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1. ON SOZ

Bu tez, iki giizel insanin sayesinde viicut buldu. Onlar benim ilk ogretmenim,

fedakdr anne ve babam.

Karsilik beklemeden, esirgemeden bilgi ve tecriibelerini benimle paylastilar.
Bir¢ok seyi onlardan é6grendim. Benim de savundugum, ideal bir yasam tasavvur

ettiniz. Itiraf etmeliyim ki, inanmak iizereydim.

Ne yazik ki evren, sizin bahsetmekten kac¢indiginiz bir mekanizmaya baglt
olarak isliyor. Bildiginiz gibi, bulunduklari ortama en iyi sekilde uyum saglayan

canlilar hayatta kalirken, digerleri eleniyor.

**k*

Binbir giicliikle elde ettigimiz destegi yabanci sermayeli sirketlere vermekten
hosnut degilim. Calistyoruz ama pastamin en biiyiik dilimini onlar kapuyor,

kaybediyoruz, tiziiltiyorum.

Egitim ve ogretimdeki firsat egsitsizliginin yarattigi sorunlarin iistesinden
gelebiliriz. Internet cagindaki su giinlerde bilgive kolayca ulasmak miimkiin. Yeter ki
isteyelim ve bahanelerden kurtulalim. Boylece iireten ya da dejenere bir toplum olma

yoniindeki ¢ok onemli bir karara sirayet etmis oluruz.

Kuskusuz okullar ve iiniversiteler yardimiyla diinya tarihine yon verecek

insanlar bu topraklarda yetisecektir. O giinleri sabwrsizlikla ve 6zlemle bekliyorum.

**k*

"“Ya ogreten, ya ogrenen, ya dinleyen ya da ilmi seven ol. Fakat sakin

besincisi olma; (bunlarin disinda kalirsan) helik olursun'' (Hz. Muhammed).

“"Bir milleti 6zgiir, bagimsiz, gorkemli, yiice bir toplum halinde yasatan
terbiyedir ve onu tutsak yapan sefalete iten de bunun yoklugudur. Tehdit esasina
dayanan ahlak, bir fazilet olmadiktan baska itimada da sayan degildir'' (Mustafa
Kemal Atatiirk).

Bu satirlar, her seyden ¢ok sevdigim ailem ve giizel iilkem i¢in kaleme alind.
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I11. KISALTMA ve SIMGELER
A2M: a2-makroglobiilin

ALT: Alanin aminotransferaz

AP: Atipik patern

Apo: Apolipoprotein

ARMS: Amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi
AS-PZR: Allele-spesifik polimeraz zincir reaksiyonu
Asetil CoA: Asetil koenzim A
ASH: Alkolik steatohepatit

AST: Aspartat aminotransferaz
AS160: 160 kDa Akt substrat
ATP: Adenozin trifosfat

b¢: Baz cifti

CO,: Karbondioksit

CPT: Karnitin palmitoil transferaz
CRS: Cambridge referans dizisi
CSB: Korunmus dizi blogu

CT: Bilgisayarli tomografi

DAG: Diagilgliserol

ddNTP: Dideoksiniikleotit trifosfat
dH,O: Distile su

D-Loop: Displacement loop

DNA: Deoksiriboniikleik asit
dNTP: Deoksiniikleotit trifosfat

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit



EtBr: Etidyum bromiir

ERK: Hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlar
ETS: Elektron tagima sistemi

FADH: Flavin adenin dintikleotit

FoxO1: Forkhead kutu proteini 1

FFA: Serbest yag asidi

FT: Fibro test

GGT/gama GT: Gama glutamil transferaz
GRB2: Biiyiime faktorii reseptoriine bagl protein 2
GSK-3: Glikojen sentaz kinaz 3

GWAS: Genom ¢apinda iligkilendirme ¢aligmalari
H,O: Su

HCC: Hepatoseliiler karsinom

HSP: H-zincir promotorii

HVR: Hiper degisken bolge

IR: Insiilin direnci

IRS: Insiilin reseptdr substrat

LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein

LIG: Ligaz

LSP: L-zincir promotorii

MA: Molekiiler agirlik

MetS: Metabolik sendrom

MgCl;: Magnezyum kloriir

MRI: Manyetik rezonans goriintiileme

MRNA: Haberci RNA

Vi



mtDNA: Mitokondriyal DNA

MTORC: Rapamisin kompleksinin memeli hedefi
MtSSB: Mitokondriyal tek zincir baglanma proteini
MT-TF: Mitokondriyal tRNA fenilalanin kodlayan gen
NADH: Nikotinamid adenin diniikleotit

NaOAc: Sodyum asetat

NASH: Non-alkolik steatohepatit

NAYK: Non-alkolik yagli karaciger

NAYKH: Non-alkolik yagl karaciger hastaligi
NCAN: Neurocan proteini

NDNA: Niikleer DNA

np: Niikleotit pozisyonu

On, OL: Agir ve hafif zincir replikasyon orijinleri
OR: Goreceli olasiliklar orani

oxLDL: Okside diisiik dansiteli lipoprotein
OXPHOS: Oksidatif fosforilasyon

PDH: Piriivat dehidrogenaz

PDK1: Fosfoinositid bagimli protein kinaz 1
PEOL: Twinkle proteini

pH: Hidrojenin Giicii

PI3K: Fosfoinositid 3-kinaz

PNPLA3: Patatin benzeri fosfolipaz domain igeren protein-3
POLG: DNA polimeraz y

POLRMT: Mitokondriyal RNA polimeraz

POP-7: Polimer-7
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PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RefSeq: Referans dizi

RFLP: Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
RNA: Riboniikleik asit

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

rRNA: Ribozomal RNA

SHC: Src homoloji 2 alani

SREBPI1c: Sterol diizenleyici eleman baglama proteini 1c
ST: Steato test

T2D: Tip 2 diyabet

TAG: Triagilgliserol

TAS: Sonlanma ile iliskili diziler

TBE: Tris-borik asit-EDTA

TCA: Trikarboksilik asit dongiisii

MTERF: Transkripsiyonu sonlandirma faktorii
TFAM: Mitokondriyal transkripsiyon faktor A
TG: Trigliserit

TLR: Toll benzeri reseptor

TM6SF2: Transmembran-6 siiper aile {iyesi-2
TNP: Tek niikleotit polimorfizmi

TOP: Topoizomeraz

tRNA: Tasiyict RNA

UCP: Uncoupling protein

UV: Mordétesi ya da ultraviyole 1s1k

VKI: Viicut kitle indeksi
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VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein
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NON-ALKOLIK STEATOHEPATIT'DE MITOKONDRIYAL DNA
KONTROL BOLGESIi NUKLEOTIT VARYASYONLARI VE OLASI
HAPLOTIPLERIN HASTALIGIN PATOGENEZIYLE iLiSKiSi

Ogrenci: Burcu Hastiirk
Danisman: Dog. Dr. Fatih Eren
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji ve Genetik

1. OZET

Amag: Bu calismada, mitokondriyal DNA (mtDNA) kontrol bdlgesinde yer alan
T16189C gibi yaygin varyantlar ile non-alkolik steatohepatit (NASH) arasindaki
iligki arastirildi. Gere¢ ve Yontem: 150 NASH ve 150 saglikli kontrol bireyin yas ve
cinsiyeti eslestirildi. "Endoniikleaz Mnll enzimi" kullanilarak restriksiyon parga
uzunluk polimorfizm (RFLP) analizi ile mtDNA 16189 np genotipleri incelendi ve
dogrudan dizi analizi ile mtDNA kontrol bolgesi (15911-16540 np) varyasyonlari
saptand1. Bulgular: T16189C polimorfizmi agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark yoktu, ancak atipik RFLP bant paternlerine sahip bireyler tespit edildi ve dizi
analizi ile smiflandirildi. Yeni bir mutasyon (C16053G) ve iki yeni heteroplazmik
varyasyon (16234 C-CT; 16256 C-CT) tamimlandi. Ayrica {i¢ tri-niikleotit
polimorfizmi (C16294-C16295-C19296, TTT,; C16187-C16188-T16189, TAC;
C16187-C16188-T16189, TGC) bulundu. Katilimcilarin tiimii R makro-haplogrubu,
H2a2al haplotipi idi. Bu varyasyonlar arasinda, NASH grubu i¢inde, mtDNA kontrol
bolgesi niikleotit varyasyonlarindan bazilar istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Sonuglar: mtDNA kontrol bdlgesi niikleotit varyasyonlarinin NASH patogenezi
tizerindeki etkisinin daha genis ¢alisma gruplarinda arastirilmasinin 6nemi anlasildu.
Atipik paternlere neden olan niikleotit kombinasyonlarinin varligi nedeniyle,
kullanilan Mnll PZR-RFLP analizinin, T16189C polimorfizmini tespit etmekte
hassas bir yontem olmadigi ortaya ¢ikarildi. mtDNA T16189C varyantin1 Mnll PZR-
RFLP ile arastiranlarin, dogru sonuglar1 bildirmek adina yaymlarini revize etmesi
gerektigi anlagildi.

Anahtar Sézciikler: Polimorfizm, mutasyon, haplotipler, restriksiyon parga uzunluk

polimorfizmi, dizi analizi.



THE ASSOCIATION OF MITOCHONDRIAL DNA CONTROL REGION
NUCLEOTIDE VARIATIONS AND THEIR POTENTIAL HAPLOTYPES
WITH THE PATHOGENESIS OF NON-ALCOHOLIC STEATOHEPATITIS

Student: Burcu Hastiirk
Advisor: Assoc. Prof. Fatih Eren

Department: Medical Biology and Genetics

2. SUMMARY

Aim: In this study, the relationship between non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
and common variants such as T16189C in the mitochondrial DNA (mtDNA) control
region was investigated. Materials and Methods: We matched 150 NASH and 150
healthy controls for age and sex. We detected mtDNA np 16189 genotypes by
restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis with Mnll enzyme and
identified mtDNA control region (np 15911-16540) variations by direct sequencing
analysis. Findings: There was no significant difference between groups for T16189C
polymorphism, but we individuals with atypical RFLP banding patterns were
identified and classified. A novel mutation (C16053G), two new heteroplasmic
variations (16234 C-CT; 16256 C-CT) were determined. Also, three trinucleotide
polymorphisms (C16294-C16295-C19296, TTT; C16187-C16188-T16189, TAC;
C16187-C16188-T16189, TGC) were found. All of the participants were H2a2al
haplotype. Among these variations, there were statistically significant some of the
nucleotide variations in the mtDNA control region in the NASH group. Results: It
was understood that the effect of nucleotide variations on the pathogenesis of NASH
in the mtDNA control region should be investigated in larger study groups. Due to
the presence of nucleotide combinations causing atypical patterns, the Mnll PCR-
RFLP assay used was found to be non-sensitive to detect T16189C polymorphism. It
was understood that those who studied the T16189C variant with Mnll PCR-RFLP
should revise their publications to report the correct results.

Key words: Polymorphism, mutation, haplotypes, restriction fragment length

polymorphism, sequence analysis.



3. GIRIS ve AMAC

Diinya genelinde NAYKH ve NASH en yaygin goriilen kronik karaciger
hastaligidir. Obezite, tip 2 diyabet (T2D) ve metabolik sendrom (MetS) ile yakindan
iligkilidir (Tuyama ve Chang, 2012). Diyabet ve obezite epidemileri, yagli karaciger
hastalig1 prevalansinin artmasina yol agmaktadir (Cusi, 2012). NAYKH ve NASH,
genellikle asemptomatik serum alanin aminotransferaz (ALT) ve gama glutamil
transferaz (gama GT/GGT) degeri yiiksekligi ile iliskilidir. Karacigerde yag
infiltrasyonu varliginda ultrason takibi Onerilmekte, ancak NAYKH ve NASH
arasindaki kesin ayrim i¢in ciddi komplikasyon riski olan karaciger igne biyopsisi
gerekmektedir. Bu ayrim onemlidir, ¢linkiit NAYKH igerisinde NASH’in, fibroz ve
siroza ilerleme riski daha yiiksektir. Hepatoseliiler karsinom (HCC) i¢in NASH’li
hastalar onemli risk grubudur. NASH’te karaciger fonksiyon bozuklugu, HCC
olusumuna ve karaciger transplantasyonuna neden olabilmektedir (Farrell ve ark.,
2005). NASH’in genellikle asemptomatik seyri hastaligin erken teshisini
engellemektedir. Bu nedenle, karacigerde sinsi olarak ilerleyen NASH hastaligini
predikte edebilecek non-invaziv molekiiler biyo-belirteglerin bulunmasi 6nemli bir
arasttrma  konusudur. MtDNA’nin  kodlama yapmayan kontrol  bolgesi
polimorfizmlerinden 16189 baz ¢ifti (bg) pozisyonunda T>C transisyonunun, NASH
hastalarinin biiyiik bir boliimiinde goriilen insiilin direnci (IR), T2D ve obezite ile
iligkili oldugu Ongoriilmektedir (Liou ve ark., 2007). Bu veriler 1518inda, mtDNA
kontrol bolgesi niikleotit varyasyonlarinin NASH hastaligiyla iliskisinin incelenmesi
onemli bir aragtirma konusudur. Bir onceki calismamizda, NASH hastalarinin
mtDNA kontrol bolgesi 16189 T/C tek niikleotit polimorfizmi (TNP) incelenmis ve
atipik RFLP paternleri saptanmistir (Giiner, 2014). Bu paternlerin, hedef mtDNA
kontrol bolgesindeki niikleotit varyasyonlariyla kalitimsal birliktelik gosteren
haplotiplerin varligini igaret ettigini diistinmekteyiz.

Calismamizda bilinmeyen bu varyasyonlarin tespit edilmesi ve NASH ile
iliskisinin ortaya cikarilmasi i¢in, toplam 300 bireyden (150 biyopsi kanitli NASH
hastasi, 150 saglikli kontrol birey) alinan periferik kanlarda, mt16189 T/C
polimorfizmini, Mnll PZR-RFLP yontemiyle belirlemeyi ve mtDNA kontrol

bolgesinin dizi analizini gergeklestirmeyi amagladik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Non-Alkolik Steatohepatit

NAYKH ve komplike formu NASH, kronik karaciger hastaliginin yaygin
nedenleri arasinda bulunmaktadir (Matteoni ve ark., 1999). NAYKH, hepatik
parankim igerisinde yag birikmesi (>%5) olarak tanimlanmakta, bununla beraber
inflamasyon ve hiicresel hasar goriilmemektedir. Diger taraftan NASH, karacigerde
yag varligmin yanisira inflamasyon ve/veya Mallory cisimcikleri, hepatositlerde
balonlasma dejenerasyonu ile karakterizedir (Sanyal ve ark., 2011). NAYKH,
karacigerde yag birikimine yol agan ikincil nedenlerden; ciddi alkol tiikketimi, hepatit
C virlsli enfeksiyonu, ilag toksisitesi ve diger medikal kosullar dislanarak,
karacigerde yag varligi olarak tanimlanmaktadir (Puri ve Sanyal, 2012) (Resim 1).
Ikincil nedenler, karacigerde yag infiltrasyonuna neden olabilmesine ragmen,
NAYKH agirlikli olarak obezite ve MetS ile iliskilidir. Bu yiizden diger kronik
karaciger hastaliklari hari¢ tutularak NAYKH tanis1 konulmaktadir (Mcavoy ve ark.,
2006). NAYKH, basit yaglanma ve NASH’e kadar degisken, genis bir araligi
kapsamaktadir. NAYKH oransal olarak daha yaygin olmasina ragmen, NASH
hastalarinda siroza ilerleme daha fazla goriilmektedir. Bu nedenle NASH, NAYKH
icerisindeki en ciddi durum olarak kabul edilmektedir. Matteoni ve ark.’larmin
literatiirde yer alan NAYKH siniflandirmasi Tablo 1°de verilmistir (Matteoni ve ark.,
1999).

Resim 1. Normal karaciger dokusu (A) ile basit stetozlu doku (B) arasinda hepatositlerde yag birikimi
karsilagtirmasi (Bhatia ve ark., 2012’den degistirilerek alind1.)



Tablo 1. NAYKH’nin tipleri (Matteoni ve ark., 1999’dan degistirilerek alind1.)

Tip| Basit steatoz (inflamasyon veya fibroz yok)

Tip I Steatoz ile lobiiler inflamasyon

Tip Steatoz, inflamasyon ve degisken derecede fibroz (NASH)

Tiplv Steatoz, inflamasyon, balonlu hiicreler, Mallory cisimcigi veya fibroz (NASH)

4.1.1. Epidemiyoloji

NASH diinya ¢apinda giderek yayginlasan kronik karaciger hastaligidir ve
obezite, IR, T2D, arteriyal hipertansiyon ve hipertrigliseridemi ile yakindan iliskilidir
(Abbas ve ark., 2012; Lonardo ve ark., 2005).

Giliniimiizde NAYKH sanayi iilkelerinde genel niifusun %20-40’1nda
goriilmektedir ve kronik karaciger hastaliginin en yaygin goriilen grubudur (Farrell
ve ark., 2005). Obez ve diyabetlilerde prevalansi fazladir (Clark ve ark., 2002).
Diinya niifusunda diyabet ve obezite epidemisi goriillmektedir. 2008’de yayinlanan
verilere gore diinyada en az 1 milyar 46 milyon yetiskin birey, 170 milyon ¢ocuk
asir1 sisman veya obezdir (Abbas ve ark., 2012). ABD’de yaklasik 6 milyon bireyin
NASH hastasi oldugu ve 600 bin bireyde de NASH ile iliskili olarak siroz gelisecegi
tahmin edilmektedir (Ong ve Younossi, 2007). NAYKH’nin %10-20’sinde, NASH’e
ilerleme goriilmektedir. NASH’in bat1 {ilkelerinde prevalansi yaklasik %?2-6’dir.
ABD’de NASH genel niifusun yaklasik %35-6’sin1 etkilemektedir (Farrell ve ark.,
2005). ABD’de NAYKH prevalansi erkeklerde kadinlara gore 3-5 kat daha fazladir,
erkeklerde yiiksek viicut kitle indeksi (VKI) bildirilmistir (Bahcecioglu ve ark.,
2006).

ABD’de NAYKH prevalansi 6zellikle Hispanik (%28) ve Asya (%20-30)
kokenli olanlardan daha yiiksektir (Weston ve ark., 2005). Amerika ve diger sanayi
tilkelerinde obezite dramatik olarak artmakta ve buna bagli olarak NAYKH ve
NASH prevalanst yiikselmektedir (Tuyama ve Chang, 2012). Obezitenin
prevalansinda kiiltiirel ve cografi farkliliklar 6nemlidir. Zengin ya da fakir iilkelerin
her ikisinde de yaygin karaciger hastaliklar i¢cinde yiikselmeye devam eden NASH
belirtileri, halk sagligin1 ve saglik masraflarini etkileyerek, kiiresel bir yiik haline

gelecegini isaret etmektedir (Abbas ve ark., 2012).



4.1.2. Etyopatogenez

NASH, NAYKH’nin en agir histolojik formunu temsil etmektedir. NASH,
karacigerde %5°1 asan yag birikimi, lobiiler inflamasyon, hepatositlerde balonlasma
ve degisken derecelerde fibrozun eslik ettigi durumlar olarak tanimlanmaktadir.

Obeziteyle iliskili NAYKH patogenezinin merkezinde IR yer almaktadir.
Ayrica, genetik yatkinlig1 olan bireylerde steatoz ve ilerleyen karaciger hasarlarinda,
oksidatif stres ve sitokinler, birlikte etki gosteren faktorlerdir.

NASH’in histolojik bilesenleri, steatoz, hepatositlerde balonlasma ve lobiiler
inflamasyondur; fibroz NASH’in histolojik taniminin bir pargasi degildir, ancak,
karaciger biyopsisinde fibrozun derecesi prognozu predikte ederken, inflamasyon ve
nekroz derecesini predikte etmemektedir. Hastalik yillarca semptom gostermeden
kalabilmekte, siroz ve HCC’ye kadar ilerleyebilmektedir (Abbas ve ark., 2012).

Day ve ark. tarafindan 1998’de NAYKH igin giiniimiizde de gecerliligini
koruyan "¢ift vurus" hipotezi onerilmistir (Resim 2). Birinci vurusta, hepatositlerde
trigliserit ve serbest yag asitlerinin birikimi meydana gelmekte, giinliik diyetin ve
hepatik lipogenezin artmasiyla, IR olusmaktadir. Ikinci vurus, lipit peroksidasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon ve inflamasyonu kapsamaktadir, hepatositlerde hasar ve
karacigerde fibrozun gelismesine neden olmaktadir (Day ve James, 1998).

2010 yilinda Tilg ve Moschen tarafindan NASH’in patogenezini agiklamak
icin yeni bir gorlis olarak "goklu paralel vurus" hipotezi bildirilmistir (Tilg ve
Moschen, 2010). Bu hipotez, endoplazmik retikulum stresi ve sitokin aracili stres ile
steatozun yami sira nekroinflamasyonu indiikleyerek ¢oklu wvuruslarla birlikte
NASH’in gelisiminde rol oynadigini 6ne stirmektedir (Sekil 1).

NASH’in patogenezi icin evrensel olarak kabul goren "coklu wvurusg”
hipotezinde, farkli proteinler ve immiin bilesenler; IR ve proinflamatuar siirece
aracilik etmektedirler. MetS, NASH patogenezinde merkezi role sahiptir.
Gilinlimiizde her bir farkli hasta i¢in ¢oklu vuruslarin kimligi biiyiik 6lciide belli

degildir (Abbas ve ark., 2012).



= QGenetik yatkinliklar: TNP’ler, 6zellikle PNPLA3
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= Lipit peroksidasyonu (Oksidatif
= Kupffer hiicre aktivasonu Stres)
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(inflamasyon ve/veya
fibroz)

Resim 2. NASH patogenezinde ¢ift vurus hipotezi (Yang ve ark., 2014’ten degistirilerek alindi.)



Metabolik
Sendrom

= Sitokinler
d NN = Adipokinler

_ = Oksidatif stres
. Aktivasyonu ve = Apoptotik yolaklar
Insiilin <> etkilesimde .
Direnci bulunduklart: oxLDL
\l/ ) =  TLR’nin asir1 ekspresyonu
1.vurus 2. vurus 3. vurus
Normal Karaciger — Steatoz | > NASH | Fibroz

Sekil 1. NASH patogenezinde ¢oklu paralel vurus hipotezi (Kisaltmalar, oXLDL: Okside diisiik
dansiteli lipoprotein, TLR: Toll benzeri reseptor) (Abbas ve ark., 2012’den degistirilerek alindi.)

"Cift vurus” ve "coklu vurus" hipotezlerinin her ikisinde de genel olarak,
NAYKH spektrumu altindaki teorik yapi, hastaligin dogrusal ilerleyisi nedeniyle az
siddetli olandan daha siddetli formlara dogru zaman i¢inde yavasca biriken hepatik
hasarlar1 ele almaktadir (Tilg ve Moschen, 2010).

Bununla birlikte, dogrusal ilerleme modeline alternatif olarak, NAYKH’nin
her bir smifi i¢in (steatoz, fibroz, NASH) farkli patogenetik yolaklar boyunca tek bir
hastaligin gelistigi bilinmektedir (Resim 3). Bu patofizyolojik mekanizmalarin
belirlenmesi, NAYKH’nin biyolojik yapisinin iyi anlagilmasina ve bdylelikle
Klinisyenlerin metabolik karaciger hastaliginin her bir 6zel formu igin kisiye yonelik
uygun tedaviyi uygulamasma imkan tanmiyacaktir. NAYKH’nin patofizyolojik
kavramlarina iligkin olarak "goklu vurus" hipotezinin, "farkli vurus" modeline revize

edilmesi gerekmektedir (Yilmaz, 2012).
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Resim 3. NAYKH’nin histolojik alt tipleri ve hastaligin ilerleyisindeki etkileri (Rinella, 2015’ten
degistirilerek alindi.)



4.1.3. Tam

NAYKH ve NASH tanisi i¢in alkol tiiketimi hakkinda gegerli bir raporlama
gerekmektedir. Giinliik alkol tiiketiminde kabul edilen esik deger 20 g’dir. Belirlenen
bu kritik, tanisal olarak alkolik steatohepatit (ASH) ve NASH arasinda ayrim
saglamak i¢in kullanilmaktadir (Abbas ve ark., 2012; Lonardo ve ark., 2005) ( Sekil
2).

ASH ve NASH’nin giinliik
alkol tiiketimi arasindaki fark

> 20 g/giin / \ < 20 g/giin

Alkolik steatohepatit Non-alkolik steatohepatit
(ASH) (NASH)

Sekil 2. ASH ve NASH’de giinliik alkol tiiketimi (Stefan ve ark., 2016°dan degistirilerek alind1.)

NAYKH’da steatohepatit ve fibrozun degerlendirilmesi agisindan yaygin
olarak kullanilmakta olan serum aminotransferaz diizeyleri (ALT/AST) ve
bilgisayarli tomografi (CT) taramasi, manyetik rezonans goriintileme (MRI)
taramasi gibi testler giivenilir bulunmamaktadir. Bu nedenle NAYK hastalarinda
steatohepatitin belirlenebilmesi i¢in non-invaziv biyo-belirteglerin gelistirilmesi son
derece 6nemlidir (Musso ve ark, 2011).

Non-invaziv  diagnostik testler olarak karaciger fibrozunu Ongdren
"FibroTest" (FT) (Halfon ve ark., 2008) steatozu ongéren "SteatoTest" (ST) gibi
testler gelistirilmistir (Ratziu ve ark., 2006) ancak bu testlerin kullanimi heniiz
yaygilasmamistir (Vuppalanchi ve Chalasani, 2009). FT, total biliriibin, GGT, a2-
makroglobiilin (A2M), apolipoprotein A-l1 (ApoAl) ve haptoglobin (Ratziu ve ark.,
2006), ST; ALT, A2M, ApoAl, haptoglobin, total biliriibin, GGT, kolesterol,
trigliserit, glikoz diizeyi ve VKI’yi (Poynard ve ark., 2005), bireylerde yas ve
cinsiyet goz oniine alinarak degerlendirilmesi i¢in tasarlanmus testlerdir.

NASH hastalarinda hepatosit hasariin potansiyel mekanizmasi, serum veya
plazmada apoptoz belirteci olan, kaspazla kesilmis sitokeratin 18 (M30-Apoptoz
ELISA) diizeyine bakilarak degerlendirilmektedir (Sowa ve ark., 2013), ancak
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NASH’te onkotik nekrozun hasarda ne derece rol oynadigi heniiz bilinmemektedir
(Feldstein ve ark., 2009).

Diger karaciger hastaligi formlarindan, inflamasyon ve fibroz siddetini
belirleyerek NASH’in kesin ayrimimi sagladigi ortak olarak kabul edilen tek
giivenilir uygulama karaciger igne biyopsisidir (doku incelemesi) (Adams ve
Angulo, 2006) (Resim 4).

Karaciger

Py - ~
N x -
_—_ — YV [A=5
Dokunun kiigiik, ince L

cekirdegi, igne
biyopsisi ile ¢ikarilir,
mikroskopta incelenir.

Resim 4. Karaciger biyopsisi (Diehl ve Tetre, 2014’ten degistirilerek alindi.)

NAYKH’da fibrozlu hastalart tespit etmek icin non-invaziv yontemler
kullanilmaktadir (Musso ve ark., 2011). Bunlar, NAYKH fibroz skorlama sistemi,
gelistirilmis karaciger fibroz paneli ve hepatik elastografidir (fibroscan). NAYKH
fibroz skorlama sistemi, alt1 histolojik 6zelligi iceren (yas, VKI, hiperglisemi,
platelet sayimi, albimin, AST/ALT orani) bir formiil kullanilarak hesaplanmaktadir
(http://nafldscore.com, Erisim tarihi: 15 Subat 2016).

3064 hastayr iceren 13 caligmanin meta analizine goére, NAYKH fibroz
skorlama sistemi ilerlemis fibrozu, ya da sirozu predikte eden kullanisli bir
yontemdir (Musso ve ark., 2011). Son zamanlarda yapilan meta analizlere gore
NAYKH’da fibrozu belirlemek i¢in kullanilan fibroscan, yiiksek sensitivite ve
spesifiteye sahip olmasma ragmen, yiiksek VKI’li bireylerde basar1 orani diisiiktiir
(Chalasani ve ark., 2012). Bu problemler obez hastalar igin gelistirilen yeni bir prob’

la biiyiik 6l¢iide giderilmistir.
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4.1.4. Genetik faktorler

Kromozom 22 lokusu: PNPLA3

NAYKH’da genom c¢apinda iliskilendirme c¢alismalari (GWAS) tarafindan
belirlenen ilk varyant 22. kromozom iizerinde bulunan PNPLA3 geni (patatin benzeri
fosfolipaz domain igeren protein-3: rs738409 c.444 C>G, p.I1148M), yanlis anlamli
TNP’dir (Stefan ve ark., 2016). PNPLA3 rs738409 varyantini1 tasiyan bireyler, kodon
148’de sitozin yerine guanin niikleotidi gelmesi sonucu, izoldsin yerine metiyonin
(1148M) amino asidi sentezlemektedir (Romeo ve ark., 2008). PNPLA3 geni
adiponiitrin proteinini kodlamaktadir, bu protein 06zellikle hepatosit yag icerigi
artistyla iliskilidir (Attar ve ark., 2013). Insanlarda PNPLA3 geninin baslica
ekspresyonu hepatositlerde intraseliilar membranda gergeklesmektedir, yemekten
sonra ve IR boyunca karacigerde sentezi indiiklenmektedir (Dongiovanni ve ark.,
2013). PNPLA3 geni rs738409 polimorfizminde normal genotip CC allelleridir.
NAYKH’da en yaygin bulunan, CG ve GG allelleridir. Minér (G) allelini homozigot
ya da heterozigot olarak tasiyan NAYKH’da, en kotii sekilde fibroz veya siroza
ilerleme goriilmektedir (Kotronen ve ark., 2009). Bu polimorfizmde minér allel
frekans1 Hispaniklerde yiikektir. Bu durumda, agresif NAYKH prevalansi
goriilmekte ve ALT, AST diizeyleri artmaktadir. PNPLA3 rs738409 varyanti ile
NASH ve karaciger fibroz riski iliskisi ile, yas, VKI veya T2D gibi potansiyel olarak
etkili faktorlerden bagimsiz artig gostermektedir.

Yapilan meta analizi calismalarinda 1148M polimorfizmi ve NAYKH,
neredeyse tiim etnik gruplarda; yetiskinlerde, addlesanlarda, ¢ocuklarda hepatik
stetoz ile iligkili bulunmustur (Romeo ve ark., 2010a; Romeo ve ark., 2010Db).
Sonraki ¢aligmalarda da, 148M varyantinin hepatik steatoz igin Onemli bir risk
faktorii oldugu, serbest yag asidi salinimi, IR, obezite, lipogenezin artmasi ve lipit
metabolizmasinin degisimi iizerine etkisi gosterilmistir (Dongiovanni ve ark., 2013).
1148M polimorfizmi steatoz, steatohepatit, fibroz/siroz (Shen ve ark., 2015) ve

hepatoselliiler karsinom i¢in prediktifdir (Trépo ve ark., 2014).
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Kromozom 19 lokusu: TM6SF2

Son zamanlarda GWAS meta-analizleri, NAYKH’la iligkili olarak kromozom
19 (19p13.11) tizerindeki genleri belirlemistir. Bunlar: NCAN (neurocan proteini) ve
TM6SF2 (transmembran-6 siiper aile tiyesi-2) genleridir. Bu bolgelerdeki
varyasyonlar plazma kolesteroli, trigliserit ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
diizeyleri ile iligkilidir.

NCAN geni, karaciger yag igerigi ve NAYKH ilerleyisi ile iliskili olarak
bildirilmistir. Ozellikle NCAN rs2228603 minor (T) allelin, hepatik trigliserit
birikimine yol actigi disliniilmektedir (Speliotes ve ark., 2011). TM6SF2
(rs58542926, ¢.449 C>T, p.Glul67Lys, E167K) minor (T) alleli tasiyan bireylerde,
hepatik trigliserit igerigi artisina aracilik etmektedir, steatohepatit ve NAYKH ile
iligkili fibrozda yatkinlik kazandirmaktadir. Tersi olarak, yaygin (C) alleli tasiyan
hepatik ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) salinimi, karacigeri korumaktadir,
ancak ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini arttirmaktadir. MetS ve
NAYKH genellikle kardiyovaskiiler hastalikla iliskilidir. TM6SF2 rs58542926 minor
alleli tasiyan karaciger hastasi bireyler, kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite
yasamaya daha egimli olabilirler.

Kromozom 11 lokusu: APOC3

NASH hastaliginin gelisiminden sorumlu, hastalikla iliskili iki niikleotit
varyasyonu olan allel tanimlanmistir. Yagl karaciger hastaliginda, IR ve
hipertrigliseridemi ile iliskili APOC3 (apolipoprotein C3; 11923.3) geni, rs2854116
(c.455 T>C) ve rs2854117 (c.482 C>T) TNP belirlenmistir. Bu polimorfizmler;
APOC3 geninin 455. np’de baskin allel olan timinin, Sitozine transisyonu olan
APOC3 T455C polimorfizmi ve yine ayni genin 482. np baskin allel olan sitozinin
mindr allel timin niikleotidine transisyonu olan C482T polimorfizmleridir (Petersen
ve ark., 2010). 455C ve 482T varyant allellerinin birisini ya da her ikisini birden
heterozigot olarak tasiyan bireylerde, plazma apolipoprotein C3’iin %30, plazma

trigliserit ve kolesteroliin %60 arttig1 tespit edilmistir (Allocca ve Selmi, 2010).
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4.2. Mitokondrinin Yapisi

Mitokondri, farkli fonksiyonlara sahip ¢ift membranla (dis ve i¢) ¢evrilmis,
kiiresel bir organeldir (Resim 5). Mitokondriyal dis membran 5 kDa’dan daha kiigiik
molekiillerin gegisine izin veren porinler icermektedir. Ayrica, biiylik proteinlerdeki
mitokondriyal sinyal dizilerini taniyan ve gecisine izin veren genis multiprotein
translokaz kompleksini kapsamaktadir. Mitokondriyal i¢ membran, elektron tasima
sistemi (ETS) ve ATP sentaz kompleksinin tiim bilesenlerini igermektedir. Ayrica,
toplam yiizey alanini arttirmak ig¢in mitokondri matriksine dogru girintiler yapan
krista denilen yapilart kapsamaktadir. Cift membran iki mitokondriyal boéliimden
olusmaktadir. Bunlar, dis ve i¢ membran arasinda yer alan membranlar arasi bosluk
ve i¢c membranin igerisinde yer alan matriksdir. Mitokondriyal DNA, mitokondriyal
matriks igerisinde yer almaktadir (Chial ve Craig, 2008).

Mitokondriyal

matriks

Krista

Di1s membran

I¢ membran

Mitokondriyal DNA

Lamel

I¢ membran
I¢ simir membram
Kristal membran

Matriks
Membranlar arasi: bosluk Krista

Matriks graniil

Ribozom

Intrakristal alan
Periferal alan

Di1s membran

ATP sentaz

Porin

Resim 5. Mitokondrinin bilesenleri (A, B) (https://lol.khanacademy.org/science/biology/structure-of-
a-cell/tour-of-organelles/a/chloroplasts-and-mitochondria, Erisim tarihi: 15 Subat 2016)
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4.2.1. Mitokondriyal genom

Insan mitokondriyal genomu; cift-zincirli, kapal1 dairesel yapida, 16 569 bg
biiyiikliigiinde mtDNA igermektedir (Sekil 3, Resim 6). mtDNA ¢ift zincir sarmal
yapisi, guanin ve sitozin baz dagilimlarina gore yogunluk gradient santrifiij yontemi
kullanilarak, guanin igerigi fazla olan "agir zincir" (H-zincir), sitozin igerigi fazla
olan "hafif zincir" (L-zincir) olarak belirlenmistir (Kasamatsu ve Vinograd, 1974).

H-zincir; 2 ribozomal RNA (rRNA), 14 tastyict RNA (tRNA) ve 12 polipeptit
genlerini, L-zincir; 8 tRNA ve bir polipepit genlerini kodlamaktadir (Anderson ve
ark., 1981). mtDNA, 2 rRNA geni: 12S ve 16S; 22 tRNA geni (20 amino asit i¢in):
L-zincir, proline (P), glutamik asit (E), serin (S-UCN), tirozin (Y), sistein (C),
asparjin (N), alanin (A), glutamin (Q); H-zincir, fenilalanin (F), valin (V), 16sin (L-
UUR), izolésin (I), metiyonin (M), triptofan (W), aspartik asit (D), lizin (K), glisin
(G), arjinin (R), histidin (H), serin (S-AGY), 16sin (L-CUN), treonin (T) (Sekil X) ve
oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) igin gerekli 13 protein kodlayan gen: Kompleks |
(NADH CoQ rediiktaz), veya nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) dehidrogenaz:
7 alt-iinite (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6); kompleks III (CoQ sitokrom
c rediiktaz): 1 alt-linite (sitokrom b); kompleks IV (sitokrom c oksidaz) t¢ alt-
tniteyi: 1, 11 ve 11l (COI, COIl, COIlIl); kompleks V, veya H + translokasyon ATP
sentaz iki alt-tinite: 6 ve 8 (ATP6, ATP8) olmak iizere toplam 37 genden
olusmaktadir (Clayton, 2000).

OXPHOS i¢in gerekli 83 polipeptitden 70’1 niikleer genler, 13’ mtDNA
tarafindan kodlanmaktadir. 70 OXPHOS bilesenleri, mitokondriyal metabolizma ve
bakim icin gerekli diger tiim proteinler, niikleer genler tarafindan kodlanmaktadir,
mitokondrideki 06zel sistemler araciligiyla iceri aktarilmaktadir (Mokranjac ve
Neupert, 2005).

Memeli mtDNA’s1 ekonomik bir organizasyon sergilemektedir. Genler
arasinda intronlar bulunmamaktadir, sadece bir diizenleyici bolgeye sahiptir. Ayrica
rRNA ve tRNA molekiilleri oldukga kiigiiktiir (Wolstenholme, 1992). Mitokondriyal
DNA bir "displacement loop™” (D-loop) igermektedir, kodlama yapmayan bu bolge,
yaklasik 1,1 kb uzunlugundadir [576-16 024 np =1124 bg¢] mtDNA replikasyonu, D-
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loop igerisinde gerceklesmektedir (Arnberg ve ark., 1971). D-loop, dizi varyasyonlari
oldukga fazladur.

D-loop, oncelikle Greenberg ve ark.’lar1 tarafindan iki bolgeye ayrilarak
tanimlanmustir.  Hiper degisken bolge 1 (HVR-1), 16024-16365 niikleotit
pozisyonlar1 arasinda, hiper degisken bolge 2 (HVR-2), 70-340 niikleotit
pozisyonlar1 arasindadir (Greenberg ve ark., 1983). Ayrica Lutz ve ark., 438-574
niikleotit pozisyonlar1 arasinda hiper degisken bélge 3’ (HVR-3) tanimlamistir
(Lutz ve ark., 1997).

mtDNA oksijenli solunum boyunca yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirlerine
(ROT) maruz kalmaktadir. mtDNA histonlarin koruyuculugundan yoksundur ve
mtDNA hasarlarinin giderilmesi i¢in tamir mekanizmasi yeterli kapasiteye sahip
degildir. insan mtDNA’s1 oksidatif hasara duyarlidir ve sonucta niikleer DNA’dan
(nDNA) daha fazla mutasyona ugramaktadir (Yakes ve Houten, 1997).

Mitokondriyal genom her nesilde anneden devralinmaktadir (Giles ve ark.,
1980) (Sekil 4). mtDNA D-loop dizi degisiklikleri niifusun evrimi ve antropoloji
calismalarinda arastirilmaktadir (Wallace ve ark., 1999; Coskun ve ark., 2003).
mtDNA’da kromozomu koruyan histon proteinlerin olmamasi, ROT’lara fazla maruz
kalmasi ve DNA tamir mekanizmalarinin yetersiz olusu, mtDNA’y1 mutasyonlara
acik hale getirmektedir (Yakes ve Houten, 1997). Ortaya ¢ikan mutasyonlar,
mtDNA’nin  kodladig1 proteinlerin degismesine yol agmakta ve bu durum

organizmanin metabolizmasini etkilemektedir.

Kontrol bolgesi "D-loop"
125 rRNA Sitokrom b

16S rRNA /—\

/ ND6-ND5
2 rRNA geni

NDI 1 22 tRNA geni
e O protein kodlayan

gen

ND2 \
ND4-ND4L
\ P
- coml
coLcon  ATP-Sentaz 6/8 . A S A :
Resim 6. Mitokondri sirkiiler
. genomun taramalt elektron
Sekil 3. Insan mitokondriyal DNA’s1 mikroskop gdriintiisii (Hudson ve
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mitocho Vinograd, 1967’den degistirilerek
ndrial DNA de.svg, Erisim tarihi: 15 Subat 2016) alind1.)

16


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mitochondrial_DNA_de.svg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mitochondrial_DNA_de.svg

- e -
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Sekil 4. Mitokondriyal genomun maternal kalitimi (Hudson ve Vinograd, 1967°den degistirilerek
alind1.)

4.2.2. Mitokondriyal DNA replikasyon ve transkripsiyon mekanizmasi

mtDNA’da meydana gelen mutasyonlarin ve biyokimyasal sonuglarinin
anlasilmas: agisindan, replikasyon ve transkripsiyon mekanizmasmin bilinmesi
onemlidir (Taylor ve Turnbull, 2005). mtDNA replikasyonu, niikleer genler
tarafindan kodlanan genlere bagli, yar1 otonom bir mekanizmaya sahiptir (Tablo 2).
Mitokondriyal tek zincir baglanma proteini (mtSSB), mitokondriyal polimeraz vy
(POLG), 5’-3' DNA helikaz aktivitesi gosteren twinkle proteini, (Spelbrink ve ark.,
2001) ve mitokondriyal transkripsiyon faktor A (TFAM), mtDNA’nin replikasyon,
bakim, onarim ve rekombinasyonunda yer alan 6nemli proteinlerden bazilaridir (Holt
ve ark.,, 2007). Poly, mtSSB ve twinkle proteinleri replikasyon ¢atalini
olusturmaktadir (Wanrooij ve Falkenberg, 2010).

Replikasyonda; mtDNA Poly tarafindan 5'-3’ yoniinde zincir uzatilmaktadir.
Memeli DNA polimeraz y holoenzimi; yf; heterotrimerik yapida, POLG ve POLG2
genlerini igermektedir. POLG geni, 140 kDa agirhiginda, 5'-3' Katalitik ve
ekzoniikleaz aktivitesine sahip alt-initeyi (POLGA); POLG2 geni, 54-kDa
agirhginda temel islevi goren yardimci alt tniteyi (POLGB) kodlamaktadir
(Berdanier, 2005). H-zincir replikasyon orjininden baslayarak, korunmus diger bir
dizi olan sonlanma ile iliskili dizilerde (TAS) son bulan 700 b¢’lik bolge, D-loop
kontrol bolgesidir (Wallace ve ark., 1999). D-loop kontrol bolgesi agir zincir ve hafif

zincir replikasyon orjinlerini (sirastyla; Oy ve O ) iceren spesifik bir alana sahiptir.
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mtDNA replikasyonu, mikroskobik ve biyokimyasal analizler temel alinarak "D-loop

modeli" ile agiklanmaktadir (Clayton, 1982).

Bu modele gore;

1.

Oy’nin yukarisinda, L-zincir promotoriiniin (LSP) akis asagi yoniinde yer
alan, korunmus dizi blogu II'nin (CSB) i¢inde veya yakininda yeni
sentezlenen DNA sekansindan, mtDNA replikasyonunun baslamasi i¢in RNA
primerleri sentezlenmektedir (Wanrooij ve Falkenberg, 2010).

Replikasyon ilk olarak kesintisiz H-zincirde baslamaktadir. Oy’den itibaren,
mtDNA Poly ile 5'-3" saat yoniinde H-zincir sentezi ilerlemekte ve zincir
acgilmaktadir.

H-zincir replikasyonu, L-zincirin replikasyon orjinine ulasinca, ters yonde,
Or’den itibaren Kesintili L-zincir sentezi baslar (Sekil 5a, 5b) (Taylor ve
Turnbull, 2005).

Okazaki riboniikleotit parcalar1t DNA’ya doniistiirtilerek, kesintili L-zincir

sentezlenmektedir (Yasukawa ve ark., 2006).

RNA primerlerinin ¢ikarilmasi, bosluklarin doldurulmasi, siiper sarmal doniigler ve

¢emberin kapatilmasiyla yeni ¢ift zincirli mtDNA molekiilii olusmaktadir (Wanrooij
ve Falkenberg, 2010).

Tablo

2. mtDNA sentezine katilan, niikleer faktorlerin kodladigi genler (Berdanier,

2005’ten degistirilerek alind1.)

Gen sembolii Gen ismi kDa
LIG3 DNA ligaz Il 96 veya 103
POLG DNA polimerazin katalitik alt {initesi (POLGA) 140
POLG2 DNA polimerazin yardimei alt tinitesi (POLGB, POLGp) 55
PEO1 Twinkle proteini 77
SSBP1 Tek zincir baglanma proteini (mtSSB) 15
TOPIMT Mitokondriyal DNA topoizomeraz | 66
TOP2B DNA topoizomeraz 11§ 150
TOP3A DNA topoizomeraz Illy 106
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Transkripsiyon; mitokondriyal transkripsiyon kontrol bolgesinde yer alan,
H-zincir iizerindeki iki promotdrden birinden (HSP1 ve HSP2) ve LSP’den
baslamaktadir. (Sekil 5) D-loop igerisinde yerlesen MT-RNR1 geninin 5’ ucuna
yakin bulunan HSP2 ve LSP promotorlerinden gelen transkripsiyon iiriinleri uzun
polisistronik 6ncii RNA zincirleridir, bu zincirler daha sonra iglenerek 6zgiin tRNA
ve haberci RNA (MRNA) molekiillerini olusturmaktadir (Clayton, 1991). Mitokondri
DNA’sinin transkripsiyonu D-loop bolgesindeki iki promotorden itibaren birbirine
ters yonde baslar. Iki zincir ayn1 anda ve tamamen transkripsiyona ugrar. Sentezlenen
onciil RNA daha sonra RNAaz P ile kesilerek, tRNA’lar, mRNA’lar ve rRNA’lar
serbest kalir (Wallace ve ark., 1999). HSP1; mitokondriyal tRNA fenilalanin
kodlayan (MT-TF) genin, yukari akis yoniinde yer almaktadir ve MT-TF geni; 2
rRNA (12S, 16S), 2 tRNA (mt-tRNA Phe, mt-tRNA Val) tiretmektedir (Tuppen ve
ark., 2010). Transkripsiyonun baslamasi i¢in, niikleer genler tarafindan kodlanan
mitokondriyal RNA polimeraz (POLRMT), mitokondriyal transkripsiyon faktorleri
(TFAM ve TFB1M ya da TFB2M’den birisi) ve transkripsiyonu sonlandirma faktorii
(mTERF) gerekmektedir (Falkenberg ve ark., 2002). H-zincir transkripsiyonu,
HSP’den baslayarak, diyagram iizerinde saat yoniiniin tersine dogru ilerlemektedir.
Iki rRNA (12S, 16S), 14 tRNA ve OXPHOS proteinleri icin 12 mRNA
kodlamaktadir. L-zincir transkripsiyonu, LSP’den baslayarak, diyagram iizerinde
saat yoniinde ilerlemektedir. D-loop disinda, mtDNA replikasyonu i¢in RNA
primerleri, 8 tRNA ve 1 mRNA kodlamaktadir (Clayton, 2000) (Tablo 3, Sekil 5).

Tablo 3. Mitokondriyal genomun transkripsiyon iriinleri

L-zincir transkriptleri (saat yonii) H-zincir transkriptleri (saat yoniiniin tersi)
RNA primerleri 2 rRNA (128, 16S)

8tRNA (P,E, S, Y,C, N, A, Q) 14tRNA (F, V, L, I, MW, D,K, G, R, H,S, L, T)
1 mRNA (ND6) 12 mRNA

(Wanrooij ve Falkenberg, 2010’dan degistirilerek alind1.)

MtDNA’nin  kodladigi 13 OXPHOS proteinin  sentezlenmesi igin,
mitokondriyal ribozomlar iizerinde mRNA’ya ¢eviri  ger¢eklesmektedir.
Mitokondriyal tRNA ya da rRNA genlerindeki mutasyonlar mitokondriyal
translasyonu bozarak patolojiyi etkilemektedir (Jacobs, 2003). Patogenik mtDNA
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mutasyonlart nedeniyle mitokondriyal transkripsiyonun yol actigi hiicresel
disfonksiyonun, doku spesifik ya da mutasyon spesifik etkileri 6nemli bilgiler

verebilmesi a¢isindan arastirmalara dahil edilmektedir (Taylor ve Turnbull, 2005).

POLRMT B -

ATP8 ATP6

Sekil 5. insan mitokondriyal genomu, transkripsiyon promotérleri ve replikasyon orjinlerinin
pozisyonlar1 (Tuppen ve ark., 2010°dan degistirilerek alindi.)

51

3|
Kesintisiz zincir sentezi

POLYB TWINKLE

Kesintili zincir sentezi

POLRMT

mtSSB
5

Sekil 5a. mtDNA replikasyon mekanizmasi (Wanrooij ve Falkenberg, 2010°dan degistirilerek alindi.)
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Kesintisiz zincir sentezi

POLYA

TWINKLE

POLRMT

Kesintisiz zincir sentezi

POLRMT__ A\
"

! TWINKLE

POLRMT tarafindan OL'de
kesintili zincir sentezinin

mtSSB baslatilmas1

5

POLRMT

Kesintisiz zincir sentezi

TWINKLE

POLy

Kesintili zincir sentezi

Sekil 5b. Kesintisiz ve Kkesintili zincir sentezi (A, B, C) (Wanrooij ve Falkenberg, 2010’dan
degistirilerek alindi.)
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4.2.3. Mitokondrinin organizmadaki rolii

Okaryotik hiicrelerde metabolik enerjinin iiretilmesinde kritik bir rol oynayan
mitokondri, substrat yakitlarinin oksidasyonu igin gerekli alan saglamaktadir.
Mitokondri oksidatif fosforilasyon siireciyle, karbonhidrat ve yag asitlerini
parcalayarak, kullanilabilir enerji olan ATP’nin elde edilmesinden sorumludur. Cogu
mitokondriyal proteinin translasyonu, serbest sitozolik ribozomlar tarafindan
saglanmaktadir ve 6zgiin hedef sinyallerle organel igerisine alinmaktadir. Sitozolde

gerceklesen glikoliz evresinde, glikoz piriivata doniistiiriillmektedir (Sekil 6).

Pirlivatin mitokondri igerisine taginip, asetil koenzim A’ya (asetil CoA)
doniistiiriilmesiyle birlikte oksidasyon islemi baslamaktadir, glikoz metabolizmasi
sonucunda, trikarboksilik asit dongiisiiyle (TCA) CO; ve ATP elde edilmektedir.
(Sekil 6). Ayn1 zamanda yag asitlerinin oksidasyonuyla da asetil CoA iiretilmektedir,
daha sonra mitokondride TCA tarafindan benzer sekilde metabolize edilmektedir.
TCA enzimleri oksidasyonla karbonhidrat ve yag asitlerinin yikilmasinda merkezi

role sahiptir.

Asetil CoA’dan CO, oksidasyonunda, NADH ve flavin adenin diniikleotit
(FADH,) sirastyla NAD" ve FAD"’ya indirgendigi zaman elektronlar mitokondriyal
elektron transfer zinciri boyunca, protonlarin pompalanmasiyla birlikte, kompleks I,
III ve IV ile membranlar arasi bosluga gegmektedir. NADH ve FADH;’den yiiksek
enerjili elektronlar membranda molekiiler oksijen tasiyict bir diziyle transfer
edilmektedir. Bu elektron transfer reaksiyonlarindan elde edilen enerji, bir proton
gradiyent zarinda potansiyel enerjiye doniistiiriilerek depolanmaktadir, daha sonra

ATP sentezini harekete gecirmek i¢in kullanilmaktadir (Cooper ve Hausman, 2007).

Elektronlar kompleks I\V’te oksijene transfer edilerek H,O iiretilmektedir.
Pompalanan protonlar mitokondriyal i¢ membran genelinde bir elektrokimyasal
gradiyent olusturmaktadir, bu durum ATP iiretimini saglayan ATP sentaz (kompleks
V) icin itici bir giic olarak kullanilmaktadir. Ayrica elektrokimyasal gradiyent,
termogenez olarak adlandirilan bir islemde 1s1 tireterek, UCP (Uncoupling Protein)
araciligiyla 1siy1 dagitmaktadir (Turner, 2013). Mitokondriyal i¢ membran ATP

tireten asil alan1 temsil etmektedir ve bu kritik rolii yapisina yansitmaktadir.
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Yag asidi Glikoz

Insiilin direnci Glikoz
Glikoliz ¥
14

piruvat

Yag asidi
g ~
Glikojen

Sekil 6. Oksidatif metabolizma boyunca glikoliz, TCA ve B-oksidasyonuyla, NADH veya FADH,’i
indirgeyerek glikoz ve yag asitlerinin iretilmesi (Kisaltmalar: NADH: Nikotinamid adenin
diniikleotit; FADH,: Flavin adenin diniikleotit’i ; TAG, Triagilgliserol; DAG, Diagilgliserol; PDH,
piriivat dehidrogenaz; CPT, Karnitin palmitoil transferaz; UCP, Uncoupling Protein) (Turner,
2013’ten degistirilerek alindi.)

4.2.4. Mitokondriyal metabolizma ve insiilin direnci

Insiilin giinliik diyetle alinan karbonhidrat, yag ve protein yakit
metabolizmasin1 diizenler. Glikoz sentezini diizenleyen insiiline duyarli dokular
iskelet kasi, karaciger ve yag dokusudur. Normal fizyolojik kosullar altinda insiilin,
viicuda yemek alimina yanit olarak pankreasdaki Langerhans adaciklarindaki beta
hiicrelerden dolagima salmnir. Insiilin, reseptdriine baglandiktan sonra bir dizi sinyal
molekiiliiniin fosforilasyonu, baglanmasi ve yer degistirmesini igceren ve sonunda
glikoz ve lipid metabolizmasinin spesifik son noktalarinda degisikliklere neden olan
iyi tammlanmis bir sinyal kaskadmi uyarir (Sekil 7). Insiilin direnci ile, insiilinin
yukaridaki yollar Gizerindeki etkisi tehlikeye girerse, dokulara glikoz alimini yetersiz
hale getirir ve hepatik glikoz ¢ikist bozulur ve baskilanmasmna yol agar. Insiilin
etkinliginin azaldigr durumlarin istesinden gelmek igin pankreatik beta hiicreleri
daha fazla insiilin salgilarlar. Devam eden insiilin direnci popiilasyonun ¢ogunda
telafi edebilir ancak genetik olarak duyarli bireylerde, beta hiicreler, i ylikiiniin
artmasi karsisinda basarisiz olur ve bu durum kan sekeri diizeylerinin yiikselmesine
ve T2D’ye yol agar. Bu nedenle insiilin direnci, T2D patogenezinde 6nemli bir rol

oynar. Molekiiler diizeyde, insiilin direncinden sorumlu olan mekanizmalar tam
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olarak aydinlatilamamistir. Calismalar insiiline direngli insanlarin, oksidatif stres ve
karaciger iltihap yollarmin asirt aktiflestigini bildirmistir. Oksidatif stres, insiilin
direncinin gelisiminde rol oynar. Obez ve insiiline direngli bireylerde yag dokusu ve
karacigerde iltihaplanma (ve bir dereceye kadar kasdaki) soz konusudur. Insiilin
direnci ve T2D ile iligkili kusurlardan birisi de, yag dokusunda lipid birikimidir.
Asirt besin tiiketimi ile, yag asitleri ve metabolitleri, iskelet kasi, karaciger ve kalp
gibi dokulara uygunsuz sekilde yayilir ve insiilin hareketinde kusurlar olugur. Daha
spesifik olarak, yiikselen trigliseritler siklikla insiiline karsi direngli insanlarin
dokularinda bildirilmistir. Metabolik olarak aktif uzun zincirli agil-COA ve
diagilgliserol (DAG) gibi diger sitozolik lipit metabolitlerinin birikimi, dogrudan
insiilin direnci ile baglantihidir Bu lipit metabolitleri, reaktif oksijen tiirleri ve
sitokinler, insiilin sinyal iletimini ve glikoz metabolizma yolaklarini dogrudan

dogruya antagonize eder.

insiilin

Insiilin
reseptorii

PI3K /QCL’ @8[&]
/ \@’
mTORC1
/

1 glikoz tasimmasi1 (GLUT4). 1 glikojen sentezi

p’ 1t glikojen sentezi, 1 lipogenez. |glukoneogenez

? glikoz tasinmasi (GLUT4), 1 lipogenez. | lipoliz

Sekil 7. Insiilin sinyal yolu. (Turner, 2013 ten degistirilerek alind1.) (Kisaltmalar: IRS, insiilin reseptor
substrat; SHC, Src Homoloji 2 alani; GRB2, biiylime faktorii reseptoriine bagli protein 2; ERK, hiicre
dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlar veya klasik MAP kinazlar; PI3K, fosfoinositid 3-kinaz; PDK1,
fosfoinositid bagimh protein kinaz 1; MTORC, rapamisin kompleksinin memeli hedefi; FoxO1,
forkhead kutu proteini O1; SREBP1c, sterol diizenleyici eleman baglama proteini 1¢c; GSK-3, glikojen
sentaz kinaz 3; AS160, 160 kDa Akt substrat.)
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4.2.5. Mitokondriyal DNA kontrol bélgesi niikleotit varyasyonlar1 ve NASH

Insan mtDNA’sinin  filogenetik agaci gizilerek belirli polimorfizmler
belirlenmis ve popiilasyon spesifik haplotipler tanimlanmistir. (Finnild ve ark.,
2001). Belirli mtDNA haplotiplerinin gesitli hastaliklara yatkinlik ya da koruyuculuk
sagladigi diistiniilmektedir (Niemi ve ark., 2003).

Insan mtDNA kontrol bélgesinin birinci ve ikinci hiper degisken bélgesi, iKi
homopolimerik sitozin alan1 (sirasiyla, HVRI: 16184-16193 np ve HVRII: 303-315
np) icermektedir. Cambridge referans dizisine (CRS) gore bu homopolimerik alan
strastyla 16189 ve 310 pozisyonunda timin (T) tarafindan kesintiye ugratilmaktadir

(Lutz-Bonengel ve ark., 2004).

Mevcut kanitlara gére, MtDNA T16189C varyant1 belirli etnik gruplarda,
MetS, yiiksek aglik insiilin konsantrasyonu ve IR ile iligkili bulunmaktadir (Wang ve
ark., 2009). Popiilasyon ¢aligmalari, NAYKH ile IR, T2D, hipertansiyon, obezite ve
dislipidemi arasinda gii¢lii bir iligski oldugunu ileri siirmektedir (Marchesini ve ark.,
1999).

Giiner’in, "Mitokondriyal DNA  Nikotinamid Adenin  Diniikleotid
Dehidrogenaz 5 12361 Adenin / Guanin ve Displacement-loop 16189 Timin / Citozin
Polimorfizmlerinin Nonalkolik Steatohepatit Hastalarinda Goriilme Sikligi ve Klinik
Onemi" isimli yiiksek lisans tez calismasinda; Tiirk popiilasyonunda mtDNA D-loop
16189 T/C polimorfizmi, toplam 349 bireyde (160 NASH hasta, 189 saglikli kontrol
birey). Allele-spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (AS-PZR) ve PZR-RFLP teknigi
ile arastirilmig, mt16189 CC genotipe sahip bireyler, hasta ve kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, 16189 np’de atipik paternlerin varlig
dikkat ¢ekmistir (Giiner, 2014).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Calisma Gruplan

Bu c¢alisma, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji
Poliklinigi’nde takip edilmekte olan erigskin 150 NASH’li hasta ve 150 saglikli
kontrol bireyi igeren vaka-kontrol ¢alismasidir. Calismanin etik kurul onay yazisi ve
calismaya katilan bireylerle ilgili bilgiler (¢calismaya alinma ve dislanma kriterleri)

ekler boliimiinde sirasiyla Ek 1 ve Ek 2’de bulunmaktadir.
5.2. Periferal Kandan Genomik DNA izolasyonu

Calismaya katilan 300 bireyin periferal kanlari "PureLink Genomic DNA
Mini Kit, Life Technologies” protokoliine gore asagidaki islemler uygulanarak
genomik DNA’lar izole edildi.

Kan Liziz:
1. 1.5 mL’lik steril mikrotiipe 200 ul tam kan aktarildi. Uzerine, 20 pl proteinaz
K ve 20 ul RNaz eklenerek karistirildi, 1 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.
Uzerine 200 ul baglanma tamponu eklenerek karistirildi, 55°C°de 10 dk. kuru
1siticida inkiibe edildi.
DNA’nin Baglanmast:
2. Tiipe 200 pl saf alkol eklenip iyice karistirildi. Karigim, toplama tiipiine
yerlestirilen filtreye aktarilarak, 10000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

DNA’nin Yikanmast:

3. Filtre yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve filtre iizerine 500 pl yikama
tamponu (wash 1) eklendi, 10000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.
4. Filtre yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve filtre iizerine 500 pl yikama

tamponu (wash 2) eklendi, max. g’de 3 dk. santrifiij edildi.
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DNA Eldesi:

5. Filtre 1.5 mL’lik steril mikrotiipe aktarildi ve tizerine 200 pl eliisyon tamponu
eklendi, max. g’de 1,5 dk. santrifiij edildi.
6. Genomik DNA elde edildi.
DNA’nin Saklanmas:
7. Genomik DNA, mikrotiiplere bolistiiriilerek -20 °C’ye kaldirildi.

5.3. PZR-RFLP Analizi
5.3.1. Kullanilan primerler ve restriksiyon enzimi

mtDNA kontrol bolgesi 16189 T/C polimorfizm tayini i¢in kullanilan primer
dizileri Aral ve ark.’larin makalelerinden referans alinarak kullanildi (Aral ve ark.,
2011). Polimorfizm tayini igin kullanilan primer dizileri ve restriksiyon enzimi Tablo

4’de gosterildi.

Tablo 4. Polimorfizm tayini i¢in kullanilan primer dizileri ve restriksiyon enzimi

TNP Primer  Primer Enzim Canh Tanima
Isimleri  Dizileri (5'- 3) yeri
rs28358586 Mnll Moraxella CCTC

nonliquefaciens
rs28-F 5'ACCAGTCTTGTAAACCGGAGS3
rs28-R 5'GTGGGCTATTTAGGCTTTAT3'

5.3.2. mtDNA Kkontrol bélgesi 16189 T/C in-silico Mnll PZR-RFLP tayini

PZR-RFLP mt16189 T/C genotiplendirme ¢alismamizda "restriction mapper"
adli (http://www.restrictionmapper.org, Erisim tarihi: 15 Subat 2016) biyoinformatik

programi kullanilarak, deney Oncesi in silico restriksiyon analiz gergeklestirildi.
Moraxella nonliquefaciens tarafindan kodlanan mnlIR geni E. coli’ye klonlanarak
MnlII enzimi elde edilmistir. Mnll restriksiyon enzimi CCTC(7/6)" diziyi taniyarak
spesifik olarak kesmektedir.
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MnlI enzimatik aktivitesi, T alleli varliginda kesim yaparak, 286, 118, 84, 39
(2), 35, 28 b¢ uzunlugunda kesim firtinlerini, C alleli varliginda kesim yaparak, 321,
118, 84, 39 (2) 28 bg uzunlugunda kesim iirtinlerini olusturmaktadir. mtDNA kontrol
bolgesi 16189 T/C; rs28358586 in-silico Mnll PZR-RFLP analizi Tablo 5 ve Tablo
5a’da gosterildi.

Tablo 5. mtDNA T16189T, rs28358586 in-silico Mnll PZR-RFLP

15901 AAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCGGAGATGAAAACCTTTTTCCAAGGACAAATCAGA

15961 GAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAGCTAAGATTCTAATTTAAACTATTCT
16021 CTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACA

16081 ACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAAT
16141 ACTTGACCACcTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCCATG/ CTTA
16201 CAAGCAAGTACAGCAATCAAC[CCTCAACTAT/CACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCACC
16261 [cCTCaCCCAC/ TAGGATACCAACARACCTACCCACCCTTAACAGTACATAGTACATAAAGC
16321 CZ—\TTTZ—\CCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCC
16381 GATAG/GGGTCCCTTGACCACCATCGTGAA/ATCAATATCCCGCACAAGAGTGCT

16441 ACTCT|CCTC GCTCCG/ GGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGACAT

16501 CTGGTTCCTACTTCAGGGTCATAAAGCCTAAATAGCCCAC

Tablo 5a. mtDNA T16189C, rs28358586 in-silico Mnll PZR-RFLP

15901 AAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCGGAGATGAAAACCTTTTTCCAAGGACAAATCAGA

15961 GAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAGCTAAGATTCTAATTTAAACTATTICT
16021 CTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACA
16081 ACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAAAT

16141 ACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCCCCCCATGCTTA
16201 CAAGCAAGTACAGCAATCAACACTAT/ CACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCACC
16261 CCCAC /TAGGATACCAACAAACCTACCCACCCTTAACAGTACATAGTACATAAAGC
16321 CATTTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCC
16381 GATAG/GGGTCCCTTGACCACCATCGTGAA/ATCAATATCCCGCACAAGAGTGCT

16441 ACTCTICCTGCTCCG/ GGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTARAGTGAACTGTATCCGACAT

16501 CTGGTTCCTACTTCAGGGTCATAAAGCCTAAATAGCCCAC
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5.3.3. PZR amplifikasyonu

"I-Star DNA Polimeraz Seti, Intron Biotechnology" Kkiti protokoliine gore
asagidaki islemler uygulandi. Hedef bolgenin PZR protokolii Tablo 6’da, termal
dongii cihazi programi Tablo 6a’da gosterildi.

1. 1,5 mL tiipiin icerisine ortak reaksiyon bilesenleri (MgCl,, ANTP, DNA

polimeraz, tampon soliisyonu, primerler) eklendi, nazik¢e karigtirildi ve

reaksiyon karisimi hazirlandi. Karigim 6rnek sayisina gore hesaplandi.

2. Reaksiyon karisimi 0,2 mL PZR tiiplere esit miktarda dagitildi.

3. Reaksiyonda 100-250 ng genomik DNA olacak sekilde diltisyonlari

yapilan DNA 6rnekleri PZR tiiplerine pipetlendi, karigtirildi.

4. PZR tiipleri uygun profil ayarlari yapilan termal dongii cihazina alindi.

PZR islemi, buzun iizerinde gergeklestirildi.

Tablo 6. Hedef bolgenin PZR protokolii

Reaksiyon Bilesenleri 1X Final Konsantrasyon Stok Konsantrasyon
Steril H,O 33,7 ul

PZR Tamponu S5ul 1X 10 X

dNTP Karisimu 1l 400 uM 10 mM

MgCl; Soliisyonu 3l 1,5mM 25 mM

Ileri Primer 1pul 0,2 uM 10 pM

Geri Primer 1w 0,2 uM 10 uM

Taq DNA Polimeraz 0,3 ul 15U 5U/ud

DNA Ornegi Sul 150 ng

Toplam Reaksiyon Hacmi 50 wl

Tablo 6a. Termal dongii cihazi programi*

Hedef Bolgenin PZR Basamaklari
Dongii Sayisi —
Denatiirasyon Eslesme Polimerizasyon
[k Dongii 95°C’de 3'
30° 95°C’de 45" 55°C’de 1' 72°C’de 45"
Son Dongii 72°C’de 10'
Sogutma 4°C’de

*Biometra TProfessional 1s1 dongii cihazi.
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5.3.4. PZR amplifikasyonu sonras1t DNA miktarinin belirlenmesi

DNA miktarin1 belirlemek icin 5 pl PZR {irtiniinden alinarak yiikleme boyasi
ile kanistirildi, %1°lik agaroz jele yiiklendi. Kuyucuklardan birine 50 b¢’lik DNA
belirteci yiiklenerek, ultraviyole (UV) transluminator cihazinda (Vilber lourmat,

Fransa) goriintiileme yapildu.
5.3.5. PZR iiriinlerinin Mnll enzimi ile kesimi

"Anza 48 Mnll (5 U/uL), Life Technologies" kiti protokoliine gore asagidaki
islemler uygulandi. PZR amplifikasyonu sonrast Mnll kesim bilesenleri Tablo 7°de
gosterildi.

1. 1,5 mL’lik tiipte Tablo 7’°de belirtilen bilesenlerle karigim hazirlandi.

2. Nazikge karistirildi ve birkag saniye kisa devir santrifiij edildi.

3. Karisim 0,2 mL’lik tiiplere dagitildu.

4. 0,2 mL’lik tiiplere 10 pl PZR iirlinii eklendi, karistirildi.

5. Mnll enzim aktivasyonu i¢in 37 °C’de 10 dk. inkiibe edildi.

Tablo 7. PZR amplifikasyonu sonrast Mnll enzim kesim bilesenleri

Kesim Bilesenleri 1X

Steril H,O 7ul
10X Red Tampon 2ul
48 Mnll Enzim 1 ul
PZR Uriinii (~0,1-0,5 pg DNA) 10 pl
Toplam 20 pl

*37°C’de 15 dk. inkiibe edildi.

Kesim paternlerini belirlemek i¢in, 10 pl PZR-RFLP iiriinlinden alindi,
%3’lik agaroz jele (%1 niissive, %2 agaroz) yiiklendi. Kuyucuklardan birine 50
b¢’lik DNA belirteci yiiklenerek, UV transluminator cihazinda goriintiileme yapildi.

Elektroforez yontemiyle restriksiyon par¢a uzunluklart goriintiilendi.
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5.4. Kapiller Elektroforez DNA Sekanslama

Boya sonlandirma dizileme yontemi kullanilarak ¢ift zincirli mtDNA kontrol
bolgesi (D-loop) HVRI1’i (16024-16383 np) kapsayan ~630 bg¢’lik hedef bolge
(15911-16540 np), otomatik DNA dizileme cihaz1 (Applied Biosystems 3500
Genetic Analyzer) ile analiz edildi. Bu yontemde farkli floresan boyalarla
isaretlenmis dort dideoksiniikleotit trifosfat (ddNTP) dizi sonlandiricilar kullanildi.
Kapiller igerisinde ilerleyen DNA pargalari, lazer okuyucu tarafindan yaydigi
floresan dalga boyuna gore tespit edildi ve dizi kromatogrami olarak elde edilen dizi,
NCBI veri tabanindan saglanan referans diziyle (rCRS, NC 012920) karsilastirilarak
DNA dizi analizi gerceklestirildi.

5.4.1. PZR iiriinlerinin temizlenmesi

PZR firlinlerinin temizlenmesi i¢in "ExoSAP-IT PCR Clean-Up, Affymetrix"
protokoliine gore asagidaki islemler uygulandi.

1. 0,2’lik PZR tiiplerine 5 pl PZR iiriinleri pipetlendi.

2. PZR reaksiyondan kalan artiklarin temizlenmesi i¢in tizerlerine 2 pl ExoSAP-
IT enzimi eklendi. Toplam hacim 7 pL’dir.

3. 37°C’de 15 dk. inkiibe edilerek, PZR’dan kalan primerler ve niikleotidler
degrade edildi.

4. EX0SAP-IT inaktivasyonu i¢in 80°C’de 15 dk. inkiibe edildi.

5. Piirifiye olmus iiriinler analiz edilene kadar -20°C’de saklandi.

5.4.2. Sekans reaksiyonunun hazirlanmasi

Saflagtirilmig PZR f{irlinleri floresan isaretli dideoksiniikleotidlerin kullanildig1
dongiisel dizileme tepkimesine tabi tutuldu. Bu tepkime "BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit, Thermo Fisher Scientific" kullanilarak gergeklestirildi.
Dongiisel dizileme tepkimesi i¢in kullanilacak kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve

hacimleri Tablo 8’te verildi. Her 6rnek igin ileri ve geri primerler kullanilarak ayri
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iki dongiisel dizileme tepkimesi yapildi.

Tablo 8. Sekans reaksiyonu

Reaksiyon Bilesenleri Final Konsantrasyon 1X
BigDye Terminator 2X 2ul
BigDye Dizileme Tamponu 5X 2 ul
Primer (ileri ya da geri) 2 pmol 2ul

Steril H,O (toplam hacim
10 uL olacak sekilde ayarlandi.)
Kalip DNA 3-10 ng 1-4 ul

Toplam Reaksiyon Hacmi 10 ul 10

Tepkime i¢in hazirlanan mikrosantrifiij tliplerine malzemeler konulduktan
sonra tiipler tepkimenin gerceklesmesi i¢in 1s1 dongii cihazina konuldu. Is1 dongi

cihazindaki program Tablo 8a’da gosterilmektedir.

Tablo 8a. Dongiisel dizileme tepkimesinin programr™

Hedef Bolgenin PZR Basamaklari
Dongii Sayisi -
Denatiirasyon Eslesme Polimerizasyon
[k Dongii 96°C’de 1'
25¢ 96°C’de 10" 50°C’de 5" 60°C’de 4'
Sogutma 4°C’de

*Biometra TProfessional 1s1 dongii cihazi.

5.4.3. Ekstensiyon iiriinlerinin saflastirilmasi

Sekans  reaksiyonunun ardindan etilendiamin tetraasetik  asit/sodyum
asetat/ethanol (EDTA/NaOAc/Etanol) ¢oktiirmesi ile ekstensiyon {irlinleri
saflagtirildi. Bu islemler i¢in asagidaki sira takip edildi. DNA sekans firiinleri
purifiye edildi.

1. 1,5 pl’lik mikrosantrifiij tiipii igerisine 1 ul 125 mM EDTA (pH:8.0), 1 ul 3M

NaOAc (pH 4.8), 1 ul glikojen eklenerek karigim hazirlandi.

2. 0,2’lik PZR tiiplerindeki sekans oOrneklerinin {izerine karigimdan 3’er pl
eklendi, toplam 13 ul’lik karisim pipetleme yapilarak 96’lik plate’e
(MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode) aktarildi.

3. Uzerine 25 pl soguk %100 alkol eklendi, plate seal’r ile iizeri kapatildi.
Birkag saniye hafifce vorteks ile karigtirilldiktan sonra, 15 dk. oda
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sicakliginda inkiibe edildi.

4. Plate santrifiijii ile 1850 g’de 45 dk. ¢evrildi.

5. Plate seal’1 c¢ikarilip, plate tizeri, kagit pecete ile kapatilarak, plate ters
cevrildi ve 165 g’de 1 dk. ¢evrildi.

6. Plate kuyularina 35 pl %70 etanol pipetlendi. Plate iizeri seal ile kapatilarak,
1650 g’de 15 dk. santrifiij edildi.

7. Plate seal’1 ¢ikarilip, plate lizerine kagit pegete Ortiiliip, plate ters ¢evrildi ve

185 g’de 2 dk. ¢evrildi.

5.4.4. Eliisyon ve denatiirasyon asamasi

Plate, PZR 1s1 dongii cihazinda 56 °C’de 3 dk. kapak ac¢ik tutularak, ethanol
kurutma islemi ardindan, plate kuyularina 10’ar pl formamid eklenerek {izeri septa
ile kapatildi ve PZR 1s1 dongii cihazinda 95°C’de 3 dk. denatiire edildi. Ardindan
plate kirik buz icerine alinip renatiire edildi. Ornekler 1siktan korunarak, ABI 3500

genetik analiz cihazinda dizileme islemi ger¢eklestirildi.

5.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler calisma formlarina kaydedildi, nicel ve nitel degerler
olarak ikiye ayrildi ve SPSS 22.0 istatistik paket programi ile GraphPad InStat 3.05
programi kullanilarak istatistiksel analizleri yapildi. Istatistiksel hesaplamalar igin
ikiden fazla grubun kategorik degiskenlerine ait verilerin karsilastirmasinda
"Pearson’un ki-kare testi"; iki satir iki siitunlu, kii¢iik 6rneklem hacmine sahip
olanlarda "Fisher’in kesin ki-kare testi" kullanildi. Tiim bu istatistiksel ¢aligmalar
icin p degerinin "<0.05" olmasi anlamli olarak kabul edildi. ikiden fazla grubun
sirekli degiskenlerine ait verilerin karsilastirilmasinda parametrik  dagilim
gosterenler "One Way ANOVA testi”; ikiden az olanlarin “Independent Sample T
testi" kullanildi. Non-parametrik ikiden fazla grubun siirekli degiskenlerine ait
verilerin karsilastirnlmasinda "Kruskal Wallis H testi”; ikiden az olanlarinda "Mann
Whitney U testi” kullanildi. Tiim bu istatistiksel ¢alismalar igin p degerinin "<0.05"

olmasi durumunda sonuglar anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Klinik Bulgular

Calismaya biyopsi kanitli 150 NASH hasta birey ve 150 saglikli kontrol birey

alindi, yas ve cinsiyetleri eslestirildi. Yas ortalamasi ve standart sapma degeri

sirastyla, hasta bireylerin, 45.08 + 9.41 yil; kontrol bireylerin, 44.76 + 9.14 y1l, 18 ile

60 yas arastydi. Calismaya katilan hastalarin klinik bulgular1 Tablo 9°da verildi.

Tablo 9. NASH’li hastalarin Klinik bulgularina gére demografik ve biyokimyasal

karakterleri

Degiskenler

Nicelikler

Yas (yi)*

Cinsiyet (kadin/erkek)

VKI (kg/m?)*

Histolojik steatoz**

Lobiiler inflamasyon**
Balonlagma**

Fibroz**

NASH skoru**

Diyabet (var/yok)

Metabolik sendrom (var/yok)
Hipotiroit (var/yok)
Hipertansiyon (var/yok)
Hiperlipidemi (var/yok)
Safra tag1 hastaligi (var/yok)
HOMA-IR**

Sistolik kan basinc1 (mmHg)*
Diastolik kan basinct (mmHg)*
AST (U/L)*

ALT (U/L)*

Total kolesterol (mg/dL)*
HDL kolesterol (mg/dL)*
LDL kolesterol (mg/dL)*
Trigliserit (mg/dL)*

CRP (mg/dL)*

45.08 + 9.41 (n=150)
75/75 (n=150)

31.7 + 5.69 (n=150)

2 (1-3)

2 (1-2)

2 (1-2)

1(0-2)

5 (4-6)

44/103 (n=147)

94/56 (n=150)

23/127 (n=150)

44/104 (n=148)

79/67 (n=146)

20/127 (n=147)

5.02 (5.02-32.95) (n=137)
129.22 £18.08 (n=148)
82.72 + 11.14 (n=148)
51.53 +37.1 (n=150)
79.05 + 44.92 (n=150)
211.92 + 43.94 (n=149)
44.62 + 10.32 (n=149)
134.33 + 40.13 (n=147)
192.44 + 108.52 (n=149)
2.39 +3.14 (n=141)

*0rt.-Ss. degerleri Student’in t testi ile hesaplandi. **Medyan degerleri ¢eyrekler agikligi olarak ifade
edildi ve Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. (Kisaltmalar: Ort.-Ss., ortalama-standart sapma;
VKI, viicut kitle indeksi; HOMA-IR, insiilin direnci; AST, aspartat aminotransferaz; ALT, alanin
aminotransferaz; HDL, yiiksek yogunluklu lipoprotein; LDL, diisiik yogunluklu lipoprotein; CRP, C-

reaktif protein)



6.2. mt16189 T/C Mnll PZR-RFLP Bulgular

Polimorfizm ¢alismalarinda Hardy-Weinberg esitliginin saglanmasi igin
kontrol grubu bireylerinin heteroplazmi gostermesi gerekir. mtDNA 16189T/C
(rs28358586) PZR-RFLP ¢alismamizda homoplazmi saptandig: igin (bir kisi harig),
Hardy-Weinberg esitligi kontrol grubunda dengeli (p<0,001) dagilim gostermedi.

mt16189 T/C polimorfizmini degerlendirmek i¢in kullandigimiz Mnll PZR-
RFLP analizine gore, major (C) ve mindr (T) allele ait genotipler belirlendi. Ayrica,
atipik bant paternlerine sahip érnekler gézlendi (Tablo 10).

mt16189 T/C genotip tayini i¢in ileri ve geri primer c¢iftleri ile
gerceklestirdigimiz PZR ve Mnll PZR-RFLP iiriinlerinin (~630 bg) agaroz jel

elektroforez bant goriintiileri Resim 7°de verildi.

Tablo 10. mtDNA16189 T/C Mnll PZR-RFLP Sonuglari

Genotip, Allel ve Atipik Patern Dagilim NASH grubu Kontrol grubu
n=150 n=150
Genotip sikhig1
Major allele ait genotip (TT) 119 (%85.61) 117 (%83.57)
Mindr allele ait genotip (CC) 20 (%14.38) 23 (%16.42)
Toplam 139 140
Allel sikhig1
T alleli 238 234
C alleli 40 46
Toplam 278 280
Atipik patern sikhig1
11 (%7.33) 10 (%6.66)
Toplam 150 150

35




mtDNA 16001 - 16540 np (630 bg)

ileri primer —> <— Geri primer

Mnll (CCTC) RFLP

16189 16224 16263 16381 16409 16448 16224 16263 16381 16409 16448
286 35 39 118 28 39 85 321 39 118 28 39 85
bg bg bg be be bg be bg bg bg be bg be

Omekler M1 46 48 50 51 52 53 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 -K
MA (be)
300 —>

250 —>

(A)

Ornekler M2 Ms 7 33 3 48 50 17 53 8

MA (bg)

350 —> |
18

85
39

300 —>

(B) (©

Ornkeler Ms 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
MA (bg) ‘

350

300 ==

(D)

Resim 7. PZR ve PZR-RFLP jel goriintiileri (A) ileri ve geri primer ciftleri kullamlarak, mtDNA
kontrol bolgesi, ~630 b¢ biiyiikligiindeki PZR amplifikasyonu gergeklestirildi. 5 pl PZR {irlinleri
%1,5’luk agaroz jelin kuyularina yiiklendi. Szantai ark. 2006’dan uyarlandi. (B, C, D) mt16189 T/C
polimorfizmini (rs28358586) belirlemek igin Mnll PZR-RFLP uygulandi. Seklin {izerinde yazilanlar:
T alleli varliginda bantlarin par¢a uzunluklari, 286, 118, 85, 39 bg; C alleli varliginda ise 321, 118, 85,
39 be¢’dir. (Kisaltmalar, MA: Molekiiler agirlik; M; (50 bp DNA Ladder, Thermo Scientific), M,, M3
(321, 286 bg); M4 (50 bp DNA ladder, Invitrogen, USA): Belirteg; AP: Atipik patern; -K: negatif
kontrol. (Ornekler satirinda yazan sayilar, kuyulara yiiklenen hasta ve kontrol bireylere ait {iriinlerdir.)
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6.3. mtDNA Dizi Analizi Bulgular:

ABI 3500 otomatik dizi analizi cihaz1 kullanilarak, 150 NASH, 150 saglikli
kontrol birey olmak {iizere toplam 300 PZR iiriini (MDNA 16911-16540 np)
dizilendi.

mt16189 T/C polimorfizmi igin yapilan PZR-RFLP sonuglari ile dizi analizinden
elde edilen sonuglar karsilastirildi. Buna gére, RFLP sonucu normal bant paterni
olarak degerlendirilen ancak, dizi analizi sonucu ile eslesmeyen bir Ornek tespit
edildi. mtDNA C16187T, T16189C dizisine sahip hasta erkek bireyde belirtilen
niikleotit varyasyonlarindan kaynaklanan yeni bir Mnll enzim tanima dizisi olustu ve
kesim yapti. Boylelikle aslinda mt16189 np i¢in CC genotipe sahip birey, RFLP
sonucuna gore TT genotipli olarak belirlendi ve yanlis RFLP sonucu verdigi
anlasildi.

mtDNA 16189 np igin gergeklestirilen Mnll PZR-RFLP analizine gore atipik
RFLP bant paterni gosteren bireylerin niikleotit degisimleri incelendi. Elde edilen
dizi analizi sonuglarina goére 29 atipik patern 6 grup altinda topland1 (Tablo 11).

APi;’da T16189C, C16223T; APip’de T16189C, T16224C; AP;.’de T16189C,
C16222T, T16224C; AP;’de C16187T, C16188A/G, T16189C, C16223T; APis’de
C16188A, C16223T niikleotit degisimleri nedeniyle Mnll enzimi ilk iki kesim
bolgesini atlayarak sirasiyla 360, 118, 28, 39 b¢ kesim paternleri olusturdu.

AP;4’de T16189C, C16222T, C16261T; digerlerinden farkli olarak C16261T
varyantt Mnll enzimi 3. kesim bolgesini degistirip yeni bir kesim bdlgesi
olusturmasina ragmen, 358, 118, 28, 39 b¢ kesim paternlerini verip, benzer bir RFLP
paterni gosterdigi i¢in AP; grubunda degerlendirildi.

AP,, 16189C, 16356C niikleotit degisimleri ile karakterizedir, T16356C varyanti
MnlI igin yeni bir enzim tanima bolgesi olusturarak sirasiyla 321, 39, 94, 24, 28, 39
bg¢ kesim paternlerini verdi.

AP3, T16189C, C16264G niikleotit degisimleri nedeniyle Mnll enzimi birinci ve
tiglincli kesim bolgesini atlayarak sirasiyla 321, 157, 28, 39 b¢ kesim paternlerini
olusturdu.

AP4, T16356C varyantina sahiptir ve bu varyant Mnll enzimi i¢in yeni bir enzim

tanima bolgesi olusturarak sirasiyla 286, 35, 39, 94, 24, 28, 39 b¢ kesim paternlerini
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verdi.

APs,, C16223T, C16264T; APs,, C16223T, C16262T nikleotit degisimleri
nedeniyle Mnll enzimi ikinci ve {iglincii kesim bolgelerinde kesim yapmayarak, 286,
192, 28, 39 bg kesim paternleri olusturdu.

APg, C16187T, C16222T, C16261T niikleotit degisimlerinden, C16187T
varyanti, T16189T np kesim bolgesini kaldirdi ve C16261T varyanti ile yeni Mnll
enzim kesim bolgeleri olusturarak diger niikleotit degisimleri ile birlikte 284, 74,
138, 28, 39 bg¢ kesim paternlerini verdi.

Ayrica, her iki ¢alisma grubu igin, 11/300 bireyde T16189T-C16261T, 3/300
bireyde T16189C-C16261T niikleotit kombinasyonlar1 ekstra Mnll enzim tanima
bolgesi olusturdu. Kesim parcalarinin uzunluklar1 farkli olsa da, RFLP bantlar
normal olarak yansidigi i¢in atipik patern siniflandirmasina dahil edilmedi, ancak

niikleotit kombinasyonlar1 gosteren haplotipik 6rnekler olarak belirtildi.

38



Tablo 11. Restriksiyon enzimi Mnll atipik paternler motifi ile pargalarin uzunlugu

(be)
mtDNA bélgesi HVI Atipik
rCRS s |88 N RS S s|l&S8]3 Bl |82
pozisyonu sle|z||e|le|e||e|e|S8|e||e8|8|8]|2 |3 paem
rCRS baz cflc|r clc|r c|c]|1T]C T | T|I]|TI]| T |sonuglan
bg 286 3 39 18|28 30| HK
AP1a c B T T 1 7| H3
b¢ 360 18 28 39 K. 7
AP1b | ¢ | | c] T T T T| HA
bg 360 8 28 2| K
AP1c KK c | T T T T| HO
b¢ 360 18 28 39 K: 1
AP1d lc|]T T[] 1] T T T| HO
bg 358 18 8 3| K
AP1e T NG C | | T T | T T T 1| H1
b¢ 360 g 28 39 K:1
AP | A [T 1] T T 1 1| Ho
b¢ 360 118 28 39 K: 1
AP2 B T T lc |7 1 7] H
bg 321 39 u 24 28 3| KO
AP3 |L| T |T G | T T T| HA1
bg 321 157 28 39 K:0
AP4 T T T |c T I T 1T 17| HS3
bg 286 3 3 o2 28 B[ K2
AP5a T | T T I | T T I T T T H1
b¢ 286 192 28 39 K:1
APS5b T B TOT T H1
bg 286 12 28 3| KO
APG j K T[] 1] T 1 7| H2
be 284 74 138 28 39| KO
Atipik Paternler Toplam 29

(Pereira ve ark. 2006’dan uyarlandi,) (Kisaltmalar, HVI: Hiper degisken bolge I; rCRS: Cambridge
referans dizisi; bg: Baz cifti; AP: Atipik patern; H: Hasta birey, K: Kontrol birey)
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150 NASH hasta birey, 150 saglikli kontrol birey ile yapilan mtDNA kontrol
bolgesi dizi analizi sonucu, toplam 139 niikleotit varyasyonu tespit edildi (Tablo 12).
Bunlar arasinda 19 niikleotit varyasyonunun prevalansi %5’den fazlaydi. Bu
niikleotit varyasyonlar1 arasinda 1 yeni mutasyon (C16053G) ve 2 yeni heteroplazmi
(16234 C-CT; 16256 C-CT) literatiire kazandirildi (referans dizi: RefSeq.
NC_012920).

Bu c¢alismada, mtDNA kontrol bolgesi icin T16126C, C16294T varyantlarinin
NASH grubunda %24, kontrol grubunda %12 olarak birlikte kalitilan niikleotit
kombinasyonlar1 oldugu belirlendi.

Calismamizda 3 ayr1 kadin bireyde, 3 tri-niikleotit varyasyonu, C16187-C16188-
T16189, TAC (hasta); C16187-C16188-T16189, TGC (kontrol); C16294-C16295-
C16296, TTT (kontrol); 8 ayr1 bireyde 4 di-niikleotit varyasyonu, A16182C-
A16183C (4 kontrol birey, 1 hasta birey), A16194C-T16195C (1 kontrol birey),
C16294T-C16295T (1 kontrol birey), A16318T-G16319A (1 hasta birey) belirlendi
(Tablo 12a). Ayrica, 4 ayri bireyde, 16189 T-TC; 16234 C-CT; 16256 C-CT; 16399
A-AG, heteroplazmileri saptandi (Resim 8).

NASH hasta grubunda, mtl6129 G>A, AA genotipi fibroz (p=0.0468, OR=
5.436, 95% Cl= 1.081-27.347), mt16163 A>G, GG genotipi MetS (p= 0.046, OR=
9.686, 95% Cl=0.5421-173.05), mt16249 T>C, CC genotipi lobiiler inflamasyon (p=
0.0211, OR=13.199, 95% ClI= 0.7469-233.24) ve histolojik steatoz (p=0.0281, OR=
13, 95% Cl= 0.7082-238.63), mt16256 C>T, TT/TC genotipi ile diyabet (p= 0.0213,
OR= 5.263, 95% Cl= 1.252-22.119), mt16294 C>T, TT genotipi ile MetS (p=
0.0286, OR=3.117, 95% CI=1.107-8.778), mt16296 C>T, TT genotipi ile hipertiroit
(p=0.0303, OR=4.132, 95% CIl= 1.217-14.033) iliskisi saptandi (Tablo 12b).

mtDNA mt16318 A>C polimorfizminin CC genotip frekanst NASH grubunda
anlamliliga yakin olarak kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (hasta grubu, 5/150;
kontrol grubu, 0/150; p=0.0604).

Tiirk popiilasyonu ile gergeklestirdigimiz bu ¢alismada saptanan polimorfizmler

HaploGrep 2 programu (http://haplogrep.uibk.ac.at/, Erisim tarihi: 15 Subat 2017) ile

haplotip analizi yapilarak dogrulandi. Buna gore; R makro-haplogrubuna ait,
haplogrup H2a2al igerisinde, H2a2ald-T16172C (4 birey); H2a2alg-T16189C (15
birey); H2a2alh-C16320T (6 birey) alt haplogruplar1 belirlendi (Tablo 12c).
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Tablo 12. mtDNA dizi analizi sonuglari: Yaygin ve nadir niikleotit varyasyonlari

19 yaygin polimorfizm (>%05) (n=300)

120 nadir niikleotit varyasyonu (<%5) (n=300)

MtTNP Hasta Kontrol Hasta ve kontrol grubu
C16069T 15 (%10) 12 (%8) Al16051G  T16172C  Al16215G  A16258C A16316G
T16093C 4 (%0.6) 8 (%5.33) C16053G  C16173T  T16217C  C16260T A16318T
T16126C 42 (%28) 32 (%21.33) | A16058C  C16174T  C16218T  C16261T A16318C
G16129A 14 (%9.33) 16 (%10.66) | A16066G C16176G  A16219G C16262T G16319A
G16145A 10 (%6.66) 7 (%4.66) C16067T  C16176T  Al16220C C16264G C16320T
Al16183C 14 (%9.33) 19 (%12.66) | A16070G  T16178C  C16221T  C16264T T16324C
T16189C 34 (%22.66) 38 (%25.33) | C16071T  C16179T  C16222T  Al16265G T16325C
C16223T 23 (%15.33) 29 (%19.33) | T16075C  Al16182C  A16227G  C16266T C16327T
T16224C 15 (%10) 14 (%9.33) | A16078G  C16184T  A16230G C16270T C16328A
T16249C 8 (%5.33) 6 (%4) T16086C  C16186T  T16231C  T16271C  C16344T
T16256C 8 (%5.33) 9 (%6) T16092C  C16187T  C16232A  Al16272G  T16352C
C16278T 5 (%3.33) 10 (%6.66) T16102C  C16188G  C16234T  G16274A C16353A
C16292T 8 (%5.33) 8 (%5.33) C16111T C16188A  C16234G  C16287T  C16355T
C16294T 27 (%18) 20 (%13.33) | C16114A  T16189TC C16234CT T16288C  T16356C
C16296T 13 (%8.66) 9 (%6) T16124C  C16192T  A16235G  A16289G T16357C
T16304C 9 (%6) 11 (%7.33) T16136C  C16193T  C16239T  C16290T T16359C
T16311C 30 (%20) 29 (%19.33) | C16147A  A16194C  Al16240G C16291T T16368C
A16343G 10 (%6.66) 13 (%8.66) C16148T  T16195C  C16242T  A16293G G16390A
T16362C 9 (%6) 14 (%9.33) C16150T  C16201T  T16243C  C16295T G16391A
G16153A  A16203G  G16244A  T16298C  A16399G
A16162G  Al16206C C16248T  Al16299G A16399AG
A16163G  T16209C  C16250T  A16300G T16443C
C16168T  G16213A  C16256CT C16301T C16465T
C16169T  C16214T  C16257A  A16309G A16482G
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Tablo 12a. mtDNA dizi analizi sonuglari: Di-niikleotit ve tri-niikleotit
varyasyonlari

Di-niikleotit varyasyonu Allel Hiicre veya Doku Tiirii  Hastahk
A16182C Prostat timorii
A16182C-A16183C AL6183C Akcigor timbr, e
Prostat timorii
A16194C-T16195C Al16194C
T16195C
C16294T-C16295T C16294T
C16295T
A16318T-G16319A Al16318T
G16319A
Tri-niikleotit varyasyonu Allel Hiicre veya Doku Tiirii  Hastalik

C16187T-C16188G-T16189C C16187T Akciger tlimori
C16187T-C16188A-T16189C T16188G/A

T16189C Prostat timort, Diyabet,
Normal bukkal bez Kardiyomiyopati,
Endometrial kanser
riski,

Metabolik sendrom ,
Melanom hastalar1

C16294T

C16294T-C16295T-C16296T C16295T
C16296T

(Varyasyonlar ile hiicre veya doku tiirii ve hastalik iliskisi, Mitomap web sitesinden referans alindi,
http://www.mitomap.org/foswiki/bin/view////Main/SearchAllele, Erisim tarihi: 20/05/2017)
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(A) 16053 C>G (B) 16189 T>TC

Voo % %

TTTGGGTACGA TCGTACCCAAA CECEC YCCCE GGGGRGGGGG

A

Ileri primer Geri primer Ileri primer Geri primer

(©) 16234 C>CT D) 16256 C>CT \l/

AT C AYA( AT ATGTRTG AT AAAGY(A(((( GGGGTGRCTTT

o

ileri primer Geri primer ileri primer Geri primer
(E) 16399 A>AG (F) 16187-16188-16189 CCT>TAC
— —
TTGRCCACCA TGGTGGYCAA CECTAGECECE GGGGGTAGGG
ileri primer Geri primer ileri primer Geri primer
(G) 16187-16188-16189 CCT>TGC (H) 16294-16295-16296 CCC>TTT
—— — — —

CEETGECECCE GGGGGCAGGG TACTCATTTTT AAAAATGAGTA

B

ileri primer Geri primer Geri primer, ileri okuma Geri primer

Resim 8. Dizi analizi kromotogram goriintiileri (A) mt16053 C>G yeni mutasyon (B) mt16189 T>TC
heteroplazmi (C) mt16234 C>CT yeni heteroplazmi (D) mt16256 C>CT yeni heteroplazmi (E)
mt16399 A>AG heteroplazmi (F) mt16187-mt16188-mt16189 CCT>TAC tri-niikleotit varyasyonu
(G) mt16187-mt16188-mt16189 CCT>TGC tri-niikleotit varyasyonu (H) mt16294-mt16296-mt16297
CCC>TTT ftri-niikleotit varyasyonu, T16189C varyantina sahip oldugu igin, geri primer
kromotogrami paylasildi. (A, B, C, D, E, F, G) ileri ve geri primerler kullanilarak dizi analizi yapildi.
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Tablo 12b. mtDNA dizi analizi sonuglari: NASH grubu ile mtDNA varyantlari
arasindaki iligki

Degiskenler Genotipler Degerler
mt16129 G>A GG AA P degeri OR %95 ClI
Fibroz 0 53 3
Fibroz 3-4 13 4 0.0468 5.436 1.081-27.347
mt16163 A>G AA GG P degeri OR %95 ClI
Metabolik sendrom yok 56 0
Metabolik sendrom var 87 7 0.046 9.686 0.5421-173.05
mt16249 T>C TT CC P degeri OR %095 ClI
Lobiiler inflamasyon 1 62 0
Lobiiler inflamasyon 2-3 80 8 0.0211 13.199 0.7469-233.24
Histolojik steatoz 1 40 0
Histolojik steatoz 3 40 0.0281 13 0.7082 - 238.63
mt16256 C>T CC TT/ICT P degeri OR %095 ClI
Diyabet yok 100 3 0.0213 5.263 1.252-22.119
Diyabet var 38 6 ' ' evees
mt16294 C>T CC TT P degeri OR %095 ClI
Metabolik sendrom yok 51 5
Metabolik sendrom var 72 22 " Sl 1.107-8.778
mt16296 C>T CC TT P degeri OR %095 ClI
Hipotiroit yok 119 8
Hipotiroit var 18 5 0.0303 4.132 1.217-14.033

P degeri, OR ve %95 CI degerleri Graphpad programi ile hesaplandi. (Kisaltmalar: OR, goreceli
olasiliklar orant; %95 CI, giiven aralig1)
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Tablo 12c. mtDNA dizi analizi sonuglari: Haplogruplar ve lokal 6zel mutasyonlar

Haplogrup: H2a2al n (%)
Makro-haplogrup H2a2ald 4 (1,33)
n:F§OO H2a2alg 15 (5)
H2a2alh 6(2)
Haplogrup | Kimlik Lokal 6zel mutasyonlar
10n-K | 16126C | 16294T | 16304C
H2a2ald- | 42h-K | 16188A | 16189C | 16223T | 16230G | 16234T | 16311C |
T16172C | 21h-E | 16086C | 16187T | 16189C
32k-E | 16069T | 16126C | 16145A | 16261T | 16309G |
14h-K | 16168T | 16192T | 16343G
34h-K | 16126C | 16163G | 16186T | 16291T | 16294T
56h-E | 16095 | 16113C | 16136A | 16149C | 16318C
34h-E | 16126C | 16294T | 16296T
39h-E | 16293G | 16343G | 16390A
26h-E | 16126C | 16163G | 16186T | 16294T
4h-E | 16126C | 16163G | 16186T | 16294T
H2a2al0- 71 F 716145 | 16189Y | 16368C
T16189C
1k-K | 16256T | 16318T | 16368C
12k-K | 16126C | 16163G | 16186T | 16294T
47k-K | 16126C | 16163G | 16186T | 16294T
50k-K | 16223T
12k-E | 16126C | 16163G | 16186T | 16248T | 16266T | 16271C | 16294T
46k-E | 16126C | 16163G | 16186T | 16294T
63k-E | 16223T | 16278T | 16293C
29h-K | 16086C | 16147A | 16172C | 16209C | 16223T | 16248T | 16355T
56h-K | 16071T | 16172C
H2a2alh- | 13k-K | 16069T | 16126C | 16145A | 16192T | 16222T | 16261T |
C16320T | 35k-K | 16069T | 16126C | 16193T
41k-K | 16086C | 16172C | 16187T | 16188G | 16189C | 16223T | 16230G
54k-K | 16320T

(Kisaltmalar, h-K: Kadin hasta; h-E: Hasta erkek; k-K: Kadin kontrol; k-E: Erkek kontrol)
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7. TARTISMA ve SONUC

IR, obezite, hiperlipidemi, hipertansiyon, MetS, primer NASH komponentleridir.
Nitekim birgok tilkede, NAYKH nin %30-40’inda obezite, yaklasik %50’sinde IR,
%20-30’unda T2D, %80’inde hiperlipidemi, %30-60’inda arteriyal hipertansiyon
goriilir (Bedogni ve ark., 2005; Marchesini ve ark., 1999). Yagh karacigerde
mitokondriyal disfonksiyon hepatosit hiicre hasarina yol agar. Birinci vurusta, IR ve
hepatositlerde TG birikimi, serbest yag asidi (FFA) artisina sebep olur, ikinci
vurusta, mitokondriyal hasar ile birlikte oksidatif stres artar, ATP miktarinda azalma
meydana gelir. Oksidatif fosforilasyondan sorumlu olan mitokondrinin kodlamis
oldugu genlerde meydana gelen niikleotit varyasyonlari, mitokondri disfonksiyonunu
etkileyebilir.

Giiniimiizde, mtDNA kodlama yapmayan kontrol bdlgesi (D-loop), mtDNA agir
zincir replikasyon orjini ve her iki zincirin (hafif ve agir) transkripsiyon promotor
bolgesini igerdigi igin, meydana gelen niikleotit varyasyonlar1 ve hastalik iliskisi
arastirilmaktadir. Bu bolgede yer alan mtDNA T16189C varyant1 ile IR ve T2D’yi
iligkili bulan ¢aligmalarin sonuglar tartismalidir. Biz bu ¢aligmada, mt16189 T>C
polimorfizmini kapsayasan, mtDNA kontrol boélgesi niikleotit varyasyonlarinin
NASH ile iliskisini arastirdik.

Liou ve ark. calismalarinda, mtDNA T16189C varyantinin prevalansi, 462
T2D’li bireyde %39.2, 592 non-T2D’li bireyde %30.7 idi (p=0.004), (Liou ve ark.,
2007). Park ve ark.’m, Kore, Japon, Tayvan, Hong Kong ve Cin’i kapsayan 2469
T2D’li hasta birey ve 1205 non-T2D’li bireyde mtDNA 16189C varyantini arastirdi.
Yapilan analiz soncu, 5 Asya iilkesinden katilimcilart i¢ceren bu ¢aligmada, T16189C
varyantt ile T2D iligkili bulundu [OR=1.256, %95 CI=1.08-1.46, p=0.003]. Tim
ornekler Mnll PZR-RFLP ile galisildi, sadece 290 PZR f{iriinii igin dizi analizi
gerceklestirildi. Buna goére, 290 PZR {iriint i¢in %99 (287/290) PZR-RFLP ve dizi
analizi uyumu gozlendi (Park ve ark., 2008).

mtDNA dizi analizi sonuglarimiza gére bu ¢alismada, NASH grubunda 36/150,
%24 (36 bireyden birisi TC genotipli, heteroplazmi); saglikli kontrol grubunda
38/150, %25.33, T16189C polimorfizim prevalans1 belirlendi. Hasta ve kontrol

grubu arasinda anlaml bir fark bulunmazken, Mnll PZR-RFLP analizi sonucu atipik
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RFLP bant paternlerine sahip bireyler tespit edildi. mtDNA T16189C polimorfizim
aragtirmamizda, PZR-RFLP analiz sonuglari tabloda yer alirken, dizi analizi
sonuglarin ifade edilmesine karar verildi. mMtDNA T16189C varyantini arastirmak
i¢cin kullandigimiz Mnll PZR-RFLP analizi yonteminde Saptanan atipik paternlere
sahip Ornekler, bu pozisyon i¢in gergek genotip prevalansini belirlemeyi engelledi.
Atipik paternlere sahip bireyler disinda, PZR-RFLP ve dizi analizi sonuglart %100
uyumlu bulundu.

Aral ve ark.,, mtDNA T16189C varyantinin prevalansimi degerlendirmek igin
yaptiklart Mnll PZR-RFLP c¢alismalarinda, T16189C polimorfizmine sahip, 7/39
T2D’li; 11/31 non-TD2’1i birey oldugunu belirtti ve iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p=0.082) (Aral ve ark., 2011).

Bir onceki ¢alismamizda, mtDNA 16189 T/C polimorfizmi, AS-PZR ve Mnll
PZR-RFLP teknigi kullanilarak arastirildi. NASH hasta bireylerinde 126/152
(%82.89); saglikli kontrol bireylerinde 128/154 (%83.11), T16189C polimorfizmi
tespit edildi. Bu ¢alismada atipik bant paternlerine sahip 6rnekler gozlendi (Giiner,
2014).

Gill-Randall ve ark., 150 T2D’li ve 149 kontrol bireyde T16189C varyantini
PZR-RFLP ve dizi analizi ile arastirdi. Dizi analizi sonucuna gore, T2D’de 22/140,
ve kontrol bireyde 10/100, T16189C varyant: tespit edildi. Geri kalan 10 T2D’li ve
49 kontrol bireyde, T16189C polimorfizmi PZR-RFLP ile incelendi. Dizi analizinin
yiiksek maliyeti nedeniyle RFLP analizi yapilsa da, gergek polimorfizm prevalansi
icin dizi analizi yapilmasi gerektigini vurguladi. Ayrica, T16189C varyanti ile T2D,
iliskili bulunmadi (Gill-Randall ve ark. 2001).

Bu c¢alismada, mtDNA TI16189C varyant1 arastirildi, Mnll enzim tanima
bolgelerinin kayb1 ya da kazanci nedeniyle, PZR-RFLP bant paternlerini etkileyerek
analiz sonuglarin1 degistirdigi tespit edildi. Atipik paternlere sahip bireylerde
meydana gelen niikleotit varyasyonlar1 incelendi ve siniflandirildi. Bunun yani sira,
atipik PZR-RFLP bant paterni géstermeyen ancak belirli niikleotit kombinasyonlari
olusturan haplotipik ornekler degerlendirildi. Haplotipik ornekler referans diziden
farkl1 niikleotit birlikteligi gosterseler de, Mnll RFLP analizi ile farkli bant paternleri
olusturmadiklar i¢in, atipik bant paterni siniflandirmasina dahil edilmedi. Buna gore,

RFLP analizi ile gozlemledigimiz atipik bant paternleri kantitatif olarak dizi analizi
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ile 29 birey olarak saptandi. Atipik patern siniflandirmasinda en yiiksek prevalans
APla idi [APla (10/29, %34,48); AP1b (2/29, %6,89); APlc, AP1d, AP1f, AP2,
AP3, AP5b (1/29, %3,44); APle, AP5a, AP6 (2/29, %6,89); AP4 (5/29, %17,24)].

mtDNA T16189C polimorfizmi arastirmamizda, Mnll PZR-RFLP analizinin
hassasiyetini sorgulamamiza neden olan ikinci durum ise, atipik RFLP bant paterni
gostermeyen bir erkek hasta bireyde, mt16189 np i¢in RFLP ve dizi analizi arasinda
farkli genotip sonucu ortaya ¢ikmasi oldu. Bu durum bize, atipik ya da normal bant
paternine sahip bireylerde, mt16189 T/C polimorfizminin ger¢ek prevalansi igin dizi
analizi yonteminin 6nemini gosterdi. Yanlis RFLP sonucunun nedeni, dizi analizi ile
anlagildi. mtDNA C16187T-T16189T niikleotit kombinasyonuna sahip bir erkek
hasta bireyde C16187T polimorfizminin varlig: ile yeni bir enzim tanima bolgesi
olustugu i¢in, RFLP analizinde mt16189 np’de CC genotipli olarak yanlis
degerlendirilmesine neden oldu. Aslinda bu bireyin 16189 np i¢in genotipi TT iken,
RFLP analizinin yanlis sonug verdigi tespit edildi.

Ayrica, her iki ¢alisma grubu igin, 11/300 bireyde T16189T-C16261T, 3/300
bireyde T16189C-C16261T niikleotit kombinasyonlar1 tespit edildi ve bu durumda
ekstra enzim tanima bolgesi olusturduklari anlasildi. Ancak, RFLP analizinde
anlayabilecegimiz farklilikta bant paterni gézlenmedigi i¢in atipik RFLP bant paterni
smiflandirmasia dahil edilmedi, haplotipik niikleotitlere sahip bireyler olarak ifade
edildi. Bu 6rneklerin mt16189 np igin genotipleri degerlendirilirken, RFLP analizi ve
dizi analizi sonuglari uyum gosterdi.

Calisma grubumuzun, mt16189 np igin genotip RFLP sonuglari, atipik ve
haplotipik bireylerin varligindan dolayi, kantitatif olarak ifade edilmekten kaginildi,
RFLP analiz sonuglarina sadece tabloda yer verilirken, jel goriintiileri ile atipik bant
paternlerinin bu pozisyon i¢in genotip analizini miimkiin kilmayan bant goriintiileri
paylasildi.

mtDNA kontrol bolgesi dizi analizi ¢alismamizda referans diziden farklilik
gosteren atipik RFLP paternlerinin  ve haplotipik o6rneklerin  varligi, Tiirk
popiilasyonu i¢in ilk bulgular olarak literatiire katki sagladi. Buna gore, 29 atipik
RFLP bant paterni gosteren ve 14 haplotipik niikleotit birlikteligine sahip, toplam 43
bireyin, mtDNA kontrol bélgesi dizileri, referans diziden farkli 6rnekler olarak

belirlendi. Caligma grubumuzda toplam 300 o&rnekten 43’4 (%14.33) Tiirk
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poplilasyonuna ait 6zgiil diziler olarak tespit edildi.

Bu calisma ile yeterli 6rnek sayis1 ve kullanilan iki yontem goz Oniine alindig:
zaman, ge¢mis yillarda Tirk popiilasyonu i¢in az sayida olan ¢alismalara ve bundan
sonraki arastirmalara 6nemli veriler ve bilgiler sundu.

mt16189 np genotiplendirme arastirmalar igin literatiir incelendi ve Mnll PZR-
RFLP analizi ile gergeklestirilen ¢alismalarda bizi destekleyen bilgilere ulasildi.
Gibson ve ark., T16189C varyant1 i¢in mtDNA HV bélgesinde Mnll alanlarinin
kazanc1 ya da kaybi1 dolayisiyla orneklerin yaklasik %10’unun farkli bant
paternlerine sahip oldugunu belirtti (Gibson ve ark., 2004). Tang ve ark., T16189C
varyantini arastirmak i¢in Mnll PZR-RFLP analizi gergeklestirdi ve RFLP
sonuclarinda "anormal iriinler" olarak tamimladiklart Ornekleri, dizi analizi ile
arastird1 (Tang ve ark., 2006). Park ve ark., Mnll restriksiyon enziminin T16189T
varyantt i¢in spesifik olmayip, 16184-16193 np poli-C alani iginde, diger T alanlarini
da taniyabilecegini ve yanlis siniflandirmalara sebep olabileceginden soz etti (Park
ve ark. 2008).

Ik defa, Ye ve ark. calismalarinda, mtDNA D-loop bélgesi 16106-16437 np
MnII restriksiyon alanlarini, RFLP yontemiyle arastirdi. Buna gore 5 yaygin RFLP
paterni gozlemledi, ancak meme kanseri hastalar1 ile kontrol grupta gerceklestirdigi
bu c¢aligmada "somatik Mnll alan1 mutasyonlarina” sahip ornekleri karsilastirdigi
zaman, anlamli bir farklilik olmadig1 anlasildi (Ye ve ark., 2010).

MtDNA T16189C polimorfizminin T2D ile iliskisinden bahsederek popiiler
hale getiren c¢alismalardan birisi, Poulton ve ark.’nin yaptigi aragtirmadir. Bu
calismanin diger bir O6nemli tarafi da; sonradan bir ¢ok arastirmaci tarafindan
kullanilacak olan ve T16189C polimorfizm tayini ile 6zdeslesmis Mnll PZR-RFLP
yonteminin literatiire sunulmus olmasidir. Bu arastirmaya, 463 T2D hastasi ve 469
kontrol birey dahil edildi. mtDNA T16189C varyanti hasta grupta (46/463)
kontrollere (30/469) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek olarak
saptand1 (n=932, OR=1.61, %95 Cl=1.0-2.7, p=0.048). Ancak p degerinden de
anlasilacagi gibi sinirda anlamlilik gozlendi. Biz bu verileri istatistiksel analiz
programi kullanarak tekrar degerlendirdigimiz zaman, gercekte bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigin1 tespit ettik. Ayrica, anlamh bir iligki bildiren ilk ¢alisma

olmalarina ragmen; sadece T16189C varyantim1 tasiyan Ornekler dizileme ile
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dogruland: (Poulton ve ark., 2002). Biz bu ¢alisma ile, yontemin hipotezi aragtirirken
ortaya ¢ikan eksik yanlarini vurguladik.

Bu ¢alismada, NASH hastalarina ait demografik ve klinik bilgiler degerlendirildi.
Buna gére, NASH hasta grubunda mt16129 G>A, AA genotipi ile ileri evre fibroz
(F3-F4) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptandi (p=0.0468, OR=5.436,
95% CI=1.081-27.347). mt16129 G>A, AA genotipli bireylerde 5.4 kat, ileri evre
fibroz (F3-F4) goriilme riski fark edildi. Bir baska deyisle, NASH hastalar1 arasinda
bu genotipi tasiyanlarin ileri evre fibroz gelisme riski anlamli olarak daha yiiksek
bulundu.

NASH grubunda, mt16163 A>G, GG genotipi, MetS’li ve MetS’li olmayan
bireylerde karsilastirildi. mt16163 A>G, GG genotip frekanst MetS’li bireylerde
anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu genotip, MetS i¢in bir risk faktorii kabul edildi
(p=0.046, OR=9.686, 95% C1=0.5421-173.05).

NASH hastalarinda mt16249 T>C, CC genotipi ile ileri evre lobiiler inflamasyon
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptandi (p=0.021, OR=13.199, 95%
Cl=0.74-233.24). mt16249 T>C, CC genotipini tasiyanlarda 13 kat daha fazla ileri
evre lobiiler inflamasyon goriilme riski bulundu. NASH hastalar1 arasinda bu
genotipi tagtyanlarda ileri evre lobiiler inflamasyon geligsme riski anlamli olarak daha
yiiksektir. Ayrica, NASH hastalarinda mt16249 T>C, CC genotipi ile ileri evre
histolojik steatoz arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligkili saptandi1 (p=0.0281,
OR=13, 95% CI1=0.7082-238.63).

NASH hastalarinda mt16256 C>T, TT/TC genotipi, diyabetli ve diyabetli
olmayan bireyler arasinda karsilastirildi (p=0.0213, OR=5.263, 95% CI=1.252-
22.119). mtl6256 C>T, TT/TC genotipi ile diyabet arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir iligki bulundu.

NASH hastalarinda mt16294 C>T, TT genotip frekansi, MetS’li ve MetS’li
olmayan bireyler arasinda karsilastirildi ve mt16294 C>T, TT genotipli bireylerin
MetS igin bir risk faktorii oldugu belirlendi (p=0.0286, OR= 3.117, 95% CI=1.107-
8.778).

NASH hastalarinda mt16296 C>T, TT genotipi ile hipertiroitli ve hipertiroitli
olmayan bireyler arasinda arastirildi. mt16296 C>T, TT genotipli bireyler ile
hipertiroit arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu (p=0.0303,

50



OR=4.132, 95% CI1=1.217-14.033) iliskisi saptandi.

Calisma grubumuzda sadece NASH hasta grubunda saptanan mtDNA A16318C
varyant1 hastalig1 predikte edebilecek aday varyant olarak anlamliga yakin bulundu
(hasta grubu, 5/150; kontrol grubu, 0/150; p=0.0604). Ancak bu varyantin prevalansi
%35’ten kiiciik oldugu igin, sonraki ¢aligmalar i¢in daha genis bir kitlede ve diger
etnik gruplarn kapsayacak sekilde arastirilmasi gerektigi sonucu c¢ikarildi. Tim
varyasyonlar i¢inde, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamliliga yakin olan tek
varyant mt16318 A>C idi.

nDNA’da yaklasik 1000 niikleotitte bir TNP goriilmektedir (Carlson ve ark.,
2003) ikili ya da f{iclii niikleotit degisimleri olduk¢a nadirdir. Bu durumun
mtDNA’ya yansimasi olarak TNP sikligi artsa da, di-niikleotit ve tri-niikleotit
varyasyonlart nadirdir. Calisma grubumuzda, 8 ayr1 bireyde 4 di-niikleotit
varyasyonu, A16182C-A16183C (4 kontrol birey, 1 hasta birey), A16194C-T16195C
(1 kontrol birey), C16294T-C16295T (1 kontrol birey), A16318T-G16319A (1 hasta
birey) belirlendi. Bunlar arasinda, mtDNA A16183C varyanti literatiirde melanom
hastaligi ile iligkilendirilmistir.

mtDNA kontrol bolgesinde korunmus diziler disinda literatiirde nadir olarak tri-
niikleotit degisimleri goriilmektedir. Calisma grubumuzda 3 kadin bireyde bulunan 3
tri-niikleotit varyasyonu igin, literatirde yer alan mtDNA popiilasyon genetigi
caligmalar1 incelendi. mtDNA kontrol bélgesi poli-C alaninda C16187-C16188-
T16189, TAC (bir hasta birey); C16187-C16188-T16189, TGC (bir kontrol birey)
belirlendi. Watkins ve ark. calismalarinda, Afrikali 2 bireyde C16187-C16188-
T16189, TAC, 5 bireyde C16187-C16188-T16189, TGC (Watkins ve ark., 1999)
ayrica Monsal ve ve Hagelberg’in galismalarinda, Afrikali 1 bireyde C16187-
C16188-C16189, TGC tri-niikleotit degisimi tespit edildi (Monsal ve Hagelberg,
1997). Calisma grubumuzda saptadigimiz diger tri-niikleotit degisimi C16294-
C16295-C19296, TTT (bir hasta birey) idi. Quintana-Murci ve ark.’in
caligmalarinda, 1 Yunan’li bireyde C16294-C16295-C19296, TTT varyasyonu
bulundu (Quintana-Murci ve ark., 2004).

Calisma Orneklerimizin dizi analizi sonucglari, mtDNA CRS (RefSeq.
NC _012920) ile karsilagtirild1 ve tespit edilen tiim varyasyonlar Mitomap sitesinde
(http://www.mitomap.org/MITOMAP, Erisim tarihi: 15 Subat 2017) yer alan allel
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arama araci kullanilarak literatiir tarand1. Boylece ilk defa bu ¢alisma ile bir bireyde
yeni bir mutasyon mtDNA C16053G ve iki bireyde iki yeni heteroplazmik niikleotit
degisimi 16234 C-CT, 16256 C-CT tanimlanarak, literatiire kazandirildi, ayrica daha
once bildirilen iki heteroplazmi, ¢alismamizda tespit edildi (16189 T-TC ve 16399
A-AG heteroplazmi).

Mnll enzim tanima alanlar1 diginda yer alan niikleotit kombinasyonlari1 olarak,
MIDNA T16126C ve C16294T birlikteligi calismamizda prevalans olarak yliksek
bulundu (toplamda 41/300 %13.66, hasta grubunda 24/150 %16, kontrol grubunda
17/150 %11.33). Benzer sekilde Maliarchuk ve Derenko ¢alismalarinda, beyaz irka
spesifik mtDNA kontrol bdlgesinde T16126C ve C16294T varyantlarini niikleotit
kombinasyonlar1 olarak belirtti (Maliarchuk ve Derenko, 1997).

mtDNA 16189 np, HV1 (16184-16193 np) bolgesi icerisinde yer alir.
Mutasyonel sicak nokta olan HV1’de, bir poli-C homopolimerik alan bulunur.
CRS’ya gore, ~10 Sitozin (C) tekrari iceren poli-C bolgesi, 16189 np i¢in Timin (T)
tarafindan kesintiye ugrar. T16189C polimorfizm arastirmalarinda, referans diziye
spesifik MnlI restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak PZR-RFLP yo6ntemi ile
siklikla galigilmaktadir.

Arastirma sonuglarimiza gore, mtDNA kontrol bolgesinde ortaya g¢ikan gesitli
nikkleotit degisimlerinin varligi nedeniyle, Mnll PZR-RFLP’nin hassas bir yontem
olmadigin1 kanitladik. Acgik¢a soyleyebiliriz ki, mtDNA kontrol bolgesi TNP
arastirmalarinda, dizi analizi disinda kullanilan yontemler zayif (AS-PZR, PZR-
RFLP, ARMS-PZR (amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi), Real Time PZR
gibi), calisma sonuglar1 da tartismalidir. Bu duruma neden olan mutasyonel mtDNA
yapisinin mekanizmasini sdyle siralayabiliriz:

1. OXPHOS sirasinda olusan ROT’lara maruz kalmasi,

2. nDNA’ya gore tamir mekanizmasinin yeterli olmamasi,

3. Koruyucu histon proteinlerden yoksun olusu,

4. mtDNA kontrol bolgesi hiper degisken alanlara sahip olmasi,

MtDNA TNP analizi i¢in kullanilan metodlar1 uygun kilmazken, altin standart olarak
dizi analizi yonteminin ¢alismalarin giiglii yan1 ve galisma sonuglarinin hassasiyetini
arttirdigl, geg¢mis yillarda yapilan Mnll PZR-RFLP analizi T16189C polimorfizm

caligmalarinin tekrar gézden gegcirilmesi gerektigi sonucuna varildi.
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Ik defa bu pilot calisma ile, patogenezi tam olarak aydinlatilamayan NASH
hastaligin1 predikte edebilecek 6 Onemli mMtDNA kontrol bdlgesi niikleotit
varyasyonlari ve sadece NASH grubunda goriilen anlamliliga yakin bir niikleotit
degisimi belirlendi. Boylece ileride, NASH hastaligi ve altinda yatan metabolik
hastaliklar1 ¢aligmak isteyen arastirmacilar i¢in, yeni mtDNA niikleotit
varyasyonlarinin varligi isaret edildi.

Cesitli hastaliklar i¢in, popiiler varyantlarin yanisira, belki de artik bu
calismada anlamli bulunan mtDNA kontrol bolgesi niikleotit varyasyonlar
incelenerek, biriken anlamli ¢alisma sonuglari ile rutin calismalar igin panel
olusturulacaktir. Bu potansiyelin varligi ile mtDNA kontrol bdlgesi niikleotit
degisimlerinin 6nemi vurgulanda.

Siklikla caligilan mtDNA kontrol bolgesine ait literatiirde olmayan, yeni
bulgularin (1 mutasyon ve 2 heteroplazmi gibi) c¢alismamizda yer almasi,
aragtirmamizin giizel tarafi oldu. Ayrica ileriki ¢alismalar igin, 6zellikle filogenetik
analizlerde karsilastirma yapmak tizere, Tiirk popiilasyonuna ait mtDNA niikleotit

degisimleri hakkinda énemli bir kaynak dokiiman sunuldu.

53



8. KAYNAKLAR

Abbas Z, Anania F, Ferenci P, Ghafoor Khan A, Goh KL, Hamid SS, Isakov V,
Lizarzabal M, Mojica P M, Rivera R JF, Sarin S, Stimac D, Thomson ABR, Umar
M, Krabshuis J, LeMair A. Nonalcoholic fatty liver disease and nonalcoholic
steatohepatitis. World Gastroenterology Organisation Global Guidelines. 2012,
Adams LA and Angulo P. Treatment of non- alcoholic fatty liver disease.
Postgraduate Medical Journal. 2006;82(967):315-22.

Allocca M and Selmi C. Emerging nutritional treatments for nonalcoholic fatty liver
disease. CRC Press. 2010;131-146.

Anderson S, Bankier AT, Barrell BG, De Bruijn MHL, Coulson AR, Drouin J,
Eperon IC, Nierlich DP, Roe BA, Sanger F, Schreier PH, Smith AJH, Staden R,
Young G. Sequence and organization of the human mitochondrial genome. Nature.
1981;290:457-465.

Aral C, Akkiprik M, Caglayan S, Atabey Z, Ozisik Gokhan, Bekiroglu N, Ozer A.
Investigation of relationship of the mitochondrial DNA 16189 T>C polymorphism
with metabolic syndrome and its associated clinical parameters in Turkish patients.
Hormones. 2011;10(4):298-303.

Arnberg A, Van Bruggen EF, Borst P. The presence of DNA molecules with a
displacement loop in standard mitochondrial DNA preparations. Biochim Biophys
Acta. 1971;246,2:(353-357).

Attar BM and Van Thiel DH. Current concepts and management approaches in
nonalcoholic fatty liver disease. Scientific World Journal. 2013;481893.

Bedogni G, Miglioli L, Masutti F, Tiribelli C, Marchesini G, Bellentani S.
Prevalence of and risk factors for nonalcoholic fatty liver disease: the dionysos
nutrition and liver study. Hepatology. 2005;42:44-52.

Bahcecioglu IH, Koruk M, Yilmaz O, Bolukbas C, Bolukbas F, Tuncer I, Ataseven
H, Yalcin K, Ozercan IH. Demographic and clinicopathological characteristics of
nonalcoholic fatty liver disease in the east-southeastern Anatolia regions in Turkey.
Medical Principles and Practice. 2006;15(1):62-8.

Berdanier CD. Mitochondria in health and disease. CRC Press. 2005;640:41.

54



Stefan M, Thomas B, Jiirgen R, Christoph S, Heiner W. Hepatology A Clinical
Textbook. AbbVie. 2016; 978-3-941727-18-2.

Bhatia LS, Curzen NP, Calder PC, Byrne CD. Non-alcoholic fatty liver disease: a
new and important cardiovascular risk factor?. European Heart Journal. 2012;
33(10):1190-200.

Carlson CS, Eberle MA, Rieder MJ, Smith JD, Kruglyak L, Nickerson DA.
Additional SNPs and linkage-disequilibrium analyses are necessary for whole-
genome association studies in humans. Nature Genetic. 2003;33:518-521.

Chalasani N, Younossi Z, Lavine JE, Diehl AM, Brunt EM, Cusi K, Charlton M,
Sanyal AJ. The diagnosis and management of non-alcoholic fatty liver disease:
practice guideline by the american association for the study of liver diseases.
American College of Gastroenterology, and the American Gastroenterological
Association. 2012;55(6):2005-23.

Chial H and Craig J. mtDNA and mitochondrial diseases. Genes and Disease.
2008;1(1):217.

Clark JM, Brancati FL, Diehl AM. Nonalcoholic fatty liver disease.
Gastroenterology. 2002;122(6):1649-57.

Clayton DA. Replication of animal mitochondrial DNA. Cell. 1982;28(4):693-705.
Clayton DA. Replication and transcription of vertebrate mitochondrial DNA. Annual
Review of Cell Biology. 1991;7:453-478.

Clayton DA. Transcription and replication of mitochondrial DNA. Human
Reproduction. 2000;15,2:(11-17).

Cooper GM, Hausman RE. The Cell: A Molecular Approach. Fourth Edition. ASM
Press. 2007;10-13.

Coskun PE, Ruiz-Pesini E, Wallace DC. Control region mtDNA variants: Longevity,
climatic adaptation, and a forensic conundrum. Proceedings of the National
Academy of Sciences. 2003;100(5):2174-2176.

Cusi K. Role of obesity and lipotoxicity in the development of nonalcoholic
steatohepatitis:  pathophysiology and clinical implications. Gastroenterology
2012;142:711-725.

Day CP, James OFW. Steatohepatitis: A tale of two “hits”?. Gastroenterology.
1998;114,4(842-845).

55



Diehl AM and Tetre B. Nonalcoholic Steatohepatitis. National Digestive Diseases
Information Clearinghouse. 2014.

Dongiovanni P, Donati B, Fares R, Lombardi R, Mancina RM, Romeo S, Valenti L.
PNPLA3 1148M polymorphism and progressive liver disease. World Journal of
Gastroenterology. 2013;7,19(41):6969-6978.

Falkenberg M, Gaspari M, Rantanen A, Trifunovic A, Larsson NG, Gustafsson CM.
Mitochondrial transcription factors B1 and B2 activate transcription of human
mtDNA. Nature Genetics. 2002;31(3):289-94.

Farrell GC, George J, Hall P, McCullough AJ. The epidemiology and risk factors of
NASH. Fatty liver disease: NASH and related disorders. Wiley-Blackwell. 2005;23-
37.

Feldstein AE, Wieckowska A, Lopez AR, Liu YC, Zein NN, McCullough AJ.
Cytokeratin-18 fragment levels as noninvasive biomarker for nonalcoholic
steatohepatitis: A multicenter validation study. Hepatology. 2009;50(4):1072-8.
Finnild S, Lehtonen MS, Majamaa K. Phylogenetic network of European mtDNA.
The American Journal of Human Genetics. 2001;68:1475-1484.

Gibson AM, Edwardson JA, Turnbull DM, McKeith IG, Morris CM, Chinnery PF.
No evidence of an association between the T16189C mtDNA variant and late onset
dementia. Journal of Medical Genetics. 2004;41:e7.

Giles RE, Blanc H, Cann HM, Wallace DC. Maternal inheritance of human
mitochondrial DNA. Proceedings of the National Academy of Sciences.
1980;77(11):6715-9.

Gill-Randall R, Sherratt EJ, Thomas AW, Gagg JW, Lee A, Alcolado JC. Analysis
of a polycytosine tract and heteroplasmic length variation in the mitochondrial DNA
D-loop of patients with diabetes, MELAS syndrome and race matched controls.
Diabetic Medicine. 2001;18:413-416.

Greenberg BD, Newbold JE, Sugino A. Intraspecific nucleotide sequence variability
surrounding the origin of replication in human mitochondrial DNA. Gene.
1983;21,1-2:(33-49).

Giiner E. Mitokondriyal DNA nikotinamid adenin diniikleotid dehidrogenaz 5 12361
Adenin/Guanin ve displacement-loop 16189 Timin/Citozin polimorfizmlerinin

nonalkolik steatohepatit hastalarinda gériilme siklig1 ve klinik énemi. M. U. Saglik

56



Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, 2014, Istanbul (Danisman: Dog. Dr. Fatih
Eren).

Halfon P, Munteanu M, Poynard T. FibroTest-ActiTest as a non-invasive marker of
liver fibrosis. Gastroentérologie Clinique et Biologique. 2008;32(6,1):22-39.

Holt 1J, He J, Mao CC, Boyd-Kirkup JD, Martinsson P, Sembongi H, Reyes A,
Spelbrink JN. Mammalian mitochondrial nucleoids: organizing an independently
minded genome. Mitochondrion. 2007;7(5):311-21.

Hudson B and Vinograd J. Circular DNA molecules in HelLa cell mitochondria.
Nature. 1967;216,650.

Jacobs HT. Disorders of mitochondrial protein synthesis. Human Molecular
Genetics. 2003;15,12,2:293-301.

Kasamatsu H and Vinograd J. Replication of circular DNA in eukaryotic cells.
Annual Review of Biochemistry. 1974;43:695-7109.

Kotronen A, Johansson LE, Johansson LM, Roos C, Westerbacka J, Hamsten A,
Bergholm R, Arkkila P, Arola J, Kiviluoto T, Fisher RM, Ehrenborg E, Orho-
Melander M, Ridderstrdle M, Groop L, Yki-Jarvinen H. A common variant in
PNPLA3, which encodes adiponutrin, is associated with liver fat content in humans.
Diabetologia. 2009;52(6):1056-60.

Liou CW, Lin TK, Weng HH, Lee CF, Chen TL, Wei YH, Chen SD, Chuang YC,
Weng SW, Wang PW. A common mitochondrial DNA variant and increased body
mass index as associated factors for development of type 2 diabetes: additive effects
of genetic and environmental factors. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism. 2007;92(1):235-239.

Lonardo A, Lombardini S, Ricchi M, Scaglioni F, Loria P. Review article: hepatic
steatosis and insulin resistance. Alimentary Pharmacology&Therapeutics.
2005;22,2:64-70.

Lutz-Bonengel S, Sénger T, Pollak S, Szibor R. Different methods to determine
length heteroplasmy within the mitochondrial control region. International Journal of
Legal Medicine. 2004.

Lutz S, Weisser HJ, Heizmann J, Pollak S. A third hypervariable region in the human
mitochondrial D-loop. Human Genetics. 1997;101(3):384.

57



Maliarchuk BA, Derenko MV. Analysis of nucleotide combinations in types of the
control region of human mitochondrial DNA. Genetika. 1997;33(3):387-92.
Marchesini G, Brizi M, Morselli-Labate AM, Bianchi G, Bugianesi E, McCullough
AJ, Forlani G, Melchionda N. Association of nonalcoholic fatty liver disease with
insulin resistance. American Journal of Medicine. 1999;107,450-455.

Matteoni CA, Younossi ZM, Gramlich T, Boparai N, Liu YC, McCullough AJ.
Nonalcoholic fatty liver disease: a spectrum of clinical and pathological severity.
Gastroenterology. 1999;116(6):1413-9.

Mcavoy NC, Ferguson JW, Campbell IW, Hayes PC. Review: non-alcoholic fatty
liver disease: natural history, pathogenesis and treatment. The British Journal Of
Diabetes And Vascular Disease. 2006;6:251-260.

Mokranjac D and Neupert W. Protein import into mitochondria. Biochemical Society
Transactions. 2005;33(1019-23).

Monsal ve MV and Hagelberg E. Mitochondrial DNA polymorphisms in Carib
people of Belize. Proc. R. Soc. Lond. B. 1997.

Musso G, Gambino R, Cassader M, Pagano G. Meta-analysis: Natural history of
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and diagnostic accuracy of non-invasive
tests for liver disease severity. Annals of Medicine. 2011;43(8):617-49.

Niemi AK, Hervonen A, Hurme M, Karhunen PJ, Jylhd& M, Majamaa K.
Mitochondrial DNA polymorphisms associated with longevity in a Finnish
population. Human Genetic. 2003;112:29-33.

Ong JP and Younossi ZM. Epidemiology and natural history of NAFLD and NASH.
Clinical Liver Disease. 2007;11(1):1-16.

Quintana-Murci L, Chaix R"1, Wells RS, Behar DM, Sayar H, Scozzari R, Rengo C,
Al-Zahery N, Semino O. Where West Meets East: The complex mtdna landscape of
the southwest and central Asian corridor. The American Journal of Human Genetics.
2004;74:827-845.

Park KS, Chan JC, Chuang LM, Suzuki S, Araki E, Nanjo K, Ji L, Ng M, Nishi M,
Furuta H, Shirotani T, Ahn BY, Chung SS, Min HK, Lee SW, Kim JH, Cho YM,
Lee HK. A mitochondrial DNA variant at position 16189 is associated with type 2
diabetes mellitus in Asians. Diabetologia. 2008;51:602-608.

58



Pereira Joana, Neves Rui, Forat Sophia, Huckenbeck Wolfgang, Olek K. MtDNA
typing of single-sperm cells isolated by micromanipulation. Forensic Science
International: Genetics. 2011;751:8.

Petersen KF, Dufour S, Hariri A, Nelson-Williams C, Foo JN, Zhang XM, Dziura J,
Lifton RP, Shulman GI. Apolipoprotein C3 gene variants in nonalcoholic fatty liver
disease. The New England Journal of Medicine. 2010;362:1082-1089.

Poulton J, Luan J, Macaulay V, Hennings S, Mitchell J, Wareham NJ. Type 2
diabetes is associated with a common mitochondrial variant: evidence from a
population-based case-control study. Human Molecular Genetics. 2002;11:13.
Poynard T, Ratziu V, Naveau S, Thabut D, Charlotte F, Messous D, Capron D,
Abella A, Massard J, Ngo Y, Munteanu M, Mercadier A, Manns M, Albrecht J. The
diagnostic value of biomarkers (SteatoTest) for the prediction of liver steatosi. Comp
Comparative Hepatology. 2005;23;4:10.

Puri P and Sanyal AJ. Nonalcoholic fatty liver disease: Definitions, risk factors, and
workup. Clinical Liver Disease. 2012;1:4(99-103).

Ratziu V, Massard J, Charlotte F, Messous D, Imbert-Bismut F, Bonyhay L, Tahiri
M, Munteanu M, Thabut D, Cadranel JF, Bail BL, de Ledinghen V, Poynard T.
Diagnostic value of biochemical markers (FibroTest-FibroSURE) for the prediction
of liver fibrosis in patients with non-alcoholic fatty liver disease. BioMed Central
Gastroenterology. 2006;14,6:6.

Rinella ME. Nonalcoholic fatty liver disease: a ssystematic review. JAMA. 2015;
9;313(22):2263-73.

Romeo S, Kozlitina J, Xing C, Pertsemlidis A, Cox D, Pennacchio LA, Boerwinkle
E, Cohen JC, Hobbs HH. Genetic variation in PNPLA3 confers susceptibility to
nonalcoholic fatty liver disease. Nature Genetics. 2008;40(12):1461-5.

Romeo S, Sentinelli F, Dash S, et al. Morbid obesity exposes the association between
PNPLAS3 1148M (rs738409) and indices of hepatic injury in individuals of European
descent. Int J Obes (Lond). 2010a;34:190-4.

Romeo S, Sentinelli F, Cambuli VM, et al. The 148M allele of the PNPLA3 gene is
associated with indices of liver damage early in life. J Hepatol. 2010b;53:335-8.

59



Sanyal AJ, Brunt EM, Kleiner DE, Kowdley KV, Chalasani N, Lavine JE, Ratziu V,
McCullough A. Endpoints and clinical trial design for nonalcoholic steatohepatitis.
Hepatology. 2011;54(1):344-53.

Shen JH, Li YL, Li D, Wang NN, Jing L, Huang YH. The rs738409 (1148M) variant
of the PNPLA3 gene and cirrhosis: A meta-analysis. The Journal of Lipid Research.
2015;56,167-175.

Sowa JP, Heider D, Bechmann LP, Gerken G, Hoffmann D, Canbay A. Novel
algorithm for non-invasive assessment of fibrosis in NAFLD. Plos One. 2013;8,4.
Spelbrink JN, Li FY, Tiranti V, Nikali K, Yuan QP, Tarig M, Wanrooij S, Garrido N,
Comi G, Morandi L, Santoro L, Toscano A, Fabrizi GM, Somer H, Croxen R,
Beeson D, Poulton J, Suomalainen A, Jacobs HT, Zeviani M, Larsson C. Human
mitochondrial DNA deletions associated with mutations in the gene encoding
Twinkle, a phage T7 gene 4-like protein localized in mitochondria. Nature Genetic.
2001;28:(223-31).

Speliotes EK, Yerges-Armstrong LM, Wu J, Hernaez R, Kim LJ, Palmer CD,
Gudnason V, Eiriksdottir G, Garcia ME, Launer LJ, Nalls MA, Clark JM, Mitchell
BD, Shuldiner AR, Butler JL, Tomas M, Hoffmann U, Hwang SJ, Massaro JM,
O'Donnell CJ, Sahani DV, Salomaa V, Schadt EE, Schwartz SM, Siscovick DS,
Voight BF, Carr JJ, Feitosa MF, Harris TB, Fox CS, Smith AV, Kao WHL,
Hirschhorn JN, Borecki IB. Genome-wide association analysis identifies variants
associated with nonalcoholic fatty liver disease that have distinct effects on
metabolic traits. PLoS Genetic. 2011;7(3).

Szantai E, Ronai Z, Sasvari-Szekely M, Bonn G, Guttman A. Multicapillary
Electrophoresis Analysis of Single-Nucleotide Sequence Variations in the
Deoxycytidine Kinase Gene. Clinical Chemistry. 2006.

Tang DL, Zhou X, Li X, Zhao L, Liu F. Variation of mitochondrial gene and the
association with type 2 diabetes mellitus in a Chinese population. Diabetes Research
and Clinical Practice. 2006;77-82.

Taylor RW and Turnbull DM. Mitochondrial DNA mutations in human disease.
Nature Reviews Genetics. 2005;6(5):389-402.

Tilg H and Moschen AR. Evolution of inflammation in nonalcoholic fatty liver
disease: the multiple parallel hits hypothesis. Hepatology. 2010;52(5):1836-46.

60



Trépo E, Nahon P, Bontempi G, Valenti L, Falleti E, Nischalke HD, Hamza S,
Corradini SG, Burza MA, Guyot E, Donati B, Spengler U, Hillon P, Toniutto P,
Henrion J, Franchimont D, Deviére J, Mathurin P, Moreno C, Romeo S, Deltenre P.
Association between the PNPLA3 (rs738409 C>G) variant and hepatocellular
carcinoma: Evidence from a meta-analysis of individual participant data.
Hepatology. 2014;59:2170-7.

Tuppen HA, Blakely EL, Turnbull DM, Taylor RW. Mitochondrial DNA mutations
and human disease. Biochimica et Biophysica Acta-Bioenergetics.
2010;1797,2:(113-128).

Turner N. Mitochondrial Metabolism and Insulin  Action. InTech.
2013;10.5772/56449.

Tuyama AC and Chang CY. Non-alcoholic fatty liver disease. Journal of Diabetes.
2012:;4:266-80.

Vuppalanchi R and Chalasani N. Non-alcoholic fatty liver disease and non-alcoholic
steatohepatitis: Selected practical issues in their evaluation and management.
Hepatology. 2009;49(1):306-17.

Yakes FM ve Van Houten B. Mitochondrial DNA damage is more extensive and
persists longer than nuclear DNA damage in human cells following oxidative stress.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 1997;21,94(2):514-9.

Yang M, Gong S, Ye S, Lyman B, Geng L, Chen P, Li DY. Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease in Children: Focus on Nutritional Interventions. Nutrients.
2014;28,6(11):4691-705.

Yasukawa T, Reyes A, Cluett TJ, Yang MY, Bowmaker M, Jacobs HT, Holt 1J.
Replication of vertebrate mitochondrial DNA entails transient ribonucleotide
incorporation throughout the lagging strand. The EMBO Journal. 2006;22:(5358-
5371).

Ye C, Shu XO, Pierce L, Wen W, Courtney R, Gao YT, Zheng W, Cai Q. Mutations
in the mitochondrial DNA d-loop region and breast cancer risk. Breast Cancer
Research and Treatment. 2010;119(2):431-436.

Yilmaz Y. Review article: is non-alcoholic fatty liver disease a spectrum, or are
steatosis and non-alcoholic steatohepatitis distinct conditions?. Alimentary
Pharmacology & Therapeutics. 2012;36(9):815-23.

61



Wallace DC, Brown MD, Lott MT. Mitochondrial DNA variation in human
evolution and disease. Gene. 1999;238:211-230.

Wang PW, Lin TK, Weng SW, Liou CW. Mitochondrial DNA variants in the
pathogenesis of type 2 diabetes - relevance of asian population studies. The Review
Of Diabetic Studies. 2009;6,4.

Wanrooij S and Falkenberg M. The human mitochondrial replication fork in health
and disease. Biochimica et Biophysica Acta. 2010;1797,8:(1378-1388).

Watkins WS, Bamshad M, Dixon ME, Rao BB, Naidu JM, Reddy PG, Prasad BVR,
Das PK, Reddy PC, Gai PB, Bhanu A, Kusuma YS, Lum JK, Fischer P, Jorde LB.
Multiple Origins of the mtDNA 9-bp Deletion in Populations of South India.
American Journal Of Physical Anthropology. 1999:109:147-158.

Weston SR, Leyden W, Murphy R, Bass NM, Bell BP, Manos MM, Terrault NA.
Racial and ethnic distribution of nonalcoholic fatty liver in persons with newly
diagnosed chronic liver disease. Hepatology. 2005;41(2):372-9.

Wolstenholme DR. International Review of Cytology. 1992;141:173-216.

62



9. EKLER
Ek 1

9.1. Calismaya Alinma ve Dislanma Kriterleri

Bu calismaya, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim
Dali’'nda ve Marmara Universitesi Gastroenteroloji Enstitiisii Klinigi’nde takip
edilmekte olan 18-65 yas araliginda 150 NASH’li hasta ve 150 saglikli kontrol birey
alindi.

Giinlik alkol alim miktari; kadinlarda 20 g, erkeklerde 40 g’yi asanlar
calismaya alinmadi. Viral hepatit, hemokromatoz, Wilson hastaligi, otoimmiin
hepatit, primer biliyer siroz, sklerozan kolanjit, biliyer obstriiksiyon, kalp yetmezligi,
serebrovaskiiler hastalik, renal yetmezlik ve malignite tanisi olan hastalar ¢alismadan
disland1. 18 yas alt1 ve rizasi olmayan hicbir birey ¢alismaya alinmadi.

Calismaya yeni alinan hastalar daha once gastroenteroloji polikliniklerinde
biyopsisi yapilarak NASH tanis1 almis hastalar arasindan se¢ildi. Calisma nedeniyle
hastalara biyopsi yapilmadi. Hastalarin mevcut klinik, laboratuvar ve radyolojik
bulgularindan yararlanildi, ek tetkik yapilmadi.

Kontrol grubu, polikliniklere bagvuran kronik hastaligi olmayan, herhangi bir
ila¢ kullanmayan, karaciger fonksiyon testleri normal bireyler arasindan segildi.
Kontrol grubuna, ¢alisma nedeniyle ek tetkik yapilmadi. Saglikli goniillilerin akraba
olmamasi bilinen herhangi bir hastaliginin olmamasina dikkat edildi.

Calismaya alinan biitlin bireylerin ayrintili fizik muayenesi yapildi. Hastalarin
karaciger biyopsi materyalleri ayni patolog tarafindan Diyabet ve Sindirim ve
Bobrek Hastaliklart Ulusal Enstitlisii (NIDDK) NASH Clinical Research Network
skorlama sistemine gore degerlendirildi. Bu siniflama sistemine gore hastalar kesin
NASH, olast NASH ve basit yaglanma diye 3 gruba ayrildi ve NASH tanis1 konmus

hastalar ¢alismaya alindi.
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Ek 2

9.2. Kullanilan Aletler

Agaroz jel elektroforez gii¢c kaynagi, Biometra (ABD)

Agaroz jel elektroforez tank diizenegi, Maxicell EC360M, (ABD)
Agaroz jel tepsisi ve taragi, Takara (ABD)

Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin dondurucu -20 °C, Gorenje (Slovenya)

Etliv, Heraeus (Almanya)

Hassas terazi, Mettler AT261 (Isvigre)

Is1 dongii cihazi, Biometra (ABD)

Kirik buz makinesi, Scotsman (ABD)

Kuru 1sitic1, Wealtec (ABD)

Laminar flow, Ozge A.T. (Tiirkiye)

Manyetik karistirici, IKA (USA)

Mikrosantrifiij 120, Hettich (Almanya)

Otoklav, All American (ABD)

Otomatik mikropipetler, Gilson (Fransa)

Otomatik DNA dizi analizi cihazi, ABI 3500 Genetic Analyzer (ABD)
pH metre, WTW (Almanya)

UV kaynagi, Vilber Lourmat (Fransa)

Sogutmali santrifiij, 320 R, Hettich (Almanya)

Sogutmali santrifiij, ALLEGRA X-15R, Bechman Coulter (Ingiltere)
Vorteks, IKA (ABD)
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Ek 3

9.3. Kullanilan Bilgisayar Programlari

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), sekans analizi motoru (ABD)
Chromas 261 Technelysium Pty Ltd, DNA dizi analizi yazilimi (Avustralya)
GraphPad Instat for Windows, istatistik paket programi (ABD)

Haplogrep2, PhyloTree 17 programini kullanan, otomatik haplogrup smiflandirma
programi (Avusturya)

IBM SPSS Statistics v22, istatistik paket programi (ABD)

Mitomap, allel arama motoru (ABD)

SegA v6 ABI, DNA dizi analizi yazilimi1 (ABD)

Vilber lourmat, jel goriintiileme yazilimi (Fransa)
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Ek 4

9.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

Brom fenol mavisi, Sigma (ABD)

Borik asit, Sigma (Almanya)

EDTA, Sigma (Almanya)

Etanol, Emsure (Almanya)

Etidyum bromid, Sigma (ABD)

DNA dizileme kiti, BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit, Life Technologies
(ABD)

DNA izolasyon kiti, PureLink genomic DNA mini kit, Life Technologies (ABD)
Glikojen, MBI Fermantas (Litvanya)

Formamide, Hi-Di formamide, Life Technologies (ABD)

Laboratuvar filmi, Parafilm M (ABD)

Micropor Gamma Agaroz, Prona (ispanya)

Primer ¢ifti, MBI Fermentas (Litvanya)

Polimer, POP-7, Life Technologies (ABD)

PZR iiriinii temizleme kiti, ExXoSAP-IT, Life Technologies (ABD)

RFLP enzimi, Anza 48 Mnll, Life Technologies (ABD)

Septa, anot ve katot tampon kabi, ABI 3500 Series, Life Technologies (ABD)
Sodyum asetat (NaOAc), Merck (Almanya)

Tag DNA polimeraz set, I-StarTaq (TM) DNA polymerase, Intron Biotechnology
(Kore)

Tris, Sigma (Almanya)

Ultra piir agaroz, Life Technologies (ABD)

50 bp DNA belirteg, Life Technologies (ABD)

0.2 mL, 1.5 mL, 50 mL PZR tiipleri, Axygen (ABD)

10 uL, 200 uL, 1000 uL steril pipet uglari, Axygen (ABD)
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Ek 5
9.5. Kullanilan Cozeltiler

» TBE (Tris bazi-borik asit-EDTA) Cozeltisinin Hazirlanmast:

5X TBE (500 mL) Cézeltisi

27 g Tris baz

13,75 g Borik asit

10 mL 0,5M EDTA (pH: 8.0)

Tartilan kimyasallar bir miktar distile su (dH,0) ile ¢oziildiikten sonra ¢ozelti
otoklavlanmig dH,O ile 500 mL’ye tamamlandi.

Oda sicakliginda saklandi.

0,5X TBE (500 mL) Cozeltisi

5X TBE’den 50 mL alinarak dH,O ile 450 mL’ye tamamlandi.

Oda sicakliginda saklandi.

» Agaroz Jel Cozeltisinin Hazirlanmasi:

%3’1iik Agaroz Jel Cozeltisi

%3’liik Agaroz Jel Cozeltisi (Nusi A )
usieve+Agaroz

3 g Standart agaroz

100 mL 0,5X TBE

50 pl Etidyum bromiir (EtBr) (0,5
mg/ml)

1 g Nusieve agaroz, 2 g Standart agaroz
100 mL 0,5X TBE
50 ul EtBr (0,5 mg/mL)
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