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PROJE OZETI

inflamatuvar Bagirsak Hastaliklarindan (iBH) Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn
Hastaligi (CH), mukozada dustk Adenozin Trifosfat (ATP) ile karakterize bir
hastalik grubudur. ATP miktarindaki bu dusis mitokondri fonksiyon
bozukluguyla iligkilidir. Bu yizden IBH'larin genetik patogenezinde dnemili rol
oynayabilecek faktorlerden biri, diger inflamatuvar hastaliklarda da oldugu
gibi mitokondridir. Mitokondriyal enerji metabolizmasini etkileyen SLC22A5
ve UCP2 genlerine ait nikleotit varyantlarinin Ulseratif Kolit mukozasinda
oksidatif kompleks aktivitesinin azalmasi ve boylece mukozal ATP
seviyesinin dusuklugu ile iligkili oldugu ortaya cikariimistir. Son yillarda
onemli bir gelisme olarak mitokondriyal DNA polimorfizmlerinin mitokondrial
oksidatif fosforilasyon aktivitesini énemli dl¢lide etkiledigi, deneysel kolitteki
inflamasyonun azalmasiyla iligkili oldugu ve artmis mitokondriyal ener;ji
metabolizmasinin bagirsak kriptlerindeki hlcresel koruyucu etkiye sahip
oldugu saptanmistir. Bu ¢alismadaki amacimiz ilk defa mtDNA ND5 geni dizi
degisikliklerinin incelenerek [BH ile olasi yatkinlik ve risk iliskilerini
arastirmaktir.

Calismaya 99 UK, 101 CH olan hasta ve 89 kontrol birey alindi,
kanlarindan mitokondriyal DNA izole edildi. Amerikan Ulusalmerkezli
Biyoteknoloji Enstitiisii (NCBI) gen bankasinda minér allel frakansi > %10
olan polimorfizmler ND5 geninde mtDNA 13466-14225 nukleotid arasi oldugu
saptanmis ve bu calismada arastiriimasina karar verildi. Tim dizi
degisikliklerinin bulundugu bolge tespit edilip, bu bdlgenin amplifikasyonu icin
Ozel primerler tasarlandi. Hedef bolgenin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ile amplifikasyonu optimize ediltikten sonra hedef bolgenin ¢ift yonlt “Sanger”
dizileme analizi yapildi ve bolgedeki tum dizi degisiklikleri 6zel bilgisayar

yazilimi ile tayin edildi.

MtDNA 13780 A/G polimorfizmi Crohn hastalarinda anlamli

bulunmustur ve hastalikla iligkili degerlendirmede istatistiksel olarak



anlamlilik diizeyine ulasmistir (p= 0,0380; Odds ratio= 0. 1321, 95% Ci:
0,01618 to 1.078). Diger bir istatistiksel olarak anlamli bulunan mt DNA
14070 A/G polimofizmidir. Bu genetik polimorfizm hem UK hem de CH ‘da
koruyucu etkiye ulagacak istatistiksel degere sahiptir. UK ‘de p< 0.04, CH ‘da
p<0.02 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: 1BH, Ulseratif Kolit, mitokondri, ND5 gen

polimorfizmi, ROS (reaktif oksijen metabolitleri), Kompleks | (NADH
dehidrogenaz),OXPHOS hastaliklari.



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) and Crohn's Disease constitude the Inflammatory
Bowel Disease (IBD) group which are characterized by at low adenosine
triphosphate (ATP) in mucous membranes. The reduction in the amount of
ATP is associated with the disorder of mitochondrial function. So one of the
factors that may play an important role in the pathogenesis of IBD genetics is
the mitochondria, as in other inflammatory diseases. The nucleotide
variantsaffecting mitochondrial energy metabolism in UCP 2 and SLC22A5
genes have been shown to be associated with the reduction of oxidative
complex activity and with theimpairment of the mucosal ATP levels in

Ulcerative Colitis mucosa.

It has been shown that mitochondrial DNA polymorphisms has significant
influence in mitochondrial oxidative phosphorylation activity. MtDNA
polymorphisms were associated with inflammation reduction in experimental
colitis and elevated mitochondrial energy metabolism which was found to
have a cell protective effect of the crypts in intestine. Our aimin this study isto
investigate the possible relationship between IBD and mtDNA ND5

nucleotide variations.

99 patients with Ulcerative Colitis, 101 patients with Crohn Disease and 89
control subjects were included to the study. Genomic DNA is isolated from all
study subjects. Nucleotide variations between mMtDNA 13466-14225

nucleotides are detected by Sanger Sequencing method.

MtDNA ND5 gene 13780 A/G polymorphism was significantly associated
with Crohn's disease (p = 0.0380; odds ratio = 0.1321, 95% CI: 0.01618 to
1.078). mtDNA 14070 A/G polymorphism was detected as a protective for
Ulcerative Colitis and Crohn Disease (respectively, p <0.04, CH: p <0.02)



Keywords: IBD, Ulcerative Colitis, mitochondria, ND5 gene polymorphism,

ROS (reactive oxygen metabolites), Complex | (NADH dehydrogenase),
OXPHOS diseases
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1. GIRIS

1.1.PROJE GIRISi:

Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklari (IBH), ince ve kalin bagirsagin gesitli bolge
ve katmanlarini tutabilen, kronik inflamasyonla seyreden ancak
etiyopatogenezi henliz tam olarak acikhda kavusturulamamis multifaktoriyel,
kronik inflamatuvar birhastalik grubudur. Genetik yatkinlik, cevresel ve
konakgl faktorleri, bagisikliksisteminin  disregulasyonu,bozuk intestinal
epitelfonksiyonu, epigenetik faktorler,mikrobiyal ajanlar suglanmakta olan
etkenler arasindadir. Patogenezine yonelik c¢esitli arastirmalar hizla devam
etmektedir. Klasik olarak UlseratifKolit (UK) ve Crohn Hastahgi (CH) ve her
ikisinin arasinda yer alan siniflandirilmamis kolit (eski adi; indetermine kolit)
IBH ortak bashgi altinda yer almaktadirlar. iBH'nin baslica ézellikleri: genetik
yatkinlik, alevlenme-gerileme dénemleri (1), ekstraintestinal belirtiler ve uzun
sureli hastalikta gérilen kanser riskidir. iBH klinik, endoskopik ve histolojik
dzellikleri ile guncel kilavuzlara gére teshis edilir. Ulseratif kolitteki
inflamatuvar cevap genellikle mukoza ve submukozayasinirhidir, kolonu tutar,
ancak Crohn hastaligindaki inflamasyon, mukozadanserozaya kadar tim

duvar boyuncagastrointestinal kanalin herhangi bir yerinde gorulebilir.

Bu giin i¢in IBH ‘nin etiyopatogenezi ile ilgili olarak gelistirilen en gecerli
aciklama; IBH‘nin genetik olarak duyarli bireylerde, birden fazla i¢ ve dis
etkenin katkisi ile normal bagirsak florasina abartili bir immun yanit
sonucunda ortaya c¢iktigidir(2). Bu genetik faktérler arasinda mitokondriyal
DNA’da gelisen polimorfizmler de son dénemlerde IBH etiyopatogenezinde
rol aldigi ortaya konulmustur. Mitokondri hicrede bulunan ikinci buyuk
organel olub, enerji Uretim merkezi olarak kabul ediliyor.Hucre igindeki
yasama iglevleri igin gereken enerjinin %95 saglar. 1960’ yillarda
mitokondrial genetik sistemin (mitokondrial DNA = mtDNA) ve 0&zel
ribozomlarinin kesfedilmesiyle mitokondrinin hem hucresel fonksiyonlari hem
de genetik olaylardaki rolu ayrintilari ile irdelenmeye baslanmigtir. Diger

organellerin aksine mitokondri kendi DNA’sina sahiptir. Kendine has genomu



nedeniyle inflamatuvar hastaliklar, apoptozis ve yaglanma Uzerine ekilerinin
oldugu vyapilan seri arastirmalarda ortaya konulmustur(3). Mitokondride
glikoz,yad asidi gibi yluksek enerjili molekiller CO, ve H,O’yaddnluserek
metabolize olur, sonucda enerji kaynagdi olarak kullanilan ATP sentez
olunur.inflamatuar Bagirsak Hastaliklarindan UK, mukozada dusik ATP ile
karakterize bir hastaliktir. ATP miktarindaki bu digus mitokondri fonksiyon
bozukluguyla iliskilidir (4).Bu yiizden IBH patogenezinde &énemli rol
oynayabilecek faktdrlerden biri diger inflamatuvar hastaliklarda da oldugu gibi
mitokondridir. Mitokondriyal enerji metabolizmasini etkileyen SLC22A5 ve
UCP2 genlerine ait nikleotit varyantlarininUK hastalarinin  kolon
mukozasinda oksidatif kompleks aktivitesinin azalmasi ve bdéylece mukozal
ATP seviyesinin dusuklaga ile iligkili oldugu ortaya cikariimistir(5). Son
yilllarda onemli bir gelisme olarak mitokondrial DNA polimorfizmlerinin
mitokondrial oksidatif fosforilasyon aktivitesini 6nemli Olglde etkiledigi tespit
edilmistir.Deneysel kolit modelinde inflamasyonun azalmasiyla iligkili oldugu
ve artmis mitokondriyal enerji metabolizmasinin bagirsak kriptlerinde

hicresel koruyucu etkiye sahip oldugu saptanmistir(6).

1.2. PROJE AMACI

Ulseratif Kolit basta olmak lzere inflamatuvar Bagirsak Hastaliklarinda ATP
uretiminin patogenezde 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir. ATP Gretiminden
baslica sorumlu organel mitokondri olup DNA’sindaki dizi degisikliklerinin
enerji Uretimi (oksidatif fosforilasyon) ile iligkili oldugu bildirilmektedir. Son
yillarda yapilan deneysel hayvan caligmalarinda mtDNA dizi degisikliklerinin
IBH ile iligkili olabilecegi gdsterilmistir. Deneysel hayvan modelinde koruyucu
etkisi olan ND3 genindeki polimorfizmleri insanda farkli gen bodlgesine denk
dusmekte ve insanda homolog olan gen bodlgesi arastirildiginda minér alel
frekansinin %5'in altinda oldugu gérilmistir. Ayrica iBH disik ATP ile
karakterize hastaliklar oldugundan oksidatif fosforilasyon icin en gerekli

kompleks olan ND kompleksinin incelenmesi gerekli gérulmustir. ND5 geni



en buyuk mitokondriyal gen bolgesidir ve bununla beraber artmig mutasyon
duyarhhgi vardir. Ayrica ND5 dizi degisiklikleri birgok inflamatuvar hastalik ile
iliskilendirilmistir. Fakat iBH hasta populasyonuna ait ¢alisma yoktur.

Bu calismadaki amacimiz diinyada ilk defa, iBHpopilasyonunda mtDNA
ND5 geni dizi degisikliklerinin incelenerek inflamatuvar Bagirsak Hastaligi ile

olasli yatkinlik ve risk iligkilerini aragtirmaktir.

1.3 PROJE ONEMI

Mitokondriyal ND5 genindeki mutasyonlar oksidatif fosforilasyon
hastaliklarinin yaygin nedenidir. ND5 geni mtDNA'’daki en blyuk gen olmakla
beraber bu genin mutasyon igin duyarlligi yuksektir(7).

IBH, bugin igin bile bilinmezligini koruyan, genetik-immun-infeksiy6z
faktorlerin tetikledigi bir kronik hastalikdir. Patogenezin ortaya konulmasi ya
da buna yardimci olacak faktorlerin aciga cikarilmasi hastaligin tanisi,
tedavisiveya gereksiz tedavinin engellenmesi, takibi, koruyucu hekimlik, ve
cikabilecek komplikasyonlarin dnine gecilmesi agisindan ¢ok énemlidir.

IBH cok heterojen belirtierin yaninda klinik sirecte farkli davranislar
sergilemektedir. Ulseratif Kolit, ilk kez 19. ylzyil sonlarinda, infeksioz kolitten
ayirt edilerek, Crohn Hastaligi ise 1932°‘de Crohn BC. tarafindan transmural
bir hastalik olarak tanimlandi.Son yillarda Gliney Amerika, Asya ve Afrika’da
IBH insidens ve prevalansinin artdigi bildiriimektedir. Hastlik tablosunun
kronik surecte devam etmesi, klinik davraniglarda farkllasma, zamanla
eklenen komplikasyonlar hem hastalarin degerlendiriimesini hem de maddi
hem de manevi agidan blyUk sikintilar olusturmaktadir. ABD‘de 1,4
milyondan fazla iBH’si mevcut(8). Bu durum hastane, ilag ve ameliyat
giderleri yaninda, is veriminin digsmesi nedeniyle, Ulke ekonomisine buyuk bir
yuk bindirir. ilk tanimlanmasindan bugiine kadar gegen siirede tani ve
tedavilerde blyuk asamalar saglansa da, gelecekten beklenen ise hastaligi
Onleyici careleri elde etmek ve iyilestirici tedavi sansini saglayacak tedavi

silahlarina sahip olmaktir.



Mitokondrinin IBH mukozal inflamasyonunda merkezi rol oyandigina dair
onemli  bulgularin  bildiriimesinden sonra  bunlarin  tip  pratigine
uygulanabilmesi agisindan ND5 geni molekuler belirteglerin  saptanmasi
onemli bir yol gdsterici olacaktir. Ayrica filogenetik analizler agisindan ise ilk

kez Turk populasyonuna ait 6zgun bir kaynak olacaktir.

2.GENEL BILGILER

UK ve CH, iBH bashigi altinda degerlendirilen, temel olarak gastrointestinal
sistemietkileyen hastaliklardir. UK, rektumdan itibaren proksimale dogru
degisik uzunluklarda, ama arada saglam kisim birakmaksizin kolon
mukozasini tutan, remisyon ve alevienmelerle seyreden kronik inflamatuvar
bagdirsak hastaligidir. CH ise adizdan anlse kadar tim sindirim kanalini
segmenter tarzda ve transmural olaraktutan bir hastaliktir. Remisyon ve
alevlenmelerle seyrederler. Her iki hastalik dasadece sindirim kanalini degil,
ama ayni zamanda barsak disi organ sistemlerini tutabilen sistemik

hastaliklardir.

2.1 iBH EPIDEMiYOLOJiSi

Bati diinyasi hastaligi olarak diistiniilen iBH kuzey yarikiirede, Kafkasyada

yasayanlarda ve Askenezi yahudilerinde daha sik gorilmektedir. UK ve CH
bimodal yas dagilimi gésterir: ilk piki 15-30 yas arasi, ikinci kiigik pik ise 50-
70 yas arasinda gériiliir. Vakalarin %10’u 18 yas alti bireylerden olusur.UK
ve CH her iki cinsten genceriskinde ve Kuzey Avrupa’da guneye, Bati
cografyada Dogu’ya, Askanazi Musevilerinde digerlerine, beyaz irkta siyah
irka oranla daha sik gorulmektedir.Ortalama yillik insidans 3-15/100.000°dir.
Sikligi 1950°’den beri giderek artmaktadir. Son 10 yila kadar Dogu Avrupa,

Guney Amerika, Asya ve Pasifik bdlgesini icine alan bolgelerde daha diusuk



yayginlik rapor edilmigtir. Yeni ¢alismalar, Bati Avrupa ve Kuzey Amerika
tlkelerinde UK insidansinda yavasca azalma veya stabil seyir goriliirken,
dnceden dusiik insidansli bolgelerde IBH epidemiyolojisinin  degistigini
gostermektedir. Bu degisiklikler hastaligin bilinirliliginin ve tanisal yontemlerin
artmasina bagh olabilir. Bu nedenle hastaligin agirhgini, cevresel faktorlerle
iliski mekanizmasini ve yeni risk faktorlerini tanimlamak icin ek
epidemiyoloijik ¢calismalara ihtiyag vardir (9,10).

Turkiye’de 1998-2001 vyillarinda hastane bazl yapilan bir calismada UK
insidansi duguk olarak rapor edilmekle birlikte (0.59/100000-0.69/100000)
(11), 2009 yilinda yayinlanan gok merkezli bir galismada ise UK ve CH
insidansi daha ylksek olarak bildirilmistir(sirasiyla 4,4/100000 —2,2/100000)
(12). 2012 yiinda ise IBH insidansi UK igin 2.6/100000 ve CH igin
1.4/100000 olarak bildirilmistir(13).

2.2. IBH ETiYOLOJiSi

IBH’nin etyoloji ve patogenezi hala aciklik kazanmamakla birlikte, bugiin icin
genetik, ¢evresel, immunoregulatuvar faktorler ve mikrobiyal asiri gogalma

suclanmaktadir(14).

2.2.1.CEVRESEL FAKTORLER

Prenatal olaylar, anne sutu ile beslenme, c¢ocukluk c¢agi enfeksiyonlari,
mikrobiyal ajanlar, sigara icimi, oral kontraseptifler, rafine seker,margarin,
hijyen, meslek, egditim, iklim, stres, psikolojik faktérler, appendektomi (15),
tonsillektomi, kan transfizyonu, hayvanlarla temas, fiziksel aktivite ve diger
cevresel faktorler hastaligin  patogenezinde yer alan nedenler
arasindadir(16). Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAIi) hastaligin
alevlenmesine yol acabilirler. Diger taraftan NSAIl’lerin, prostanoidlerin
azalmasi, Iokosit adheransi ve migrasyonunun arttirilmasi ile bagirsak
bariyerini degistirerek etkili olduklari distunulmektedir(17).

Sigara igenlerde UK gériilme sikliginin igmeyenlere gére daha az oldugdu
bildirilmektedir. Sigaray! birakanlarda ise hastalik alevlenebilir. igilen sigara



sayisinin artisi ile orantili olarak UK gelisme riski azalir. En fazla risk altinda
olanlar sigara igerken birakanlardir. Ulseratif kolitli hastalarin 40 mg/giin
nikotin iceren sakiz ¢ignemelerininhastaligin remisyona girmesinde etKkili
oldugu saptanmistir. Nikotinin bu etkisi IL-10 Uretimini engelleyerek, Th2
hicre yolunu baskilamasina ve kolondaki mukus yapisini degistirmesine
bagli oldugu gosterilmigtir. Crohn hastaliginda ise tam tersi bir durum vardir.
Hatta son donemlerde erkek ve bayan siqara kullanicilarini da kendi
aralarinda karsilasdirilan yeni bir c¢alismada immun parametrelerden
Th1/Th2/Th17 sitokinleri ve requlator T hicreler incelenerek degerlendiriimis.
Sonucda bayanlarda daha keskin gidisli ve daha erken baslangich goraldugu,
pro ve antiinflamatuvar parametreler arasindaki disbalansin yine bayanlarda
daha fazla oldugu tespit edilmisgtir.

Sigara icimi CH’da risk artirici bir etki gostermektedir. Nikotinin vaskuler
prostasiklin yapimini baskilayarak Crohn hastaliginda en erken gorulen
lezyon olan mikrotrombus olusumuna neden oldugu disinilmektedir(18-23).
Oral kontraseptif kullanimi CH icin risk faktértdir. CH’nin seyri sirasinda
multifokal, mikrovaskuler gastrointestinal infarktlar izlenebilir ve oral
kontraseptifler buna katkida bulunabilir ya da bunlarin neden oldugu gegici

iskemi mukozal butinligdld bozarak, luminal antijenlerin absorpsiyonuna

neden olabilir.

Yapilan c¢alismalarda 20 yas oOncesinde iltihabi nedenlerden dolayi
appendektomi gecirenlerde UK gelisme riskinin azaldigi, iltihabi olmayan
nedenlerden dolayr appendektomi gecirenlerde ise riskin azalmadigi
saptanmigtir. Barsak florasinin yapisi da IBH'nin gelismesinde 6énemli rol
oynamaktadir. Genis spektrumlu antibiyotikler ve probiyotikler hastalarin
belirli bir grubunda yararli olmaktadir(24-26).

Kronik enfeksiyon hastaligina benzerligi nedeniyle enfeksiydz ajanlarin
IBH'nin etiyolojisinde rol oynayabilecegi ileri stiriimustir. Bakteriler dogrudan
dogruya etkili olabilecedi gibi salgiladiklari toksik faktorler, enzimler ya da
sitokinler araciligiyla etki edebilirler. Bazi galismalarda UK ve basilli dizanteri
arasinda iligki kurulmus ve %7 vakada digkida shigella uretilmistir. Benzer

sekilde E.coli, Campylobacter, Mycobacterium paratuberculosis, Listeria



monositogenes, Chlamidya, parazitler, Helikobacter pylori,Yersinia ve

Salmonella da saptanmistir. Mycobacteriumlar 6zellikle CH’de ilgi ¢ceken
ajanlar olmuslardir. Anaerobbakteriler, E.Histolytica gibi parazitler ve basta
Kizamik, Kabakulak, Ebsteyn barr, Sitomegalovirus olmak Uzere 6zellikle
bazi virtslerin etiyolojide rol oynayabilecegi dusunilmektedir(27). Belki de
bagirsakta hasar yapan ancak kultlrde Uretilemeyen bir mikroorganizmanin

varhgi s6z konusu olabilir(28-30).

2.2.2.GENETIiK FAKTORLER

Bazi klinik calismalar genetik faktorlerin IBH gelisme riskini arttirdigini
géstermektedir. IBH da genetik yatkinlik varsayimini destekleyen faktérler;
hastaligin aile ici dagilimi(31), tek yumurta ikizlerinde gorulmesi(32),eslerde
az rastlanmasi, degisik risk gruplarinda oOzellikle beyaz irk ve Musevi
Yahudilerinde(33) artmis prevalansi ve bazi genetik hastaliklarla birlikte
go6rulmesidir (Turner sendromu, Hermansky Pudlak sendromu, Glikojen
depo hastaliklar).Genetik gegiste tek bir genin bozuklugu ile kendini
gésteren Mendel Modeli burada gecerli degildir. iBH igin en énemli risk
faktérli pozitif aile hikayesidir. IBH'li hastalarin %15’inin birinci derece
akrabalari da etkilenmistir ve birinci derece akrabalarinda IBH gelisme riski 4-
20 kat daha fazladir. Her iki ebeveyn iBH hastasi olan ¢ocuklarda 3. dekatta
hastalik gelisme ihtimali %33 tlir(34-39). Ekiz kardeslerin birinde IBH varsa
digerinde iBH gelisme ihtimali % 30 dur( 37).

Bunun disinda CARD4/NOD1, HLA, epitelyal bariyerdeki mukozal immunite
elemani TLR-4 (Toll-Like Receptor), proinflamatuvar sitokinlerin sentezini
aktive eden NF-KB1(nuklear faktér )konagin IBH gelisiminde etkili olan diger
faktorlerdir. Ancak bu katki Crohn Hastaliginda Ulseratif kolite gbre daha
fazladir. CH igin IBD1 lokusunun tanimlanmasindan sonra hastalik ile iligkili
olarak bildirilmis diger lokuslar IBDS (OCTN1&2), ATG16L1 ve IL23R"dir.
Ayrica Th1 yanitinin baskilanmasindan sorumlu olan PTPN22 ve NK2

transkripsiyon faktor iligkili lokus 3 (NKX2-3) ve Tumor nekroz edici faktor



super ailesi 15'de (TNFSF15) yeni hedef Iokuslar olarak o6ne
surulmektedir(3,40-42).

CH ile ilgkili genlerden bazilari (ATG16L1, IRGM, NOD, ) disfonksione
mitokondrilerin otofajiye ugramasini requle etmekte. Bu genlerde olan
mutasyonlar kronik inflamasyona neden olmakta(43-48). Otofaji dogustan
mevcut olan homeostaz yoludur. IL 17 ve IL 23 reseptdr yolunu diizenleyen
Adaptif immun requlasyongenleri de IBH riski ile iliskilidir(49,50). Bu genlere
hem UK hem de CH ile ilskili olanlardan: IL23R, IL12B, STAT3, JAK2, TYK2,
yalnizca CH ile iligkili olanlara ise IL-27, TNFSF15 dahildir. Bu genlerden
bazilari  (STAT3, JAK2, and TYK2) IL 10 immunorequlator yolu ile
baglantidir. iL 10 yolu kendiliginde IBH hastaliklari ile siki baglantiidir.Bir
arastirma sonucunda cocuklarinda erken baslangicli iBH olan, bir- biri ile
akrabalik iligkisi olmayan 2 ailede iL 10 mutasyonu homozigot-resesif formda
9 c¢ocukdan 4’ de tespit edilmistir(51). Coguklarin birinde refrakter erken
baslangich IBH gériilmiis, tedavisi hemato-poetik kdk hiicre nakli ile basaril
olmustur(52-54). Bilinen epitel baryer fonksiyonunu requle eden genler varki
(OCTN2, ECM1, CDH1, HNF4A, LAMB1, and GNA1l2) bunlardaki
mutasyonlar UK ‘le iligkili oldugu bulunmustur (55,56) Katlanmamis protein
yanitini ve Panet hlcre biolojisini kontrol eden genler (Xbp-1; Nod2 )CH ile
iliskili bulunmustur(57)

Genetik faktorlerin etkisi Crohn hastaliginda Ulseratif kolite gére daha
fazladir(58).Ozellikle, Crohn hastaliinda kromozom 16’da, her iki hastalikta
kromozom 3,6,7 ve 12’de yatkinlik lokusu bulunmasi, bazi kigilerde HLA
genleri ve sitokin genlerinde (TNFalfa, IL-1RA) polimorfizm saptanmasi
genetik faktorlerin 6nemini ortaya koymaktadir(59).HLA-DRB1/dQw5 Crohn
hastali§ina, HLA-DR2 Ulseratif kolite yatkinlikta 6nemli faktérlerdir. 16.
kromozomun perisentromik bélgesinde IBD1 lokusunda iBH’den sorumlu bir
gen tanimlanmigtir. Bu genin, makrofajlarda  NOD2 vya da
CARD15(nucleotide-binding oligomerization domain 2-caspase-recruitment
domain 15) olarak adlandirilan birsitoplazmik  proteini  kodladigi

bulunmustur.NOD2 homozigot pozitif kisilerde CH riskinin 20kat arttigi

gOsterilmigtir. Bu proteinin baslica etkileri, makrofajlarin tzerinde eksprese



olmaktadir ve bakteriyel lipopolisakkaridler igin sitozolik bir taglyici reseptor
gibi davranir. Hucre igi endotoksinlere baglanarak nukleer faktor kappa-B’nin
aktivasyonuna neden olmaktadir. Ayrica makrofajlarin  apoptozisini
arttirmaktadir ve inflamatuvar sitokinlerin Uretilmesine yol ag¢maktadir.
Bakteriyel lipopolisakkaridlere yetersiz immun yanit olusmasinda kromozom
16’daki NOD2 geninde olusan mutasyon énemli rol oynamaktadir. NOD2’deki
mutasyonlar Crohn hastalarinin %15-30’'unda gorulir60-62)

Ayrica UK hastalarinda saptanan MDR-1 genindekiexpresyonunun ilag
direncine neden oldugu bulunmustur (63).

IBH'da subklinik gostergeler olarak en iyi bilinenler; UK‘te p-ANCA
(perinuklear antinétrofil sitoplazmik antikorlar), CH ‘da ise artmis intestinal
gegirgenliktir. Subklinik gostergeler, tam bir genotipin belirlenemedigi
durumlarda anormal genotipin saptanmasina yardimci olan gostergelerdir.
Ancak bu gostergelerin bulunmasi mutlaka hastaligin ortaya cikacagini
gOstermez. Bdyle bir anormalligin saptanmasi ya hastalia aid genetik
yatkinhgi gosterir, ya da erken donemde saptanacak ve belki de hig
ilerlemeyecek bir hastaligin subklinik doneminin belirlenmesinde yarar
saglayabilir. P-ANCA Ulseratif kolitte % 50- 80, crohn hastaliginda % 2- 20
pozitif bulunmaktadir. Bugunku bilgilerimize goére p-ANCA ‘nin hastaligin
birbasa patogenezinde dogrudan etkisi yoktur. Ancak p-ANCA hastaligin
immunolojik kokenini acgiklamak ve aile bireylerini taramak igin iyi bir
gostergedir, genetik yatkinhgi ortaya koyar, HLA gruplari ile de iligkisi vardir.

Genetik yatkinhgr arastiran bir galismada Crohn hastalarinin saglikli aile
fertlerinde normal populyasyona gére ASCA (Anti Saccharomyces Cerevisae
Antibody) pozitifligi daha ylksek bulunmustur. Yine yalnizca CH bulunan
ailelerde UK ve CH ‘nin birlikte bulundugu ailelere gére ASCA pozitifligi
anlamli olarak daha yuksek bulunmustur. Saccaromyces Cerevisae
mayasinin bazi oligomannosid monotoplarina karsi olusan bu antikorlar
normal populasyon ve UK'li hastalarla karsilastirildiginda CH’'da daha yiiksek
dizeyde bulunmaktadir(64-67).



Genetik faktorlerin rolii konusunda IBH ile iligkili genetik sendromlar da akla
gelmektedir. Bunlara Turner sendromu, Hermansky- Pudlak sendromu,
Glikojen depo hastaligi tip 1 B: Von Gierke hastaligi dahildir.

Turner sendromu: X kromosomu yoklugunda ve ya anormal iglevsel X
kromosomu varliginda gorulmektedir. Her 5000 canhi doguma 1ladet
anormallik denk gelir. Yapilan bir galismada 135 Turner sendromluhasta
vakasinda 4 ( % 3) hastada IBH (2 UK, 2 CH) rastlanmig olup, normal
populasyona kiyasla ¢ok daha fazla gérulmustir(68-70).

Hermanski-Pudlak sendromu (HPS ): otosomal resesif gegislidir. Otokutanoz
albinizm, kanama diyatezleri ile kendini gdsteren trombosit aggregasyon
bozuklugu ve pulmoner fibrozisle karakterizedir. Bu sendromda 10 g 23
kromosomunda genetik defekt olma ihtimali ¢ok ylksektir. Bir calismada 49
HPS tanili hastadan 8 ‘de ( %16 ) IBH rastlanmis, bu hastalarin 4/8 de o
gende defekt izlenmigtir.

Von Gierke hastaligi: erken hipoglisemi, gelisme geriligi, hepatomegali,
neutropeni, ikincili G6P-DH goértilmekte. Bu hastalarda CH ‘na benzer
granulomatoz tarzda kolit gelisir ve tedavisinde G-csF(granulosit
kolonostimuledici faktor ) verilmesinde yanit alinir, hatta fistullerin tedavisinde
basarili bulunmustur(71-73).

Sonugta genetik, mikrobiyal ve cevresel faktorler (6rn. sigara) arasindaki
karmasikiligski intestinal epitelyal bariyer ve mukozal immun sistemde
bozukluga neden olur. Bu durum, mukozal immun sistemin sdrekli olarak

uyarilmasina baglh olarak kronik aktif inflamasyon ve doku hasarina yol acgar.

2.3.IBH PATOGENEZI

IBH' da hastallk mekanizmasini tetikleyen olaylar cok degisken ve
nonspesifiktir. infeksiyéz ajanlar ve luminal toksinler genetik olarak hassas bir

kiside mukozal bariyeri gegerek inflamasyonu basglatirlar. Altta yatan neden
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ne olursa olsun ortaya c¢ikan kolonik hasarda organin yaniti hemen hemen
ayni sekilde olmaktadir. Cesitli derecelerde mukoza ulserasyon ve erozyonu,
kolon bezlerinin distorsiyonu, goblet hucrelerinin azalmasi, mukoza ve
submukoza &demi ile mukoza ve submukozda inflamatuvar hicre
infiltrasyonu nonspesifik inflamatuvar kolitin akut donemde gorilen ortak
bulgularidir(74). Bagirsak epitelinin iltihabi olaylari baslatmaktaki rolu; bir
taraftan antijen sunan hicre olarak antijeni major histokompatibilitite
kompleksi (MHC) aracihigiyla T hucrelerine sunmak, diger taraftan da
antijenler aracihgiyla uyarilan sitokin, kemokin ve diger proinflamatuvar
maddelerin meydana getirdigi inflamasyonu yaymaktir. IBH'da barsak epitel
hlcresi antijen sunan hucre olarak gorev yaptiginda normal insanlardakinin
aksine T hucre toleransi yerine T hlcre aktivasyonu meydana gelmektedir.
Bu bozukluk bazi HLA-2 haplotipleri ile iligkilidir (75,76). Sonuc olarak T
lenfosit alt gruplarinda aberran bir aktivasyon olugur. Aktive olmus fagositik
hicreler, lenfositler ve terminal kompleman fragmanlari hiicre nekrozuna yol
acgar. Matriks proteini hasar gortr ve 6dem gelisir. IFN-gama, villéz atrofi ve
kript hiperplazisi yapar. LTB4: trombosit aktive edici faktor ve bakteriyel
arunlerin uyarisi ile notrofil ve makrofaj kaynakli reaktif oksijen metabolitleri
(ROS ) olusumuna neden olur; protein karbonhidrat, hiyallironik asid ve
musini degrade eder ve lipid peroksidasyonu yaparlar(77-80). Reaktif oksijen
metabolitlerinin damar duvarina direk toksik etkisi vardir ve vaskuler hasar
Ozellikle CH'da 6n plandadir. Ayrica makrofaj ve notrofillerde yapilan nitrik
oksit de (NO) doku hasarinda O6nem tasir. Bakteri lipopolisakkaritleri,
prostaglandin ve prostasiklinler, IL-1, TNF-alfa, IFN-gama,NO" yu indukler.
NO ise mitokondri fonksiyonlarini durdurur, DNA sentezini inhibe eder
(81).Diger taraftan sitokinler ve degistirici buyume faktorleri, mezenkim
hicresi proliferasyonunu ve kollajen sentezini arttirir, dolayisiyla fibrozise yol
acar(82). iIBH’daki defektlerden biri ve belki de en énemlisi bagirsak epitelinin
gegirgenliginin artmasi ve normalde bu bariyeri gecemeyen antijenlerin ve
proinflamatuvar molekullerin  barsak epitelini gecebilmesidir. Musin

yapisindaki degisiklikler de bu olaya katkida bulunur.
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IBH’ da enterik inflamasyon ve toksinler ile nonspesifik intestinal inflamasyon
olusur. Mukozal permeabilite artigi ile toksik bakteriyel Grtinler emilir ve lokal
doku hasarini baslatirlar. Cogu zaman bu hasar inflamatuvar cevapla énlenir
ve mukozal hasar iyilegir. Ancak genetik yatkinligi olan kigilerde supresyon
olmaz ve inflamatuvar yanit artar. immun zincir aktive olur, sirekli limen
bilesenlerine maruz kalan mukozada olay suregenlesir; kronik inflamasyon,

doku hasari ve fibrozis olusur.

2.3.1.MiTOKONDRIYAL DNA MUTASYONLARININ iBH ‘DA YERI

Hastaligin genetik patogenezinde onemli rol oynayabilecek bir diger faktor
mitokondri olabilir. Birgok calisma Ulseratif Kolit patogenezini oksidatif stres
ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile baglantili bulmustur(4).

Ulseratif Kolit hastalarinda epitelin yapisal degisikliklerinden ve mukozal
inflamasyon baslangicindan oOnce kolonik epitel hucrelerinde mitokondri
anormallikleri goraltr(83).

Mitokondrinin fazla ROS (reaktif oksijen metabolitleri) uretmesi
inflamasyonun  aktivasyonuna neden  olur(4).Mitokondri 4  enzim
kompleksinden olugsan Elektron Tasima Sistemi (ETS) icerir. ETS mitokondri
membraninda bulunan protein komplekslerinden olusur. Donor molekullerden
elektron alinir ve bu komplekslere tasinir. Kompleks | (NADH dehidrogenaz)
elektronlari Krebs dongusunde uretilien NADH® den, kompleksll ise
elektronlari suksinattan alir. NADH ve FADH2"nin yukseltgenmesiyle hidrojen
ortama birakilir. Hidrojen, 1 elektron ve 1 protondan olusur. Hidrojen elektron
ve proton olarak ayrilir ve elektronunu ETS" ye aktarir. iki kompleks de
elektronlari ubikinon araciligiyla kompleks 3"e (cyt ¢ oksidoreduktaz, cyt b-
c1) aktarirlar. Buradan da sitokrom c (cyt c) ile kompleks IV*e aktarilir.
Burada 02, H2QO"ya indirgenir. Olusan proton gradyani ATP sentaz
tarafindan ADP"yi ATP" ye ¢evirmek icin kullanilir(83).

Kismen indirgenmis oksijen molekilleri reaktif mitokondriden disari sizarak

diger molekullerle hizlica reaksiyona girirler. ROS hicresel oksidatif
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fosforilasyon surecinde olusur ve fizyolojik notrleme kapasitesini asarak
oksidatif strese neden olur. ROS" un fazla Uretimi protein, lipid, nukleik asit
ve matriks bilesenlerine zarar verir, inflamasyon ile iligkili doku hasarina
neden olur (40). Doku hasari, hicresel stres ve enfeksiyon dogal immun
sistem tarafindan patern tanima reseptorleri ile algilanirlar. Bu reseptorlerin
aktiffenmesiyle savunma ve tamir mekanizmalar baglar (41,42).Eger
hicresel hasar ya da doku hasari genisse bu reseptoérler akut inflamatuvar
yaniti tetikler. Bu durumlarin buylk c¢ogunlugunda zararli uyaran ortadan
kaldirilir ve hasar onarilir; fakat bazi durumlarda doku ve hucresel stresin
kaynagi cozulemez. Hasarli hucrelerin 6luminin devam etmesi, immun
sistemin hasari tamir etmeye ¢alismasina ragmen dokuda progresif yilkima
neden olur. Bu dokunun es zamanh yikimi ve iyilesmesi kronik inflamasyon
ile karakterizedir ve artrit, diyabet, Parkinson,iBH gibi birgok dejeneratif
hastalikta gozlenir(3).

Ulseratif Kolit hastalarinin bagirsak mukozal epitellerinde mitokondriyal
anormalliklerin yani sira mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun azaldigi
bundan dolayr mukozal ATP miktarlarinin dusuk oldugu bilinmektedir(6).
Mitokondrinin enerji Uretimi digsinda otoimmunitede de rolu vardir. Bu gorevini
apoptozda rol almasiyla gergeklestirir. ClUnkU apoptoz, self reaktif I0kosit
olusumunu engeller. Ayni zamanda bazi mitokondriyal proteinler de
otoimmunitenin  engellenmesinden  sorumludur. Bu  bilgilere  goére
mitokondriyal gen polimorfizmlerinin otoimmun ve kronik inflamatuvar
hastaliklarla iligkili oldugu dugunulebilir (5,84).

insan nuklear DNA ‘si 46 kromozom iginde yer alan yaklasik 3 milyar baz
ciftinden olusur,ama mtDNA"sI kodlayan ve kodlanmayan bolgeleri iceren
16,569 nukleotit baz ciftinden olusan c¢ift sarmalli halkasal bir DNA"dir.
Kodlayan bolge elektron tasima ile ilgili 13 polipeptit kodlar. mtDNA"dan
kodlanan tum bu 13 polipeptit, solunum enzim kompleksleri (Elektron
tasinmasi igin kompleks I, Il, 1ll, IV ve oksidatif fosforilasyon igin kompleks V)
icin gereklidir(85).Kompleks I“in yapisina 46 alt birim katilir. Bu alt birimlerden
7 tanesi (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 ve ND6; ND=NADH

dehidrogenaz) mtDNA tarafindan geri kalanlari ise nikleer DNA tarafindan
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kodlanmaktadir. Kompleks 11*nin alt birimlerinin hepsi nukleer gen tarafindan
kodlanmaktadir. Kompleks Il 11 polipeptit alt birimden olugur. Bunlarin iginde
sitokrom b mitokondriyal DNA tarafindan kodlanir. Bunun disinda kalanlar
nikleer DNA tarafindan kodlanir. Kompleks [V, mitokondriyal solunum
zincirinin son enzimi, 13 alt birimden olusur. Bunlarin 3“4 (COX I, COX Il ve
COX Ill; COX= sitokrom c oksidaz) mitokondriyal DNA tarafindan kodlanir.
Kompleks V, ATP sentaz, 16 alt birimden olusur, bunlardan iki tanesi
(ATPaz6 ve ATPaz8; ATPaz =ATP sentaz) mtDNA tarafindan kodlanir (86).
Genetik diizeyde yapilan arastirmalarda Ulseratif kolit ile iligkili hiicresel ATP
uretimini etkileyen iki gen polimorfizmi bulunmustur. Bunlar mitokondriyal
enerji metabolizmasini etkileyen SLC22A5 ve UCP2 nukleer genleridir. Bu
genlerdeki polimorfizme sahip Ulseratif kolit hastalarinda mukozada oksidatif
kompleks aktivitesinin azaldigi bdylece mukozal ATP seviyesini dustugu
belirlenmistir. Boylece mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun ve oksidatif
fosforilasyon aktivitesinin Ulseratif kolit patofizyolojik mekanizmasinda rol
oynadidi kanitlanmistir (5,87)

Ulseratif kolitte kolonik mukoza yapisal olarak incelendiginde hem enfekte
hem de enfekte olmayan bolgelerde anormal mitokondriler goralmustir
(88).Mitokondri normal fonksiyonu igin gerekli major mitokondri i¢ zar proteini
prohibitin ve birka¢g mitokondri proteini hem enfekte hem de enfekte olmayan
kolonik mukozada azalmistir (89). Bu gézlemler mitokondriyal anormalliklerin
UK patogenezinde énemli faktérler oldugunu gosterir(4). Ayrica Ulseratif kolit
hastalarinin bagirsak dokularinda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
azaldigi bundan dolayr mukozal ATP miktarlarinin dustk oldugu
bilinmektedir.

Daha once fareler Uzerinde yapilmis bir calismada mitokondriyal DNA ND3
ve mt-tRNA-Arg gen polimorfizmlerinin mitokondriyal oksidatif fosforilasyon
aktivitesini onemli dlgude arttirdigi boylece artmis mukozal ATP seviyesinin
deneysel kolitteki inflamasyonun azalmasiyla iligkili oldugu goériimustur. Bu
calismada, mitokondriyal enerji metabolizmasindaki artis, bagirsak
kriptlerinde bariyer koruyucu hucresel programlarin aktive olmasiyla iligkili

bulunmustur(6). ETS elemanlarini kodlayan mtDNA"nin ¢ogunlugunu ND
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genleri olusturmaktadir. Bu yluzden galismamizda oksidatif fosforilasyon igin
onemli olan mtDNA genlerinden olan ND genlerinin incelenmesi gerekli
gorulmustar.

2012 yihinda aterosklerotik lezyonlarin mtDNA mutasyonlariyla iligkisi
hakkinda yapilan bir arastirmada, ND5 geni Uzerinde olan G13513A
mutasyonunun heteroplazmi seviyesi aterosklerotik dokuda saglam aortik
intimayla kargilagtirildiginda daha duaguk bulunmustur. Bu sonugtan yola
clkarak ND5 genindeki bu mutasyonun aterosklerotik lezyonlara kargi

koruyucu rol Ustlendigi saptanmistir (90).

Koczan ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismaya goére mt-ND5 geni
uzerinde bulunan nt13708 G/A tek nukleotit polimorfizminin Multipl Skleroz
(MS) ile iligkili oldugu bulunmustur. nt13708A varyantinin MS hastalidi igin
artmis risk tasidigi belirlenmistir(91).

2003 yilinda Van der Walt ve arkadaslari tarafindanmtDNApolimorfizmleri ve
parkinson hastaligi ile ilgili yapilan bir galigmada ise ND5 geni Uzerindeki
koruyucu etki gosterdigi belirlenmitir(92). Oksidatif kompleksi incelemek igin
2013 yilinda yapilan bir arastirmada CS fare tlrlinden bir-birlerinden farkh
mitokondriyal gen polimorfizmleri olan fareler secilmistir.Yapilan
arastirmanin sonucunda , mitokondriyal DNA varyasyonlarinin mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon aktivitesini dnemli dlgude etkiledigi saptanmistir. Ayrica
bu arastirmada, mukozal ATP artisinin deneysel kolitteki inflamasyonun
azalmasiyla iligkili oldugu ve artmis mitokondriyal enerji metabolizmasinin
bagirsak kriptlerindeki hucresel koruyucu baryerin aktivasyomu ile iligkili
oldugu sonuglarina variimistir. Boylece bu transgenik hayvan deneyi
calismasinda, mitokodriyal DNA varyasyonlarinin iBH ‘ye koruyucu etkisi

oldugu gosterilmistir(6).

Bu calismadan yola cikarak farelerde kolitten koruyucu etkisi olan ND3
genindeki 9461 T/C polimorfizmi insanda farkli gen bolgesine denk
dismastir ve insanda homolog olan gen bdlgesi arastirildiginda minér allel
frekansinin % 5 altinda oldugu gortimustir. Ayrica IBH’ ler duisiik ATP ile

karakterize hastaliklar oldugundan oksidatif fosforilasyon igin en gerekli
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kompleks olan ND kompleksinin incelenmesi gerekli oldugu gorulmusgtir.ND
5 geni en buyuk mitokondriyal gen bdlgesidir ve bununla beraber artmig
mutasyon duyarlligi vardir. Bu sebeple ND 5 genindeki mutasyonlar
OXPHOS hastaliklari icin yaygin bir sebeptir(7). ND5 geninin iBH ile iligkisi
hala kanittanmamis olmasina ragmen daha Onceki aragtirmalarda ND5
geninin bazi inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi

saptanmistir(5).

3.MITOKONDRIi VE MiTOKONDRIYAL HASTALIKLAR

Mitokondriyal hastaliklar bir hlicrede oksidatif fosforilasyonda ve adenozin
trifosfat (ATP) Uretiminde bozukluk oldugunda ortaya cikmaktadir. Genelde
kronik ve ilerleyici seyirli olup, her yasta, her organ tutulumu, her belirti ve
bulgu ile gorllebilirler ancak kas ve santral sinir sistemi gibi ylksek enerji
ihtiyaci olan organlar daha fazla etkilenmektedir. Cesitli sistem ve organlarin
degisik kombinasyonlarda birlikte tutulumu ile de seyredebilirler.

Hem mitokondriyal deoksiribontkleik asit (mtDNA) hem de nlkleer DNA
(nDNA) mutasyonu sonucu olusabilen hastaliklardir. Nukleer DNA
mutasyonlari mendelian kalitimla aktarilirken, mtDNA mutasyonlari maternal
kalitimla aktarilir veya sporadik olarak geligebilir. Mitokondriyal hastaligin
1960’larin baslarinda ilk kez tanimlanmasindansonra hastalik hakkindaki
bilgiler hizla artmaya baslamis, her gegen gun yeni genler tanimlanmasina
ragmen genotip ve fenotip korelasyonu tam olarak yapilamamistir. Bazi klinik
bulgular bazi hastaliklar i¢in karakteristik olsa da higbir zaman bir genetik
defekt igin spesifik olmamaktadir.

1988’de ise ilk patojenik mtDNA mutasyonu bildirilmistir(93,94).1990’lar
mitokondriyal genom icin Onemli bir donem olmustur. Genetik ve
biyokimyasal c¢alicmalarla mitokondriyal hastaligin etiyopatogenezinin
aydinlatiimasinda onemli gelismeler kaydedilmistir(95). Tek patojenik mtDNA
mutasyonunun dedgerlendirildigi ilk populasyon temelli calismada siklikla
mitokondriyal miyopati, ensefalopati, laktik asidoz, inme benzeri ataklarda
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(MELAS) gorulen transfer ribonukleik asit (tRNA) A3243G mutasyonu
prevelansi 100000 eriskinde 16.3 olarak bulunmustur (96,97).

3.1.MiTOKONDRI YAPISI

Mitokondriler okaryotik hucrelerin enerji uretimi gorevini ustlenen ve
kendiDNA’'sina sahip hucre igi organellerdir. insanda matur eritrositler
disinda tum

Okaryotik hicrelerde bulunurlar. 1-7 mikrometre uzunlugunda, gubuk seklinde
veya 2-3 mikrometre ¢apinda kuresel yapilardir. Dig membran, i¢ membran,

krista, matriks ve membranlar arasi bosgluktan olusmaktadir (Sekil 1) /98,99/

Sekil 1.Mitokondrinin ultrastriikturel goruntusu(98,99).

Dis membran porin adi verilen kanal proteinini icerir; buyukliga 5000 dalton
ve daha kucuk molekullerin, iyon ve metabolitlerin serbest difuzyonunu
saglar. Nukleer genom tarafindan kodlanan proteinler dis membrandan
TOM/TIM protein kompleksi yardimiyla gegerler. ic membran krista adi
verilen katlanmalar ile yiizeyini artirir. ig membranin selektif gegirgen olmasi
nedeniyle protein ve metabolitlerin matrikse tasinmasi icin spesifik
mekanizmalar mevcuttur. ic membranda bulunan tasiyici proteinler
membrana gegirgenlik 6zelligi kazandirir. Bazi molekuller aktif transport ile
matrikse gecmektedir, protein tasinmasi da enerji bagimlidir(100). ¢

membranda lipid igeriginde bir fosfolipid olan kardiolipin yogun olarak
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bulunur. Mitokondriler ve hucre sitozolu arasinda surekli madde aligverigi
olmaktadir(101).Mitokondriler apoptoziste ve hucresel homeostazda gorev
alir(102).Hucrelerin enerji tretim merkezleridir. Oksidatif fosforilasyon veya
respiratuar zincir (Sekil 2), yagd asidi B-oksidasyonu, trikarboksilik asit (TCA)
dongusu (Krebs dongusu) (Sekil 3) gibi temel metabolik olaylar mitokondride
gerceklesir. Ure siklusunda, aminoasit, kolesterol, yag, steroid ve

nukleotidlerin metabolizmasinda da goérev alirlar (98,101,103).

Sekil 2Respiratuar enzim zinciri (101)

Cytascl a
/ ATP

l Ouer | APPi

membrane | \

renbione

Matrx

1]
{ }
COMPLEX | I ] Iv | v
NADH wecinate: ubiquino cytocheome \ ATP
ubluincae ublquinore cytochrome ¢ < \_ synthase
axidereduckse oxdoreduciase reducise axidase

insan hiicresinde ¢ok sayida mitokondri bulunmaktadir. Mitokondri sayisi
1000-100000 arasinda degismektedir ve dokudan dokuya farkhlik
gostermektedir(104).Sinir hucreleri, iskelet kas hucreleri ve kalp kas
hucrelerinde yuksek sayida mitokondri mevcuttur . Mitokondri ve krista sayisi
hucrenin metabolik aktivitesi ile dogru orantilidir. Mitokondriler hicrede
mikrotubullere bagli olarak hareket ederler ve enerji ihtiyaci olan bolgeye
yerlegirler. ATP uretiminde son basamak olan respiratuar zincir mitokondri i¢
membraninda yer almaktadir (Sekil 2). Bes enzim kompleksinden
olugsmaktadir ve her bir kompleks bir¢ok altunite icermektedir.
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Sekil 3. Trikarboksilik asid (TCA) dongusu (102)

NADH Acetyl-CoA
NAD+ OAA citrate synthase
MDH
L-Malate .
Citrate
fumarase g H.O
aconitase 2
Fumarate 2.step mn:
; dehydration - hydration
FADH, succinate
FAD dehydrogenase Isocitrate
Succinate
GTP NAD
CoASH y — IDH
uccinate thiokinase
GDP + Pi T
. CO;
Succinyl-CoA NADH a-Ketoglutarate
NAD+ co,
CoASH
copyright 1996 M W.King o-KGDH

Mitokondriyal matriks icinde piruvat, aminoasit ve yag asitlerinin
metabolizmasi sonucu olusan asetil koenzim A (asetii CoA) Krebs
donguslne girerek okside olur (Sekil 4). Karbondioksit (CO2), indirgenmis
flavin adenindinukleotid (FADH2) ve nikotinamid adenin dinukleotid (NADH)

olusur (102).
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Sekil 4 Piruvat, aminoasit ve yag asitlerinin metabolizasyonu sonucu asetil CoA
olusumu ve Krebs déngusine giris (102)

Lactic Acid

Anaerobic Glycolysis
+ 2 ATP

r—‘—f—ﬁb Pyruvic Acid ﬂ:l

Aerobic
Glycolysis

-~

Krebs Cycle

—— [rmmren_]

H20
co2 02

+ 36 ATP Aerobic Respiration i

Yuksek enerijili elektronlar FADH2 ve NADH tarafindan tasinarak mitokondri
ic membranindaki proteinler vasitasiyla molekuler oksijene ulastirilir ve H20
olusur. Karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi sirasinda olusan bu
indirgenmis kofaktorler (NADH ve FADH2) mitokondrinin igmembraninda yer
alan kompleks | (NADH:ubikinon oksidoreduktaz) ve kompleks IlI'ye
(suksinat:ubikinon oksidoreduktaz, suksinat dehidrogenaz) elektron saglarlar.
Respiratuar zincirdeki enzim komplekslerinin altliniteleri nDNA ve mtDNA
tarafindan kodlanmaktadir.

Kompleks | yedisi mtDNA tarafindan kodlanan 45 altliniteden olusmaktadir.
Kompleks Il ise dort altiniteden olugmaktadir ve tumd nDNA
tarafindankodlanmaktadir. Suksinatin fumarata oksidasyonunda katalizor
gOrevi gordr.

Elektrokimyasal fark dogrultusunda ve iki hareketli elektron tasiyici olan

ubikinon (ubikuinol, koenzim Q10) (CoQ10) ve sitokrom c ile elektronlar
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Kompleks III (ubikinon: sitokrom c oksidoreduktaz) ve |V’e (sitokrom c
oksidaz, COX) ulastirihr (Sekil 5). Kompleks Il ubikinondan sitokrom c’ye
elektron transferini saglar. Biri (sitokrom b) nDNA, digerleri mtDNA tarafindan
kodlanan 11 altuniteden olusur. Kompleks IV respiratuar zincirin en son
parcasi olup, sitokrom c’nin molekuler oksijeni indirgemesinde katalizor
gOrevi gorur. 13 altiniteden olugsmaktadir ve 10 altinitesi nDNA tarafindan
kodlanmaktadir. Kompleks V (ATP sentetaz) ise 16 altliniteden olusur ve ikisi
mtDNA tarafindan kodlanmaktadir (Tablo 1),(101,103,105).

Elektron transferinden saglanan enerji kompleks I, lll ve IV tarafindan
mitokondriyal matriksten membranlar arasi bosluga proton (H+) pompalamak
igin kullanilir. Matriksteki protonlar membranlar arasi bosluga gonderilir ve
boylece bir proton gradienti olusur. Membranlar arasi boslukta toplanan
protonlar beginci protein kompleksi olan ATP sentetaz tarafindan matrikse
gecirilirken ATP olusur(101,103).ADP ve inorganik fosforun ATP sentaz ile
ATP’ye donustlrilmesi ile sonuclanir (Sekil 5)(101). Bu olay oksidatif
fosforilasyon olarak adlandirilir(103).Olusan ATP, sitozolde bulunan ADP ile
adenin nukleotid translokator (ANT) yardimiyla degistirilir. Sonrasinda ATP

sitozolde gerekli yerlerde kullanilir.

Tablo 1Respiratuar zincir komplekslerinin mtDNA ve nDNA tarafindan kodlanan

altuniteleri

Komplex 1 | Komplex 2 | Komplex 3 | Komplex 4 | Komplex 5

MtDNA 7 0 1 3 2

NDNA " 36 4 10 10 " 14
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Kompleks I Kompleks IT Kompleks IIT Kompleks IV Kompleks V

Sekil 5 Respiratuarzincir, mtDNA tarafindan kodlanan altiiniteler kirmizi, nDNA

tarafindan kodlanan altiiniteleri mavi olarak gosterildigi respiratuar zincirde elektronlar
hareket ederken kompleks I, Ill ve IV araciligi ile matriksten membranlar arasi mesafeye
proton pompalanmasi ve protonun Kompleks V ilematrikse geri pompalanmasi sonucu ATP

olusumu(101)

3.2. MITOKONDRIYAL GENETIK

Mitokondriyal proteinler mtDNA ve nDNA tarafindan kodlanir (103,106).
Mitokondriyal DNA: 16.569 kilobaz buyudkligunde, dairesel, cift zincirli
DNA’dir (Sekil6,103). Mitokondri basina 2-10 kopya mtDNA dismektedir.
Maternal kahtimla gecer(107,108). Spermin sitoplazma icermemesi ve
mitokondrilerin  fertilizasyona katiimayan kuyruk kisminda toplanmasi
nedeniyle zigottaki mitokondriler sadece ovuma aittir. Anne tim ¢ocuklarina
miDNA’sini  aktarirken, sadece kiz cocuklar bunu ikinci kusaga
aktarir(108,109). MtDNA surekli bolinmektedir. MtDNA’nin  bdlunme
zamanlamasi nDNA’'dan bagimsizdir. Ancak mtDNA’'nin replikasyonu ve

transkripsiyonu igin gerekli enzimler nDNA tarafindan sentezlendiginden,
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MtDNA tam bir otonomiye sahip degildir. Bolinemeyen hucrelerde de
mitokondriyalreplikasyon mevcuttur(110). Mitokondriler hicre bolinmesi
sirasinda rasgele dagihm gosterir ve mitoz bolunme sirasinda yavru
hicrelere esit dagitilmaz (108,111).

MtDNA 37 gen igermektedir. intron icermez. MtDNA’da kodlanmayan tek
bdlge yaklasik 100 baz ¢ifti uzunlugundaki D-loop bdlgesidir. MtDNA insanda
oksidatif fosforilasyon igin kritik olan proteinlerin kodlanmasindan sorumludur.
MtDNA, toplamda 13 respiratuar zincir polipeptidini, 2 ribozomal RNA (rRNA)
ve 22 tane tRNA kodlamaktadir(109,112,113,114).

K
. o .
¥
con = Aws ATPS

Sekil 6Mitokondriyal DNA(103)

MtDNA polimorfiktir, bir baska deyigsle ayni etnik grupta kigiler arasinda
mtDNA diziliminde bircok farklihk vardir (109,115).MtDNA’nin fonksiyon
bozuklugu potansiyeli daha fazladir. Mutasyonlar nDNA’'ya gore 7-10 kat
daha fazla goérulir ve yaslanmayla artar (116,117). Mutasyonun fazla
gOrulmesinin nedenleri arasinda;

1. MtDNA'nin koruyucu histonlarinin olmamasi,

2. Ortamda oksijen radikallerinin yogun olmasi,
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3. Ortamda birgcok metabolitin mevcut olmasi,

4. Koruyucu ve onarim mekanizmalarinin yetersiz olmasi sayilabilir (118).

Bir  kiside  milyonlarca  mitokondri ve  bir hicrede binlerce
mtDNAbulunmaktadir. Genelde bunlarin hepsi benzerdir (homoplazmi).
Ancak bazi hucrelerde/mitokondrilerde mutasyonlar ortaya cikabilir; normal
ve mutant DNA c¢esitli oranlarda bulunabilir (heteroplazmi)(119).
Heteroplazmik mtDNA’lar yavru hicrelere dizensiz dagihm gostererek gecger
(mitotik segregasyon). Sonug¢ olarak tekrar- tekrar bolinen hicreler, saf
mutant veya saf normal mtDNA’lar iceren genotipe donusebilirler(110,120).
Hastaligin ortaya ¢ikmasini belirleyen mutant formun yuzdesidir(egik degeri) .
MtDNA delesyonlari icin esik degerinin yaklasik %60, tRNA mutasyonlari igin
ise %90’In (izerinde olduguna inaniimaktadir (121,122). iskelet kasi, sinir,
kalp ve karaciger icin esik degeri dusuktur. Mutant DNA yuzdesi ile hastaligin
siddeti arasinda bir korelasyon mevcuttur(107,123). Heteroplazmi
dizeyindeki degisiklige goére belirtilerin baslangic zamani, ilerleyici seyir
gOstermesi ve de hastalik siddeti degismektedir (103,109,124,125).

3.3.MiTOKONDRIYAL SENDROMLAR

1.Leberin Herediter Optik Néropatisi (LHON):

» Periferik néropati, hipotoni,epilepsi,demans,gelisimsel gerilik.

» ATP az 6 ve ya nuklear kompleks 2 mutasyonu

2. NARP:
3. MELAS: Miyoklonik epilepsi ve Ragged-red fiber hastaligi
4. MERRF:Mitokondrial ensefalopati:

» Mitokondriyal ensefalomiyopati,

» Laktik asidoz,

» Strok ve hemiparezi
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5. Kearns —Sayre Sendromu (KSS):

» Progressif eksternal oftalmipleji,retinopati
> Ataksi
» Klap ileti defektleri

6. Leigh Sendromu (Subakut Nekrotizan Ensefalopati):

» Optik sinirinatrofisine bagl yetiskin kérlugu(merkezi gérme kaybi olur),

» Dusuk penetrans gosterir,

» Mt (DNA) tarafindan kodlanan retinal elektron transport zincirindeki
NADH dehidrogenez ve ya sitokromdaki missens mutasyonlar sonucu
gelisir

7. Pearson kemik iligi pankreas sendromu:

» Genelikle fetal olan bir gcocukluk hastaligidir,
» Pankreatik /hepatik atrofi
8. Wolfram Sendromu (DIDMOAD):

9. Alpers Sendromu:

10. Mitokondriyal Deplesyon Sendromu:

11. Mitokondriyal Norogastrointestinal Ensefalomyopati (MNGIE):

12. Siklik kusma sendromu:

» Solunum yetmezIigi

» Tekrarlayan laktik asidoz

> Migren ve ani 0lim
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4. ARASTIRMANIN MATERYAL VE YONTEMi

4.1.Etik Kurul
Calisma protokolti Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi ( Protokol no: 09.2014.0019,
Tarih: 07.03.2014) ve ¢alismaya katilan tum bireylerden aydinlatiimig onam
alindi.
4.2. Calisma Popiilasyonu
Calismaya, Marmara Universitesi Tip Fakultesi Gastroenteroloji Bilim
Dal’'na ve Marmara Universitesi Gastroenteroloji Enstitiisi’ne basvurarak
klinik, endoskopik, patolojik ve radyolojik kriterlere goére Ulseratif kolit tanisi
almis 99, Crohn tanisi almis 101 hasta alinmistir. Kontrol grubu 89 Kkisilik
saglikli  gonullilerden olugsturulmustur. Hasta ve kontrol grubunun
demografik Ozellikleri tablo 2."de gosterilmigtir. Hasta ve kontrol grubuna
bilgilendiriimis onam formu okutulup imzalandiktan sonra c¢alisma grubu
bireylerinden her bir EDTA’lI tipe 2’ser ml olmak Uzere toplam 6 ml ven6z

kan alindi.

Tablo 2. Gruplarin demografik 6zellikleri

Ulseratif kolit Crohn Disease | Kontrol (n=89)
(n=99) (n=101)
Yas Ortalamasi 46,13+13.273 38,23+12,181 37,69+12,447
Cins 41/60
(Kadin/Erkek) 38/61 36/53
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4.3. Amplifiye Edilecek Hedef Gen bolgesinin Se¢imi

Oncelikle National Center for Biotechnology information (NCBI) web
sitesinden ilgili gen olan “mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 5
[Homo sapiens (human)]” taranmistir. ND5 geni iginde tim dunyadan rapor
edilen polimorfizmler listesi taranarak valide edilmis, minér allel frekansi
%10’un Uzerindekiler secilmistir. Bu polimorfizmlerin tamaminin saptanmasi

icin 13466-14225 nukleotitleri arasindaki gen bolgesiamplifiye edilmistir.

4.4. Genomik DNA izolasyonu

Toplanan kanlardan “High Pure PCR Template Preparation Kit”
(Roche, Mannheim, Germany) ile Uretici firmanin talimatnamesine gore
genomik DNA izolasyonu yapilmigtir.

1. 1.5 ml niUkleaz free mikrosantriflj tip igine 200 pL kan oOrnedgi,
Uzerine sirasiyla 200 pyL Binding Buffer ve 40 uL Proteinaz K eklenerek tip
iyice vortekslendi, 70 °C’de 10 dakika inktbe edildi.

2. Karisima 100 uL Isopropanol eklenerek vortekslendi.

3. Kit icinde bulunan bir toplama tipunun igine filtreli tip yerlestirildi ve
filtreli tp icine karisim pipetlendi.

4. Ciftli tip sistemi (toplama tipuU ve filtreli tip) 1 dk 8000 g’de santrifij
edildi.

5. Santrifuj isleminden sonra; filtreli tUp toplama tlUpunden
uzaklastirildi ve yeni bir toplama tupune yerlestirildi.

6. Filtreli tip Uzerine 500 pL inhibitér removal buffer eklendi ve 1
dakika 8000 g’de santriflj edilerek kontaminantlar uzaklastirildi.

7. Filtreli thp, toplama tupunden uzaklastirilarak yeni toplama tipune
yerlestirildi.

8. Uzerine 500 pL yikama tamponu eklendi ve 1 dakika 8000 g'de
santriflj edilerek kontaminantlar uzaklastirildi. Bu islem toplamda 2 kez
tekrar edildi.

9.Toplama tupundeki akigkan sivi uzaklastirilarak tlp sistemi 1dk full

hizda santrif(jj edildi ve filtreli tip koleksiyon tipunden uzaklastirildi.
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10. DNA elusyonu icin; 1.5 ml lik yeni bir mikrosantrifuj tupune filtreli
tup yerlestirildi ve 200 yL 6nceden isitilmig elisyon buffer eklenerek 1dk
8000 g’'de santrifuj edildi.

11. Elde edilen DNA ornekleri real-time PZR yapilincaya kadar -
20°C’de saklandi.

Hedef gen bolgesinin amplifikasyonu igin yapilan PZR sonrasi
orneklere ait elde edilen amplikonlarin %Z2’lik standart agaoroz jelde 130
Voltta 45 dakikalik ylritme sonucunda spesifik PZR bantlari elde edildigi

ultraviole 151k altinda tespit edilmigtir.

Spesifik ve optimize edilmis amplikon eldesi sonrasi dizileme analizi
icin Agencourt® AMPure® XP kitinin sarthamesine gore PZR purifikasyon
islemi yapildi. Bu sekilde PZR reaksiyonu karigimi igindeki primer dimerleri,
dNTP gibi fazla PZR bilesenleri uzaklastirilarak dizileme analizini baskilayan
ve kalitesini bozan faktoérler elimine edildi. Asagida dizileme igin gerekli tim

asamalar 6zetlenmisgtir.

1- PZR o6rneklerinin purifikasyonu i¢cin Agencourt AMPureXP kit
(Protokol no: 0003870001) kullanild.

2- 96’lik bir platein belirlenen kuyucuklarina 10ul PZR 6rnegi konuldu.

3- AMPure purifikasyon kitinin sisesi alt Ust edilip karistirilarak dibe
¢oken manyetik beadlerin kaldiriimasi saglandi.

4- Kuyucuklarda bulunan PZR 6rneklerinin tzerine 18ul AMPure
konup ve 10 kez pipetaj yapilarak PZR 6rnegi ile bead
solUsyonunun iyice karistiriimasi saglandi.

5- Bu sekilde oda sicakhginda 5dk bekletildi. Boylece bead ile PZR
arinin birlesmesi saglandi.

6- 96’lik plate, Agencourt SPRIPlate® magnetic plate Uzerine
yerlestirilerek ve 2dk bekletildi..Bu asamada beadlere baglanan
PZR Urunleri, magnetik ortam nedeni ile solusyon igerisinde koyu

renkli yuvarlar halkalar gdzlemlendi.
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7- Pipet 30ul'ye ayarlandi ve halkalarin tam ortasindan solisyon
cekildi.

8- Kuyucuklara taze hazirlanmig %70lik ethanolden 200ul konup
30sn beklendi. Bu asamada plate Agencourt SPRIPlate®
magnetic plate Uzerinde idi.

9- Sure sonunda halkalarin ortasindan alkol dikkatlice gekilip atildi Bu
islem 2 kez yapildi.

10-Manyetik plate Uzerinden 96lik plate alindi ve kuyucuklara 40l
steril su konuldu (TRISAcetate, pH 8.0, or TE).

11-96’lk plate, Agencourt SPRIPlate® magnetic plate Uzerine
yerlestirildi ve 1dk bekletildi.

12-Olusan halkalarin tam ortasindan Purifiye edilmis PZR Grand
cekilerek, yeni bir plate ya da PZR tupune aktarildi.

13-Purifiye edilen PZR Urunlerinin miktarlarina bakilmak Uzere agaroz
jele yaratulda.

14-Miktar tespiti yapildiktan PZR miksi icin DTCS GenomelLab™ Dye
Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit'te yazan
miktarlara gore miktar hesabi yapildi.

15-PZR miksi igin DTCS GenomeLab™ Dye Terminator Cycle
Sequencing with Quick Start Kit kullanildi.

16-Purifiye PZR UrlnU pzr karisimina katildi.

17-Kit igerisinden gikan pozitif drnek Puc18’de her ¢alismaya katildi.

18-2,5 saat PZR reaksiyonu sonunda PZR urunleri SPRI CleanSEQ®
MAGNETIC BEADS kiti ile purifiye edildi.

19-10pl hacmindeki PZR Urunleri, PZR tuplerinden 96’lik plate alindi.

20-Clean SEQ sigesi alt ust edilip karigtirilarak dibe ¢oken manyetik
beadlerin kaldiriimasi saglandi.

21-Kuyucuklarda bulunan PZR 6rneklerinin tGzerine 10pl CleanSEQ
konuldu ve 7 kez pipetaj yapilarak PZR 6rnegi ile bead
solUsyonunun iyice karistirilmasi saglandi.

22-Ardindan uzerlerine 42l %85lik ethanol konuldu ve 7 kez pipetaj
yapildi.



23-96l1k plate, manyetik plate Uzerine konulup ve 3dk bekletildi

24-Sire sonunda olugan halkalarin tam ortasindan soltusyon alinip
atildi.

25-100pI1 %85lik ethanol konulup ve 30sn bekletildi. Stre sonunda
olusan halkalarin tam ortasindan solusyon alinip atildi.

26-96lik plate manyetik plate Gzerinden alindi.

27-Daha 6nceden -20°C’den cikarilip oda sicakligina getirilen Sample

Loading Solution (SLS)’den 40pul konulup ve 7 kez pipetaj yapildi.

Bu asamalar sonrasi 6rneklerimiz dizileme analizine hazir hale

getirildi.
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5.BULGULAR

X/

X Ulseratif kolitli hastalarin %62,6 (62/99)'sinda polimorfizm saptanmistir
(Sekil 7)

Sekil 7: Ulseratif kolit hastalarinda polimorfizm olanlarin ve polimorfizm olmayanlara
yiizde ile ifadesi

Ulseratif kolit hastalarinin %12’sinde mtDNA nt13708G>A, %8’inde13617
T>C ve%6’sinda 14167C>T gen polimorfizmleri saptanmistir(Sekil

8).Toplamda ise 23 farkl nukleotit varyasyonu gozlemlenmistir (Tablo3 ).

Ulseratif Kolit Hasta Grubu
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mtDNA niikleotit varyasyonlari

Sekil 8: Ulseratif kolit hastalarinda saptanan polimorfizmlerin yiizdesi
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Niikleotit Niikleotit Kodon Kodon Amino
Pozisyonu Lokus Varyasyon Numarasi Pozisyonu Asit Varyasyonu

1 13708 MT-ND5 G-A 458 1 non-syn:A-T
2 13617 MT-ND5 T-C 427 3 syn:I-1

3 14167 MT-NDG6 C-T 169 3 syn.:E-E

4 13780 MT-ND5 A-G 482 1 non-syn:1-V
5 14139 MT-ND5 A-G 601 3 syn:L-L

6 13879 MT-ND5 T-C 515 1 non-syn:.S-P
7 13743 MT-ND5 T-C 469 3 syn:T-T

8 13934 MT-ND5 C-T 533 2 non-syn: T-M
9 13966 MT-ND5 A-G 544 1 non-syn:T-A
10 13967 MT-ND5 C-T 544 2 non-syn: T-M
11 14070 MT-ND5 A-G 578 3 syn:S-S
12 14182 MT-NDG6 T-C 164 3 syn:V-V
13 14110 MT-ND5 T-C 592 1 non-syn:F-L
14 13680 MT-ND5 C-T 448 3 syn:P-P
15 13711 MT-ND5 G-A 459 1 non-syn:A-T
16 13734 MT-ND5 T-C 466 3 syn:F-F
17 13810 MT-ND5 G-A 492 1 non-syn:A-T
18 13888 MT-ND5 T-C 518 1 non-syn:C-R
19 13889 MT-ND5 G-A 518 2 non-syn:C-Y
20 13933 MT-ND5 A-G 533 1 non-syn:T-A
21 14053 MT-ND5 A-G 573 1 non-syn:T-A
22 14161 MT-ND6 A-G 171 3 syn:A-A
23 14188 MT-NDG6 A-G 162 3 syn:V-V

Tablo3. Ulseratif Kolit Hasta Grubunda Saptanan Niikleotit Varyasyonlari

Not: Golgelendirilmis satirlardaki varyasyonlar sadece (lseratif kolit hasta grubunda

saptanmistir.
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% Crohn hastalarinin %50,4 (51/101)’inde polimorfizm saptanmistir.
(Sekil 9)

Sekil 9: Crohn hastalarinda polimorfizm olanlarin ve olmayanlara yiizde ile ifadesi

Crohn hastalarinin %9’inde mtDNA nt13708G>A, %8’inde 13780 A>G
ve %4’Unde14167C>T gen polimorfizmleri saptanmistir(Sekil 10).
Toplamda ise 26 farkli nukleotit varyasyonu gozlemlenmigstir (Tablo 4).
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mtDNA niikleotit varyasyonlari

Sekil 10: Crohn hastalarinda saptanan polimorfizmlerin yiizdesi



Tablo 4. Crohn Hasta Grubunda Saptanan Niikleotit Varyasyonlari

Nukleotit Nukleotit Kodon Kodon Amino

Pozisyonu Lokus Varyasyonu | Numarasi | Pozisyonu | Asit Varyasyonu
1 13708 MT-ND5 G-A 458 1 non-syn:A-T
2 13780 MT-ND5 A-G 482 1 non-syn:l-V
3 14167 MT-ND6 C-T 169 3 syn:E-E
4 14139 MT-ND5 A-G 601 3 syn:L-L
5 13743 MT-ND5 T-C 469 3 syn:T-T
6 13734 MT-ND5 T-C 466 3 syn:F-F
7 13762 MT-ND5 T-G 476 1 non-syn:S-A
8 13617 MT-ND5 T-C 427 3 syn:l-1
9 13680 MT-ND5 C-T 448 3 syn:P-P
10 13681 MT-ND5 A-G 449 1 non-syn:T-A
11 13879 MT-ND5 T-C 515 1 non-syn:S-P
12 13889 MT-ND5 G-A 518 2 non-syn:C-Y
13 13966 MT-ND5 A-G 544 1 non-syn:T-A
14 14007 MT-ND5 A-G 557 3 syn:W-W
15| 14016 MT-ND5 G-A 560 3 syn:K-K
16 14070 MT-ND5 A-G 578 3 syn:S-S
17 13759 MT-ND5 G-A 475 1 non-syn:A-T
18 13781 MT-ND5 T-C 482 2 non-syn:l-T
19 13811 MT-ND5 C-G 492 2 non-syn:A-G
20| 13928 MT-ND5 G-C 531 2 non-syn:S-T
21 13934 MT-ND5 C-T 533 2 non-syn: T-M
22| 13953 MT-ND5 T-C 539 3 syn:Y-Y
23 14028 MT-ND5 A-G 564 3 syn:K-K
24 14094 MT-ND5 T-C 586 8 syn:L-L
25 14129 MT-ND5 C-T 598 2 non-syn:T-|
26 14182 MT-ND6 T-C 164 3 syn:V-V

Not: Golgelendirilmis satirlardaki varyasyonlar sadece Crohn hasta grubunda saptanmustir.
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o Kontrol bireylerin %65,1 (58/89)'inde polimorfizm saptanmistir(Sekil 11).

Sekil 11: Kontrol bireylerde polimorfizm olanlarin ve polimorfizm olmayanlara yiizde ile
ifadesi

<> Kontrol grubu hastalarinin = %8’sinde  mtDNA  nt13708G>A,
%8inde14070 A>G ve%8inde 13966 A>G gen polimorfizmleri
saptanmistir ( Sekil 12).Toplamda ise 25 farkli nukleotit varyasyonu
g6zlemlenmistir (Tablo5).
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mtDNA niikleotit varyasyonlari

Sekil 12: Kontrol bireylerde saptanan polimorfizmlerin yiizdesi
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Tablo 5. Kontrol Grubunda Saptanan Niikleotit Varyasyonlari

Niikleotit Nikleotit Kodon Kodon Amino
. Lokus |Varyasyo . .
Pozisyonu nu Numarasi | Pozisyonu | Asit Varyasyonu
1 13708 MT-ND5 G-A 458 1 non-syn:A-T
2 14070 MT-ND5 A-G 578 3 syn:S-S
3 13966 MT-ND5 A-G 544 1 non-syn:T-A
4 13743 MT-ND5 T-C 469 3 syn:T-T
5 14139 MT-ND5 A-G 601 3 syn:L-L
6 14167 MT-ND6 C-T 169 3 syn:E-E
7 13934 MT-ND5 C-T 533 2 non-syn:T-M
8 13617 MT-ND5 T-C 427 3 syn:l-l
9 13734 MT-ND5 T-C 466 3 syn:F-F
10 14148 MT-ND5 A-G 604 3 syn:Term-Term
11 13680 MT-ND5 C-T 448 3 syn:P-P
12 13759 MT-ND5 G-A 475 1 non-syn:A-T
13 13889 MT-ND5 G-A 518 2 non-syn:C-Y
14 13911 MT-ND5 A-G 525 & syn:M-M
15 13973 MT-ND5 A-T 546 2 non-syn:Q-L
16 13980 MT-ND5 G-C 548 & syn:L-L
17 14110 MT-ND5 T-C 592 1 non-syn:F-L
18 14127 MT-ND5 A-G 597 3 syn:L-L
19 14161 MT-ND6 A-G 171 3 syn:A-A
20 14178 MT-ND6 T-C 166 1 non-syn:|-V
21 14179 MT-ND6 A-G 165 3 syn:Y-Y
22 14180 MT-ND6 T-C 165 2 non-syn:Y-C
23 13780 MT-ND5 A-G 482 1 non-syn:1-V
24 13781 MT-ND5 T-C 482 2 non-syn:l-T
25 13948 MT-ND5 C-T 538 1 non-syn:P-S

Not: Golgelendirilmis satirlardaki varyasyonlar sadece kontrol grubunda saptanmistir.
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5.1. ISTATISTIK ANALiz

Ulseratif Kolit Crohn p degeri
(n=99) Disease
(n=101)
13708AA 12 (%12) 9 (%9) 7(%8)
>0.05
13708GG  87(%88) 92(%91) 82(%82)

Tablo 6 mtDNA 13708 G/A gen polimorfizmi yiizdesi

13708 homoplazmik AA genotipi tum gruplarda benzer frekanslarda

saptanmis olup herhangi bir grupla iliskili saptanmamistir (Chi-square:
1.078, Degrees of Freedom: 2, p= 0.5835)(Tablo 6)

Crohn Disease Kontrol p degeri
(n=101) (n=89)
13780GG+AG 8(%7, 9) 1( %1, 1)
P<0,05
13780AA 93(%92) 88( %98)

Tablo 7 Mt DNA 13780 A/G gen poliformizmi yiizdesi

13780 G dominant (GG+AG) genotip modeline gére Crohn hasta grubunda
13780G polimorfizmi kontrol grubuna gbére anlamh olarak yuksek
saptanmigtir (P= 0.0380; Odds ratio= 7.570, 95% Confidence Interval:
0.9273 t0 61.799)(Tablo 7)
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Crohn Disease Kontrol p degeri

(n=202) (n=178)
13780G 15(%7,4) 2(%1,12)
P<0,05
13780A 187(%92) 176(%98.8)

Tablo 8 Crohn ve Kontrol hasta grubunda mtDNA 13780 G allel tasiyiciligi ylizdesi

13780 G allel tastyiciligi Crohn hasta grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak yuksek saptanmistir (P= 0.0026; Odds ratio= 7.059
95% Confidence Interval: 1.591 to 31.323) (Tablo 8).

Ulseratif Kolit Kontrol p degeri
(n=99) (n=89)
13780GG 5(%5) 1(%1,12)
P>0,05
13780AA 94(%94,9) 88(%98,8)

Tablo 9 UK ve Kontrol hasta grubunda mt DNA 13780GG genotip yiizdesi.

13780 homoplazmik GG genotipi tum gruplarda benzer frekanslarda

saptanmig olup herhangi bir grupla iligkili saptanmamistir
(p=0.21)(Tablo 9).

Ulseratif Kolit
(n=99)
13617CC 8(%8) 2(%2.2)
P>0,05
13617TT 91(%91.9) 87(%97,7)

Tablo 10 UK ve Kontrol hasta grubunda mt DNA 13617CC genotip yiizdesi.
13617CC genotipi Ulseratif kolit hasta grubunda kontrol grubuna gore

benzer frekanslarda saptanmis olup anlamli bir iligki saptanmamistir
(p=0.10)(Tablo 10)
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Crohn Disease Kontrol p degeri

(n=101) (n=89)
13617CC 1(%0,9) 1(%1,1)
P>0,05
13617TT 100(%99) 88(%98.8)

Tablo 11 CH ve Kontrol hasta grubunda mt DNA 13617 CC genotip ylzdesi.

13617CC genotipi crohn hasta grubunda kontrol grubuna gore benzer
frekanslarda saptanmis olup anlamh bir iligki saptanmamistir (p=
0.60)(Tablo 11)

Crohn Disease Kontrol p degeri
(n=101) (n=89)
14070GG 1(%8) 8(%8.9)
P<0,05
14070AA 100(%99) 81(%91)

Tablo 12 CH ve Kontrol hasta grubunda mt DNA 14070 GG genotip ytizdesi.

14070 GG genotipi kontrol grubunda Crohn hasta grubuna gére anlamli
olarak yuksek saptanmistir (p=0,0134, Odds ratio= 0.1013 95% Confidence
Interval: 0.01240 to 0.8268) (Tablo 12)
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Crohn Disease Kontrol p degeri

(n=202) (n=178)
14070G 2(%0,9) 16(%8.9)

P<0,05
14070A 200(%99) 162(%91)

Tablo 13 CH ve Kontrol hasta grubunda mt DNA 14070 G allel tastyicilik ylizdesi.

14070 G allel tastyiciligi kontrol grubunda Crohn hasta grubuna
g6re anlamli olarak ylksek (P= 0.0003; Odds ratio= 0.2088 95%
Confidence Interval: 0.06841 to 0.6370)(Tablo 13).

Ulseratif Kolit p degeri
(n=99)

14070GG 2(%2) 8(%8.9)

81(%91 P<0,05
14070GAA 97(%97,9)

)

Tablo 14 UK ve Kontrol hasta grubunda mt DNA 14070 GG genotip yiizdesi.

14070 GG genotipi kontrol grubunda ulseratif hasta grubuna goére
anlamli olarak yUksek saptanmigstir (p=0,0487, Odds ratio= 0.2088 95%
Confidence Interval: 0.04310 to 1.011)(Tablo 14).
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Ulseratif Kolit Kontrol p degeri

(n=198) (n=178)
14070G 4(%2) 16(%8.9)
P<0,05
14070A 194(%97.9) 162(%91)

Tablo 15 UK ve Kontrol hasta grubunda mt DNA 14070 G allel tasiyicilik yiizdesi.
14070 G allel tastyiciligi kontrol grubunda ulseratif kolit hasta grubuna
g6re anlamli olarak ylksek saptanmigtir (P= 0.0045; ; Odds ratio=
0.2088 95% Confidence Interval: 0.06841 to 0.6370)(Tablo 15).



6. SONUC VE TARTISMA

Oncelikle galismamizda literatiirde frekanslari bilinmeyen bir cok
polimorfizm ortaya ¢ikmistir. Calismamizda her ug¢ grupta en yuksek bulunan
genotip frekansi ND5 geninde mtDNA 13708 G/A polimorfizmi oldu, UK
hastalarinda %12, CH ‘da %9, Kontrol grubu hastalarinda ise %8
bulunmustur. Ama istatistiksel olarak karsilastirmada anlamlilik tespit
edilmemigtir (p:0.5835).

Crohn hastalarinda 2.yuksek siklikda gorulen polimorfizm ND 5
geninde mt DNA 13780 A/G (%8) poliformizdir. UK hastalarinda mtDNA
13780 A/G polimorfizmi %5, Kontrol grubunda ise %1 oraninda tespit
edilmistir. mt DNA 13780 A/G polimorfizmi Crohn hastalarinda anlamh
bulunmustur ve hastalikla iligkili degerlendirmede istatistiksel olarak
anlamlilik dizeyine ulasmigtir (p= 0.0380; Odds ratio= 0.1321 95% CI:
0.01618 to 1.078).

UK hastalarinda diger fazla rastlanmis olan polimorfizm mt DNA
13617 T/C polimorfizmi olub,%8 oranindadir, ama her U¢ grup i¢in p degeri
anlamh gikmamistir (UK’ de p: 0.1, CH *igin p:0.6 ).

Diger bir istatistiksel olarak anlamli bulunan mt DNA 14070 A/G
polimofizmidir. Bu genetik polimorfizm hem UK hem de CH ‘da koruyucu
etkiye ulasacak istatistiksel degere sahiptir. UK ‘de p< 0.04, CH ‘da p<0.02

bulunmustur.

Hasta gruplarinda elde edilen polimorfizm frekanslari hastaliklarin alt gruplari
ile yapilacak statistiksel analizler icin yeterli saylya ulasmadigi icin bu

parametrelerle degerlendirme yapilamamistir.

Calismamizda iBH'da patogenezde énem tasiyan 2 polimorfizm tespit etdik,
biri CH ‘na yatkinlik yaparken, diger polimorfizm ise IBH olusumuna karsi

koruyucu etkiye sahip oldugu ortaya gikti.

Bizden once IBH patogenezinde mitokondrial genomun rolunu gdsteren

birka¢ deneysel hayvan calismalar literatirde mevcut. Bunlardan biri Florian
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Bar ve arkadaslar tarafindan oksidatif kompleksi incelemek igin 2013 yilinda
yapilan bir arastirmada CS fare turinden birbirlerinden farkli mitokondriyal
gen polimorfizimleri olan fareler secilmistir. Bu ¢alismada ntkleer genomu
ayni, ama mitokondrial genomda degisiklikleri olan sigan turi modelleri wild
tip genoma sahibsiganlarla karsilastirilmistir(6). Bunlar arasinda 2 sigan
turinde(BL6.NZB, BL6.NOD) kimyasalla induklenmig kolite kargin bagirsak
mukozasinda inflamasyondan korunma izlendi. Mitokondriyal DNA dizilimleri
karsilastirildiginda BL6.NOD sigcan turunde mt DNA: 9348, 9461,9821 baz
ciftlerinde toplam 3 adet polimorfizm, BL6.NZB turinde ise 85 baz ciftinde

polimorfizm izlendi. Bu polimorfizmler mt ND3 ve mt tRNAAR®

genlerinde
izlendi. Bu polimorfizmleri olan siganlarin bagirsak kript hicrelerinde ATP
dizeyi (adenozin difosfat) wild tip sicanlara ve BL6.AKR tirlerine kiyasla
kargilastirmada 2 kat artis goruldu, sicanlari kolitten korumus oldu. ETS’de
kompleks I, IV ve V in aktivitesi artmis bulundu, kompleks II'de ise bdyle
aktivite artisi izlenmedi. Ayrica bu arastirmada, mukozal ATP artisinin
deneysel kolitteki inflamasyonun azalmasiyla iligkili oldugu ve artmis
mitokondriyal enerji metabolizmasinin bagirsak kriptlerindeki hucresel
koruyucu bariyerin aktivasyonu ile iligkili oldugu sonuglarina variimistir.
Boylece bu transgenik hayvan deneyi galismasinda, mitokondriyal DNA
varyasyonlarinin iBH’ye koruyucu etkisi oldugu gésterilmistir.Mitokondrinin
inflamasyonda 6nemli rol oynadi§i ve inflamatuvar hastaliklarin patagonezine
katki sadladigi daha énceki arastirmalarda da saptanmistir(126).inflamasyon
sonucu Reaktif Oksijen Tuarevlerinin ("ROS") artigi mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun patogenezle iligkisinin en blylk gostergesidir. Birgok calisma
Ulseratif kolitin patogenezini oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu ile baglantii  bulmustur(88). Genetik dlzeyde vyapilan
arastirmalarda ulseratif kolit ile iligkili hUicresel ATP Uretimini etkileyen iki gen
polimorfizmi  bulunmustur. Bunlar mitokondriyal enerji metabolizmasini
etkileyen SLC22A5 ve UCP2 nukleer genleridir. Bu genlerdeki polimorfizme
sahip ulseratif kolit hastalarinda mukozada oksidatif kompleks aktivitesinin

azaldigr bdylece mukozal ATP seviyesini dustigu belirlenmistir. Boylece
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mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun ve oksidatif fosforilasyon aktivitesinin

ulseratif kolit patofizyolojik mekanizmasinda rol oynadigi kanitlanmistir(5,87).

Elektron transport zinciri kompleks | ‘deki ND(Nikotin Adenin Dinukleotid
Dehidrojenaz) alt birimlerindeki mutasyonlarin oksidatif fosforilasyon
hastaliklarinda onemli rol oynadigi rapor edilmistir(7,127). ND5 proteini
kompleks I’ in yapisina katilan 46 alt birimden biridir. ND5 proteini
kompleksin periferinde yer alan hidrofobik bir polipeptittir. Yapilan bir
arastirmada oksidatif fosforilasyon bozuklugunun neden oldugu hastaliklara
sahip 116 hastada buna neden olabilecek mtDNA’daki heteroplazmik
mutasyonlari agiga ¢ikarmak i¢in tum mtDNA analiz edilmigtir. Analiz sonucu
toplam  mutasyonlarin  %27sini ND5 genindeki mutasyonlar(n=4)
olusturmustur. ND5 geni kompleks I’ deki en buylk ve en fazla mutasyon
iceren gendir. Fakat genin diger mitokondriyal genlere gére daha fazla
mutasyon igermesi genin buyukliguyle agiklanamaz; c¢unku yapilan bu
calismada en buylk ikinci gen COXI ve Ugluncli gen ND4“te herhangi bir
mutasyon bulunamamistir(7). Calismalar kompleks | aktivitesinde ve bunun
sonucu olarak solunumda ND5 sentezinin hiz sinirlayici basamak oldugunu
gOstermistir(128). ND5 geninde az miktarda mutasyonun bile kompleks I’ de

kusura neden oldugu buna dayanarak aciklanabilir(7).

Mitokondri, iflamasyon ve metobolizma arasindaki iliski blyuk ilgi cekmekte,
bu yolun malfonksiyone olmasi bir ¢ok kronik inflamatuvar hastaliklara alt
yap! olusturdugu dusunualar. DM tip 2 ‘de anneden gelen mt DNA ‘da olan
defektlere bagh gelisebilecegini gosteren deliller var(129). Boyleki,
disfonksione mitokondriler asirt ROS Uretiyor. Bu ise NLRP3(nod like reseptor
3) inflamasomu aktive eder, inflamatuvar sitokinlerin tretimine (il1 b ve il 18)

neden olur(3).

SLE (sistemik lupus eritematozis) hastaliginin patogenezinde mitokondrial
disfonksione bagli ATP sentezinin azaldigi, sonucda daha kotu prognoziu
hastalik seyrine(direngli lupus nefriti) neden oldugunu gdésteren calismalar
vardir (85).
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MtDNA alterasyonu ve inflamatuvar artritler arasindaki iliskini gosteren
calismalardan birinde RA hastalarinin sinovial mayesinde ve plazmasinda
ekstraselliler mtDNA artisi izlenmistir(130) ve oksidatif olaylar sonucu
bozulan mt DNA nin farelerde artrite neden oldugunu gdsteren galismada da

mevcuttur(131).

Parkinson hastaliginda(PH) mtDNA polimorfizmlerinin  hem hastaligin
olusmasindaki hem de koruyucu yodndeki patogenezisinde rol aldigini
gOsteren calismalar vardir. Van der WALT ve arkadasglari tarafindan yapilan
bir arastirmada 9055 A ve 10398G allel'de SNP(single nucleotid
polimorfizmi) , PH ‘dan koruyucu etkiye sahiptir(132).Tam tersine 4336T/Cve
4336C allelinde olan SNP(single nucleotide polymorphism) PH ‘ya egilim
yaratmakta(133).

Sonuc olarak, IBH patogenezinde mtDNA’dakipolimorfizmlerinin etkisine
yonelik yeni-yeni c¢alismalarin yapilmasi c¢ok faydal sonuglar ortaya

¢ikaracagini duagunuyoruz.
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