.5.2 m.3256C>T Mutasyonu Optimizasyonu

m.3256 C>T mutasyonu taramalari i¢in yapilan optimizasyon caligmalarinda
tipk1 m.3243 A>G mutasyonunda oldugu gibi dongiiniin uzama siiresinin kisaltilmasi
prensibi izlenmistir. Ancak primerler hedef diziye 6zgiil olmayan baglanmalar yaparak
0zgll olmayan amplikonlar vermeye devam etmistir. Optimize edilmis tepkime
sonucunda olusan {irlinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 3.7°de, optimize

edilmis tepkime kosullar1 Tablo 3.5’te gosterilmistir.

Sekil 3.7 ARMS-PZT m.3256 C>T mutasyonu agaroz jel goriintiisti (%2,81ik jel).



38

Tablo 3.5 ARMS-PZT m.3256 C>T mutasyonu sartlari.

Malzemeler Konsantrasyon
. Klasik PZT x30 dongii
GoTaq Polimeraz Tamponu  1X 0
94 C-2dk
MgCl12 3,5mM o
NP 0.5 mM 94 C—-15sn
e » 0 60 °C— 15 sn
Dis Forward 2 Pr'lmer.l 0,4 uM 72 °C— 20 sn
l?ls Reverse 1 Primeri 0,4 uM 72°C—2 dk
I¢ Forward Primeri 0,4 uM
I¢c Reverse Primeri 0,4 uM Real-time x40 dongii
SYTO9 1,5uM 94 C—1sn
DNA 200 ng 60 C-5sn
GoTaq Polimeraz (5u/uL)  0,5u
Toplam Hacim 20 uL

3.5.3 m.3260A>G Mutasyon Optimizasyonu

m.3260 A>G mutasyonu taramalari i¢in tasarlanan ilk forward primer (A alleli
i¢in) ve reverse primer (G alleli igin) ¢iftinin Tm’leri sirasiyla 59,9 °C ve 69,5 °C’dir.
Bu primer cifti ile yapilan optimizasyon g¢aligmalarinda asagidaki tepkime kosullar

denenmistir:

a) Baglanma sicakliginin 60 °C oldugu 30 dongiiliik; i¢ ve dis primerlerin esit
konsantrasyonda (0,4 uM) oldugu tepkimeler gerceklestirilmistir.

b) Baglanma sicakligimmin 60 °C oldugu 30 dongiiliikk; dis primer ¢iftlerinin
farkli kombinasyonlariyla gergeklestirilen tepkimeler (Ortak dis forward 2 ve ortak dis
reverse 1 ¢ifti; ortak dis forward 2 ve ortak dis reverse 2 giftiyle) gergeklestirilmistir
(Sekil 3.8).

c) Baglanma sicakliginin 63-65-67 °C oldugu 35 dongiilik, i¢ primer
konsantrasyonunun (0,8 uM) dis primer konsantrasyonunun (0,4 uM) iki kat daha fazla
oldugu tepkimeler gergeklestirilmistir (Sekil 3.9)



39

Mutant orani %100

%0 %0 Mutant orani %100
—
—
A B oD E K N 8 A B ¢ .DE ‘K N
= -
500bp—> — — _—
300bp—> ——?—._— - - ad R
100bp—>
F2 R2 -> 329bp F2 R1 -> 446bp
G->244bp G->244bp
A->143 bp A > 260 bp

Sekil 3.8 ARMS-PZT m.3260 A>G mutasyonunun farkli dis primerlerin
kombinasyonlariyla yapilan optimizasyon ¢alismalari (%2,5°1iK jel).

B g
2 Ak K N A E K N A E kK N 8
= ==
500bp—> —
300bp—y - ——— -— — s — — — — ~m
100bp —> \ \
= Mutant
63 C 65 C 67C allel
wud allel (2a4bp)
A= %100 yabaml E= %100 Mutant K= Kontrol  (143bp)

Sekil 3.9 ARMS-PZT m.3260 A>G mutasyonunun ti¢ farkli sicaklikta gerceklestirilen
optimizasyon tepkimesi (%2,5°1ik jel).

Tasarlanan ilk primerlerin Tm sicakliklarinin birbirinden oldukga farkli olmasi
nedeniyle yukaridaki kosullarda optimizasyonu saglanamayan tepkime i¢in yeni bir
primer ¢ifti tasarlanmistir. Tasarimda Tm sicakliklarinin dengelenmesi esas alinmustir.
A alleli i¢in Tr’i 61,8 °C olan FinAb (5-GCAGAGCCCGGTAATCGCAGAA-3') ve
G alleli igin Tm’i 55,1 °C olan RinGb (5-TAAGTTTTATGCGATTACCGGTCC-3)
primerleri tasarlanmistir. Tasarlanan yeni primerlerle tepkime optimizasyon

calismalarina asagidaki kosullarla devam edilmistir:
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1) Baglanma sicaklig1 56 °C oldugu 30 dongiiliik; yeni tasarlanan i¢ primerler
konsantrasyonun (0,8 uM) dis primer konsantrasyonunun (0,4 uM) iki kat daha fazla

oldugu tepkimeler gerceklestirilmistir.

2) Baglanma sicakligmin 57 °C oldugu 35 dongiiliikk; yeni tasarlanan ig¢

primerlerle eski i¢ primerlerin farkli kombinasyonlariyla tepkimeler hazirlanmistir.

Sonug olarak yeni tasarlanan FinAb (Tm: 61,8 °C) ve eski i¢ reverse primer
(Tm: 59,9°C) ¢ifti ile ortak dis forward 2 ve ortak dis reverse 2 primer ¢ifti kullanilarak,
57 °C’de 5 saniyelik baglanma basamagmin oldugu iki adimlik real-time PZT ile
optimizasyon saglanmigtir (Tablo 3.6). Sekil 3.10°da bu tepkime sonucunda elde

edilen {irlinlerin agaroz jel elektroforezde ayrisma diizeni bulunmaktadir.

Tablo 3.6 ARMS-PZT m.3260 A>G mutasyonu sartlari.

Malzemeler Konsantrasyon
- Klasik PZT x30 dongii
GoTaq Polimeraz Tamponu 1X o
94 C-2dk

MgCI2 3,5 mM o

. 94 C—-10sn
dNTP mix 0,5 mM 57 OC 10 sn
Dis Forward 2 Primeri 0,4 uM 72 °C — 15 sn
D1s Reverse 2 Primeri 0,4 uM 7 OC _2dk
I¢c Forward Primeri 0,8 uM
Ic Reverse Primeri 0,8 uM Real—ttmoe X35 dongii
SYTO9 1,5 uM 94 C—1lsn
DNA 200 ng 57 C=Jsn

GoTaq Polimeraz (5u/pL) 0,5u
Toplam Hacim 20 uL
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Mutant
%0 orani %100
ﬁ
E
§ A B CDE K N
500bp—> =2
300bp% —---.-_ —

100bp—> /v" ”

-
Wild allel
(143bp)
Mutant
allel
(244bp)

Sekil 3.10 ARMS-PZT m.3260 A>G mutasyonu agaroz jel gorintiisii (%2,5°1ik jel).

3.5.4 m.3271T>C Mutasyon Optimizasyonu

m.3271 T>C mutasyonu tarama tepkimeleri i¢in yapilan optimizasyon

calismalarinda asagidaki kosullar denenmistir:

a) Baglanma sicaklig1 55-69 °C arasinda degisen 40 dongiiliik; dort ortak dig

primerin, iki i¢ primerle farkli kombinasyonlariyla tepkimeler hazirlanmstir.

b) Baglanma sicaklig 60 °C olan 40 dongiiliik; ortak forward 1 ve ortak reverse
1 primerlerinin kullanildigi, i¢ primerlerin dis primerlerden iki kat ve bes kat daha

fazla konsantrasyonda oldugu tepkimelerle hazirlanmustir.

¢) I¢ primerlerin arasinda bir rekabet olup olmadigini belirleyebilmek igin
baglanma sicakliginin 60 °C oldugu bir tepkime tasarlanmis ve ayni tepkimenin 25.
dongiisti ile 35. dongiisiinden alinan ornekler agaroz jel elektroforez ile kontrol
edilmistir (Sekil 3.11)

100
100 bp A E K N A E KN A E KN
bp A E K N A E K N A E K N
wild allel
500bp 500bp >
3000p 3T aums . S R T P—— — — —
hoobp > —
/' 100bp7 -
FIR1 outer F1 outer +Rin R1 outer +Fin

Mutant  Fin +Rin Mutant F1R1 outer F1 outer + Rin R1 outer + Fin

allel allel

(112bp) MT-TL1 T3271C ARMS-PCR (112bp)

OPTIMIZASYON DENEYI
25. CYCLE - 60 C
MT-TL1 T3271C ARMS-PCR
OPTIMIZASYON DENEYI
35 Cyce 6O C

Sekil 3.11 m.3271 T>C mutasyonu i¢in tasarlanan primerler arasi rekabetin kontrolii.
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Optimizasyonu oturmayan bu protokol i¢in yeni i¢ primer tasarimina
gidilmigtir. T  alleli i¢in Tw’i 60,2 °C olan FinTh  (5-
AGCCCGGTAATCGCATAAAACTTAAACCT-3") ve C alleli i¢in Tm’i 58.6 °C olan
RinCb (5-GAAGAGGAATTGAACCTCTGACTGTCAG-3) primerleri

tasarlanmistir. Bu yeni primer i¢in de asagidaki kosullar denenmistir:

1)Baglanma sicakligi 60 °C olan 35 dongiiliik; ortak dis primerlerle ayni

konstarasyonda (0,4 uM) yeni i¢ primerlerin oldugu tepkimeler hazirlanmustir.

2)Baglanma sicakligt 60 °C olan 35 dongiilikk; ortak dig primerlerin
konsantrasyonunun (0,4 uM), yeni i¢ primerlerin konsantrasyonundan (0,8 uM) daha

diisiik oldugu tepkimeler hazirlanmaistir.

Sonug olarak tepkime optimizasyonu Tablo 3.7°de belirtilen sartlarla optimize

edilerek agaroz jel elektroforezde kontrol edilmistir (Sekil 3.12).

Tablo 3.7 ARMS-PZT m.3271 T>C mutasyonu sartlari.

Malzemeler Konsantrasyon

GoTaq Polimeraz Tamponu 1X Klasik PZT x30 dongii
MgCI2 3,5mM 94°C -2 dk
dNTP mix 0,5 mM 94 °C — 10 sn

Dis Forward 1 Primeri 0,4 uM 60 °C — 10 sn

Dis Reverse 1 Primeri 0,4 uM 72 OC —15sn

I¢c Forward Primeri 0,8 uM 72°C — 2 dk

I¢ Reverse Primeri 0,8 uM

SYTO9 1,5 uM

DNA 200 ng Real—time0 x35 dongii
GoTaq Polimeraz 0,5u 94 C—1sn

dH,0 20 uL 60 C—35sn
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Mutant orani
— %0 %100
8 —
.g' A B G E K N
v
500bp—>
Outer — . w— < \ild (247bp)
Mutant / -—
(112bp)

Sekil 3.12 ARMS-PZT m.3271 T>C mutasyonu agaroz jel gorintiisii (%2,5°1ik jel).

3.5.5 m.3291 T>C Mutasyon Optimizasyonu

m.3291 T>C mutasyonu tarama tepkimeleri i¢in optimizasyon siirecinde
MgCl; titrasyonu yapilmistir (2,5 - 3,5 uM aras1 konsantrasyonlarda). Ug farkli
baglanma sicakligiin (58-60-62 °C) denendigi tepkimelerde (Sekil 3.13), i¢ primer
konsantrasyonlar1 da degistirilmistir. Tepkime sartlar1 Tablo 3.8’de belirtildigi gibi
optimize edilmis ve agaroz jel elektroforez sonucunda sentetik kontroller arasinda

Sekil 3.14’te goriilen ayrigma saglanmugtir.

%0  Mutantoram %100 %0 Mutantoram %100
>
3291 3291

A s R CAED i B I N ALBIRLCo =D °E K N

\'. e - — ﬁ
Wild allel Mutant allel

ESD (271 bp) {230 bp)
58 C 62C

Sekil 3.13 m.3291 T>C mutasyonu farkli baglanma sicakliklarinda optimizasyon
denemeleri (%2.5°1ik jel).
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Tablo 3.8 ARMS-PZT m.3291 T>C mutasyonu sartlari.

Malzemeler Konsantrasyon
GoTaq Polimeraz Tamponu ~ 1X Klasik PZT x30 dongii
MgCI2 3,5 mM 94 C-2dk
dNTP mix 0,5 mM 94 C-10sn
Dis Forward 2 Primeri 0,4 uM 57°C—10sn
Dis Reverse 1 Primeri 0,4 uM 72°C — 15 sn
I¢ Forward Primeri 0,4 uM 72°C — 2 dk
I¢ Reverse Primeri 0,8 uM
SYTO9 1,5uM Real-time x35 dongii
DNA 200 ng 94°C—1sn
GoTaq Polimeraz 0,5u 60 'C — 5 sn
dH,O0 20 uL
%0 Mutant oran1 %100
& A B € DK K N 8

00y —> — g S S S e =

300bp ——> e s s ahe S

ey / MTIIeI e

Wild allel P —
Girict (230 bp)

Sekil 3.14 ARMS-PZT m.3291 T>C mutasyonu agaroz jel gortintiisii (%2,5°1ik jel).

3.5.6 m.3303 C>T Mutasyon Optimizasyonu

m.3303 C>T mutasyonu i¢in optimal kosullar

Tablo 3.9’da gosterilmis olup,

PZT iiriinlerinin %?2’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 3.15’te verilmistir.



Tablo 3.9 ARMS-PZT m.3303 C>T mutasyonu sartlari.

Malzemeler Konsantrasyon
GoTaq Polimeraz Tamponu  1X Klasik POZT x30 dongii
MgCl2 2,5 mM 94 C-2dk
dNTP 0,5 mM 94 0C — 10 sn
Di1s Forward 2 Primeri 0,4 uM 60 C—10sn
Dis Reverse 1 Primeri 0,4 uM 72 C—15sn
I¢ Forward Primeri 0,4 uM 72 C-2dk
I¢ R Primeri 0,4 uM
SQYTZZ“G rmert — ”M Real-time  x35 déngii
- H 94°C~1sn
DNA 200 ng 0
~ 60 C—5sn
GoTaq Polimeraz 0,5u
dH,0 20 uL
%0 Mutant orani %1»00
100
b A B €D - E Kl K2 N
== 4. "
i S 5

wild allel
(217bp)

Mutant allel
(284bp)
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Sekil 3.15 ARMS-PZT m.3303 C>T mutasyonu agaroz jel goriintiisii (%2,5°1ik jel).
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4. BULGULAR
4.1 m.3243A>G Mutasyon Taramasi ve dizi analizi ile dogrulama
ARMS-PZT, farkli oranlarda heteroplazmi igeren sentetik kontroller,
heteroplazmik m.3243 A>G mutasyonu tastyan MELAS hastasi ve bu mutasyona
sahip olmayan baska bir kontrol ile kurulmustur. Tablo 3.4’teki sartlarda Corbett
RotorGene 6000 cihazinda gerseklestirilen ger¢ek zamanli reaksiyon sonucunda

yapilan yiiksek ¢oziiniirliiklii erime egrisi analizi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

A. Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Grafigi (Normalize)

g

5100 A Alleli

Pozirif ko

B H 8 & 88 88

Mermalsed Flucrescence
&

20100 G Alleli

R -

0 W2 M4 M WE 91 B2 94 BNEF KA R OR2 R4 R WE 93 KNI W4 B KBS B M2 M4 ME MR 5
dag
B. Erime Egrisi Analizi

48 95100 G Alleli]

46
44
42

38
36
34
3z

%0100 A Alleli

28

24
22

1.8
16
1.4
1.2

Pozitf

08
05
0.4
0z

745 B0 BOS Bl ®15 B2 @25 82 B35 B4 @45 BS  ES55
deg.

Sekil 4.1 m.3243 A>G mutasyonu ARMS-PZT erime egrisi analizleri.



A aleli
%100

%75 A
%25 G

%50 G
%50 A

||r|"I %?5 G
M\ 925 A

G aleli

":jx 9100
(= 6 R

Sekil 4.2 m.3243 A>G
mutasyonuna sahip
sentetik kontrollerin
ayrintili erime egrisi
analizi.
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Sekil 4.2°de sentetik kontrollerin ayrintili
erime egrisi analizleri verilmistir. Yukaridan
asaglya dogru oOrnekler igerisinde mutant allel
kopya sayis1 artmaktadir. Degisen heteroplazmi
icerigiyle beraber erime egrisinin de farklilik
gosterdigi, yabanil tipteki allelin (A allelinin) 83
°C’de erime tepesi olusturuken, mutant allelin (G
allelinin) 81,5 °C’de erime tepesi olusturdugu

goriilmektedir.

Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te 219
hastanin ARMS-PZT yontemi ile m.3243 A>G
mutasyonu taramalarina ait agaroz jel goriintiileri
verilmistir. Bu taramalar sonucunda
heteroplazmik olarak m.3243 A>G mutasyonu
tasiyan hastalara ait jel goriintiileri ve erime egrisi
analizleri de Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de
bulunmaktadir. Hastalar tagdiklar1 m.3243 A>G
mutasyonu nedeniyle farkli erime profillerine
sahiptir; mutant ve yabanil tipteki alleller igin iki

farkli erime tepesi vermektedir.
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Sekil 4.3 m.3243 A>G mutasyonu ARMS-PCR hasta taramalari-1.
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Sekil 4.4. m.3243 A>G mutasyonu ARMS-PCR hasta taramalari-2.
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Mutant oram
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Sekil 4.5. m.3243 A>G mutasyonu ARMS-PCR hasta taramalari-3.
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Sekil 4.7 m.3243 A>G mutasyon taramalarinds

pozitif ¢ikan 135 numarali hasta Orneginir

agaroz jel elektroforezi, erime egrisi ve dizilemg

sonuglart.
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4.2 m.3256 C>T Mutasyon Taramasi ve dizi analizi ile dogrulama

Tablo 3.5°teki sartlara uygun olarak hazirlanan ARMS-PZT’nin farkli
oranlarda heteroplazmi iceren sentetik kontrollerine ait yiiksek ¢oziiniirliiklii erime
egrisi analizi Sekil 4.8’de verilmistir. Erime egrisi analizinde yabanil tipteki allel ile
mutant allelin erime tepeleri arasindaki fark goriilmektedir. Yapilan taramalar
sonucunda m.3256 C>T mutasyonuna sahip bir hasta belirlenmemistir. ARMS-PZT

taramalariin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.9-4.11°de bulunmaktadir.

A, Yiiksek Coziiniirliikli Erime Grafigi (Normalize)

B. Erime Egrisi Analizi
AF/AT

A

15 82 825 83 835 84 845 & 85 8
deg

Sekil 4.8 m.3256 C>T mutasyonu ARMS-PZT erime egrisi analizleri.



53

B %0 -
— b “ - " v
§AICDE xugiis-igzgz:
—— - w— e —
_ procp
500b — =
TR SRS = 2 o
300bp > P . »
P —— T — - —— e — — e e s
100bp >
MT-TL1 C3256T MUTASYONU ARMS PCR
HASTA TARAMA GRUP-1 e

Mutant orani

B £
§m~: 82 aRA Raﬂzﬂhnnﬁgggiﬂﬁ_'éiz.???

—_ - P | oA --"v-v P—P"‘P = o s e
500bp = EEF B v BEerrrE e

—tl 1 1 1 SEE 8 8 & EEaaibe BELEukse
300bp —> & —-88 E8EL:

MT-TL1 C3256T MUTASYONU ARMS PCR
HASTA TARAMA GRUP-2

271217
Mutant oram
%100

AL > B
s Nmao—wmvr\wmmg
Sascpe xn SIZIBLOAZ532888
- LA B - W E
— — R
e - w— —
- = - . - -
Mpr>S eS8 e - - - — -
00bp—> " - - e ————————
100bp —>
Mutant oram
3%0 %100 & » ™
Erieoy . ERfedncsfenfreszssnsdzzzngas
£ -w . - W “EW -
soony _, SRS B == =kih= &S e -
Boiic *EQUIB- T e - - - - -
p —> - - - - - - ——— -
J00bp —>

MTTL1 C3256T MUTASYONU ARMS PCR

HASTA TARAMA GRUP-4
28.12.17

Sekil 4.9 m.3256 C>T mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalari-1.
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KAS DOKU GRUBU-1 10.02.18

Sekil 4.10 m.3256 C>T mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalari-2.
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Mutant oram
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Sekil 4.11 m.3256 C>T mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalari-3.
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4.3 m.3260 A>G Mutasyon Taramasi ve dizi analizi ile dogrulama

Tablo 3.6’daki sartlara uygun olarak hazirlanan ARMS-PZT’nin farkli
oranlarda heteroplazmi iceren sentetik kontrollerine ait yiiksek ¢oziiniirliiklii erime
egrisi analizi Sekil 4.12’de verilmistir. HRM analizleri sonucunda sentetik kontrollerin
erime grafikleri arasinda belirgin bir fark goriillmemistir. Yapilan taramalar sonucunda
m.3260 A>G mutasyonuna sahip bir hasta belirlenmemistir. ARMS-PZT taramalarina

ait agaroz jel goriintiileri Sekil 4.13 ve 4.14°te gosterilmistir.

A. Yiiksek Cdziiniirliiklii Erime Grafigi (Normalize)
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B. Erime Egrisi Analizi

dF il

] 82 825 83 &35 B4 B4S 85 855
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Sekil 4.12 m.3260 A>G mutasyonu ARMS-PZT erime egrisi analizleri.
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Sekil 4.13 m.3260 A>G mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalari -1.
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muntut oruu%loo
g —p [ §5- 0 BV R % £
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KAS DOKU GRUBU 2-2 290318

Sekil 4.14 m.3260 A>G mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalar1 -2.

ARMS-PZT hasta taramalarinda m.3260 A>G mutasyonun pozitif oldugu
belirlenen bes hasta i¢in dizileme analizine gidilmis, dizileme sonucunda hastalarda

mutasyon tespit edilmemistir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).
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B - - - :--J.--—-—
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MM M MM M MM MM MMM B
BEcifsgddinfisge :cerrrmanee:
2.8 38% 2332

Sekil 4.15 ARMS-PZT m.3260 A>G mutasyonu taramalarinda belirlenen yalanci

pozitif sonuglarin agaroz jel ve dizileme analizleri -1.
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Sekil 4.16 ARMS-PZT m.3260 A>G mutasyonu taramalarinda belirlenen yalanci

pozitif sonuglarin agaroz jel ve dizileme analizleri -2.

4.4 m.3271 T>C Mutasyon Taramasi ve dizi analizi ile dogrulama

Tablo 3.7°deki sartlara uygun olarak hazirlanan ARMS-PZT’nin farkli
oranlarda heteroplazmi iceren sentetik kontrollerine ait yiiksek ¢oziiniirliiklii erime
egrisi analizi Sekil 4.17’de verilmistir. Mutant allel ve yabanil tipteki allellerin erime
egrisi analizlerinde ayrigtirict bir fark tespit edilmemis, farkli mutant allel oranina

sahip orneklerin 84 °C’de erime tepeleri verdigi belirlenmistir.

Yapilan taramalar sonucunda m.3271 T>C mutasyonuna sahip bir hasta
belirlenmemigtir. ARMS-PZT taramalarinin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.18 ve

4.19°da gosterilmistir.
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B. Erime Egrisi Analizi
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Sekil 4.17 m.3271 T>C mutasyonu ARMS-PZT erime egrisi analizleri.
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Sekil 4.18 m.3271 T>C mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalari -1.
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Mutant orani . - -
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Sekil 4.19 m.3271 T>C mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalar -2.

4.5 m.3291 T>C Mutasyon Taramasi ve dizi analizi ile dogrulama

Tablo 3.8’deki sartlara uygun olarak hazirlanan ARMS-PZT’nin sentetik

kontrollerine ait yiiksek ¢oziintirliikklii erime egrisi analizi Sekil 4.20°de verilmistir.

Erime egrisi analizinde farkli oranlarda mutant allel i¢eren sentetik kontrollerin farkli

noktalarda erime egrisi olusturdugu belirlenmis olsa da %100 yabanil tipteki allel

igerigine sahip olan kontroliin mutant kontrolle ayni noktada kesigerek bir erime tepesi

olusturdugu gozlemlenmistir. Hastalara ait ARMS-PZT taramalarinin agaroz jel

goriintlileri Sekil 4.21-4.23’de bulunmaktadir.

Yapilan taramalar sonucunda m.3291 T>C mutasyonuna sahip bir

hasta

bulunmazken, m.3290 T>C varyasyonu tasiyan bir hasta tespit edilmistir. Hastanin

homoplazmik olarak bu varyasyonu tasidig1 dizi analizi ile dogrulanmstir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.20 m.3291 T>C mutasyonu ARMS-PZT erime egrisi analizleri.
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Sekil 4.21 m.3291 T>C mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalari -1.
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Mutant oram
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Sekil 4.22 m.3291 T>C mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalar -2.
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Sekil 4.23 m.3291 T>C mutasyonu ARMS-PZT hasta taramalari -3.
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Sekil 4.24 m.3291 T>C mutasyonu taramalarinda m.3290 T>C varyasyonu pozitif
¢ikan 814 numarali hasta 6rneginin agaroz jel elektroforezi, erime egrisi
ve dizileme sonucu.

4.6 m.3303 C>T Mutasyon Taramasi ve dizi analizi ile dogrulama

Tablo 3.9°da verilen sartlara uygun olarak hazirlanan ARMS-PZT nin sentetik
kontrollerine ait yliksek ¢oziiniirliikklii erime egrisi analizi Sekil 4.25°de verilmistir.
Erime egrisi analizinde farkli oranlarda mutant allel iceren sentetik kontrollerin mutant
ve yabanil tipteki alleller i¢in verdigi erime tepelerinin farkli noktalarda bulundugu
tespit edilmistir. Belirgin olarak yabanil tipteki allel igin 84,5 °C’de, mutant allel igin
83,5 °C’de erime tepesi olustugu gozlemlenmistir. (Sekil 4.25). 219 hasta o6rnegiyle
yapilan taramalarin agaroz jel elektroforez sonucglar1 Sekil 4.26-4.28°de

bulunmaktadir.
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ARMS-PZT taramalar1 sonucunda bir hastanin homoplazmik olarak m.3303
C>T mutasyonu tasidig1 belirlenmis, bu mutasyonun HRM ve dizileme yontemiyle

analizi yapilmis, mutasyonun varligr dogrulanmistir (Sekil 4.29).

A, Yiiksek Coziiniirliklii Erime Grafigi (Normalize)
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Sekil 4.25 m.3303 C>T mutasyonu ARMS-PZT erime egrisi analizleri.
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Sekil 4.26 m.3303 T>

C mutasyonu ARMS-PCR hasta taramalari -1.
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Sekil 4.27 m.3303 T>C mutasyonu ARMS-PCR hasta taramalar1 -2.
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Sekil 4.28 m.3303 T>C mutasyonu ARMS-PCR hasta taramalar -3.
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Sekil 4.29 m.3303 T>C mutasyonu taramalarinda pozitif ¢ikan 641 numarali hasta
orneginin agaroz jel elektroforezi, erime egrisi ve dizileme sonuglari.
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5. TARTISMA

Mitokondriyal sitopatiler, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon islev
bozukluklarinin neden oldugu, klinik ve genetik heterojenitenin goriildiigii, multi-
sistemik bir hastalik grubudur. Mitokondriyal sitopati Ontanisi, hastanin klinik
bulgulari, aile gegmisi ve biyokimya testleri g6z dniinde bulundurularak verilir. Klinik
kimya incelemelerinde hasta serumunda, yiiksek laktat/piruvat orani, yiiksek alanin
diizeyi ve TCA dongiisii ara {iriinlerinde bir artis olmast durumu mitokondriyal islev
bozukluklarina isaret etmektedir (5). Ancak bu belirtegler mitokondriyal hastaliklarin
taranmasinda ve tanilanmasinda tek basina kullanilabilecek hassasiyette ve
giivenirlikte degildir. Molekiiler tan1 testler bu belirteclerin yaninda acik, giivenilir ve
hizl1 sonuglar saglayabildikleri i¢in mitokondriyal sitopati 6n tanili hastalarda mtDNA

nokta mutasyonlarinin incelenmesinde ilk adim olarak degerlendirilir (5).

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda mitokondriyal sitopati Ontanili hastalar i¢in MT-
TL1 geninde belirlenen alti nokta mutasyonunun hedeflendigi ARMS-PZT tabanl bir
tarama testi gelistirilmistir. Taramalarda hastalara ait periferik kan ve kas doku
ornekleri kullanilmistir. Periferik kan 6rnekleri, kolay ulasilabilir olmalariyla genetik
tan1 ve tarama testlerinde siklikla tercih edilse de mitokondriyal sitopati analizlerinde
diisiik heteroplazmi nedeniyle yalanci negatif sonu¢ verme olasilig1 yiiksek olan
orneklerdir. Ornegin m.3243 A>G mutasyon yiikiiniin negatif se¢ilimle yasam siiresi
boyunca azaldig1 ve ilerleyen yaslarda periferik kan orneklerinde belirlenmesinin
giiclestigi bilinmektedir (103,104). Bu nedenle ¢alismada, dagilim hacmi gz 6niinde
bulundurularak tutulumun en sik gozlemlendigi doku olan kas doku o6rneklerinin
kullanilmasina oncelik verilmis; mitokondriyal sitopati ontanis1 alan hastalara ait 78
kan Ornegine karsi, 140 kas doku 6rnegi ve bir karaciger doku Ornegi taranmistir.
Tarama sonucunda iki pediyatrik hastanin periferik kan 6rneklerinde heteroplazmik
m.3243 A>G mutasyonu belirlenirken, pediyatrik bir hastanin kas Orneginde
homoplazmik m.3290 T>C varyasyonu ve baska bir pediyatrik hastanin kas rneginde
homoplazmik m.3303 C>T mutasyonu tespit edilmistir (Tablo 5.1).

m.3243 A>G mutasyonunun Finlandiya’da yapilan bir calismada yetigkin
popiilasyonundaki prevelansinin 16,3/100,000 oldugu belirlenmistir (71). Bu ¢alisma
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kapsaminda 219 hasta arasinda m.3243 A>G mutasyonu tasidig tespit edilen iki hasta
bulunmaktadir. Hastalar 1996 yilinda anabilim dalimiza yonlendirilmis olup, genetik
tan1 laboratuvarimizda PZT ve Apal enzim kesimleri sonucunda m.3243 A>G
mutasyonu tasidigi belirlenerek raporlanmis hastalardir. Gelistirilen tarama testi
sonucunda bu mutasyonlarin hastalardaki varligi dogrulanarak, tarama testinin

hassasiyeti ortaya konulmustur.

m.3291 T>C mutasyonu igin tasarlanan ARMS-PZT taramalar1 sonucunda bir
hastanin kas doku 6rneginde homoplazmik m.3290 T>C varyasyonu belirlenmistir.
Hastanin 2005 yilinda ¢ocuk ndéroloji birimine bagvurdugu ve klinik muayenesinde
yagl karaciger ve hipotoni bulgularinin belirgin oldugu raporlanmigtir. Gegmiste
genetik tan1 laboratuvarinda yapilan testlerde hastanin kas doku 6rneginde MELAS ile
iligskilendirilen m.3243 A>G mutasyonu, MERREF ile iliskilendirilen m.8344 A>G
mutasyonu ve common delesyon negatif olarak raporlanmistir. MITOMAP veri
tabaninda patojenik olmayan varyasyon olarak gecen m.3290 T>C, literatiirdeki baz1
vakalarda yiiksek tansiyon (105) ve ani bebek o6limii sendromuyla (106)
iliskilendirilmistir.

ARMS-PZT taramalar1 sonucunda bir hastada homoplazmik olarak nadir
m.3303 C>T mutasyonu belirlenmistir. Bu mutasyonun raporlandigi vaka sayisi
literatiirde olduk¢a az olmakla birlikte 1994°te Silvestri ve Bruno’nun yaptigi
calismalar mutasyonun kardiyomiyopati iliskili oldugunu gostermektedir (Bkz. 2.4
MT-TL1 Geni boliimii). 2003 yilinda Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali’na basvuran
hastanin klinik muayenesinde retinada tuz-biber manzarasi, bagini dik tutamama ve
azalmig cilt alt1 yag dokusu belirlenmis; gecmiste yapilan genetik tani testlerinde
hastanin kas doku 6rneginde m.3243 A>G, m.8344 A>G mutasyonlart ve common

delesyon negatif olarak raporlanmistir.
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Tablo 5.1 ARMS-PZT taramalar1 sonucunda MT-TL1 geninde mutasyon tespit edilen

hastalar.
Hasta Ornek Mutasyon Cinsiyet
tiiri
111 Kan m.3243 A>G  Heteroplazmi Kiz
135 Kan m.3243 A>G  Heteroplazmi Erkek
814 Kas m.3290 T>C ~ Homoplazmi Erkek
641 Kas m.3303 C>T  Homoplazmi Erkek

Tez caligmasi kapsaminda gelistirilen ARMS-PZT, m.3243 A>G, m.3256
C>T,m.3291 T>C, m.3303 C>T mutasyonlari i¢in agaroz jel elektroforezinde kalitatif
ve kantitatif olarak ayiric nitelik gostermektedir. Ozellikle m.3243 A>G mutasyonu
taramalarinda yiiksek ¢oziiniirliklii erime egrisi analizlerinde ayristirict sonuglar
alinmig, ARMS-PZT tanimlayic1 hassasiyetinin HRM analiziyle arttirilabildigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Mitokondriyal sitopatilerle iliskilendirilen diger bes nokta
mutasyonu i¢in gergeklestirilen tarama tepkimelerinde HRM analizlerininin ayristiric
hassasiyetinin azaldigi, mutant amplikon ile yabanil tipteki amplikonun ayni
sicakliklarda erime profilleri olusturabildigi saptanmistir. Bu tarama tepkimelerinde
primerlerin 0zgilil olmayan baglanmalar yapmasi ve ikincil yapilar olusturmasi
nedeniyle ayristirict bir sonug alinamamistir. HRM analizleri oldukga hassas olup 300
bazdan daha uzun amplikonlar igin ayristirict hassasiyetini kaybeden yontemlerdir
(91). Amplikon uzunlugu arttik¢a kii¢iik dizi degisikliklerinin meydana gelme ihtimali
daha da artar, bu nedenle HRM analizinde birden fazla erime noktas1 belirlenebilir.
Amplikonun uzunlugu arttik¢ca erime domainlerinin de artmasi beklenen bir etkidir.
ARMS-PZT sonucunda allele 6zgii olmayan dis primerlerin ¢ogalttigi amplikon
boylar1 446 b¢ ve 329 b¢ uzunlugundayken allele 6zgili i¢ primerlerle gogaltilan
amplikonlarin boylar1 300 b¢’inden kisadir. Yapilan optimizasyon c¢alismalarinda
allele 6zgii olmayan uzun aplikonlarin amplifikasyonu engellenemedigi gibi bazi
primerlerin 6zgiil olmayan {irtinler vermesi de s6z konusudur. Tiim bu sonu¢lar HRM
analizinin nokta mutasyonlari {izerindeki ayristirici giiciinii olumsuz etkilemektedir

(Sekil 5.1).
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Sekil 5.1 m.3256 C>T mutasyonu i¢in tasarlanan primerlerin 6zgiil olmayan bolgelere
baglanmas1 sonucunda elde edilen erime egrisi grafigi.

Geligtirilen ARMS-PZT tarama sisteminin HRM analizine uygunlugunun
arttirilabilmesi MgCly titrasyonuyla miimkiindiir. Ancak yapilan ¢alismalarda m.3256
C>T, m.3260 A>G ve m.3271 T>C mutasyonlart i¢in 3,5 mM’lik MgCl>
konsantrasyonundan daha az MgCl, konsantrasyonuyla galisildiginda, allele 6zgii

primerlerin baglanma etkisinin azaldig: belirlenmistir.

Calismada, m.3271 T>C ve m.3260 A>G mutasyonlarina 6zgii tasarlanan i¢
primerlerin birbirleriyle yaris i¢erisine girdigi, mutasyon analiz tepkimesinde kalitatif-
kantitatif ayrimin zorlastigt ve yabanil tipteki alleller i¢in tasarlanan primerlerin
mutant allellere de baglandigi belirlenmistir (Bkz. 3.4.3 ve 3.4.4). Bu ARMS-PZT
taramalarinin, mutasyon belirlenmesinde Kantitatif ayirict 6zelligi bulunmamakta;
ancak kalitatif olarak ayiric1 hassasiyeti bulunmaktadir. ki tepkime de homoplazmik
yabanil tipteki allel i¢in belirleyici nitelikteyken, homoplazmik mutant tipteki allel
varliginda ayirict nitelik gdstermemektedir. Nokta mutasyonlarinin bulundugu
bolgelerin baz iceriklerinin farklilik géstermesi, mutasyonun olustugu bazin 5’ve 3’de
kalan dizilerin farkli oranlarda GC igerigi bulundurmasi1 gibi faktorler, tasarlanan
primerlerin Tm’lerini etkilemektedir. ARMS-PZT’nde iki farkli primer c¢iftinin
birbirleriyle uyum ic¢inde c¢alisirhgmmin en Onemli kriterlerinden birisi de Tm
degerlerinin birbirine yakin olmasidir. Calismanin baglarinda m.3260 A>G mutasyonu
taramalar1 i¢in tasarlanan i¢ primerlerin Tm’leri arasinda 10 °C’lik bir fark bulunmasi
ve bu farkin i¢ primerlerin (59,9 °C — 69,9°C) dis primerlerle (60 °C — 61 °C) uyum
igerisinde ¢alismasini da etkilemesi s6z konusu olmustur (Bkz. 4.3). Bu nedenle bu

mutasyon i¢in yeni primer ¢ifti tasarlanmis ve m.3260 A>G forward primerlerinin 5’
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ucundan 7 bazlik bir kesim yapilarak, Tm’i 61,8 °C’ye getirilmistir. Benzer yaklasimla
m.3260 A>G reverse primerinin Tm’i de 55.1 °C’e getirilmis ve tepkime bu

primerlerle optimize edilmistir.

ARMS-PZT m.3260 A>G mutasyonu taramalarinin agaroz jel elektroforezi
sonucunda bes hastanin bu mutasyonu heteroplazmik olarak tasidigi belirlenmistir.
Ancak belirlenen hastalarin dizileme sonucunda mutasyon tasimadigi tespit edilmistir
(Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Calismanin tek yalanci pozitif sonuglart m.3260 A>G
mutasyonu taramalarinda elde edilmistir. Bu sonuglarda, mutasyon noktasina 6zgiil
tasarlanan i¢ primerin 6zgiil olmayan baglanmalar yaparak, beklenen amplikon
uzunluguna yakin bir baska amplikon ¢ogaltmasi s6z konusudur. Ayrica taranilan
hastalarin DNA miktarinin fazla olmasi da arka planda amplifikasyon alinmasinda
etkilidir. Shaykholeslam Esfahani ve arkadaslari, gelistirdikleri PAH mutasyonlarini
belirlemeye yonelik ARMS-PZT teknolojisinde primer ve kalip arasinda belirli bir
oran olmasi gerektigini vurgulayarak 25-27 ng civarinda DNA kullanilan deneylerde
en etkili sonuglar1 aldiklarmi belirtmislerdir (90). Tarama grubu igerisindeki her
hastanin total DNA 6rneginin farkli oranlarda mtDNA kopya sayist i¢cermesi Ve bazi
orneklerde mtDNA kopyasini yogun olmasi da mutant primerin yabanil tipteki alleli

cogaltmasi neden olabilmektedir.

m.3271 T>C mutasyonu i¢in tasarlanan i¢ primerlerin arasinda ciddi bir Tm
farki olmamasina ragmen sentetik kontroller arasinda 100% yabanil tip igeren
ornekten %100 mutant allel igeren 6rnege dogru kademeli bir kantitatif amplikon
gecisi gozlemlenmemistir. Optimizasyon siirecinde yabanil tipteki primerin baglanma
egiliminin mutant primere gore daha az oldugu tespit edilmis, tepkime karisimindaki
konsantrasyonu iki katina ¢ikartilinca da %100 mutant kontrolden de yabanil tip
primer amplifikasyonu alindig1 tespit edilmistir (Bkz. Ek 2). I¢ primerlerin dis
primerlere oranla konsatrasyonlarmin iki katina g¢ikartilmas: sonucunda ise 100%
mutant allel igeren standartin yabanil tipteki allele 6zgli amplikonun boyuna ¢ok yakin
olan 6zgiil olmayan bir amplikon verdigi gézlemlenmistir. Mutasyonun yer aldigi
dizinin baz igeriginden dolay1 tipki m.3260 A>G mutasyonu tarama tepkimelerinde
oldugu gibi m.3271 T>C mutasyonu taramalarinda da kantitatif bir ayrimin
yapilamayacag1 belirlenmistir. Calisma kapsaminda m.3260 A>G mutasyonu ve

m.3271 T>C mutasyonu taramalarinda mitokondriyal sitopati 6ntanis1 alan hastalarin
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yiiksek mitokondri igerigiyle mtDNA mutasyonlarinin tespitinde yiiksek belirleyici

0zelligi olan kas doku 6rnekleri (123 6rnek) kullanilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda m.3243 A>G, m 3256 C<T, m.3291 T>C ve m.3303
C>T mutasyonlar1 i¢in tanimlayict hassasiyeti yiiksek olan bir ARMS-PZT tarama
testi gelistirilmistir. Gelistirilen tarama testi 1,5 saat gibi kisa bir siirede MT-TL1 gen
mutasyonlarinin saptanmasini saglayarak ucuz ve giivenilir bir tarama alternatifi

sunmaktadir.

Bu tez kapsaminda gelistirilen tarama testi mitokondriyal sitopati hastalarinda
goriilen nadir mtDNA mutasyonlarinin taranabilmesi icin ileriye yonelik teknolojik bir

kavram kanit1 sunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1 Sonuclar

Bu tez calismasi kapsaminda 1995 yilindan giiniimiize mitokondriyal
Sitopati 6n tanisi alarak boliimiimiize yonlendirilmis 219 hastanin kan
ve/veya kas doku 6rnekleri taranmustir.

MT-TL1 geninde meydana gelen nadir mutasyonlar m.3260 A>G, m.3256
C>T, m.3291 T>C ve m.3303 C>T igin hassas bir tarama alternatifi sunan
ARMS-PZT, m.3260 A>G ve m.3271 T>C mutasyonlarinda dizi
ozelliklerinin simirlayici olmasi nedeniyle yeterince hassas bir analiz
yontemi sunmamaktadir.

Tarama sonucunda iki hastanin heteroplazmik m.3243 A>G mutasyonu,
bir hastanin homoplazmik m.3290 T>C varyasyonu ve bir hastanin da
homoplazmik m.3303 C>T mutasyonu tasidig1 tespit edilmistir.

Bu calisma kapsaminda m.3290 T>C ve m.3303 C>T gibi oldukg¢a nadir
goriilen mutasyonlarin  belirlenmesi, boliimiimiize  yonlendirilen
mitokondriyal sitopati 6n tanili hasta ornekleri icerisinde m.3243 A>G
mutasyonu disinda diger MT-TL1 mutasyonlarinin da oldugunu kanitlar
niteliktedir.

Bu yeni yontem, MT-TL1 nokta mutasyonlarmnin saptanmasinda ucuz,
giivenilir ve hizli bir alternatif sunmaktadir. Bu calisma ve sonuglari,
hastalarda nadir gozlenen diger mtDNA varyasyonlarinin da taranabilmesi

icin ileriye yonelik yeni ve teknolojik “kavram kanit1” ortaya koymaktadir.

6.2 Oneriler

Taramalar sonucunda mitokondriyal sitopati ontanili hastalarda belirlenen
nadir m.3290 T>C ve m.3303 C>T mutasyonlarinin Tiirk toplumunda
insidansinin arastirilmasina yonelik ¢aligmalar yapilabilir; olusturduklar
0zgiin klinik tablolarin belirlenerek Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Genetik
Tan1 laboratuvarinin genetik test yelpazesinin gelistirilmesine katkida

bulunulabilir.
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EK-1: MT-TL1 Geni.
MT-TL1 GENI
5' — upstream
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3" downstream
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EK-2: ARMS-PZT primerlerinin hedefledigi MT-TL1 gen bdlgesi.
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EK-3: m.3271 T>C mutasyonu ARMS-PZT optimizasyonu, i¢ primer
konsantrasyon denemeleri.

Wild (247bp)
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