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1. GIRiS

Mitokondriyal hastaliklar, ¢cocukluk ¢aginda en sik goriilen nérometabolik
hastaliklardandir. Epidemiyolojik calismalara gore, mitokondriyal hastaliklarin
canli dogumlardaki prevalansi 1/8,000 civarindadir (1).

Mitokondriyal hastaliklar, oksidatif fosforilasyon ve ATP iiretimindeki
bozulma nedeniyle cesitli organ ve dokular1 etkileyerek cok ¢esitli klinik
bulgulara yol agmaktadirlar. Hastaligin klinik bulgular1 her yasta baslayabilir ve
cesitli sistemleri tutabilmekle beraber; santral sinir sistemi ve kas dokusu gibi
enerji gereksinimi yliksek dokular, mitokondriyal bozukluklardan daha agir
etkilenmektedir.

Mitokondri igerisindeki elektron transport zincirinin (ETZ) calismasindan
sorumlu proteinlerin bir kismi1 mitokondriyal DNA tarafindan, kalani ise niikleer
DNA tarafindan kodlanir. Bu sebeple hem mitokondriyal DNA, hem de niikleer
DNA’daki bozukluklar mitokondriyal hastaliklara sebep olabilir. Niikleer DNA
mutasyonlart Mendelyen kalitim gosterirken, mtDNA mutasyonlar1 maternal
gecisli veya sporadik olabilir.

[Ik mitokondriyal hastalik 1962’de tanimlanmistir (2). Sonrasinda
mitokondriyal hastaliklarin tam1 ve tedavisinde gelismeler yasanmis olmakla
birlikte halen bulgularin hastaliga spesifik olmayisi, hem mitokondriyal hem
genomik DNA’nin hastaliklardaki rolii, genotip fenotip korelasyonunun tam

olmayisi, degisken ekspresivite gibi sebeplerle tanisi gii¢ bir hastalik grubudur.



Mitokondriyal hastaliklarin tanisinda; klinik, goriintiileme, histopatolojik
bulgular ile birlikte molekiiler analizler kullanilmaktadir.

Bu calismanin amaci, klinik bulgulariyla mitokondriyal hastalik diisiiniilen
altt olguda mikroarray ile tekrar sekanslama yontemi kullanilarak saptanan
mitokondriyal DNA polimorfizm/mutasyonlarinin, mitokondriyal hastaliklarla

iliskisinin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Tarihge

Mitokondri, Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan, primer
fonksiyonu aerobik solunumu gergeklestirmek ve hiicre i¢i metabolik yolaklarda
kullanilacak hiicresel enerjiyi (ATP) sentezlemek olan bir organeldir. Ayrica,
programlanmis hiicre 6limii (apoptoz) ve hiicre i¢i sinyal iletiminde dnemli roli
bulunmaktadir (3).

Mitokondri ilk kez 19. ylizyilda tanimlanmisg, fonksiyonunun anlagilmasi
ise 1948 yilinda mitokondrinin izolasyonu sonrasinda gergeklesmistir (4).

Mitokondri ile ilgili ilk bilgiler 1841 yilinda, hiicre niikleusunun
tanimlanmasindan birkac¢ yi1l sonra elde edilmistir. Ozgiin yapisi ilk kez 1890
yilinda Altmann tarafindan tanimlanmis, hiicre iginde yasayan ve hayati
fonksiyonlar1 gerceklestiren organlar oldugu bildirilmis ve bunlara bioblast adi
verilmigtir. Mitokondri terimi ise ilk kez 1898 yilinda Benda tarafindan
kullanilmistir; bu isim Yunanca iplik anlamina gelen “mitos” ve graniil anlamina
gelen “chondros” kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur (5). 1912-1913
yillarinda Kingsbury ve Warburg bu yapilarin hiicresel solunumla ilgili
olabilecegini 6ne siirmiistiir. 1920-1930 yillar1 arasinda sitokromlar, demir-
porfirin bilesenleri (hem), flavin ve piridin niikleotidleri tespit edilmis, iskelet
kasindan hazirlanan preparatlarin incelenmesi ve Krebs tarafindan sitrik asit

siklusunun tanimlanmasi ile mitokondri alaninda yapilan ¢alismalar ilerlemistir

(6).



1931 yilinda Lohmann ATP’yi ilk kez tanimlamistir; ATP nin kas kasilmasi
disindaki hiicresel fonksiyonunun anlasilmasi ise 10 yildan daha uzun siire
almistir.  Oksidatif fosforilasyon ilk kez 1941°de Kalckar tarafindan
tanimlanmistir. 1961°de Mitchell tarafindan kemiozmotik hipotez tanimlanmustir.
Mitokondrinin kendine ait DNA’s1 oldugu ise 1963’de Nass ve arkadaslar
tarafindan bildirilmistir. 1981°de insan mtDNA dizisi yayinlanmis, 1988°de ilk
patojenik mtDNA mutasyonu tanimlanmistir (4, 7).

[k mitokondriyal hastalik 1962°de Luft ve ark. tarafindan, miyopati, asir1
terleme, sicaga tahammiilsiizliik, poliiiri, polidipsi ve artmis bazal metabolizma
hiz1 olan 6tiroid durumda bir kadin hastada tanimlanmistir. Bu hastada oksidatif
fosforilasyon = bozuklugu  oldugu, kompanzasyon amaciyla  hastanin
mitokondrilerinin sayica ve hacimce arttifi tespit edilmistir. Bildirilen bu ilk
vakanin ardindan daha bir¢ok hastalikta mitokondriyal bozukluklarin rolii oldugu
saptanmistir (2)

Mitokondrinin, 1.5 milyar yil 6nce, Okaryotik bir hiicreyle oksidatif
fosforilasyon yetenegi olan prokaryotik bir hiicrenin birlesmesinden kdken aldigi
diisiiniilmektedir (endosimbiyotik hipotez). Cift membranli yapi, 06zgiin
transkripsiyon, translasyon ve protein sentezi Ozellikleri olan sirkiiler genom,
iyonlar, metabolitler ve proteinlerin tasinmasini saglayan spesifik tasiyicilarin
varlig1 ve oksidatif fosforilasyona ek olarak gerceklesen cok sayida biyolojik

reaksiyon, bu hipoteze kanit olarak gosterilmektedir (5).



2.2 Epidemiyoloji

Yakin zamana kadar, mitokondriyal hastaliklarin oldukg¢a nadir goriilen,
toplumda yaklasitk 1-2/1,000,000 siklikta rastlanan hastaliklar oldugu
diisiiniiliiyordu. Tiim diinyada mitokondriyal hastaliklarin klinik ve laboratuar
takibinin yapildig1 sinirli sayida merkez vardi. 1990’larda mitokondriyal DNA
sekansinin tamamlanmast ve takiben patolojik mitokondriyal mutasyonlarin
tanimlanmas1 ile mitokondriyal hastaliklarla ilgili klinik ve epidemiyolojik
calismalar artmistir. Tek bir patojenik mitokondriyal DNA mutasyonunun
degerlendirildigi ilk ¢alismada MELAS’a ( mitokondriyal miyopati, ensefalopati,
laktik asidoz, inme) neden olabilen 3243A>G mutasyonunun prevalansi
16.3/10,000 olarak bulunmustur. Tim mitokondriyal hastaliklara yonelik ilk
populasyon temelli calisma 1999 yilinda Kuzey Dogu Ingiltere’de yapilmus,
kullanilan tani kriterlerine gore ¢aligmaya dahil edilen bireylerde mitokondriyal
hastaliga sahip olma veya hastalik riski tasima orani1 1/8013 olarak hesaplanmustir.
Bu bireylerde en sik rastlanan bozukluklar; Leber’in herediter optik ndropatisine
(LHON) sebep olabilecek nokta mutasyonlart (%50) ve mtDNA yeniden
diizenlenimleri (en sik tek niikleotid delesyonlari, %20) olarak belirlenmistir.
Cocuklarda yapilan ilk epidemiyolojik ¢alisma Darin ve ark. tarafindan 2001°de
bat1 Isve¢’te yapilmis, calismaya 358,616 cocuk dahil edilmistir. 16 yas alti
cocuklarda prevalans 4.7/100,000 olarak belirlenmistir. Okul 6ncesi donemde
mitokondriyal ensefalomiyopatilerin insidanst 8,9/100,000 olarak bulunmustur.

Ayn1 donemde Giliney Avusturalya’da Skladal ve ark. tarafindan yiiriitiilen



calismada, mitokondriyal solunum zinciri defektlerinin dogumdaki prevalansi
5/100,000 olarak belirlenmistir. Birbirinden ¢ok uzak cografi konumlarda yapilan
bu iki ¢alismada hemen hemen ayn1 sonuclar elde edilmis, ortalama 1/20,000’lik
bir prevalans ile solunum zinciri defektleri sik goriilen kalitsal metabolik

hastaliklar arasinda yerini almistir (1).

2.3 Mitokondri Yapisi

Mitokondri, 151k mikroskobu ile goriilebilecek boyutta olup ortalama c¢api
0.5-1 mikrometre olan silindirik sekilli, hareketli bir organeldir. Hareketleri
mikrotiibiillerle saglanir, bazi hiicre tiplerinde uzun filamanlar boyunca hareket
ederken, dokunun bir bolgesinde yiliksek ATP ihtiyact varsa mitokondriler o
bolgede sabit pozisyonda kalirlar. Mikrosinematografi yontemiyle incelendiginde,
seklini siirekli degistirebilme (plastisite) ozelligine sahip oldugu goriiliir. Farkli
hiicre tiplerinde mitokondri sayisi ve sekli degiskenlik gosterir, ayni hiicre tipinde
de farkli fizyolojik kosullarda bu degiskenlik gozlenebilir. Hiicrenin enerji ihtiyaci
arttikca mitokondri sayis1 artar. Ornegin dinlenme halindeki iskelet kasi
tekrarlayan kasilmalarla yeterince uzun siire uyarilirsa mitokondri sayisinda 5-10
kat artis meydana gelir. Hiicre i¢in gerekli enerji diizeyinin stabilizasyonunda rol
oynayan mitokondriyal boliinme (fizyon) ve birlesme (flizyon) olaylart dis
membranda bulunan GTPaz’larla regiile edilir Hiicredeki mitokondri sayisi,
hiicrenin bulundugu organ ya da dokuya bagl olarak degisiklik gostermekle
birlikte ortalama 500-2000 adettir. Yiiksek enerji ihtiyaci olan ekstrensek goz
kaslar1, kalp kas1 gibi dokularda ve noronlarda mitokondri sayist diger dokulara

kiyasla daha fazladir. Her mitokondri, birbirinden farkli 6zelliklere sahip iki
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Ozellesmis zar yapisi icerir. Bu zarlar, hiicre zarina benzer sekilde ¢ift katmanh
lipid membranlardir. Bu iki katman, i¢ matriks ve daha dar olan membranlar arasi
boslugu meydana getirir. Her bir zar ¢ok sayida 6zellesmis protein igerir. Dis
membran ¢ok sayida porin molekiilii igerir. Porin molekiilleri ¢ift katmanli lipid
membranda biiyilk tasima kanallar1 olusturan transport proteinleridir. Bu
membran, 5,000 dalton (D) ve daha kiiclik agirlikta olan tiim molekiillerin
gecisine izin verir. Uygun biiyiikliikteki proteinler intermembraner araliga
gegebilse de bunlarin biiylik kismi gecirgen olmayan i¢ membran1 gecemez. Bu
sebeple, intermembraner aralik, icerdigi kiiciik molekiiller bakimindan sitozolle
kimyasal olarak denk goriinse de matrikste bu molekiillerin yogunlugu daha
fazladir.

Mitokondrinin fonksiyon gdren asil boliimii matriks ve onu cevreleyen i¢
membrandir. I¢ membran 6zellesmis bir yapiya sahiptir. iki katmanl lipid tabaka
iyonlara kars1 gecirgenligi onleyen bol miktarda kardiolipin igerir. Membranda
ayn1 zamanda, mitokondriyal enzimlerin fonksiyon gdérmesi icin gerekli olan
kiigiik molekiillerin gecmesini saglayan ¢ok sayida ve cesitli transport proteinleri
vardir. Solunum zincirinde gorevli enzimler i¢ mitokondriyal membranda
yerlesmistir, bu sistem hiicrenin ATP {iretiminden sorumlu oksidatif
fosforilasyonun temelini olusturur.

Ic membranda krista denen, matrikse uzanim gdsteren ¢ok sayida katlant:
bulunur. Bu katlantilar i¢ membranin yiizey alanim1 6nemli Olciide arttirirlar.

Enerji ihtiyaci fazla olan hiicrelerdeki mitokondrilerde bu kristalarin sayis1 daha



fazladir. Ornegin kalp kasindaki mitokondrilerde krista sayisi, karaciger hiicresi
mitokondrilerine kiyasla {i¢ kat fazladir.

Mitokondriyal matrikste hiicre metabolizmasinda gorevli proteinlerin yan
sira, mitokondriyal genom, mitokondriyal ribozomlar, transfer RNA’lar (tRNA)
ve mitokondriyal genlerin ekspresyonu icin gerekli enzimler bulunur.

I¢ mitokondriyal membranda bulunan elektron transport zinciri (ETZ)
tizerinde elektronlar enerji gradienti boyunca ilerlerken, hidrojen iyonlari
(protonlar) intermembraner aralifa pompalanir. Bu aralik, mitokondriyal matrikse
kiyasla gittik¢e pozitif yiiklii ve asidik hale gelir. Olusan bu gradient, kimyasal bir
enerji barindirir. Mitokondriyal enerji {iretimini agiklayan bu hipoteze
“kemiozmotik hipotez” adi verilmistir. Kemiozmotik potansiyelin ATP iiretimi
icin gereken enerjiyi sagladig ilk kez 1961 yilinda Ingiliz biyokimyaci Peter
Mitchell tarafindan ileri siiriilmiis, bu calismast ile 1978 yilinda Nobel o6diilii
almstir.

Mitokondri, hem piruvat hem de yag asitlerini enerji kaynagi olarak
kullanabilir. Piruvat sekerlerin, yag asitleri ise yaglarin sindirimi sonucu olusur.
Bu iirlinler, mitokondriyal matriksteki enzimlerle Asetil CoA’ya cevrilir. Asetil
CoA’nin asetil gruplarn sitrik asit siklusunda okside edilirken, karbon atomlar1
COy’ye gevrilir ve atik madde olarak hiicreden uzaklastirilir. Oksidasyonla aciga
cikan yiiksek enerjili elektronlar, tasiyict molekiiller olan FADH, ve NADH ile
mitokondri i¢ membranina tagmir. i¢ mitokondri zarindaki katabolik olaylarin son

asamasinda molekiiler oksijen kullanilir. i¢ membranda olusan biiyiik miktardaki



enerji, ADP ve inoganik fosfattan ATP olusmasinda kullanilir. Bu nedenle bu son
reaksiyon serisine oksidatif fosforilasyon adi verilir (4).

Mitokondriyal ETZ’de bes adet protein kompleksi bulunur.

Tablo 1. ETZ protein kompleksleri (2)

Kompleks I: NADH: CoQ Oksidorediiktaz
Kompleks II:  Siiksinat: CoQ Oksidorediiktaz
Kompleks III: ~ CoQ: Sitokrom bc1 Oksidorediiktaz
Kompleks IV:  Sitokrom C Oksidaz

Kompleks V:  ATP Sentaz

Sadece ilk li¢ komplekste elektron taginmasi gergeklesir. 4. kompleks
elektronlart oksijen ile birlestirerek H,0 olugsmasini saglarken 5. kompleks ATP
sentezini gergeklestirir.

Bu 5 komplekse ek olarak elektron transport zincirinin g¢aligmasi igin
gerekli olan ii¢c kompleks daha vardir. Bunlar:

» Dihidroorotat: COQ-oksidorediiktaz (DHO-QO)
» Elektron transfer flavoprotein: CoQ oksidorediiktaz (ETF-QO)
» Adenin niikleotid translokator (ANT)

ETZ’deki elektron tasiyicilarinin ¢ogu, goriiniir 15181 absorbe ederek,
okside veya rediikte olduklarinda renk degistirirler. Her birinin absorbsiyon
spektrumu farkli oldugu igin spektroskopik olarak takip edilebilir. ETZ’de gorevli
sitokromlar ilk kez 1925 yilinda tanimlanmis ve absorbsiyon spektrumuna gore

sitokrom a, b ve ¢ olarak adlandirilmistir (4).



NADH dehidrojenaz  kompleksi (Kompleks 1), solunumsal enzim
komplekslerinin en biiyiigiidiir ve 40’tan fazla polipeptit zinciri icerir. NADH tan
aldig1 elektronlar1 ubikinona aktarir. Sitokrom b-c1 kompleksi (Kompleks 2) en az
11 polipeptit igceren, dimerik yapida bir proteindir. Her bir monomer, sitokroma
bagli halde 3 hem grubu ve demir siilfiir proteini igerir. Ubikinondan aldigi
elektronlar1 sitokrom c’ye aktarir, daha sonra elektronlar sitokrom oksidaz
kompleksine aktarilir.

Sitokrom oksidaz kompleksi (Kompleks 3) de dimerik bir proteindir. Her
bir monomer 13 farkli polipeptit zinciri, iki sitokrom ve bakir atomlarindan
olusur. Sitokrom c’den elektronlar tek tek alarak oksijene iletirken bir seferde
dort tane elektron aktarir. Sitokrom oksidazin merkezinde bulunan demir-siilfiir
grubu oksijenin rediiksiyonunu katalizler. Bir oksijen molekiilii tek bir elektron
aldiginda, son derece reaktif olan siiperoksit radikali olusur, cevreden 3 elektron
daha alarak kararli hale ge¢mesi gereklidir. Bu nedenle 4 elektronla birlesmis hale
gelip zararsiz olan su molekiiliine doniismedikce, oksijen molekiilleri heme bagli
olan demir ve bakir atomlarinca hapsedilir. Oksijen molekiilii 4 elektronla
birlestiginde 2 molekiil su agiga cikar. Sitokrom oksidaz reaksiyonu ¢ogu hiicrede
toplam oksijenin %90’1mn1 kullanir, bu nedenle aerobik yasamin devami i¢in
zorunludur. Elektronlar ETZ boyunca aktarilirken, transfer edilen her bir elektrona
karsilik bir ya da iki proton i¢ mitokondriyal matriksten intermembraner araliga
pompalanir. Proton sayisi, ETZ’deki enzim kompleksleri arasinda degiskenlik

gosterir.
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NADH dehidrojenaz kompleksi ve sitokrom b-c1 kompleksi elektron
basina iki protonun membrandan gecisini saglarken, sitokrom oksidaz kompleksi
elektron basma 1 protonu membran disina pompalar. Bu farkin sebebi,
elektronlarin ETZ boyunca ilerlemesiyle agiga cikan enerjinin, giderek artan
redoks potansiyelini asmak icin kullanilmasidir. Protonlarin bu hareketinin
hiicresel acidan énemli sonuclar1 vardir. I¢ mitokondriyal membranin iki tarafi
arasinda bir pH gradiyenti olusur. Pozitif yiiklii iyonlarin akisit nedeniyle
membranin i¢ tarafi negatif, dis tarafi ise pozitif yiiklii hale gelerek, bir membran
potansiyeli olusur. Membran potansiyeli ve pH fark: birlikte bir elektrokimyasal
proton gradiyenti olusturur. Bu gradiyent oksidatif fosforilasyondaki ATP sentezi
icin oldukca Onemlidir. I¢ membrana bagli bir enzim olan ATP sentaz,
protonlarin intermembraner alandan matrikse akisin1 saglayan bir kanal gorevi
goriir. Iyonlar bu kanaldan gecerken aciga cikan enerji kullanilarak; ADP ve
inorganik fosfattan, ATP sentezlenir. Elektrokimyasal protein gradiyenti ATP
sentezi disinda baska hiicresel olaylarda da Onemlidir. Mitokondride ATP
matrikse alinirken, piruvat gibi yiiklii proteinler, ADP ve inorganik fosfat i¢
membrandan disar1 ¢ikarilmalidir. Bu molekiilleri baglayan tasiyicilar, protonlarin
akis1 sirasinda aciga ¢ikan enerjiden yararlanmaktadir. ATP ile ADP ve inorganik

fosfatin hareketini ayni1 tasiyict molekiil saglar (4).

2.4 Mitokondriyal Genetik

Mitokondri fonksiyonu i¢in gerekli proteinler mtDNA ve niikleer DNA tarafindan

kodlanir.
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Sekil 1. Mitokondriyal hastaliklarin etyolojik siniflamasi (8)

2.4.1 Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Insan mitokondriyal DNA’s1 halkasal yapida, cift zincirli, 16,569 baz ¢ifti
uzunlugunda bir molekiildiir. Guanin ve sitozin bazlarmnin dagilimina gore bu
zincirler, hafif (sitozin bakimindan zengin) ve agir (guanin bakimindan zengin)
olarak isimlendirilir. Mitokondriyal genom; 22 transfer RNA (tRNA), 2 ribozomal
RNA (rRNA) ve 13 protein kodlar. Yapisal genlere ek olarak, replikasyonda
gorevli bir kontrol bolgesine de sahiptir. Hafif zincirde yer alan ND6 disinda tiim
rRNA ve polipeptid genleri agir zincir lizerinde yerlesmistir (9).

mtDNA oldukca kompakt bir yapiya sahiptir ve intron icermez. Insan

mtDNA’s1 protein sentezi i¢in gerekli bilgiye sahip olsa da replikasyon, tamir,
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transkripsiyon ve translasyonda gerekli enzimlerin sentezi i¢in niikleer DNA’ya
bagimlidir (3).

Mitokondriyal DNA bdliinen ve bdliinmeyen hiicrelerde siirekli replike
olmaktadir. Replikasyon zamani, niikleer DNA’nin replikasyonundan
bagimsizdir. mtDNA polimeraz gama (POLG), timidin kinaz 2 ve deoksiguanozin
kinaz, mtDNA replikasyonundan sorumlu olup niikleer DNA’da kodlanan
enzimlerdir. mtDNA {izerinde D-loop adi verilen bdlge (57. pozisyon)
replikasyonun baslangic bolgesidir (3)

mtDNA yiiksek oranda polimorfiktir, ayn1 etnik gruptaki bireyler arasinda
bile bir¢cok degisim goriiliir. Belirli mtDNA varyasyonlarinin ayni bireyde bir
arada bulunmasi ile mtDNA haplogruplar1 olusur, haplogruplar arasinda oksidatif
fosforilasyon kapasitesi ve reaktif oksijen radikallerinin olusumu ac¢isindan
farkliliklar gozlenir (3, 10).

Mitokondriyal genetik materyal maternal yolla kalitilir ve rekombinasyona
ugramaz. Ayrica, mtDNA’nin evrimsel siirecte degisim orani niikleer DNA’ya
gore daha fazladir. Bu nedenle zaman icinde mtDNA’da biriken sik goriilen
polimorfizmlerin tanimlanmasiyla geriye gidilerek ilk mitokondriyal ata olan
anneye, “mitokondriyal Havva”ya ait mtDNA’nin gecirdigi evrimsel degisim
izlenebilmistir. Mitokondriyal Havva’nin yaklasik 200,000 yil 6nce Afrika’da
yasamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarla, mtDNA haplogrup
agact ve mtDNA migrasyon haritasi elde edilmistir (11).

Mitokondriyal DNA’da, niikleer DNA’ya gore mutasyon sikligi daha

fazladir. Bunun sebepleri arasinda; mtDNA’nin koruyucu histonlarinin olmamasi,
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ortamda oksijen radikallerinin yogun olmasi, ortamda bir¢ok metabolitin mevcut
olmasi, koruyucu ve onarict mekanizmalarinin yetersiz olmasi sayilabilir (12).
Mitokondri, sahip oldugu dort énemli fonksiyonu nedeniyle hastaliklarin
patofizyolojisinde 6énemli role sahiptir:
» Hiicrenin gereksinim duydugu enerjinin biiyiik kisminin {iretimi
» Reaktif oksijen radikallerinin tiretilmesi ve fonksiyonlarinin diizenlenmesi
> Sitozolik Ca™ diizeyinin regiilasyonu
» Mitokondriyal gecirgenligin degismesiyle apoptozisin regiilasyonu (9)
mtDNA tarafindan kodlanan 13 proteinin tamami1 ETZ ve oksidatif
fosforilasyonun (OXPHOS) alt iiniteleridir. Bu proteinler normal OXPHOS
aktivitesi icin gereklidir. Hiicrelerden mtDNA uzaklastirildiginda, hiicrede
OXPHOS aktivitesinin kayboldugu ve ATP’nin yalmzca glikoliz yoluyla
saglandigr goriiliir. Eger mtDNA’s1 olmayan hiicreye dondér mtDNA’s1
yerlestirilirse, dondriin hiicrelerindekine benzer oranda enzim aktivitesi oldugu
goriiliir. Yani, mtDNA tarafindan kodlanan alt iiniteler sadece OXPHOS’u
gerceklestirmekle kalmaz, ayn1 zamanda enzim aktivitesini de etkiler (3).
Mitokondriyal DNA yalnizca anneden kalitilir ve rekombinasyona
ugramaz. Matiir oositlerde yaklasik 100,000 mtDNA kopyast bulunur. Oysa,
primordial germ hiicrelerinin ultrastriiktiirel incelemeleri sonucu yaklasik 10
mitokondri icerdikleri gosterilmistir. Bu durum, erken embriyogenez esnasinda
mitokondriyal biyogenezin durdugunu; oositteki mitokondrinin  %0.01 inin

gelecek kusaga aktarildigimi  gostermektedir. GO¢ eden primordial germ
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hiicrelerinde mitokondriyal replikasyon yeniden baslar ve primordiyal oositlerde
mitokondri sayis1 binli rakamlara ulasir (13).

Bununla birlikte, literatirde mtDNA’nin babadan kalitildigi 1 olgu
bildirilmistir. mtDNA’nin babadan aktarilmama sebebinin sperm mitokondrisinin
spermin kuyruk kisminda yer almasi ve fertilizasyon esnasinda sperm kuyrugunun
ovuma ulagsmamasi olmadigi; babadan gelen mitokondrilerin embriyogenezin
erken déneminde elimine edilmesi oldugu belirlenmistir. Intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu sonrasinda infantlarda saptanabilen paternal mtDNA oran1 % 0,001
kadar diisiiktiir, bu da ya paternal mtDNA replikasyonunun baskilandigini ya da
saptanabilecek diizeylerin ¢ok altinda bir konsantrasyona kadar dilue oldugunu
diistindiirmiistiir. Ovumun paternal mtDNA’y1 elimine edememesi, embriyonun
blastokist evresinde kaybiyla sonuclanabilecegi ileri siiriilmektedir (3, 14).

Bir somatik hiicredeki mitokondriler ortalama 50-100 mtDNA kopyasi
icerirler ve doku tipine gore degismekle birlikte, bir hiicrede ortalama 1,000 adet
mitokondri bulunabilir. Germ hiicrelerindeki toplam mtDNA sayist ise somatik
hiicrelerden farklidir. Memeli oositlerinde mtDNA kopya sayis1 100,000’e kadar
cikabilmekteyken, spermatozoalarda yaklasik 100 kopya bulunur (14).

Bir dokuda veya hiicrede yalnizca normal ya da yalnizca mutant mtDNA
bulunmasi homoplazmi adin1 alirken birden fazla mtDNA tiiri (normal ve mutant
tiirlerin bir arada bulunmasi) varliginda heteroplazmiden bahsedilir. Heteroplazmi
derecesi hiicreler ve dokular arasinda farklilik gosterebilir. Heteroplazmik bir
hiicre boliindiigiinde, yavru hiicrelere normal ya da mutant mtDNA molekiilleri

rastgele dagilir. Hiicrelerde mutant mtDNA yiikii arttiginda, mitokondriyal
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fonksiyonun korundugu belli bir esik degere kadar hastalik belirtileri ortaya
cikmaz. Mutant mtDNA orani arttikca, bu esik deger geg¢ilir, mitokondriyal
fonksiyonlar bozulur ve hastalik belirtileri ortaya c¢ikar. Bazi mtDNA
mutasyonlart i¢in, mitokondriyal hastalifin siddeti i¢in de bir kritik esik deger
mevcuttur, mutasyon orani bu degeri gectiginde hastalifin siddeti belirgin
diizeyde ve birden artar. Mitokondriyal bozukluklardan en ¢ok etkilenen organlar;
merkezi sinir sistemi, iskelet ve kalp kasi, pankreas adacik hiicreleri, karaciger ve
bobrek gibi enerji gereksinimi yiiksek olan dokulardir (14).

Enerji sistemindeki defektlerin sonucunda ortaya ¢ikan bulgular arasinda;
korliik, demans, hareket bozukluklari, kardiyomiyopati, miyopati, bdbrek
fonksiyon bozuklugu sayilabilir (9).

Yapilan ¢alismalarda, kusaklar arasinda heteroplazmi oraninin hizli bir
sekilde degisim gosterdigi saptanmistir. Normal ve mutant mtDNA kopyalarinin
sonraki kusaga rastgele dagilimi, bu degisimi acgiklamada yetersiz kalmuis,
mitokondriyal darbogaz (bottleneck) kavrami One striilmiistiir. 1982’de
Hauswirth ve Laipis’in tanimladig1r darbogaz hipotezine gore, oogenez sirasinda,
premigratuar primordial germ hiicrelerinde, ya mtDNA kopya sayis1 azaltilmakta
ya da amplifikasyon i¢in yalnizca birkag mtDNA molekiili kalip olarak
kullanilmaktadir. Bu tip bir model, heteroplazmi oranlarinin hizli degisimini ve
memeli tiirleri arasindaki mitokondriyal genotipik varyasyonu agiklayabilir. Bu
darbogaz modelinde etkin olarak aktarilan mtDNA sayisi, bir¢ok bilim adami

tarafindan arastirilmistir. Farelerle yapilan ilk ¢alismalarda bu say1 185 olarak
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saptanmig, tekli seleksiyon modeli kullanilarak insanlarda yapilan son dénem
calismalarda, Poulton ve ark. tarafindan bu say1 1-5 olarak belirlenmistir (14).

Bununla birlikte, Cao ve arkadaslarinin 2009°da yaptig1 bir calismada,
primordiyal germ hiicrelerinde mtDNA kopya sayisinda azalma olmadig
gosterilmis; kusaklar arasindaki mtDNA varyasyonunun, bazi mtDNA alt
gruplarinin oosit matiirasyonu esnasinda replike olurken, fonksiyon bozucu ciddi
mutasyonlar tasiyan mtDNA’larin eliminasyona ugramasina bagli olabilecegi
bildirilmistir (15).

mtDNA’nin genetigi oldukca karmasiktir. Farkli mitokondriyal genlerdeki
mutasyonlar ayni klinik tabloya sebep olabilir, ayn1 gendeki mutasyonlar farkli
klinik bulgulara sebep olabilir, ayn1 mutasyonu farkli heteroplazmi derecesinde
tasiyan bireyler farkli fenotiplere sahip olabilir (9).

Patolojik mtDNA mutasyonlarmin Ingiltere’deki prevalans: yaklasik
1/8,000°dir. Sebebi heniiz aydinlatilamamis olmakla birlikte, mtDNA’daki
delesyonlar, klinik olarak etkilenmis anneden yavrularina aktarilmamaktadir.
Bununla birlikte, heteroplazmik mtDNA nokta mutasyonlar1 veya duplikasyonlar
tasiyan anneler, cocuklarina degisen derecelerde mutant mtDNA aktarirlar (16).

Mitokondriyal hastaliklara sebep olan mtDNA degisimleri su sekilde
siniflandirilir (17):

1. Nokta mutasyonlar

e Protein kodlayan genlerdeki mutasyonlar
e rRNA mutasyonlari

e tRNA mutasyonlar
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2. Yeniden diizenlenimler
e Parsiyel delesyonlar

e Parsiyel duplikasyonlar

2.4.2 Niikleer DNA

mtDNA, OXPHOS proteinlerinin yanisira, replikasyon, transkripsiyon,
translasyon ve tamirde gerekli bir¢cok proteinin sentezi i¢in de niikleer DNA’ya
bagimlidir. Niikleer genomdaki mutasyonlar ya mtDNA ¢ogalma ve tamirini, ya
da fonksiyonunu bozarak mitokondriyal hastaliklara yol agmaktadir.

OXPHOS sistemine ait 85 alt {nitenin 72’sinin niikleer DNA’da
kodlanmasina karsin, bu genlerin mutasyonlart nadir goriiliir. Bunun bir sebebi,
s0z konusu mutasyonlarin ileri derecede fonksiyon bozukluguna neden olmasi ve
etkilenen fetuslarin erken donemde kaybedilmesi olabilir. Tanimlanan
mutasyonlar genellikle yenidogan ya da erken infansi doneminde klinik bulgu
verseler de, hastalik bulgulari ge¢ donemde ortaya ¢ikan nadir vakalar
bildirilmistir (3).

Niikleer DNA’da olusan primer mutasyonlar; sekonder mtDNA kaybi
(deplesyon) veya mtDNA delesyonlarina yol agarak mitokondriyal hastaliklara
neden olurlar. Bu nedenle s6z konusu hastaliklar klinik olarak mtDNA

bozukluklariyla seyreder fakat otozomal kalitim paternine uyarlar (18).
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Etyolojide rol alan niikleer genler, iki kategoriye ayrilir (19) :

L.

II.

Coklu MtDNA delesyonlarina neden olan niikleer DNA
mutasyonlari

mtDNA polimeraz gama (POLG) mutasyonlari

Adenin niikleotid translokator 1 (ANT1) mutasyonlari
TWINKLE (PEO1) mutasyonlari

MtDNA deplesyonuna neden olan niikleer DNA mutasyonlari
Timidin kinaz mutasyonlar1

Deoksiguanozin kinaz (DGOUK) mutasyonlar1

Suksinil KoA sentetaz (SUCLA2) mutasyonlari

MPV17 mutasyonu

p53 ile indiiklenebilen riboniikleotid rediiktaz (RMM2B)
mutasyonu

POLG mutasyonlar1

19



Tablo 2. Mitokondriyal fonksiyonlari diizenleyen niikleer genler (19)

Gen Hastahk Kromozomal Fonksiyon
lokus

POLG PEO/Alpers/Ataksi 15q25 Mitokondriyal DNA
polimeraz

POLG2 PEO 17q23-24 Polimeraz gama
aksesuar altiinite

TWINKLE . Mitokondriyal DNA

(PEO1) PEO/Ataksi 10q24 helikaz

ANTI PEO 4q34-35 Adenin nikleotid
translokator

TP (ECGF1) MNGIE 22ql13.32 Timidin kurtarma

DGUOK MtDNA deplesyonu 2pl3 Eeokmgu anozin

inaz

Mitokondriyal

TK2 MtDNA deplesyonu 16922 timidin kinaz
Deoksiniikleotid

DNC Amish letal mikrosefali 17q25.3 tastyict ( tiamin
pirofosfat
transportu)

MPV17 MtDNA deplesyonu 2p21-23 Mitokondriyal e
membran proteini

SUCLA2 MtDNA deplesyonu 13q12.2-q13.3  Suksinat-KoA ligaz
Riboniikleotid

RRM2B MtDNA deplesyonu 8g23.1 rediiktaz
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2.5 Mitokondriyal Hastaliklarin Klinik Siniflamasi

mtDNA’nin bazi kopyalarinda mutasyon olmasi, her zaman hastaligin
klinik olarak ortaya ¢ikmasima sebep olmaz. Ornegin; kan orneginde belli bir
mutasyonu, saptanabilir diizeyde tasiyan bir birey gec yaslara kadar semptom
vermeyebilir, ayni mutasyonu tasiyan bir baska birey ise yasamin ilk birkag
yilinda kaybedilebilir. Heteroplazmi sonucunda ortaya ¢ikan bu klinik farklilik,
genetik danisma ve prenatal taniy1 zorlagtirmaktadir (20).

Bir doku veya organ oksidatif fosforilasyona ne kadar bagimli ise,
mitokondriyal hastaliklardan o kadar yiiksek oranda etkilenmektedir. Hastaligin
baslangi¢ yasi, mutasyon oranina ve biyokimyasal defektin siddetine baglidir (21).

Mitokondriyal hastaliklarda klinik belirti ve bulgular izole olarak, birlikte
ya da herhangi bir evrede bulunabilir.

I.  Cocukluk Dénemindeki Bulgular:
» Norolojik Bulgular: Epilepsi, miyopati, psikomotor gerilik, ataksi,
spastisite, distoni, sensorinoral sagirlik

» Gastrointestinal Bulgular: Kusma, gelisme geriligi, disfaji

A7

Kardiyak Bulgular: Biventrikiiler hipertrofik kardiyomiyopati, ritim
bozuklugu

Respiratuar Bulgular: Santral hipoventilasyon, apne

Hematolojik Bulgular: Anemi, pansitopeni

Renal bulgular: Renal tiibiiler defektler

Karaciger yetmezligi

YV V V V V

Endokrin Bulgular: Diyabet, adrenal yetmezlik
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» Optik atrofi

II.  Eriskin Donemdeki Bulgular:
» Norolojik bulgular: Migren, inme, epilepsi, demans, miyopati, periferal
noropati, diplopi, ataksi, uyku bozukluklari, sensorinéral sagirlik
» Gastrointestinal Bulgular: Konstipasyon, irritabl barsak sendromu, disfaji
» Kardiyak bulgular: Kalp yetmezligi, kalp blogu, kardiyomiyopati
» Solunum sistemi bulgulart: Solunum yetmezligi, nokturnal
hipoventilasyon, tekrarlayan aspirasyon, pndmoni
» Endokrinolojik Bulgular: Diyabet, tiroid hastalig1, paratiroid hastaligi,
ovaryan yetmezlik
» Oftalmolojik bulgular: Optik atrofi, ptosis, katarakt, oftalmopleji
Mitokondriyal solunum zinciri bozukluklar1 su bulgularin varliginda akla
gelmelidir:
» Kas-iskelet sistemine ait olan ve olmayan klinik bulgularin bir arada
goriilmesi
» Hastaligin hizli ve ilerleyici seyir gostermesi
> llgisiz organ ve dokularin bir arada tutulumu
Bulgular herhangi bir yasta baglayabilmekle birlikte, vakalarin %35’inde
yasamin 1. ayinda, %45 kadarinda 1 ay- 2 yas arasinda, geri kalanlarin ise 2 yas
sonrasinda hayatin herhangi bir doneminde bulgu verdigi bildirilmistir. Baslangig¢
yas1 ve ilk bulgu ne olursa olsun, tipik 6zellik olarak tutulan doku ve organ sayisi

giderek artar, santral sinir sistemi bulgularina ge¢ donemde de olsa rastlanir.
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Solunum zinciri bozukluklarinda belirti ve bulgular, bazi yas gruplarinda
belirginlik gostermekle birlikte, vakalarin ¢ogunda bulgular iist iiste bindigi i¢in

siniflama yapilamamaktadir (22).

2.6 Mitokondriyal Hastahklarda Tedavi

Mitokondriyal hastaliklarda sifa saglayacak bir tedavi yontemi yoktur,
semptomlara yonelik verilen tedavi hastaligin seyrini iyilestiremez. Tedavi
yaklasimi, mitokondriyal membranlari, serbest oksijen radikallerinin verecegi
hasardan korumak ve kofaktor destegi saglamaktir. Bu hastalarda, doku hasarini
arttirabilecegi icin bazi ilaglarin kullanimi sakincalidir. Ornegin, sodyum valproat
ve barbitiirat kullaniminin, solunum zinciri bozuklugu olan hastalarda karaciger
hasarmi arttirdig1 gosterilmistir. Tetrasiklin ve kloramfenikol gibi antibiyotikler,
mitokondriyal protein sentezini bozacagi i¢in kullanilmamalidir. Kompleks I
eksikliginde riboflavin, kompleks III eksikliginde Vitamin K3 veya Koenzim Q
verilmesinin yarali oldugu vakalar bildirilmistir. Sekonder karnitin eksikligi
diisiiniildiiginde karnitin destegi verilebilir. Membranlar1 oksidatif hasardan

korumak i¢in C vitamini kullanilabilir (23).

2.7 mtDNA iliskili Hastaliklarin Genetik Simiflamasi

Mitokondriyal DNA hastaliklar1 olus mekanizmasina gore asagidaki gibi
siniflandirilir (22):

I.  mtDNA’nin yeniden diizenlenmesine bagli sendromlar
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» Sporadik
e Kearns-Sayre Sendromu (KSS)
e Pearson Sendromu
e Sporadik kronik progresif eksternal oftalmopleji (CPEO)
e Diabet ve Sagirlik

> Maternal kalitimh
e CPEO

e  Multisistemik Sendromlar

II. mtDNA’daki nokta mutasyonlarina bagli sendromlar
» Sporadik
e CPEO
e Mitokondriyal ensefalopati + laktik asidoz + inme benzeri epizodlar
(MELAYS)
e Egzersiz intoleransi

e Izole miyopati

» Maternal Kalitiml
¢ Protein kodlayan genlerde nokta mutasyonu
o Leber’in herediter optik noropatisi (LHON)
o Leigh Sendromu

o Noropati, ataksi, retinitis pigmentoza sendromu (NARP)
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e tRNA kodlayan genlerde nokta mutasyonu
o Myoklonik epilepsi+ ragged red fibers (MERRF)
o Kardiyomiyopati + miyopati
o MELAS
o CPEO
o lIzole miyopati
o Diabet ve sagirlik
o Sensorindral sagirlik
o Hipertrofik kardiyomiyopati
o Tiibiilopati
e rRNA kodlayan genlerde nokta mutasyonu
o Hipertrofik kardiyomiyopati

o Aminoglikozidlerin indiikledigi sendromik olmayan sagirlik

2.8 Mitokondriyal Sendromlar

2.8.1 Leigh Sendromu (Subakut nekrotizan ensefalopati)

Leigh Sendromu, biiyiik oranda klinik ve genetik heterojenite gdsteren,
fokal ve bilateral simetrik beyin lezyonlar1 ile karakterize progresif bir

norodejeneratif hastaliktir. Hastalarda siklikla bazal gangliyon, serebellum,
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diensefalon ve beyin sapindaki nekroz nedeniyle santral sinir sistemi
fonksiyonlarinda ilerleyici kayip goriiliir.

Sik goriilen klinik bulgular psikomotor gerileme, ndbetler, giigsiizliik,
hipotoni, trunkal ataksi, intansiyonel tremor, nistagmus, oftalmoparezi, optik
atrofi ve solunum yetmezIligidir. Baz1 hastalarda periferik sinir sistemi tutulumu
ya da diyabet, kardiyomiyopati ve anemi gibi néron dist tutulum bulgular1 da
goriilebilir. Beyin sap1 tutulumu, solunum yetmezligi, disfaji, rekiirren kusma ya
da anormal termoregiilasyona sebep olabilir. Hastalar genellikle yasamin ilk
yillarinda kaybedilir. Hastalik, otozomal resesif, X’e baglh resesif ve
mitokondriyal kalitim gosterebilir. Kan ve BOS’ta laktat yiiksekligi vardir. Beyin
manyetik rezonans goriintiilemede (MRG) mezensefalon, medulla oblongata,
serebellum ve bazal ganglionlarda simetrik tutulum goriiliir. Demyelinizasyon,
gliozis, fokal kistik kavitasyon alanlar1 ndropatolojik bulgular arasindadir (24, 25,
26,27)

Leigh Sendromu, ATP6, tRNA (Leu), tRNA (Lys), tRNA (Try), tRNA
(Val), ND1, ND3, ND4, ND5, ND6 veya COXIII genlerindeki mitokondriyal
mutasyonlarla; daha yiiksek oranda da solunum kompleksi alt iinitelerini ve
translasyon faktorlerini kodlayan niikleer DNA mutasyonlariyla olusur. X’e baglh
ya da sporadik Leigh Sendromu, en sik piruvat dehidrojenaz kompleksinin E1-alfa
alt {lnitesini kodlayan PDHA1 geninin mutasyonlariyla meydana gelir. Leigh
Sendromunda goriilen polindropati, 6zellikle piruvat dehidrojenaz eksikligine

bagli formda daha sik goriiliir (25).
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2.8.2 Leber’in Herediter Optik Noropatisi (LHON)

LHON, ilk kez 1871 yilinda Alman oftalmolojist Theodor Leber tarafindan
tanimlanmistir. LHON ile iliskilendirilen ilk mtDNA mutasyonu 1988’de,
Douglas Wallace ve arkadaslar1 tarafindan, ETZ kompleks I’e ait bir polipeptidi
kodlayan, NADH dehidrojenaz 4 (ND4) geninde tanimlanmistir. O zamandan bu
yana, bes farkli kompleks I mutasyonu daha tanimlanmistir; ND1 (G3460A), ND4
(G11778A) ve ND6 (T14484C) mutasyonlari tim vakalarin %90-95’inden
sorumludur. Tim patojenik mutasyonlar kompleks I'de ( NADH: ubikinon
oksidorediiktaz) aminoasit degisimlerine neden olur. Tam olarak anlasgilmayan bir
mekanizmayla, bu degisimler sonucu retinal gangliyon hiicreleri ve bunlarin
aksonlarinda akut veya subakut kayiplar meydana gelir; optik sinirde olusan bu
hasar sonucu agir santral géorme kaybi veya korlik meydana gelir. Retinal
gangliyon hiicrelerindeki kayip, mutasyon tasiyan erkeklerde %350 oraninda
goriilirken kadinlarin yalmizeca %10-15"inde goriiliir; bununla birlikte ayni
mutasyonu tasiyan aileler arasinda penetrans farklilign goriilebilir. Diger
mitokondriyal hastaliklarin aksine, LHON sadece tek sistemi tutmaktadir, cogu
hastada retinal gangliyon hiicrelerinin kaybi tek klinik bulgudur. Ayni
mutasyonlart tasiyan nadir vakalarda, optik atrofiye ek olarak distoni, multiple
skleroz benzeri hastalik ya da serebellar ataksi tanimlanmistir.

Hastalik her yasta ortaya ¢ikabilmekle birlikte, cogu zaman yasamin ikinci
veya Ugiincii dekadindaki geng erkekler etkilenir. Genellikle her iki gz de tutulur;

bazen iki gézdeki bulgularin goriilme zamanlari arasinda aylar hatta yillar olabilir.
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Hastalik hizla ilerleyerek agir goérme kaybina neden olur. Erken donem
oftalmolojik degisiklikler arasinda; hiperemik optik diskler, diskte psddoddem ve
mikroanjiyopati vardir, son donemde optik disk atrofisi goriiliir.

Tanimlanan tim LHON mutasyonlart homoplazmiktir. En sik goriilen ii¢
mutasyon arasinda, sadece G3460A mutasyonu NADH: ubikinon oksidorediiktaz
aktivitesinde belirgin diisiise neden olur. Bu sonuglarin aksine, ND4 veya
ND6’daki mutasyonlar1 analiz eden ¢ok sayida ¢alismada, enzim aktivitesinde
diisiis saptanmamustir. Diger ¢alismalarda, eger istatistiksel analiz sigara icmeyen
bireylerle sinirlandirilirsa, ND4 mutasyonu tasiyan hiicrelerde kompleks I
aktivitesinde hafif diisiis goriilebildigi bildirilmistir. Bu durum, ¢evresel etkenlerin
mutasyonun orta dereceli etkilerini maskeleyebilecek kadar giiclii olabilecegini
gostermektedir.

Mitokondriyal haplogruplarin, mutasyon tasiyicilarinda LHON klinik
bulgularinin ortaya ¢ikmasinda rol oynadig: diisiiniilmektedir. Haplogrup, belirli
bir mtDNA polimorfizm grubunun birlikte taginmasini ifade eder. T14484C ve
G11778 A mutasyonu tasityan ailelerde, Haplotip J ekspresyonunun daha fazla
goriilmesi, bu haplogrubun sinerjistik bir rolii oldugunu diistindiirmektedir. Belirli
haplogruplarin, mitokondriyal genlerde diisiik OXPHOS kapasitesi ile iligki ek
polimorfizmler tasidigi, bunun da LHON ekspresyonunu arttirdigi diisiiniilebilir.
Ornegin, alt haplotipler J2b ve Jcl, sirasiyla G11778A ve T14484C
mutasyonlarinin yiiksek penetransiyla iligkilidir. Bazi haplogruplarin frekansi
belirli etnik gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Bu nedenle, belirli bir

haplogrubun klinige yansimasi, belirli cografik bolgelere sinirli olabilir.
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Son yillarda, niikleer genomdaki LHON yatkinlik genlerinin
arastirilmasina yogunlasilmistir. Erkek primer mutasyon tasiyicilarinda, hastaliin
daha fazla goriilmesi nedeniyle, bir X kromozomal lokusun s6z konusu
olabilecegi diisiiniilmiis, yapilan ¢aligmalarda bir¢ok lokus tanimlanmistir. 2010
yilinda Tayland’da yapilan bir calismada, sadece X kromozomu {izerinde degil,
ayrica 1, 3, 12, 13 ve 18. kromozomlarda da iliski lokuslar bulunmustur. Bunlar
arasinda en olas1 bolge, 3q26.2 ve 3g28 arasindaki bolgedir. Bu bolgede OPA-1
ve PARL genleri bulunur. PARL geninin kodladigi PARL proteaz, apoptoz
kontroliinde OPA-1 ile birlikte ¢alisir. Tayland pedigrilerinde; PARL genindeki
iki tek niikleotid polimorfizmi (single nucleotide polymorphism-SNP) LHON’la
iligkili bulunmus, fakat Cin’de yapilan baska bir caligmada; LHON grubu ile
kontrol grubu arasinda SNP frekansi acisindan fark saptanmamistir. Bu sonug,
belirli etnik gruplarda yatkinlik geni allellerinin heterojen dagiliminin, hastalikla
iligkili olabilecegini gostermektedir.

Sigara, alkol asir1 kullanimi, beslenme ve etambutol kullanimi gibi
cevresel etkenlerin LHON gelisiminde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte, sadece yogun sigara kullaniminin mutasyon tasicilarda hastalik

gelisimiyle olan iligkisi istatistiksel olarak dogrulanabilmistir (28).

2.8.3 NARP (noropati, ataksi, retinitis pigmentoza)

Proksimal norojenik kas giigsiizliigii; aksonal noropati, ataksi ve pigmenter
retinopati bulgulariyla karakterizedir. Semptomlarin baglangici, 6zellikle ataksi ve
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ogrenme glicliigii, siklikla erken ¢ocukluk déneminde baslar. NARP sendromlu
bireyler yillar boyu stabil kalabilir, siklikla viral hastaliklarla iligkili olarak klinik
bulgular dénemsel olarak agirlasir. MT-ATP6, NARP ile iligkili bulunan tek
gendir; en sik goriilen mutasyon T8993G’dir ve sikligt %50°den fazladir, ayrica

T8993T mutasyonu da tanimlanmistir (29).

2.8.4 Kearns- Sayre Sendromu (KSS)

Kearns-Sayre Sendromu, 20 yasindan Once baslayan bir mitokondriyal
hastaliktir. Pigmenter retinopati, serebellar sendrom, isitme kaybi1 ve progresif
eksternal oftalmopleji (PEO) gibi bulgulara ek olarak, hastalarda boy kisaligi,
diyabet ve kalp blogu da goriilebilir. Hastaliga sahip bireylerde kas biyopsisinde
diizensiz kirmizi lifler goriiliir. Hastalikta goriilen kardiyopati, iletim bozuklugu
seklindedir; anterior hemiblok olarak baglayip parsiyel ya da tam kalp bloguna
ilerleyebilir. Adolesan ve erigskin bireylerde, pankreas tutulumu ve diyabet
oldukca sik goriiliir. Nadir vakalarda, KSS atipik bulgularla seyredebilir. 1990
yilinda yayinlanan bir makalede, 5 yasindaki bir erkek c¢ocukta renal tiibiiler
asidoz ve tetani bulgularini takiben klasik ilerleyici KSS gelismistir. Bu hastanin
bobrek dokusunda yapilan incelemede, mtDNA’da 7.5 kilobazlik (kb) bir
delesyon tespit edilmis, bu da multisistemik mitokondriyal sitopatiyle uyumlu
bulunmustur. Ayni tip biiylik boyutlu delesyon/ duplikasyonlar, erken infansi
doneminde multisistemik tutulum bulgulariyla seyreden, ciddi ekzokrin pankreas

yetmezligine neden olan Pearson Sendromunda da goriiliir. Cocukluk veya
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adolesan donemine kadar yasayan bireylerde KSS klinik bulgular1 gelisebilir (30,

31).

2.8.5 MELAS (Miyopati, epilepsi, laktik asidoz, inme)

Miyopati, ensefalopati, laktik asidoz ve inme benzeri ataklarla karakterize,
progresif bir hastaliktir. Cocukluk ve geng eriskinlik doneminde bulgu verir,
hastalarin erken donem gelisimi genellikle normaldir. Semptomlar arasinda
tekrarlayicit kusma, migren benzeri bag agrilar1 ve hemiparezi, kortikal korliik ve
hemianopsiye neden olabilen inme benzeri ataklar vardir. Beyin MR’da damar
dagilim bolgelerine uymayan infarkt alanlar1 goriiliir. En sik saptanan mutasyon
tRNA 16sin genindeki A3243G mutasyonudur. Buna ek olarak, bazilar1 protein

kodlayan genlerde olmak iizere baska mutasyonlar da tanimlanmistir (32).

2.8.6 MERRF (Myoklonik epilepsi, diizensiz kirmz lifler)

Myoklonik epilepsi, mitokondriyal miyopati ve ataksi ile karakterize bir
sendromdur. Daha az siklikla demans, isitme kaybi, periferal néropati ve multipl
lipomlar eslik edebilir. Mitokondriyal tRNA lizin genindeki ii¢ mutasyon,

A8344G, T8356C ve G8363A, MERREF ile iliskilendirilmistir (32).
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2.8.7 Pearson Sendromu

Infant doneminde bulgu veren, nadir goriilen, ekzokrin pankreas
disfonksiyonu, sideroblastik anemi, pansitopeni, renal tiibiiler defektler ve laktik
asidoz ile karakterize bir sendromdur. Hastalik, ¢ocukluk doneminde 6liime neden
olabilecek kadar agir seyredebilir. Hayatta kalan hastalarda, ilerleyen donemde
KSS klinik bulgulari gelisir. Bu ¢ocuklarin tiim dokularinda yiiksek oranda biiyiik

mtDNA delesyonlar1 goriiliir (21, 33).

2.8.8 Alpers Sendromu

Infant ve erken ¢ocukluk déneminde bulgu veren, diffiiz progresif serebral
atrofi ile karakterize bir mitokondriyal sendromdur. Serebral dejenerasyon
ozellikle serebral korteksi etkiler, daha az siklikta serebellar tutulum da goriiliir.
1931°de Alpers’in tanimladigt bu klinik o6zelliklere ek olarak, 1976°da
Huttenlocher, bu hastalarda karaciger disfonksiyonunun eslik edebildigine dikkat
cekmigstir, karaciger tutulumu her zaman goriilmez. Sendromun karakteristik
bulgulart; ensefalopati, direngli epilepsi, spastisite ve eslik edebilen karaciger
disfonksiyonudur. mtDNA’daki POLGI1 mutasyonlari, Alpers Sendromu ile
iliskilendirilmistir, bununla birlikte mitokondriyal tRNA treonin mutasyonlar1 da

sendromda tanimlanmistir (33, 34).
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2.8.9 Mitokondriyal Deplesyon Sendromlar:

Mitokondriyal DNA deplesyon sendromu (MDS) genetik agidan heterojen
bir grup hastaligi tanimlar; hepsinde belirli dokularda mtDNA miktarinda azalma
s0z konusudur. Cocukluk donemi solunum zinciri hastaliklarinin 6nemli bir
boliimiinii olusturur. mtDNA deplesyonu ayrica sekonder de olabilir, 6rnegin,
antiretroviral tedavi sonucu iyatrojenik olarak olusabilir; bu tiir deplesyon
durumlar siklikla gecicidir ve tedavi kesildiginde normale doner.

Timidin kinaz 2 (TK2), deoksiguanozin kinaz (DGUOK), MPV17,
POLGI1, TWINKLE, siiksinil CoA ligaz alfa alt iinitesi (SUCLG1), siiksinik CoA
ligaz beta alt tinitesi (SUCLA2), RRM2B, timidin fosforilaz (TYMP) genlerindeki
mutasyonlar sendroma neden olabilir.

Diger solunum zinciri bozukluklarinin aksine, MDS tek bir spesifik organ
tutulumuyla seyredebilir. Bu durum; analiz 06rnegi, etkilenen dokudan
alinmadiginda, molekiiler taniy1 zorlastirabilir. MDS, tutulum 6&zelligine gore
miyopatik, ensefalomiyopatik ve hepatoserebral olarak simiflandirilsa da

genellikle bulgular ilerleyici ve ortiisme egilimindedir (35).

2.9 Mitokondri ve Yaslanma

Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stresin, yaslanmada onemli bir
rolii oldugu diistiniilmektedir. Mitokondri, enerji liretiminin yani sira, reaktif

oksijen radikallerinin {iretimi, sinyal iletimi, hiicre siklusunun diizenlenmesi,
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oksidatif stres, termogenez ve apoptozis gibi bir¢ok hiicresel aktivitede de rol
almaktadir. Mitokondri fonksiyonundaki bozulmalar; total mitokondri voliimiiniin
azalmasi, oksidasyon kapasitesinde azalma, lipid ve proteinlerin oksidatif hasari
ile sonuclanir. Olusan biyokimyasal ve biyoenerjik degisimler, hiicre
dinamiklerinde bozulma ve mitokondrinin diizenledigi apoptoziste artisa neden
olur. Bu degisimlerin, iskelet kas1 kalitesindeki bozulmanin yani sira ektopik lipid
infiltrasyonu, sistemik inflamasyon ve insiilin direnci gibi yaslanmaya bagli diger
patolojilerin altta yatan nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir. Parkinson hastaligi,
Huntington hastaligi, Alzheimer hastaligi ve amyotrofik lateral skleroz gibi gec
baslangicli norodejeneratif hastaliklarin  patogenezinde de mitokondriyal
disfonkiyonun rolii incelenmektedir. Bu nedenle, mitokondriyi oksidatif stresten

koruyacak yeni tedavi yontemleri arastirilmaktadir (32, 36, 37).

2.10 Mitokondriyal Hastahklarda Tam

2.10.1 Laboratuar Tam

Mitokondriyal hastaliklarin, klinik bulgular ve biyokimyasal testlerin sonuglari
acisindan heterojen bir hastalik grubu olmasi nedeniyle, tani i¢in standardize
edilmis kriterlerin varligia gereksinim duyulmustur. ilk kez 1996 yilinda eriskin
hastalar icin tani kriterleri belirlenmistir, daha sonra bu kriterler ¢ocuklar igin
modifiye edilmistir. Bu tani kriterlerine gore; klinik, biyokimyasal, radyolojik ve
histopatolojik olmak {izere dort ana grupta siniflanan bulgular puanlanarak,

vakalar toplam puana gore mitokondriyal hastalik i¢in diisiik olasilikli, miimkiin,
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muhtemel ve kesin seklinde smiflandirilmistir. S6z konusu tani kriterleri ve
puanlama Ek 1’de sunulmustur (39).

OXPHOS bozukluklarinda, mitokondri ve sitoplazma i¢inde indirgeyici
ekivalanlarin konsantrasyonu artar, bunun sonucunda sitrik asit donglisii
fonksiyonel olarak baskilanir. Bu dongiiniin baskilanmasiyla, Asetil CoA
iiretiminin ketogenez yoluyla saglanmasi ihtiyact dogar. Bu da kandaki keton
cisimlerinin miktarinin artmasina neden olur. Bununla birlikte, ortamdaki insiilin
varlig1 nedeniyle, tokluk durumunda kan keton cisimlerinin diizeyi diisiiktiir. Bu
nedenle, solunum zinciri bozuklugu olan bireylerde, keton cisimleri diizeyinin
degerlendirilmesi, beslenmeden bir saat 6nce veya sonra yapilmalidir.

Persistan hiperlaktatemi, yiiksek laktat/piruvat oran1 ve keton cisimlerinin
fazlalig1 solunum zinciri bozuklugunu diisiindiiren bulgulardir.

Solunum zinciri bozukluklarinda, kesin taninin konulabilmesi i¢in tutulan
dokularda inceleme yapilabilir. Iskelet kas1 ve karaciger biyopsisi, lenfosit ve
16kositlerde solunum zinciri komponentlerinin aktivitelerinin degerlendirilmesi
uygun olabilir. Solunum zinciri bozukluklarinin karakteristik histopatolojik
Ozelligi anormal mitokondrilerin periferal ya da intermyofibriler birikimini
gosteren dilizensiz kirmizi liflerdir, bununla birlikte bu bulgunun olmamasi,

mitokondriyal hastalig1 ekarte ettirmez (23).

2.10.2 Molekiiler Tam

Mitokondriyal hastaliklarin molekiiler tanisinda izlenen algoritma, klinik
degerlendirmeyi takiben metabolik inceleme ve goriintileme caligmalar ile
baslamaktadir. Bu degerlendirmelerin sonuclarina gore, mitokondriyal hastalik
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diisiiniildiigti  taktirde, sik goriilen mtDNA mutasyonlart ve mtDNA
delesyonlarinin taranmasi ilk basamagi olusturur.

mtDNA nokta mutasyonlar1 ¢ok sayida mutasyon saptama metodu ile
degerlendirilebilir; bunlar arasinda PZR/restriksiyon fragman uzunlugu
polimorfizmi (RFLP), PZR/ allel spesifik oligoniikleotid (ASO) dot blot analizi,
real time PZR , allel refraktor mutasyon sistemi (ARMS) veya direkt dizileme yer
alir. Bu yontemler arasinda multipleks PZR/ASO dot blot metodu, en uygun
maliyetli testtir, ¢linkii tiim sik goriilen mutasyonlarin es zamanl analizine olanak
saglar ve heteroplazmiyi saptama hassasiyeti %0.5 kadar diisliktiir. ARMS
kantitatif PZR (qPZR) analizi ise gercek zamanli tek basamakla gerceklesen bir
analizdir ve heteroplazmiyi saptama hassasiyeti %0.1°dir. mtDNA’nin biiylik
delesyonlart i¢in genellikle Southern Blot analizi kullanilir. Cogu patojenik
mtDNA mutasyonu heteroplazmik oldugu icin, heteroplazminin kantifikasyonu
hastalik ekspresyonu ile korelasyon kurulmasi agisindan 6nem tasir. Geleneksel
uygulamada, PZR /RFLP analizi sonras1 “foto goriintiileme” teknigi, heteroplazmi
seviyelerinin tayini i¢in kullanilmaktadir. Fakat bu teknikte radyoaktif materyalin
kullanim1 ve kantifikasyonun her zaman giivenilir olmamasi, teknigin
dezavantajlaridir. Bu nedenle ARMS qPZR teknigi gelistirilmistir. Bilinen
mutasyonlarin arastiritlmasinda mitokondriyal genom dizi analizinin kullanima,
mutasyon saptama oranlarini belirgin 6l¢iide arttirmistir.

Mitokondriyal hastaliklara yol acan niikleer genom defektlerinin
saptanmasinda, genellikle aday genlerin PZR ile amplifikasyonunu takiben Sanger

dizi analizi kullanilmaktadir. Dizilenecek aday genler genellikle hastanin klinik
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bulgular1 ve biyokimyasal degerlendirmesi sonucu secilir. Fakat mitokondriyal
hastaliklarda s6z konusu olan, klinik ve genetik heterojenite nedeniyle bu se¢imi
yapmak zordur. Bu nedenle mtDNA kopya sayisini veya solunum zinciri
komplekslerinin aktivitesini hizla degerlendirebilen molekiiler ve biyokimyasal
yontemler faydali olabilmektedir. Ornegin, radyoaktif problar kullanilan southern
blot analizini takiben otoradyogramin dansitometrik analizi ile mtDNA igerigi
degerlendirilebilir. Fakat bu zor bir metoddur ve biiyiik miktarda DNA gerektirir.
Bu sebeple, gercek zamanli qPZR (RT qPZR) analizleri gelistirilmistir. Bu
teknikle etkilenen dokulardaki, 6rnegin; karaciger ve kas dokusundaki, mtDNA
miktar1 hizli bir sekilde saptanabilmektedir. mtDNA deplesyonu saptandigi
taktirde, klinik bulgulara bakilarak sorumlu oldugu diisiiniilen niikleer genler
secilerek dizi analizi ile degerlendirilebilir. Artmis mtDNA igeriginin saptanmast,
mitokondriyal disfonksiyon sonucu kompensatuar mtDNA amplifikasyonunu
diisiindiiriir; bu durum mitokondriyal tRNA genlerinde nokta mutasyonlar veya
mtDNA delesyonlarinda gézlenmistir (40, 41).

Mitokondriyal genomun analizinde giincel teknikler, mutasyon tespitinde
yiiksek ¢iktili molekiiler tekniklerin kullanilabilirligi ile siirlidir. Otomatize
kapiller dizileyiciler veya denatiire edici yiiksek performansli likid kromatografi
(DHPLC) gibi hassas ve hizli tekniklerin varligima ragmen, 16.5 kb
uzunlugundaki mtDNA’nin rutin ¢aligmalarda dizilenmesi zordur. Son yillarda,
mikroarray yoOntemleri, mitokondriyal hastaliklarin tanisinda kullanilmaya

baslanmistir (42).
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2.10.2.1 Mikroarray teknolojisi

Mikroarray teknolojisi temel olarak; DNA pargaciklarindan olusan bir
matriks iizerine, hasta DNA’sinin hibridize edilmesi esasina dayanmaktadir.
Gliniimiizde tiim genomu taramak ve submikroskopik degisimleri (delesyon ve
duplikasyonlar) saptamak i¢in array tabanli sistemler siklikla kullanilmaktadir.
Array tabanli sistemler ayrica; hastaliklara sebep olan veya yatkinlik olusturan
genlerin tespitinde, mutasyon analizlerinde, meme ve kolorektal kanserler ile
lenfomalar basta olmak tizere kanser arastirmalarinda, yapisal kromozomal
anomalilerde etkilenen lokusun tespitinde, mikrodelesyon sendromlarinin
tanisinda, telomerik anomalilerin bulunmasinda, SNP ve CNV taramalarinda,
genotiplendirmede ve posttranslasyonel modifikasyonlarin tayininde oldukca
faydali bir yontem olarak kullanilmaktadirlar. DNA mikroarrayleri; gen
ekspresyon analizlerinde, gen fonksiyonlarinin anlagilmasinda, eksprese olmayan
genlerin saptanmasinda, yeniden dizilemede (resequencing) ve yeni gen tespitinde

biiyiik katki saglamaktadir (43, 44).

1996’da Chee ve ark. standart fotolitografi ve solid faz sentezleme ile
sentezlenmis oligoniikleotid problar kullanarak ilk mitokondriyal dizileme
mikroarray yontemini gelistirmistir. Bununla birlikte, ¢ip hibridizasyonu igin
genomik DNA’nin in vitro transkripsiyonu ile RNA eldesinin gerekliligi, ¢ip
tizerine hedef mitokondri dizisinin yalnizca tek zincirinin yerlestirilebilmesi ve
analizde kullanilmak iizere etkin yazilimin olmamasi bu platformun kisitlayici

ozellikleridir. Bu sebeple 2004 yilinda, ilk dizaynin gelistirilmesiyle, ikinci
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jenerasyon yeniden dizileme mikroarray platformu olan Mitochip Human
Mitochondrial Resequencing Array 2.0 tasarlanmistir (42).

Yeniden sekanslama teknigi, BRCAl ve BRCA2 mutasyonlarinin
taranmasi, ¢esitli kanser serilerinde TP53 geninin dizilenmesi gibi arastirmalarda
kullanilmistir (44, 45).

Mitochip, cift zincirli mtDNA’nin 29,366 bg’lik boliimiinii dizileyebilir, ¢ip
hibridizasyonu i¢in 980 bg’lik plazmid DNA dizisi kontrol olarak kullanilir. 16
kb’lik tiim kodlayan bolge tek bir seferde array’e yiiklenebilir. Yontemde, sadece
300 ng DNA’ya ihtiyag duyulmasi, sadece 48 saatte sonu¢ verebilmesi,
tekrarlayan uygulamalarda tutarlilik oranmin %99.99 olmasi, heteroplazmiyi
saptayabilmesi gibi 6zellikleri bu yontemi mitokondriyal hastaliklarin tanisinda

oldukg¢a avantajli hale getirmektedir (42, 46).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya, Gazi Universitesi Cocuk Hastaliklar1 Anabilim Dal1, Cocuk
Noroloji boliimiinde 2010-2012 yillar1 arasinda degerlendirilerek klinik bulgularla
mitokondriyal hastalik diisiiniilen 6 olgu ve anneleri dahil edilmistir. Hasta
seciminde kullanilan tani kriterleri EK-1’de sunulmustur.

BAP Projesi no 01/2011-54 olan ¢alismamizin Etik Kurul onayi, 29 Eyliil
2010 tarihli Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 135 karar

numarastyla alinmistir.

3.1 DNA Eldesi i¢in Gerekli Malzemeler

e Otoklavlanmis bidistile su (Applichem®)

e Proteinaz K (20 mg/ml) (Applichem®)

e Lysis buffer (10 mM TrisCl, 400 mM NacCl, 2 mM Na2EDTA pH: 8.2)
(Applichem®)

e SDS (sodyumdodesil siilfat) (Merck®)

¢ Amonyum asetat (Merck®)

e Absolii etanol (Riedel-De Haen®)

e TE Buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM Na2EDTA pH=7.5) (Applichem®)

3.2 Yiiksek Tuz Konsantrasyonlu DNA izolasyon Yontemi

1. 5 ml. Kan 15 ml.lik steril tiipe alinir ve iizerine 15 ml’ye tamamlayacak

sekilde 6nceden hazirlanmis otoklavlanmig soguk bidistile su konur.
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10.

11.

12.

13.

14.

2-3 dk. Hizli olarak karistirilir (asag1 yukari ¢alkalayarak)

. 2,200 rpm’de 10 dak. santrifiij edilir.

Stipernatant atilip pelletin iizerine tekrar soguk su ilave edilip santrifiij

yapilir.

. Arkasindan yikama islemi 3 kez daha tekrarlanir. En son yikama

sonrasinda tiipler bir kagit havlunun iizerine ters cevrilirek siiziilmesi
saglanir.

Stiziildiikten sonra tekrar gevrilerek tizerine 35ul Proteinaz K (20 mg/ml),
1,500 pl lysis buffer, 100 ul SDS konur. Hafif hafif kopiirtmeden alt {ist
edilerek calkalanir

Bir gece 37 °C de bekletilir veya 55 °C’de 3.5 saat tutulur

1,000 ul Amonyum asetat eklenir.20 kez asagi yukar1 hizla karistirilir.10
dakika oda 1sisinda birakilir.

3,500 rpm de 15 dakika santrifiij edilir.

Uzerindeki siipernatant bir baska 15 ml’lik tiipe aktarilir.

Tiipiin i¢indekinin iki kat1 kadar absolii etanol konur.

Hafif karistirilir icindeki DNA belirginlesir.

DNA alinarak 6nceden igerisine 250ul TE konan ependorflara pipet ucuyla
konur.

1 giin oda sicakliginda bekletilip ¢oziinmesi saglanir. Coziindiikten sonra -

20°C’de saklanir.

41



3.3 Mitokondri DNA’s1 Mikroarray Dizileme Protokolii:

3.3.1 Genomik DNA Eldesi:

Degrade olmamak kosulu ile herhangi bir yontem ile elde edilebilir.
Konsantrasyonu Nanodrop aleti ile Olgiiliir ve biitiinliigii 0.75% agaroz jelde

dogrulanir.

3.3.2 Long Range PZR:

Bu yontemle, teorik olarak 40 KB, pratikte ise genellikle 15 KB ye kadar PZR
reaksiyonu yapilabilir. Mitokondriyal DNA’y1 ¢ogaltmak i¢in, uygun primerler ve
TAKARA Long Range PZR Kit kullanilir. PZR reaksiyonu 0.75% agaroz jelde

kontrol edilir.

Long-Range PZR protokolii:

1. PZR Primerlerinin Hazirlanmasi: Liyofilize haldeki primerler 100 pmol
stok soliisyon halinde uygun miktarlarda nuclease-free su kullanilarak
sulandirilir.

Primerler asagida verilmistir:

Primer 1
F-5’-ACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGTCCC-3’
R-5’-ATTGCTAGGGTGGCGCTTCCAATTAGGTGC-3’
Primer 2
F-5’-TCATTTTTATTGCCACAACTAACCTCCTCGGACTC-3’

R-5’-CGTGATGTCTTATTTAAGGGGAACGTGTGGGCTAT-3"
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2. Her bir PZR reaksiyonu i¢in baslangic materyali 50 ng/pl. gDNA
olmalidir.

3. Buz lizerinde her bir PZR reaksiyonu i¢in dNTP karisimi, 10X LA PZR
Buffer II ve TaKaRa LA Taq polimeraz kullanilarak reaksiyon karigimi
hazirlanir. Primer ¢ifti ve DNA ile birlikte toplam reaksiyon hacmi 25 pL
olur.

4. Amplikon uzunluguna uygun olarak PZR programi hazirlanarak reaksiyon

baglatilir.

PZR Programi (Primer 1 i¢in)

94°C 2dk 1X
94°C 15 sn

30X
68°C 9.30dk
68°C 1430dk 1X
4°C 0

PZR Programi (Primer 2 i¢in)

94°C  2dk 1X
94°C 15 sn

30X
68°C  8dk
68°C 13 dk 1X
4°C o0

5. Reaksiyon sonunda elde edilen iki ayri amplikon 1% TBE agaroz jel

elektroforezi ile kontrol edilir.
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333

334

PZR Piirifikasyonu

. Amplikonlarin piirifikasyonu i¢in 96-well PZR clean-up plate kullanilir.

Vakum manifoldun vakum pompasi ile baglantis1 ayarlanir.

Yikama ve eliisyon i¢in nuclease-free water kullanilir.

Yaklasik 22 pL amplikon filtre i¢ine ¢ekildikten sonra iki kez 50 pL
nuclease-free water ile yikama islemi yapilir.

Son olarak yine 50 pL su konulur ve 1000 rpm de shaker da eliisyonu
saglanir.

Her islem 600-800 mbar vakum kuvvetinde 15 dk yapilir.

PZR iiriinlerinin miktar tayini ve birlestirilmesi

. Plirifiye edilen amplikonlarin konsantrasyonlar1 spektrofotometre ile

Olciiliir.
Alinacak sonuglara gore hesaplamalar yapilir ve her iki amplikondan da

esit miktarda (pmol) olacak sekilde tek bir tlipte calismaya devam edilir.

Primer 1 amplikonu icin yapilan hesaplama;

M1: 9307 bp

9307 x 0,0363 (sabit say1) = 337.844ng

337.844 ng / Nanofotometrede Olcililen miktar = Birlestirilmesi gereken miktar

(uL)

Primer 2 amplikonu icin yapilan hesaplama;

M2: 7814 bp

7814 x 0,0363 (sabit say1) = 283.648 ng
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283.648ng / Nanofotometrede Olclilen miktar = Birlestirilmesi gereken miktar

(uL)

3. Son hacim 23 puL’ye nuclease-free water ile tamamlanir

3.3.5 Fragmantasyon

1. Fragmantation Reagent uygun miktarda nuclease-free water ile sulandirilir
ve 2.15 pL. Fragmentation Buffer ile birlikte 6rnek tizerine eklenir. Toplam
reaksiyon miktart 26.95uL olacak sekilde ayarlanir.

2. PZR programinda reaksiyon gerceklestirilir.

PZR Programi
37°C 5dk
95°C 15dk
4°C 0

3. Isaretleme basamagina gecilmeden fragmentlerine ayrilmis olan &rnek (20-
200bp) %4’°lik TBE Agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilir
4. Ornek bekletilmeden diger basamaga gegilir.

3.3.6 Isaretleme

1. Uygun miktarlarda Labeling Reagent, TdT Buffer ve TdT kullanilarak
reaksiyon i¢in bir karisim hazirlanir ve 6rnek iizerine eklenir.

2. PZR programinda reaksiyon ger¢eklestirilir.

PZR Programi
37°C 2 saat
95°C 15dk
4°C 00
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3.3.7 Hibridizasyon

1. Arrayler oda sicakliina gelirken, gerekli malzemlerden uygun miktarlarda
kullanilarak pre-hibridizasyon ve hibridizasyon karisimi hazirlanir.

e Pre-Hybridization karisimi; Tris-HCI 1M ph 7,8 (1 pL), Tween-20 (1
ulL), Nuclease-free water (98 pL), toplam 100 pL olacak sekilde
hazirlanir

e Hybridization karigimi ise TMACI (5M) (62.4 pL), Tris-HCl 1M
ph7,8(1 pL), Tween-20(1 pL), BSA (50mg/mL) (1 pL), HS DNA
(10mg/mL) (1 uL), OCR(0.8 uL), Nuclease-free water (8.3 uL) toplam
72 uL olacak sekilde hazirlanir

2. lIsaretlenmis ©Ornek iizerine hibrizasyon kokteyli eklenir ve PZR

programinda inkiibasyona birakilir.

PZR Programi
95°C  5dk
49°C  5dk
49°C oo

3. PZR programi bitinceye kadar arrayler i¢ine, hazirlanan pre-hibridizasyon
karigimi enjekte edilir ve firinda tutulur (49°C-60 rpm-15dk).

4. Hibridizasyon reaksiyonu bittiginde arraylerin i¢inden pre-hibridizasyon
karigimi bosaltilip yerine denaturasyonu tamamlanmig 6rnek enjekte edilir

ve 16-18 saat 49°C sicaklikta 60 rpm rotasyonla inkiibasyona birakilir.
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Sekil 2: Mitochip goriintiisii

3.3.8 Yikama-Boyama-Tarama

Hibridizasyon tamamlanmadan once gerekli malzemelerden uygun miktarlarda
aliarak yikama ve boyama soliisyonlar1 hazirlanir.
1. Yikama istasyonunda birinci ve ikinci boyama soliisyonlari i¢in hazirlanan
Stain Bufferdan 495 pL ilk tiipe ve 495 uL ikinci tiipe konulur, SuL. SAPE
ve 5 uL Antibody eklenir. Son tiipe de 1x Array Holding Bufferdan 800
pL konulur.
2. Yikama Istasyonunun uygun yerlerine bu soliisyonlar ve array yerlestirilir

ve bilgisayar kontroliindeki yikama-boyama protokolii baslatilir.
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Sekil 3: Yikama Istasyonu

3. Yikama islemi tamamlandiktan sonra yine sistem bilgisayar1 kontroliinde

tarama iglemi yapilir ve elde edilecek veriler analiz programi1 (GSEQ 4.1)

yardimuiyla bilgisayarda degerlendirilir.

Sekil 4: Mitochip’in tarayiciya yerlestirilmesi
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3.4 Degerlendirme

Mitokondriyal DNA’da saptanan yanlis anlamli mutasyonlarin polimorfizm/
mutasyon ayirimint yapmak i¢in kuralsal (canonical) kriterler kullanilir (48). Bu
kriterlere gore bir yanlis anlamli mutasyonu patojenik olarak kabul etmek icin

baslica 4 kriter gereklidir:

1. Mutasyonun bilinen nétral polimorfizmlerden biri olmamasi

2. Mutasyondan etkilenen bolgenin evrimsel siiregcte degismeden korunan ve
fonksiyonel olarak 6nemli bir bdlgeyi etkilemesi

3. Mutasyonun heteroplazmi gostermesi (Bildirilen birka¢c homoplazmik
mutasyon disinda patojenik mutasyonlar genellikle heteroplazmiktir)

4. Farkli aile bireylerinde gozlenen heteroplazmi oranmin hastaligin

agirhigiyla iliski gostermesi

Bu kriterlere ek olarak, Mitchell ve ark. bir yanlis anlamli mutasyonun
patojenik olarak kabul edilmesi i¢in fonksiyonel kriterler de belirlemistir. Bunlar;
mutasyon sonucu dokularda Olgiilebilir bir biyokimyasal defekt olmasi ve
histokimyasal olarak anormal kas biyopsi Orneklerinde, sitoplazmik hibrid
hiicreler veya tek kas lif PZR analizleri kullanilarak patojenitenin gosterilmesidir
(48).

Yeniden dizileme analizi sonucu elde edilen ham veriler (.cel uzantili

dosyalar), GeneChip® Sequence Analysis Software (GSEQ) yazilimi kullanilarak
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incelenebilir dosya formatina (.chp uzanthi dosyalar) doniistiiriilmiis, revize
edilmis Cambridge dizisi ile karsilastirilarak analiz edilmistir (Sekil 5).

Analizler sonucu saptanan degisiklikler, Mitoweb online veri tabani
(www.mitoweb.org) ile karsilastirilarak polimorfizm veya mutasyon olarak

degerlendirilmistir (49).

Sekil 5: Olgu 4 ve ailesine ait GSEQ analiz goriintiisii

3.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Restriksiyon Enzimi ile Kesim

Calisma kapsaminda olgu 4’de polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve
kesilen parcanin uzunluk polimorfizm (RFLP; Restriction fragment length

polymorphism) yontemi kullanilmastir.

3.5.1 Primer Dizisi ve PZR Reaksiyon Sartlari

mtDNA’daki, G3460 bolgesindeki yanlis anlamli mutasyonu belirlemek

i¢in
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Ileri primer 5> — ATGGCCAACCTCCTACTCCT- 3

Geri primer 5° — GCGGTGATGTAGAGGGTGAT -3’ primer ¢ifti
kullanildi.

Bu reaksiyonlar icin; PZR tiipiinde son hacim 25 pl olup igerigi su
sekildedir: her primerden 0.5 pul, MgCl, (25 mM) 2 ul, dNTP (10 mM) 0,5 pl,
PZR tamponu 2.5 pl, Taqg DNA polimeraz (5 U / 50 pul) 0.3ul, DNA 5 pl (250

ng), 13.7ul distile su.

Bu PZR islemini gerceklestirmek icin, otomatik 1s1 dongii cihazi asagida

belirtilen sicaklik ve siirelere gore ayarlandi.

Baslangi¢ Denatiirasyonu ; 94 °C’ de 5 dk (1 Dongti)
Denatiirasyon agamast, 94 °C’ de 30 sn o
Hibridizasyon asamast; 60 °C’ de 30 sn L (30 Dongti)

Sentez (Uzama) asamasi; 72 °C’ de 30 sn

Son sentez agamast; 72 °C’ de 5 dk (1 Dongii)

PZR icin hazirlanan karistm 0.2 ml’lik tiiplere dagitildi ve {izerine
saflagtirilan  genomik DNA eklendi. Tim islemler, tepkimenin dogru
gerceklesmesi i¢in buz lstiinde yapildi. Bu sekilde elde edilen tepkime karigimi
otomatik 1s1 dongli cihazina yerlestirilerek tepkime gerceklestirildi. Tiim

PZR’larda negatif kontrol olarak DNA igermeyen steril su kullanildi.
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3.5.2 Cogaltilmis DNA’nin Elektroforezde Degerlendirilmesi

PZR sonucu olusan DNA’y1 yiiriitmek i¢in %?2’lik agaroz jel hazirlandi.
10 pl PZR firiinii 2 pl ylikleme tamponuyla karistirilarak kuyucuklara yiiklendi.
Jel 90 voltta 90 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Ultraviyole lamba altinda
PZR’da kullanilan primer ¢iftlerine gore olusan DNA bantlar1 incelendi ve 215

b.¢.’lik bir iiriin elde edildi.

3.5.3 PZR Uriiniiniin Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

mtDNA G3460A yanlis anlamli mutasyon analizini tanimlamak i¢in
BsaHI restriksiyon enzimi kullanildi. BsaHI restriksiyon enziminin tanima bolgesi

su sekildedir:

5 . .GRCGYC...3
3...CYGCRG...5

Deneyin Yapilist: 0.2 ml’lik ependorf tiipiiniin icine 15 pl PZR {iriini, 1.6
ul tampon, 10 linite BsaHI restriksiyon enzimi eklendi. Karigim 37°C’lik etiivde
bir gece (16 saat) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplerden alman 8 ul kesim
rtinii ile 3 pl Bromfenol mavisi ile karigtirilarak %3’°liik agaroz jele yiiklendi.
%3’lik agaroz jelde PBR322 molekiiler agirlik belirteci ve enzim kesimi
yaptlmamis PZR iirlinii esliginde 120 dakika 120 V sabit akimda ytriitiiliip

ultraviyole lamba altinda incelenip fotografi ¢ekildi.

3.5.4 mtDNA G3460A yanhs anlamli mutasyonunun degerlendirilmesi

Belirtilen sartlara gore gergeklestirilen PZR sonrasinda 215 b.g.

uzunlugunda bir amplifikasyon {iriinii elde edildi. PZR {iriinii BsaHI restriksiyon
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enzimi ile kesildi. 146 ve 69 b.¢. lik iki adet bant goriildiigiinde G alleli, kesim

olmadiginda ise (215 b.¢.) A alleli olarak isimlendirildi. Agaroz jelde elde edilen

bantlar sekil 6’da gosterilmistir.

Sekil 6: Olgu4 ve ailesine ait PZR oOrneklerinin BsaHI restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi
goruntisi
B: 50 b.¢.lik belirteg, 1: Olgu 4, 2: kiz kardes, 3: anne, 4-5: kontrol, 6-7: kesilmemis iiriin, P:PBR322 belirteci

Bu analiz sonucu, Olgu 4’ln, ve klinik bulgusu olmayan anne ve
kizkardesinin G3460A mutasyonunu homoplazmik mutant olarak tasidigi

gosterilmistir.
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4. BULGULAR

MitoChip Resequencing Array ile ¢alismanin analizleri yapilmis, elde edilen
veri GSEQ 4.1 veri analiz programi kullanilarak degerlendirilmis, elde edilen
sonugclar her bir olgu i¢in ayr1 ayr1 sunulmustur.

Saptanan tiim yanlis anlamli mutasyonlar homoplazmik olarak bulunmustur.

41 Olgul

9 aylik kiz hasta, poliklinigimize hipotoni, kas giigsiizliigli ve emme
giicliigli nedeniyle yonlendirildi. Alinan G&ykiisiinde, prenatal donemde
oligohidramnios oldugu 6grenildi. Yenidogan doneminde yapilan igitme testinin
normal oldugu 6grenildi. Rutin metabolik tarama testleri ve tiroid fonksiyon
testleri normaldi. Ekokardiyografide patent foramen ovale (PFO) vardi. Dig
merkezde yapilan transfontanel ultrasonografi (USG) ve iiriner USG tetkikleri
normaldi. Kas enzimleri normaldi. Beyin manyetik rezonans goriintiilemede
(MRG) hemisferik kortikal sulkuslarin frontal ve temporal lob anteriorunda bir
miktar belirgin oldugu, myelinizasyonun tamamlanmamis olup yasiyla uyumlu
oldugu tespit edildi.

Manyetik rezonans spektroskopide (MRS) minimal lipit ve laktat pikleri
gozlendi, bu goriintiiniin ilerleyen aylar boyunca sabit kalmasinin nérometabolik
hastaliklar agisindan anlamli olabilecegi 6grenildi.

Hasta, mitokondriyal hastalik skorlama sistemine gore 2 puan almistir

(39).
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Tablo 3. Olgu 1°de saptanan yanlis anlamli mutasyonlar

Yanhs anlamh Olgu 1 Amne1  Lokus Polimorfizm/
mutasyon Mutasyon
A73G + + D-LOOP Pol/Mut
Al153G + + D-LOOP Pol
T195C + - D-LOOP Pol/Mut
G225A + - D-LOOP Pol
T226C + - D-LOOP Pol
A263G + - D-LOOP Pol/Mut
A750G + - MT-RNRI Pol
Al1438G + - MT-RNRI Pol
GI1719A + - MT-RNR2 Pol
G3705A + - MT-ND1 Pol
A4769G + + MT-ND2 Pol
C6371T + + MT-CO1 Pol
C7028T + + MT-CO1 Pol
C8393T + + MT-ATPS Pol
A8860G + + MT-ATP6 Pol
GI1377A + - MT-ND4 Pol
GI11719A + - MT-ND4 Pol
G12406A + - MT-ND5 Pol
C12705T + - MT-ND5 Pol/Mut
GI13708A + - MT-ND5 Pol/Mut
A13966G + - MT-ND5 Pol
T14470C + - MT-ND6 Pol
C14766T + - MT-CYB Pol
A15326G + - MT-CYB Pol
GI15927A + + MT-TT Pol/Mut
T16189C + - D-LOOP Pol/Mut
C16223T + + D-LOOP Pol/Mut
C16278T + + D-LOOP Pol/Mut
T16519C + + D-LOOP Pol/Mut

Pol: Polimorfizm; Mut: Mutasyon

Olgu 1’de saptanan yanlis anlamli mutasyonlardan;

A153G, G225A, T226C, A750G, A1438G, G1719A, G3705A, A4769G,

C6371T, C7028T, C8393T, A8860G, G11377A, G11719A, G12406A, A13966G,
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T14470C, C14766T, A15326G, degisimleri polimorfizm olarak
degerlendirilmistir.

A73G, TI195C, A263G, CI12705T, GI13708A, G15927A, TI16189C,
C16223T, C16278T, T16519C degisimleri polimorfizm olmasina ragmen

literatiirde hastaliklarla iliskilendirilmistir.

4.2 Olgu2

Kas giigsiizliigii ve emmede zayiflig1 olan hasta, ilk kez 4 aylikken Saglik
Ocaginda rutin kontrolii esnasinda gérmedigi fark edilerek, LHON 6n tanisiyla
boliimiimiize yonlendirildi. Rutin metabolik testleri normal bulunan hastanin
gorsel uyarilmig potansiyel (VEP) testinde bilateral yanit alinamadi. Hasta
mitokondriyal skorlama sistemine gore 2 puan almistir (39).

Olgu 2’de saptanan yanlig anlamli mutasyonlardan;

A750G, T1119C, A1438G, A2706G, A4769G, A5441G, T6221C, C7028T,
A8860G, A11252G, GI11719A, A13629G, Cl14766T, A15326G, G15346A,
T15941C, degisimleri polimorfizm olarak degerlendirilmistir.

A73G, C150T, T195C, T204C, A263G, T961C, C3497T, A10398G ve
T16217C degisimleri polimorfizm olmasina ragmen literatiirde hastaliklarla

iligkilendirilmistir.
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Tablo 4. Olgu 2°de saptanan yanlis anlamli mutasyonlar

Yanhs Anlamh Polimorfizm/
Mu tazyon Olgu 2 Anne 2 Lokus Mutasyon
A73G + + D-LOOP Pol/Mut
C150T + + D-LOOP Pol/Mut
T195C + + D-LOOP Pol/Mut
T204C + + D-LOOP Pol/Mut
A263G + + D-LOOP Pol/Mut
T279C + + D-LOOP Pol
A750G + + MT-RNRI1 Pol
T961C + + MT-RNRI1 Pol/Mut
T1119C + + MT-RNRI1 Pol
A1438G + + MT-RNRI1 Pol
A2706G + + MT-RNR2 Pol
C3497T + + MT-RNR2 Pol/Mut
A4769G + + MT-ND2 Pol
A5441G + + MT-ND2 Pol
T6221C + + MT-COl1 Pol
C7028T + + MT-COl1 Pol
A8860G + + MT-ATP6 Pol
A10398G + + MT-ND3 Pol/Mut
A11252G + + MT-ND4 Pol
G11719A + + MT-ND4 Pol
A13629G + + MT-ND5 Pol
Cl14766T + + MT-CYB Pol
A15326G + + MT-CYB Pol
G15346A + + MT-CYB Pol
T15941C + + MT-TT Pol
T16217C + + D-LOOP Pol/Mut
43 Olgu3

5 yas 3 aylik erkek hastanin, 4.5 yasina kadar gelisimi normal olan ancak,
4.5 yasinda yiirimede dengesizlik sikayetinin baslamasi, bunu izleyen 6 ay
sonrasinda basini dik tutamamaya, desteksiz oturamamaya baslamasi nedeniyle
poliklinigimize yonlendirildi. Kranial MRG’de serebellum ve bazal ganglionlarda
intensite artisi, her iki globus pallidus ve krus serebride tutulum saptandi; bulgular
mitokondriyal ensefalomyelopatik hastaliklar ile uyumlu bulundu. MRS’de her iki

globus pallidusta T2A ve FLAIR sekansta hiperintens simetrik sinyal degisikligi,
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spektroskopide artmig laktat piki, ilimli serebral atrofik degisiklikler saptandi;
bulgular mitokondriyal metabolik hastalik ile uyumlu bulundu. Metabolik tarama
testleri normaldi. Yapilan EKO, g6z muayenesi ve abdominal USG normal
sinirlardaydi. Cekilen EEG’de hemisferler arasi asimetri izlenmedi; bilateral
temporoparietalde 2 Hzlik yavas dalgalar izlendi. Dig merkezde yapilan kas
biyopsisinde oksidaz enzim boyalari ile (NADH, SDH, COX) liflerinde yer yer
diizensiz boyanma saptandi. Dis merkezde yapilan isitme testinde sag kulak,
hastanin kasilmalar1 nedeniyle degerlendirilemedi, sol tarafta kismi isitme kayb1
saptandi. Hastaya mitokondriyal sitopati 0n tanistyla medikal tedavi baglandi.
Hasta mevcut bulgulariyla, mitokondriyal skorlama sisteminden 6 puan almistir

(39).

Tablo 5. Olgu 3’te saptanan yanlis anlamli mutasyonlar

Yanhs Anlamh Polimorfizm/
Ma tazyon Olgu3  Anne3  Lokus Mutasyon
T152C + + D-LOOP Pol
A263G + + D-LOOP Pol / Mut
A750G + + MT-RNR1  Pol
A1438G + + MT-RNR1  Pol
C2380T + + MT-RNR2  Pol
A2706G + + MT-RNR2  Pol
A4769G + + MT-ND2 Pol
C7028T + + MT-COl1 Pol
T7094C + + MT-COl1 Pol
G7805A + + MT-CO2 Pol
AB860G + + MT-ATP6  Pol
T9797C + + MT-CO3 Pol
A15326G + + MT-CYB Pol
T15670C + + MT-CYB Pol
G16129A + + D-LOOP Pol

Olgu 3’de saptanan yanlis anlamli mutasyonlardan A263G, polimorfizm

olmasina ragmen literatiirde ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmistir.
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44 Olgu4

flk kez 15 yasindayken, her iki gdzde gdrme azlig1 fark edilen hasta
poliklinigimize ydnlendirildi. Once sag gbzde, 1 ay sonrasinda sol gézde gdrme
disk sinirlart silik bulundu. Kranial MRG normal olarak degerlendirildi.
Annesinin babaannesinde 15 yasinda bilateral gérme kaybi Oykiisii oldugu
Ogrenildi. Hasta mevcut bulgulariyla degerlendirilmis, mitokondriyal hastalik

skorlama sistemine gore 2 puan almistir (39).

Tablo 6. Olgu 4’te saptanan yanlis anlamli mutasyonlar

Yanhs Anlamh Polimorfizm/
Ma tazyon Olgu4  Anned4  Lokus Mutasyon
C64T + - D-LOOP  Pol
T152C + + D-LOOP Pol
A263G + + D-LOOP Pol/Mut
A750G + + MT-RNR1 Pol
A827G + + MT-RNR1 Pol
A1438G + + MT-RNR1 Pol
T2442C + + MT-RNR2 Pol
A2706G + + MT-RNR2 Pol
G3460A + + MT-ND1  Mut
T3847C + + MT-ND1  Pol
A4769G + + MT-ND2  Pol
C7028T + + MT-COl1 Pol
A8674G + + MT-ATP6 Pol
AB860G + + MT-ATP6 Pol
C13188T + + MT-ND5  Pol
A13731G + + MT-ND5  Pol
C14766T + + MT-CYB Pol
A15326G + + MT-CYB Pol
G15930A + + MT-TT Pol
T16126C + + D-LOOP Pol
T16519C + + D-LOOP  Pol

Olgu 4’de saptanan yanlig anlamli mutasyonlardan;
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C64T, T152C, A750G, A827G, A1438G, T2442C, A2706G, T3847C,
A4769G, C7028T, A8674G, A8860G, C13188T, A13731G, C14766T, A15326G,
G15930A, T16126C, T16519C degisimleri polimorfizm olarak
degerlendirilmistir.

G3460A patojenik mutasyon olarak kabul edilmistir.

A263G, polimorfizm olmasmna ragmen literatiirde hastaliklarla
iliskilendirilmistir.

Olgu 4’te, kiz kardesi ve annesinde mikroarray tekrar dizileme yontemi ile
saptanmis olan mtDNA’daki G3460A yanlis anlamli mutasyonu PZR-RFLP
yontemi ile dogrulanmastir.

Bu analiz sonucu, Olgu 4’ln, ve Kklinik bulgusu olmayan anne ve
kizkardesinin G3460A mutasyonunu homoplazmik mutant olarak tasidigi

gosterilmistir (Sekil 6).

4.5 Olgu5s

3 yasinda kiz hasta, 8 aylik olana dek herhangi bir sikayeti olmamasi, 8
aylikken ¢iglik atma, kollarda bacaklarda sigrayici tarzda kasilmalar ve biling
kaybmin eslik ettigi ndbetlerin baslamasi {izerine poliklinigimize yonlendirildi.
Antiepileptik tedaviye ragmen nobetlerinin devam ettigi Ogrenildi. Kas
giicsiizliglinlin yani sira, gelisim basamaklarinin yasitlarina gore geriden takip
ettigi, destekli oturmasinin 9 aylikken, desteksiz oturmasinin 10 aylikken,
yiirlimesinin 17 aylikken, konusmasinin 2 yasindayken basladigi 6grenilen hasta,
degerlendirme esnasinda halen ciimle kuramiyordu. Fizik muayenede karaciger

kot alt1 5 cm palpe edilebiliyordu. Yapilan metabolik tarama testlerinde idrarda
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laktik asit, 3 hidroksi biitirik asit ve asetoasetik asit atilimi artmis olarak bulundu.
Kan piruvat diizeyi normal, laktat diizeyi yiiksek saptandi. BOS laktat diizeyi
normal bulundu. Kranial MRG ve MRS normal olarak degerlendirildi. Hasta,

mitokondriyal hastalik skorlama sisteminde 5 puan almistir (39).

Tablo 7. Olgu 5°te saptanan yanlis anlamli mutasyonlar

Yanlhs

Anlamh Olgu5 Anne5 Lokus Polimorfizm/
Mutasyon Mutasyon
A73G + + D-LOOP Pol/Mut
A263G + + D-LOOP Pol/Mut
AS512G + + D-LOOP Pol
G709A + + MT-RNRI Pol
A750G + + MT-RNRI Pol
A1438G + + MT-RNRI Pol
G1888A + + MT-RNR2 Pol
A2706G + + MT-RNR2 Pol
A4026G + + MT-NDI Pol
T4216C + + MT-NDI Pol/Mut
A4769G + + MT-ND2 Pol
A4917G + + MT-ND2 Pol/Mut
C7028T + + MT-CO1 Pol
G8697A + + MT-ATP6 Pol/Mut
A8860G + + MT-ATP6 Pol
T10463C + + MT-TR Pol/Mut
A11251G + + MT-ND4 Pol
C11623T + + MT-ND4 Pol
G11719A + ; MT-ND4 Pol
C12633A + ; MT-ND5 Pol
A12634G + - MT-ND5 Pol/Mut
G13368A + + MT-ND5 Pol
T14034C + + MT-ND5 Pol
C14766T + + MT-CYB Pol
G14905A + + MT-CYB Pol
A15326G + + MT-CYB Pol
C15452A + + MT-CYB Pol
A15607G + + MT-CYB Pol
G15928A + + MT-TT Pol/Mut
T16126C + + D-LOOP Pol/Mut
A16163G + + D-LOOP Pol
C16186T + + D-LOOP Pol
G16274A + + D-LOOP Pol/Mut
C16294T + ; D-LOOP Pol
T16519C + + D-LOOP Pol/Mut
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Olgu 5°de saptanan yanlis anlamli mutasyonlardan;

A512G, G709A, A750G, A1438G, G1888A, A2706G, A4026G, A4769G,
C7028T, A8860G, A11251G, C11623T, GI11719A, C12633A, GI3368A,
T14034C, C14766T, G14905A, A15326G, C15452A, A15607G, A16163G,
C16186T, C16294T degisimleri polimorfizm olarak degerlendirilmistir.

A73G, A263G, T4216C, A4917G, G8697A, T10463C, A12634G,
GI15928A, T16126C, G16274A, T16519C degisimleri polimorfizm olmasina

ragmen literatiirde hastaliklarla iligskilendirilmistir.

4.6 Olgu 6

13 yasinda kiz hasta; ilk kez 1.5 yasinda bir kez atonik nobet gegirmesi
tizerine ¢ekilen EEG’de bozukluk saptanmasi iizerine antiepileptik ilag baglanarak
takibe alindi. Yiriimesinin 2 yasinda gegirdigi bilateral dogumsal kalga ¢ikigi
operasyonundan sonra basladigi ve yiirimenin baslamasindan itibaren ataksik
yiirliylisti oldugu 6grenildi. Konusmaya 2 yasinda baslayan hastanin, baslangigtan
itibaren heceleri uzatarak, kekeleyerek konustugu 6grenildi. Norolojik muayenede
derin tendon refleksleri alt ekstremitelerde hiperaktifti ve patolojik refleksler
alimiyordu. Yapilan laboratuar incelemelerinde kan laktat ve piruvat diizeyi
normal bulunurken, BOS laktat diizeyi yiiksek bulundu. Psikometrik
degerlendirme sonucunda hasta “hafif mental retarde” olarak degerlendirildi.
Kraniyal MRG’de solda belirgin olmak tiizere her iki globus pallidus
lokalizasyonunda silik patolojik sinyal artim alanlar1 saptandi. MRS normal olarak

degerlendirildi. EMG’de duyu ve motor liflerde demyelinizan agirlikli mikst tip
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noropati distiniiliip, igne EMG bulgulart miyopati lehine yorumlandi. Hasta,

mitokondriyal hastalik skorlama sistemine gére 5 puan almistir (39).

Tablo 8. Olgu 6°da saptanan yanlis anlamli mutasyonlar

Yanhs Polimorfizm/
Anlamh Olgu 6 Anne 6 Lokus

Mutasyon Mutasyon
A263G + + D-LOOP Pol/Mut
T480C + + D-LOOP Pol
A750G + + MT-RNRI1 Pol
A1438G + + MT-RNRI1 Pol
A2706G + + MT-RNR2 Pol
G4655A + + MT-ND2 Pol
A4769G + + MT-ND2 Pol
C7028T + + MT-COl1 Pol
A8860G + + MT-ATP6 Pol
G12192A + + MT-TH Pol/Mut
T15115C + + MT-CYB Pol
A15326G + + MT-CYB Pol
T16311C + + D-LOOP Pol/Mut

Olgu 6’da saptanan yanlis anlamli mutasyonlardan;
T480C, A750G, A1438G, A2706G, G4655A, A4769G, CT7028T, A8860G,
T15115C, A15326G, degisimleri polimorfizm olarak degerlendirilmistir.
A263G, GI12192A, T16311C polimorfizm olmasina ragmen literatiirde

hastaliklarla iliskilendirilmistir.
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5. TARTISMA

Yapilan caligmada, tanisal kriterlere gore mitokondriyal hastalik
diisiiniilen 6 cocuk ve saglikli annelerine ait DNA o6rnekleri, MitoChip
Resequencing Array (Affymetrix”) ile mitokondriyal DNA polimorfizmleri
acisindan incelenmistir. Saptanan yanlis anlamli mutasyonlar literatiirdeki
bilgilerle karsilastirilarak, bir kismi benign varyasyon, bir kismi patojenik
mutasyon olarak kabul edilmis; bir kism1 da benign varyasyon olmakla birikte
literatiirde ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmistir.

Mitokondriyal DNA’daki patojenik mutasyonlarin, etkilenen bireyler
arasindaki sikligir 1/5,000 ‘den fazladir. Bunun yani sira, genel populasyonda da
bu mutasyonlara sik rastlanmakta, fakat yasam boyu penetransi tastyicilar
arasinda farklilik gostermektedir. Siklikla pediatrik hasta grubunda mtDNA
mutasyonlarinin tanisi i¢in hedef mutasyon analizleri yapilmakta, bu yaklasim
hedeflenen bolge disindaki mutasyonlari gostermeyeceginden gercek prevalansi
yansitmamaktadir. mtDNA Sanger dizi analizi yontemiyle kolaylikla dizilenebilse
de, total mtDNA molekiillerinin nispeten kiiciik bir boliimiinii etkileyen
mutasyonlart1 saptamada yetersiz kalabilmektedir. Ciinkii, heteroplazmi
durumunda, 6zellikle DNA 6rnegi kandan elde edildigi taktirde, mutant mtDNA
yiizdesi Sanger yontemiyle tespit edilemeyen sinirlarda olabilir.

Son birkag¢ yil igerisinde, yeni jenerasyon dizileme teknikleri umut vaat
etmektedir. Bu yeni platformlar, yiizlerce genin es zamanli dizilenmesine ve

mutasyon analizinin daha ucuza mal edilmesine olanak saglar (50).
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Mikroarray tabanl dizileme yontemi, bir c¢ip iizerine yerlestirilerek
immobilize edilen kisa oligoniikleotid problarla, dizilenmesi istenen hedef
bolgenin hibridizasyonu esasina dayanir. Hibridizasyon sonrasi elde edilen
paternin incelenmesiyle istenen bdlgenin baz dizisi belirlenmis olur.

Mitokondriyal ¢ipler, tiim mitokondriyal genomun incelenmesine ve olasi
patojenik mitokondriyal varyantlarin tespitine olanak saglar. mtDNA’ya bagl
sagirlikla iligkili yeni homoplazmik mutasyonlarin tespit edilmesinde giivenilir bir
yontem oldugu bildirilmistir (51). Bu cipler, ayn1 zamanda mitokondriyal dizi
varyasyonlarini yiiksek bir dogruluk oraninda gostermede kullanilan yiiksek ciktili
bir yontemdir. Diger taraftan hastaliklarla iligkili somatik mutasyonlarin tespitinde
ve adli tip alaninda da sik¢a kullanilmaktadir. Heteroplazminin tespitinde
konvansiyonel dizilemeye gore daha hassas bir yontem olmasinin yanisira
populasyon ¢alismalarinda haplogruplarin siniflandirilmasinda da kullanildigi
bildirilmistir. Maliyet/yarar acisindan bakildiginda dizilemeyle kiyaslandiginda,
¢ip analizinin daha ucuz ve konvansiyonel yontemlere gore daha hassas oldugu
belirtilmistir. Cip sistemlerindeki ¢alismalar i¢in az miktarda DNA (300 ng)
gerekmesi ve kisa siirede sonug vermesi biiyiik 6nem tasimaktadir (52, 53, 54).

Mitochip, standart polilitografi ve solid faz DNA sentezi ile olusturulmus
bir mtDNA yeniden dizileme ¢ipidir. Affymetrix Mitochip v2.0 sisteminde, insan
mtDNA genomundaki 16,569 niikleotidi kapsayan 25 baz c¢ifti uzunlugunda
yaklasik 300,000 prob kullanilir, ¢ip hibridizasyonunda kontrol amaciyla 980 baz

¢ifti uzunlugunda plazmid DNA’s1 kullanilir. mtDNA {izerindeki her bir niikleotid
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pozisyonu i¢in 4 oligoniikleotid prob kullanilir, bunlar sadece 13. bazlarinda
farklilik gosterir (51, 52).

Incelenmek istenen DNA &6rnegi, PZR ile amplifie edilmesinin ardindan,
200 baz cifti uzunlugunda fragmanlara ayrilir ve hibridizasyon i¢in ¢ipe eklenir.
Hibridizasyon sonucu elde edilen floresan sinyal 6zel tarayici sistemlerle analiz
edilir. Tarayic1 ile, tiim pozisyonlardaki floresan sinyal yogunlugu
degerlendirilerek genotip belirlenir. Elde edilen diziler, referans mtDNA dizisi
olan revize edilmis Cambridge referans dizisi ( tCRS) ile karsilagtirilarak mtDNA
varyantlar1 tanimlanir (55).

Mitochip metodunun klasik dizilemeye gore en biiylik avantajlar1 ¢alisma
stiresinin kisa ve maliyetin daha diislik olmasidir. Buna ek olarak, 6zelikle normal
ve mutant dokunun bir arada bulundugu o6rneklerde, mikroarray yontemiyle
mutant allel oran1 %1 iken bile saptanabilirken, klasik dizileme yonteminde
mozaik Orneklerde mutant allelin saptanabilmesi i¢in en az %30 oraninda
bulunmas1 gerekmektedir (56).

Mitochip’in en énemli dezavantajlarindan biri insersiyon ve delesyonlarin
bu yontemle saptanamamasidir (52).

Olgu 1, Olgu 2 ve Olgu 5 ‘de saptanan A73G yanlis anlamli mutasyonu
mtDNA’nin D-loop bélgesinde bulunmaktadir. Polimorfizm olmasina ragmen
literatiirde c¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmistir. Cesitli timo6r dokularinda
yapilan bir calismada mide kanseri dokusunda, diger tiimdr dokularina kiyasla
A73G mutasyonu siklig1 %30 daha fazla bulunmustur (57). Alzheimer hastalig

olan bireylerde yapilan bir ¢aligmada hastalarin beyin dokularinda mitokondriyal
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mutasyonlarin siklig1 incelenmis, A73G mutasyonu 4 hasta bireyde ve 3 saglikli
kontrolde saptanmistir (58). Prostat tiimorii dokusunun incelendigi bir ¢alismada,
16 hastadan 2’sinin tiimor dokusunda, 1 benign prostat hiperplazisi dokusunda ve
1 olas1 preinvaziv lezyonda A73G mutasyonuna rastlanmaistir (59).

Olgu 1 ve 2’de saptanan T195C yanlis anlamli mutasyonu, mtDNA’nin D-
loop boélgesinde bulunmaktadir. Bu degisim, ABD’de yapilan bir caligmada
bipolar bozukluk ile iligkilendirilmistir (60). Portekiz’den bildirilen bir baska
calismada tiroid kanserli hastalarda mtDNA mutasyonlari arastirilmis, bir hastada
s0z konusu mutasyona rastlanmistir (61).

Tiim olgularda saptanan A263G yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin D-
loop bolgesinde bulunmaktadir. Meme kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada,
kanserli bireylerde kontrol grubuna kiyasla A263G mutasyonunun insidansi
anlamli derecede yiliksek bulunmustur (62).

Olgu 1’de saptanan C12705T yanls anlamli mutasyonu mtDNA’nin MT-
ND5 lokusunda bulunur. Portekiz’den bildirilen bir ¢alismada, prostat kanseri
dokular1 incelenmis, bir hastada s6z konusu mutasyona rastlanmistir (63).
Hastamizda boyle bir bulgu yoktur.

Olgu 1’de saptanan G13708A yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin MT-
NDS5 geninde bulunur. Bu mutasyon, mitokondriyal haplogrup J ile iligkili bir
varyanttir ve bu haplogrup Kuzey Italya toplumundaki erkeklerde uzun yasam
stiresi ile iligkilendirilmistir (64). ABD’de yliriitiilen ¢ok merkezli bir ¢calismada
haplogrup J’nin Parkinson hastalig1 olan bireylerde daha az goriildiigii bildirilmis,

hastaliga karst koruyucu etkisi olabilecegi One siiriilmiistiir (65). G13708A
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mutasyonu daha 6nce LHON’lu ailelerde gosterilmis ve primer mutasyonlarla
sinerjistik etki gOsteren bir sekonder mutasyon oldugu bildirilmistir (66, 67).
Avrupa toplumunda yapilan bir baska ¢alismada, multipl sklerozlu bireylerde
mtDNA polimorfizmleri arastirilmig, G13708A polimorfizmi artmis multipl
skleroz riski ile iliskilendirilmistir (68).

Olgu 1’de saptanan G15927A yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin MT-
TT lokusunda bulunur. Cin’de yapilan bir ¢calismada, G15927A mutasyonunun,
ototoksisiteye bagl sagirlikla iliskili A1555G mutasyonunun ekpresivite ve
penetransi iizerinde potansiyel diizenleyici etkisi oldugunu 6ne stirmiistiir (69).

Olgu 1’de saptanan T16189C yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin D-
loop bolgesinde yer alir. Cin’de Han populasyonunda yapilan bir ¢alismada 72 tip
2 diabetli hasta ve 50 kontrol dahil edilmis; Tip 2 diabetli bireylerde T3394C,
G4491A, T16519C ile birlikte T16189C frekansinin kontrol grubuna goére anlaml
ol¢tide yiiksek oldugu saptanmistir (70). Giliney Kore’de yiiriitiilen ¢cok merkezli
bir caligmaya 5 Asya iilkesinden tip 2 diyabetli hastalar dahil edilmis, calisma
sonucunda T16189C varyanti artmis Tip 2 diyabet riski ile iliskilendirilmistir
(71). Cin’de yiriitilen bir baska c¢alismada, T16189C polimorfizminin
endometrial kanser dokusunda normal dokuya kiyasla anlamli oranda artmis
oldugunu gostermis; bu varyantin endometrial kanserle iligkili olabilecegini 6ne
siirmiistiir (72). Ingiltere’de yapilan bir calismada, T16189C polimorfizmi ile
eriskin yasamda baslayan insiilin direnci ve artmis aglik insiilini arasinda iligki
bulunmustur (73). Italya’dan bildirilen bir c¢alismada, T16189C’nin artmis

metabolik sendrom riski ile iliskisi gosterilmistir (74). 2011 yilinda Tiirkiye’de
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yapilan bir ¢alismada ise T16189C allelinin metabolik sendrom ve Tip 2 diabetle
iligkisi gosterilememis, fakat diisiik LDL diizeyi ve baskilanmis kortizol diizeyiyle
iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (75). Avusturya’da yapilan bir ¢alismada, Orta
Avrupa populasyonunda T16189C polimorfizminin koroner arter hastaligi ile
iligkisi aragtirilmistir. Koroner arter hastaligi olan bireylerde kontrol grubuna gore
T16189C polimorfizmi frekans1 daha yiiksek bulunmustur; benzer sekilde Tip 2
diabetli hastalarda da kontrol grubuna gore daha sik goriilmiistlir; bu bulgular
sonucunda bu polimorfizmin koroner arter hastaligi ve diyabet patogenezinde,
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozarak etki gdsterebilecegini 6ne siirmiistiir (76).
Avusturya’da yapilan bir baska calismada, malign melanomlu bireyler kontrol
grubuna kiyasla A16183C, TI16189C, C16192T, C16270T, TI195C
polimorfizmlerinin frekansi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (77).

Olgu 1’de saptanan C16223T yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin D-
loop bolgesindedir. Cesitli tiimor dokularindaki somatik mtDNA mutasyonlari
incelenmis, kanserli dokularda bu polimorfizme da rastlandig: bildirilmistir (78).

Olgu 1’de saptanan C16278T yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin D-
loop bolgesinde yer alir. Avusturalya’da yapilan, over karsinomlarinda mtDNA
mutasyonlarinin incelendigi bir ¢alismada, bazi karsinom oOrneklerinde bu
mutasyona da rastlanmig, D-loop bolgesindeki 3 kb’lik bir bolgenin over
karsinomlar1 i¢in kritik bir bolge olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (79).

Olgu 1 ve Olgu 5’te saptanan T16519C yanlis anlamli mutasyonu
mtDNA’nin D-loop bdlgesinde yer alir. Cin’de yapilan, gastrik karsinomlarda

mtDNA mutasyonlarinin incelendigi bir c¢aligmada, 1 hastada s6z konusu
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mutasyonun varligi tespit edilmistir; calismaya dahil edilen karsinomlarda tespit
edilen mutasyonlarin %48’inin D-loop bdlgesinde bulundugu belirtilmis, bu
durum daha o6nce yapilan calismalarla uyumlu bulunmustur (80). Polonya’da
yapilan bir baska caligmada over kanserlerinde mtDNA mutasyonlar1 incelenmis,
incelenen olgularin 3’iinde s6z konusu yanlis anlamli mutasyon tespit edilmistir
(81).

Olgu 2’de saptanan C150T yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin D-loop
bolgesinde yer almaktadir. Bu degisimin sikligi; Cin’de yapilan serviks kanseri ile
ilgili bir ¢alismada, HPV pozitif bireylerde HPV negatif bireylere gore artmis
olarak bulunmus, HPV enfeksiyonu zemininde gelisen servikal kanser riski ile
iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir (82).

Olgu 2’de saptanan T204C yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin D-loop
bolgesinde yer almaktadir. Betel bitkisinin yapragmi ¢igneyen, oral kanserli
vakalarda yapilan bir incelemede bir hastada s6z konusu mutasyon tespit
edilmistir (83).

Olgu 2’de saptanan T961C yanlis anlamli mutasyonu MT-RNR1
genindedir. Cin toplumunda T961C mutasyonu insidansi, aminoglikozidle
indiiklenen isitme kaybi vakalarinda %]1,7; nonsendromik isitme kayb1
vakalarinda %#4,4 bulunmustur (84).

Olgu 2’de saptanan C3497T yanlis anlamli mutasyonu MT-RNR2
genindedir. Bu mutasyon, LHON’a sebep olan sekonder mutasyonlardan biridir
ve primer mutasyon tasiyicisi bireylerde hastalik baslangicini hizlandirdigi

diisiiniilmektedir. Hastamizda, LHON’a sebep oldugu bilinen primer
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mutasyonlardan hicbiri bulunmamaktadir. Hastamizdaki gorme kaybinin sebebi
C3497T mutasyonu olabilecegi diistiniilmektedir (85).

Olgu 2’de saptanan A10398G yanlis anlamli mutasyonu MT-ND3
genindedir. Cin toplumunda yapilan bir ¢alismada, A10398G polimorfizminin
varlig1, metabolik sendrom acisindan yiiksek riskli bulunmustur (86). Cin’de, Han
populasyonunda yapilan baska bir ¢alismada A10398G polimorfizminin Tip 2
diyabet patogenezinden sorumlu olabilecegi One siiriilmiistiir (70). A10398G
polimorfizmi Avrupa-Amerika kokenli kadinlarda artmis meme kanseri riski ile
iligkilendirilmistir (87). ABD’de yiiriitiilen ¢ok merkezli bir caligmada, A10398G
allelinin Parkinson hastalig1 acisindan koruyucu etkisi olabilecegi one siiriilmiis,
etkilerinin aydinlatilmasi i¢in ileri ¢aligmalarin gerekliligi vurgulanmistir (65).

Olgu 2’de saptanan T16217C yanlis anlamli mutasyonu mtDNA’nin D-
loop boélgesindedir. Primer prostat kanseri olgularinda mtDNA mutasyonlarinin
incelendigi bir caligmada bir vakada s6z konusu mutasyon bildirilmistir (59).

Olgu 4’te saptanan G3460A mutasyonu MT-ND1 geninde lokalizedir ve
LHON’dan sorumlu ii¢ primer mutasyondan biridir. Diinyadaki tim LHON
hastalarinin %95’inde 11778, 3460 veya 14484. niikleotidlerdeki mutasyonlardan
biri bulunmaktadir (88). Bu mutasyonlarin insidanslar1 yaklasik olarak; G11778A
mutasyonu i¢in %70, G3460A mutasyonu i¢in %15, ve T14484C mutasyonu i¢in
%10’dur. Bu ii¢ major primer patojenik mutasyonun yoklugu durumunda LHON
gelisebilmesi i¢in ¢ok sayida sekonder mutasyonun varhigi gerektigi One
stiriilmiistiir. Heteroplazmi, sekonder genomik veya mitokondriyal faktorler ve

cevresel etkenler hastalik gelisimini etkileyebilmektedir (89).
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Bugiine kadar yaklasik 25 mtDNA varyanti LHON ile iliskilendirilmis ve
primer ve sekonder mutasyonlar olarak adlandirilmistir. 3460A, 11778A ve
14484C mutasyonlar1 primer mutasyonlar olarak adlandirilir; LHON i¢in kesin
risk faktorleridir ve birtakim ortak Ozelliklere sahiptir. Kompleks I polipeptid
yapisint degistirerek kismi bir Kompleks I yetersizligine neden olurlar. Bir¢ok
LHON ailesinde, c¢ok sayida bireyde saptanmislar fakat kontrol mtDNA
orneklerinde saptanmamislardir. Bu mutasyonlar genellikle ayn1 bireyde bir arada
bulunmazlar. Homoplazmik ya da heteroplazmik olabilirler. 14459A ve 14495G
mutasyonlar gibi diger primer varyantlar da LHON ailelerinde gdsterilmisir fakat
nadir goriiliirler. Sekonder mutasyonlarin LHON’daki etkileri tartigsmalidir, bazi
calismalarda baglanti saptanmamistir. 4216C ve 13708A gibi polimorfizmler
LHON’lu hastalarda kontrol grubuna kiyasla daha sik goriiliir ve biiyiik olasilikla
LHON ekpresyonuna katkida bulunan predispozan etkenlerdir (90).

Hastaligin tipik klinik bulgusu ani, agrisiz, subakut veya akut gérme
kaybidir. Oftalmoskopik incelemede peripapiller telenjiektazi, mikroanjiyopati,
optik diskte sisme ve vaskiiler tortuosite goriilebilir. Bununla birlikte fundus
anomalileri her vakada goriilmeyebilir; 14484 ve 3460 mutasyonlarin1 tasiyan
bireylerde daha siktir. 14484 mutasyonu tasiyan bireyler en iyi prognoza sahiptir.
Yine, gorme kaybinin 20 yastan 6nce baslamasi iyi prognoza isaret eder (88, 91).

G3460A mutasyonu tasiyan bireylerde gorme fonksiyonunun geri
kazanilma orani, 11778 mutasyonunu tasiyanlara gore daha yiliksek bulunmustur.
Ayni ¢aligmada, alkol ve tiitlin kullanim1 prevalansi, G3460A mutasyonunu

tasityan bireylerde 11778 mutasyonunu tasiyanlara gére daha yiiksek bulunmus;

72



alkol ve tiitiin kullaniminin hastalik seyrini kotii etkileyebilecek bir faktor oldugu
Oone slirlilmiistiir (92). Daha sonraki yillarda yapilan bir caligmada, sigara
kullaniminin hastalik gelisimi ile anlamli iliskisi bulunamamistir. Agir sigara
icicilerinde hastalik gelisme ihtimalinin arttig1 6ne siiriilmiis fakat alkol kullanimi
ile hastaligin iliskisi hakkinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir
(93).

3460. niikleotiddeki yanlis anlamli mutasyon sonucu 52. aminoasid olan
alanin treonin ile yer degistirmektedir. Treonine ait hidroksil gurubu,
elektronegatif etkiyi arttirarak proteindeki elektrostatik etkilesmeyi bozmaktadir
(94).

LHON’da gorsel fonksiyonlarda klinik iyilesme orani en fazla T14484C
mutasyonunu tagtyan bireylerde olup %37-65tir. Ikinci sirada G3460A
mutasyonu (%22) ve takiben G11778 A mutasyonu (%5) gelmektedir. Spontan
gorsel iyilesmenin patofizyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, yabanil tip
alleli homoplazmik olarak tagiyan bir grup retinal gangliyon hiicresinin varliginin
iyilesmeden sorumlu olabilecegi diisiintilmiistiir (89).

LHON’a bazi ndrolojik bulgularin eslik etmesi durumu Leber’s plus
olarak tanimlanmigtir. Ug primer mutasyondan birini tasiyan bireylerde ek
norolojik anomali sikligi %59 olarak bildirilmistir. Klinik bulgular arasinda
postural tremor, motor bozukluklar, parkinsonizm, periferal noropati, multipl
skleroz benzeri ataklar, serebellar ataksi, distoni, spastisite ve hafif ensefalopati

bulunur (91).

73



Patojenik mtDNA mutasyonlarini tasiyan tiim bireylerde gérme kaybi
olmamas1 sebebiyle, LHON’daki inkomplet penetrans diger genetik (genomik
veya mitokondriyal) veya epigenetik faktorlerle iliskilendirilmistir. mtDNA
haplogruplart da LHON agisindan énemli bir faktordiir. Ornegin haplogrup J1 ile
14484 mutasyonu, haplogrup Jlc ve J2b ile 11778 mutasyonu arasinda iligki
gosterilmistir. 14484 mutasyonu, haplogrup H zemininde olustugunda diisiik
penetrans gosterdigi bildirilmistir. Bununla birlikte, G3460 mutasyonu siklig1
haplogruplar arasinda farklilik gostermemektedir. Mutasyon tasiyan bireylerde,
haplogruplarin OXPHOS iizerine etkisi incelenmis, farkli haplogruplar arasinda
oksidatif kinetikler acisindan fark oldugu bulunmustur. Bu da spesifik mtDNA
polimorfizmlerinin OXPHOS komplekslerinin genel kinetigini etkileyerek,
LHON mutasyonlarinin patojenik  potansiyelini modifiye edebilecegini
gostermistir (91).

LHON mutasyonlarini tasiyan erkeklerin %50’sinde, kadinlarin %10’unda
klinik semptomlarin olmasi, fenotipik ekspresyonu etkileyen baska cevresel ya da
genetik faktorler oldugunu diistindiirmektedir. Segregasyon analizleri X
kromozomuyla iligkili bir yatkinlik allelinin varligin1 6ne siirmiistiir. Mikrosatellit
isaretleyiciler kullanilarak yapilan bir calismada, X kromozomu iizerinde bir
bolgede azalmis penetrans ile iligkili bir haplotip belirlemistir. Olgu 4’te G3460A
mutasyonu saptanmasi iizerine olgunun saglikli annesi ve kizkardesi de
mikroarray tekrar sekanslama yontemi ile analiz edilmis, onlarin da aym
mutasyonu tasidigi saptanmistir. Daha sonra homoplazmik mutasyonun varlig

PZR-RFLP yontemi ile dogrulanmistir. Hastanin kizkardesi ve annesi de
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mutasyonu homoplazmik olarak tagimalarima ragmen, LHON’a o6zgii klinik
bulgular1 yoktur. Bunun sebebi, hastaligin erkek bireylerde penetransinin daha
yiiksek olmasi ve niikleer genomdaki modifiye edici lokuslar olabilir (95).

Olgu 5°‘te saptanan T4216C yanhis anlamli mutasyonu, MT-NDI1
lokusunda yer alir. LHON’a sebep oldugu gosterilmis sekonder mutasyonlardan
biridir (67). NADH dehidrojenaz geninde 4216. ve 13708. niikleotidlerdeki yanlig
anlamli mutasyonlar LHON’dan sorumlu sekonder mutasyonlardandir.
Mpyelodisplastik  sendrom sonrast gelisen akut Idsemilerdeki mtDNA
mutasyonlarin1 inceleyen bir c¢aligmada, sekonder LHON mutasyonlarinin
myelodisplastik  sendromlu  ve pankreatik karsinomali bireylerde de
tanimlandigini, olast ortak patogenezin prematiir apoptozisin tetiklenmesi
olabilecegini bildirmektedir (96).

T4216C yanlig anlamli mutasyonu, haplogrup J ve haplogrup T yapisinda
bulunur. Giiney Brezilya’da beyaz irkta diabetik hastalarda yapilan bir ¢aligmada,
bu haplogruplarla artmis insiilin direnci ve tip 2 diabet riskinin baglantisi
gosterilmistir (97).

Olgu 5’te saptanan A4917G yanlis anlamli mutasyonu MT-ND2
lokusundadir; haplogrup T belirteclerindendir, LHON’lu ailelerde bildirilen,
sekonder mutasyonlardan biridir (67). Ingiltere’de yapilan bir ¢aligmada A4917G
yanlis anlamli mutasyonu, diabetik hasta grubunda kontrol grubuna gbre anlaml
derecede yliksek oldugu bulunmus; Tip 2 diabet ve HOMA-insulin direnci ile

iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir (97). ABD’de yapilan bir calismada A4917G
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mutasyonunun yasa bagli makiiler dejenerasyon icin bagimsiz bir risk faktorii
oldugu 6ne stirtilmiistiir (98).

Olgu 5°’te saptanan G8697A yanlis anlamli mutasyonu MT-ATP6
lokusundadir. Benign ve malign seyirli tiroid tiimdrlerinde mtDNA degisimlerini
inceleyen bir ¢alismada, 79 hastanin ikisinde s6z konusu mutasyona rastlanmis;
ATPaz 6’daki polimorfizmlerin mtDNA replikasyonunun etkinligini bozarak,
timdr gelisimine katkida bulunabilecegini belirtmis; ATPaz 6’daki mutasyonlarin
Hurthle hiicre transformasyonunu takip i¢in kullanmilip kullanilamayacagini
anlamak i¢in, biiylik serilerde yapilacak ¢aligmalarin gerekliligini vurgulamistir
(61).

Olgu 5°te saptanan T10463C yanlis anlamli mutasyonu MT-TR
genindedir. Distoni, inme benzeri epizodlar, sensorindral isitme kayb1 ve
epilepsinin goriildiigli bir ailede yapilan calismada, T10463C degisiminin,
G8697A ve A11812G degisimleriyle birlikte; tiim ailede segregasyon gosteren ve
klinik durumdan asil sorumlu oldugu diisiiniilen tRNA lizin genindeki mutasyona
sinerjistik etki gosterdigi, fenotipi modifiye edebilecegi diisiiniilmiistiir (99).
Hastamizin kol ve bacaklarindaki istemsiz kasilmalar, antiepileptik tedaviye
direng gostermektedir. Bu direncin sebebinin T10463C yanlis anlamli mutasyonu
olabilecegi diisliniilmektedir.

Olgu 5’te saptanan A12634G yanlis anlamli mutasyonu MT-NDS5
genindedir. Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢aligmada, tiroid kanseri hiicre

serilerinde  mtDNA  mutasyonlar1  arastirnllmis, A12634G ve CI13831A
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muastyonlarinin, kompleks 1 aktivitesini bozarak tiimoral gelisime sebep
olabilecek degisimler oldugu vurgulanmistir (100).

Olgu 5°’te saptanan GI15928A yanlis anlamli mutasyonu MT-TT
genindedir. Almanya’da yapilan bir calismada, ciddi optik tutulumu olan multiple
skleroz hastalarinda 15928. niikleotiddeki bu degisimin sikligi, kontrol grubuna
gore yliksek bulunmustur (101).

Olgu 5’te saptanan T16126C yanlis anlamli mutasyonu D-loop
bolgesindedir. ABD’de yapilan bir ¢alismada, haplogrup J belirteglerinden biri
olan T16126C degisiminin, yasa bagli makiiler dejenerayonlu retina drneklerinde,
kontrol grubuna gore daha sik goriildiiglinii bildirmis; bu durumu da fonksiyonel
polimorfizmlerin mitokondriyal enerji liretimini degistirmesine baglamistir (102).

Olgu 5’te saptanan G16274A yanlis anlamli mutasyonu D-loop
bolgesindedir. Prostat tiimorii dokularinda mtDNA mutasyonlarinin  sikligini
arastiran bir caligmada, incelenen 16 timor dokusundan birinde G16274A
mutasyonuna rastlanmistir (59).

Olgu 6’da saptanan G12192A yanlis anlamli mutasyonu MT-TH
genindedir. Japonya’dan yapilan bir ¢alismada, LHON ile birliktelik gdsteren bir
kardiyomiyopati olgusu sunulmus; hastada bir arada bulunan G11778A ve
G12192A mutasyonlar tartisilmistir. Bugiine kadar bildirilen LHON vakalarinda
kardiomiyopati eslik etmediginden, bu tablodan sorumlu olan mutasyonun
G12192A mutasyonu olabilecegi diisiiniilmiistiir (103).

Olgu 6’da saptanan T16311C yanlis anlamli mutasyonu D-loop

bolgesindedir. Prostat tiimorii dokularinda mtDNA mutasyonlarinin  sikligini
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arastiran bir c¢alismada, incelenen 16 timdr dokusundan birinde T16311C
mutasyonuna rastlanmistir (59).

Bu calismada, klinik bulgulariyla mitokondriyal hastalik tanisi almis
olgular; Mitochip yeniden sekanslama yontemi kullanilarak, tetkik edilmistir.
Mitokondriyal hastaliklarin maternal kalitim gdstermesi nedeniyle caligmaya
olgularla birlikte anneleri de dahil edilmistir. Elde edilen ham data, yonteme 6zgii
yazilim programinda uygun formata doniistiiriilmiis, bulunan tiim degisimler
online veri tabani ile karsilastirilarak mutasyon veya polimorfizm olarak
degerlendirilmistir. Saptanan degisimlerle ilgili literatiir taramasi yapilmus,
literatlirde tanimlanan hastalarla ¢alismaya dahil edilen hastalarin klinik bulgular
karsilastirilmistir.

LHON’a spesifik G3460A mutasyonu saptanan olguda, anne ve
kizkardesinden alinan DNA ornekleri de incelenmis, onlarin da bu mutasyonu
tasidigr tespit edilmistir. Sonrasinda PZR/RFLP yontemi kullanilarak bu
bireylerde mutasyonun homoplazmik olarak gosterildigi tespit edilmis, anne ve
kizkardeste klinik bulgu goriilmeme nedeninin hastalifin kadinlarda penetrans
azlig1 gostermesi veya niikleer genomdaki modifiye edici genler olabilecegi
diistinilmiistiir.

Olgu 2’de saptanan C3497T mutasyonu, Olgu 5°te saptanan G12192A
mutasyonu ve Olgu 4’te saptanan G3460A mutasyonu disinda, ¢alismamizda
saptanan hicbir degisim olgularimizin klinik bulgulariyla, kiminde yas geregi,

kiminde ise cinsiyet geregi, iliskilendirilememistir. Bununla beraber, olgularin,
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ileri yasta cikabilecek hastaliklar yoniinden izlenmesi ve bu konuda genetik
danigsma verilmesi planlanmistir.

(Calismaya dahil edilen hasta sayisinin azligi, ¢alismamizin dezavantajidir.
Ayrica niikleer genomda bulunan ve mitokondriyal hastaliklara neden olan
mutasyonlar bu ¢alismada incelenememistir. Ulkemizde mtDNA mutasyonlarina
ait veri tabaninin bulunmamasi baska bir dezavantajdir.

Mitokondriyal DNA yeniden sekanslama teknikleri, kisa siirede sonug
alinmasi, gereksinim duyulan DNA miktarinin az olmasi ve gilivenilirligi
sebebiyle s6z konusu hastaliklarin molekiiler tanisinda olduk¢a degerli bir
yontemidir. Bununla birlikte, saptanan patojenik mutasyonlarin heteroplazmi
durumunun, sekans analizi veya PZR/RFLP gibi ikinci bir analiz yontemiyle
dogrulanmas1 gerekmektedir.

Yeniden sekanslama tekniginin rutin uygulamada kullanimi, mitokondriyal
hastaliklarin molekiiler tanisinda hizli ve etkin sonu¢ saglayabilir. Yapilan bu
calisma ile birlikte, benzer calismalarin yayginlagmasiyla, Tiirk toplumunda
goriilen mitokondriyal polimorfizm ve mutasyonlara ait bir veri tabaninin
temelleri atilabilecektir.

Yeniden sekanslama teknigiyle, mtDNA ile birlikte iliskili niikleer DNA
mutasyonlarinin da taranmasi, mitokondriyal hastalik tanisinda daha giivenilir
sonuclar saglayacak, boylece genotip fenotip korelasyonu daha iyi

kurulabilecektir.
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6. SONUC

Mitokondriyal hastaliklar, klinik ve genetik degiskenlik gostermesi
nedeniyle tanist giic olan bir hastalik grubudur. S6z konusu hastaliklarin
molekiiler tanisinda son yillarda mikroarray tabanli analiz yontemleri oldukca
etkindir. Mitochip V2.0, mitokondriyal DNA mutasyonlarin1 gdstermede hizli,
giivenilir ve etkin bir yontemdir.

Array tabanli yeniden dizileme yoOntemlerinin analizinde, analiz
sonuclarinin yorumlanmast i¢in ayrintili bir literatlir taramasina ek olarak
hastalarin  klinik bulgularinin degerlendirilerek literatiirde bildirilen hasta
bulgulartyla karsilastirilmasi, tan1 hakkinda ailelere genetik danigmanlik verilmesi
onem tasimaktadir. Tim bu prosediir, molekiiler ve klinik genetik alanlarinda
deneyimli tibbi genetik uzmanlari tarafindan yiiriitiilmelidir.

Yapilan calismada alt1 olgu incelenmistir. Olgulardan bir tanesinde klinik
tablodan sorumlu patojenik mutasyon tespit edilmistir. Olgunun anne ve kiz
kardesinin de ayni mutasyonu tasidigr saptanmistir. Daha sonra PZR/RFLP
yontemi kullanilarak bu bireylerde mutasyonun varligi ve homoplazmik durumda
bulundugu dogrulanmistir

Diger olgularda ise, klinik bulgulardan sorumlu olabilecegi diisiiniilen
yanlis anlamli mutasyonlar tespit edilmis, bununla birlikte literatlirde genotip
fenotip iliskisini netlestirecek yeterli veri bulunamamustir.

Ulkemizde mitokondriyal hastaliklarin  tamisinda  ileri molekiiler
yontemlerin kullaniminin yayginlasmasi ile, hem mitokondriyal hastaliklarin

tanisi, izlemi ve genetik danigmanligi konusunda; hem de toplumumuzda sik
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goriilen mitokondriyal mutasyonlarla ilgili veri tabaninin olusturulup daha iyi

genotip fenotip korelasyonunun kurulmasinda biiylik adimlar atilacaktir
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8. OZET

“Mitokondriyal DNA Mutasyonlart™

Mitokondriyal hastaliklar, genellikle c¢ocukluk c¢aginda baslayan ve
degisken klinik 6zelliklere sahip bir hastalik grubudur. Mitokondri, kendi genetik
materyaline sahip, hiicre icinde oksidatif fosforilasyon ve hiicresel enerji
tiretimden primer olarak sorumlu bir organeldir. Mitokondriyal fonksiyonlardan
sorumlu alt iinitelerin bir kismi mitokondriyal DNA’da, kalam1 ise niikleer
DNA’da kodlanmaktadir.

Mitokondriyal DNA’daki nokta mutasyonlar, mitokondriyal hastaliklarin
bliylik bir kismindan sorumludur. Mutasyonlarin tespitinde sekans analizi,
PZR/RFLP, DHPLC gibi yontemlerin yani sira son yillarda mikroarray tabanli
yeniden sekanslama teknikleri kullanilmaktadir. Mikroarray tabanli olarak
gelistirilen Mitochip V2.0 yeniden sekanslama sistemi, kisa slirede sonug¢ verme,
tiim mitokondriyal genomun tek analizde taranabilmesi, uygun maliyetli olmas1 ve
giivenilirlik oraninin yiiksekligi nedeniyle mitokondriyal hastaliklarin molekiiler
tanisinda oldukgea etkin ve tercih edilebilir bir yontemdir.

Bu ¢alismada, klinik bulgulariyla mitokondriyal hastalik tanist almis 6
olgu ve annelerinin mitokondriyal genomu, mikroarray tabanli yeniden
sekanslama yontemiyle analiz edilmis, elde edilen sonuclarla literatiirdeki veriler

karsilastirilarak genotip fenotip iliskisi kurulmaya calisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mitokondriyal Hastalik, Mikroarray, Mitochip
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9. SUMMARY

“Mitochondrial DNA Mutations”

Mitochondrial diseases are a group of disorders that generally have
childhood onset and variable clinical features. Mitochondria have its own genetic
material and are the primary responsible organelles for intracellular oxidative
phosphorilation and energy production. Some of the subunits that are responsible
for mitochondrial functions are encoded in mitochondrial DNA while the rest is
encoded in nuclear DNA.

Point mutations in mitochondrial DNA are responsible for the majority of
mitochondrial diseases. Microarray based resequencing techniques are recently
being used for detection of mutations, in addition to traditional methods such as
sequence analysis, PCR/RFLP and DHPLC. Mitochip V2.0, a microarray based
resequencing system, is an effective and preferable method for molecular
diagnosis of mitochondrial diseases, for it has many advantages like short analysis
duration, cost-effectiveness, reliability and ability to sequence whole
mitochondrial genome in one analysis.

In this study, the mitochondrial genome of six patients, who are clinically
diagnosed with mitochondrial disease, and their healthy mothers have been
analysed using a microarray based resequencing method. The results were
compared with literature database in order to establish genotype-phenotype
correlation.

Keyword: Mitochondrial disease, Microarray Mitochip
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11. EKLER

EK 1. Mitokondriyal Hastalik Tam Kriterleri (39)

I. Klinik belirti ve bulgular ( 1 puan/ semptom, maksimum 4 puan)

A. Kas sistemi prezentasyonu (maksimum 2 puan)

Oftalmopleji*

Miyopatik yiiz goriiniimii
Egzersiz intoleransi

Kas giigsiizliigii
Rabdomiyoliz

Anormal EMG

B. SSS prezentasyonu (maksimum 2 puan)

Gelisme geriligi

Edinilen becerilerin kayb1
Inme benzeri ataklar
Migren

Nobetler

Miyoklonus

Kortikal korliik
Piramidal bulgular
Ekstrapiramidal bulgular

Beyin sap1 tutulumu
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C. Multisistemik tutulum (maksimum 3 puan)

e Hematolojik sistem

¢ Gastrointestinal sistem
e Endokrinolojik bulgular
e Kardiyak tutulum

e Bobrek tutulumu

e Gorme bozuklugu

e Isitme bozuklugu

e Noropati

e Rekiirren / ailesel olgular

I1. Metabolik testler / Goriintiileme Calismalar1 (maks. 4 puan)

e Laktat yiiksekligi

e Artmis laktat/ piruvat orani

e Alanin ylksekligi

e Artmis BOS laktat diizeyi*

e Artmis BOS proteini

e Artmig BOS alanin diizeyi*

e Idrarda artmus trikarbon asit atilimi*
e Etilmalonik asidiiri

e MRG’de inme benzeri goriiniim
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e MRG’de Leigh Sendromuna 6zgii goriinlim*

e MRS’de artmis laktat

II1. Morfoloji (maks. 4 puan)

e Diizensiz kirmizi / mavi fibriller **
e COX negatif fibriller **

e (COX ile boyanmada azalma **

e SDH ile boyanmada azalma

e SDH pozitif kan damarlar1*

e Elektron mikroskopide anormal mitokondriler *

Skorlama:
e 1: Mitokondriyal hastaliga benzemiyor
e 2-4: Miimkiin mitokondriyal hastalik
e 5-7: Muhtemel mitokondriyal hastalik

e §8-12: Kesin mitokondriyal hastalik

* Bu semptom 2 puandir

** Bu bulgu, yiiksek oranda bulunuyorsa, 4 puandir
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