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Ozet

Mitokondriyal DNA (mtDNA), 16569 bp uzunlugunda, biri ileri derecede degisken (D-loop bdlgesi) ve digeri
siki bir sekilde korunmug iki bdlgeden olusmustur. D-loop bolgesi, gen kodlamaz, yiiksek oranda polimorfizm
gosterir ve bu nedenle popiilasyon-filogenetik calismalarda kullaniimaktadir. Biz bu calismamizda PCR-RFLP
yontemi ile saglikhi bireylerde mtDNA'in, biri korunmus bolgeden digeri de D-loop bélgesinden olmak iizere, iki
segmentini inceledik. Calismaya dahil edilen 38 bireyin tamaminin konstant bolgelerinde farkli kesim olgusuna
rastlanmadi. Degisken bdlgede ise 4 bireyde farkli kesim izlendi. Bu 4 bireyde Hinf | enzimi kesim bélgesi
kaybolmustu. Bu bireylerden birisinin anne tarafindan 2 yakini, bir digerinin bir yakini incelendi ve bunlarin da
Hinf I kesim bélgesini kaybettikleri gériildi. Diger iki bireyin anne tarafindan hicbir akrabasina ulagilamadi. Bu
calisma, bblgemizdeki popiilasyonda, genetik hastaliklarin teshis calismalarina girisilmeden once yapiimasi
gereken cok sayidaki calismalardan ilkidir. Elde edilen sonuglar, cevremizdeki popilasyonda, incelenen genetik
bolgedeki polimorfizmin boyutlarini ortaya koymas! yonlnden heniiz yetersiz ise de, incelenen iki genetik
bolgedeki varyasyon beklenen bir model ortaya koymustur. Bu ve benzer calismalara daha gok marker
kullanarak, istatistikse! acidan belli bir givenilirlik dizeyine ulagilincaya kadar devam edilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Mitokondriyal DNA, Polimorfizm, D-loop bélgesi

Summary

Mitochondrial DNA (mtDNA), 16569 bp length, is formed from two region, of which one is hypervariable (D-
loop region) and the other is constant. D-loop region have not a gene and very polymorphic, and so is used to
study the phylogenetic. In this study, we investigated two parts of mtDNA, one of it was from constant region and
the other was from D-loop region, by PCR-RFLP method in healthy individuals. We have not found different
restriction sites in the constant regions of the 38 individuals in our study. On the other hand, loss of the restriction
site for Hinfl enzyme was detected in the hypervariable region in four subjects. Two first degree relatives of one
subject and one first degree maternal relative of the second subject demonstrated the same feature. Maternal
relatives of the other two subjects were not available at time of this study. This study is the first of many studies
which should be carried out, before studying genetic diseases in this population. The results may be insufficient in
defining the polymorphism of the studied genetic region in our population, but the observed variations in the two
sites display an expected pattern. This and similar studies should be continued with using more markers, until
getting statistically satisfactory and confident results.
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Sekil 1. Degisken Bélge Hinf | ile Kesim Yapild. Marker DNA Olarak Pst | Kullanildi. 13, 37, 23, 38, 39, 40 ve 28 Nolu
Bireylerde Enzim Kesimi Menfi idi. Burada 38 ve 40 nolu Bireyler 37 nolu Bireyin Anne Tarafindan Akrabas!, 39 Nolu Birey

ise 23 nolu Bireyin Anne Tarafindan Akrabasidir

M 37 ki 40

Giris

Mitokondriyal DNA'min (mtDNA) standart dizileri
1981'de tamamlandiktan sonra  bircok  Ulkede
mitokondriyal DNA gok detayl bir sekilde analizlenip
kataloglanmistir (1, 2). M{DNA 16569 bp
biyiikliglnde olmakla beraber, replikasyon baslangic
bolgesinin  bulundugu kisa bir segment diginda
tamamen genlerle doldurulmustur (3). Gen icermeyen
ve 1122 bp blylkiGgindeki bu  segment
(Displacement loop, D-loop bdlgesi) ileri derecede
polimorfizm gostermektedir ve herhangi bir kodlayici
fonksiyonu agiklanabilmis degildir (4).

miDNA  maternal  gegis  gosterdigi  ve
rekombinasyon  gostermedigi  icin  filogenetik
calismalarda, ozellikle D-loop béigesi, arastirmacilar
icin oldukca uygun bir materyal oimustur (5-7). Takip
eden birgok calismada bu  boigenin, baz
norodejeneratif ve kanser tipinde hastaliklar igin,
mutasyon olusumu agisindan hot-spot noktalar igerdigi
rapor edilmistir (8—10).

D-loop bolgesi digindaki diger DNA dizisi, intron
icermeyen araliksiz dizilmis genlerden olusmustur ve
stki korunmus bélge olarak adlandinimaktadir. Bu
bolgede  olusacak  mutasyonlar  goguniukia
norodejeneratif veya kanser tirli hastaliklann
olusmasina sebep olmaktadir (10, 11).

DNA dizisindeki polimorfik yapilarin varligi, tespit
edilen bir dizi degisikliginin, mutasyon mu veya
polimorfizm mi oldugunu arastirma zorunlulugunu
dogurmustur  (12).  Klink  teshislerin saghikis
yapilabilmesi igin  bu polimorfizmin boyutlart  ve
nitelikleri  oncelikle saptanmak  zorundadir,  aksi
takdirde ilgilenilen bir lokustaki dogal bir varyant ile
klinik ~ problemier ~arasinda gergekie olmayan
Ortlismeler varsayilarak calismalar yanlis

28

yénlendirilebilir. Bu nedenle; mutasyon caligmalari
yapimadan  dnce  popllasyonun  polimorfizm
haritasinin~ tam  olarak  ortaya  konulmasi
gerekmektedir. Polimorfizmi belirleme calismalarinda
kullanilan yéntemlerden birisi PCR-RFLP (Polymerase
Chain  Reaction-Restriction ~ Fragment  Length
Polymorphism) uygulamalandir (13, 14). mtDNA'nIn
RFLP calismalan, farkli toplumlarda popllasyoniar
arasi varyasyonu belilemek icin yapiimis ve ayrica
mtDNA zincir degisiklikleri insanoglunun filogenetigini
olusturmak igin kullanimistir (15). insan mtDNA'sinin
restriksiyon  enzim analizleri  bireyler arasindaki
varyasyon miktarinin - cok  yiiksek olabilecegini
gostermigtir (15). Restriksiyon enzim analizleri; mtDNA
zincirinin~ yaklagik ~ %20'sindeki  varyantiarin
taranmasina ve cok sayida miDNA varyantiarinin
varlgi veya yokiugu ile tamimlanan kompleks
haplotiplerin tespit edilmesine imkan saflamaktadir.
Bu yontem ayni zamanda mutasyon taramalari icin
kullaniimaktadir (16).

Bu calismada, PCR ve RFLP yontemi kullanilarak
secilen iki bolgede polimorfik yapilar incelendi ve
Tiirkiye'de mtDNA polimorfizmi  arastirmalarina bir
basamak  olusturuimaya  caligiidi.  Muteakip
caligmalaria Tirk toplumunun mtDNA  polimorfizm
haritas! tamamlandiginda, {lkemizde yapilan mtDNA
patolojileriyle ilgili aragtirmalara, polimorfik yapilaria
patolojik genom yapilarinin ayrnmi agisindan katkis!
olacagini distinmekteyiz.

Gereg ve Yontem
Hastalarin Segimi ve Omnek Alinmast

Calismamiza yaslari 20 ile 41 arasinda degisen, 41
saglikit birey (12 kadin ve 29 erkek) dahil edilmistir.
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Sekil 2. Korunmug Bélge Alu | ile Kesim Yapildl. Birinci Kuyuya PCR Uriinii Yiiklenerek Kesim Kontrolii Sagland. Bireylerin

Tamaminda Enzim PCR Ur(inlerini Kesmistir

390 bp

Bu bireylerin 38'i akrabalik agisindan baglantisiz,
30 restriksiyon enzimi kesim farkliigi gdsteren
olgularin birinci dereceden yakinlan idi. Galismaya
dahil edilecek bireyleri secerken, numuneler
alinmadan 6nce bu bireylere calismanin amaci
hakkinda bilgi verilmis ve bu bireylerden anamnez
alinmigtir. Ayrica bu 38 bireyin dogum yerleri, miimkin
oldugu kadar farkli bolgelerden segilerek maternal
baglantidan uzaklagiimaya caligiimistir.

Caligmaya dahil edilen bireylerden oral kavite
epitel dokusu alinarak mtDNA izolasyonu yapild:.
Once agiz normal su ile calkalandi ve bu calkanti
atildi. Yanak mukozasindan tahta dil basacag ile
kazima yapilarak alinan hiicreler, 10 ml. PBS
(Phosphate Buffered Saline) (Biological Industries, Beit
Haemek, Israel) iceren 50 mllik plastik tlipe aktarildi.

DNA izolasyonu

Alinan  numunelerden proteinaz-K ve fenol-
kloroform ekstraksiyonu yontemi kullanilarak DNA
izolasyonu yapildi (17). Kisaca; alinan 6rekler 3000
g'de 10 dk (dakika) santriflj edildi. Slpernatant atildi,
pellet 1,5 mllik ependorf tiplerine aktarildi. Pellet
tzerine 500 ul PBS ekiendi, pipetaj yontemiyle
karistinidi. 3000 g'de 5 dk santrifijj edildi, siipernatant
atildi. Pellet {izerine 600 ul PCR amplifikasyon
tamponu eklendi ve pipetajla karistirldr.

Kargim uzerine 60 u! proteinaz-K (Sigma, USA)
eklendi ve 55 °C'de 90 dk. bekletildi. Sonrasinda 95
°C'de 10 dk. bekietildi. Oda isisina kadar sogutuldu.
Uzerine esit miktarda fenol-kloroform eklendi ve 13
000 g'de 10 dk santrifiij edildi. Ust faz yeni tiplere
alindi. Etanol (%70) ile yikandi ve oda isisinda bir
gece kurutuldu. Elde edilen DNA bidistile-deiyonize su
(150 pl) ile ¢dzuldd.

466 bp

PCR tiriint

PCR Urtinlerinin Elde Edilmesi ve Enzim Kesimlerinin
Yapilmasi

Analiz edilecek iki bolge icin, iki cift primer
kullanildi. Degigken bélge icin kullanilan primer ciftinin
birisi (reverse), 22 baz uzunlugunda ve niikleotid dizisi
L15996, 5-CTC CAC CAT TAG CAC CCA AAG C-3'
seklinde, digeri ise (forward), 20 baz uzuniugunda ve
niikleotid dizisi H16401, 5-TGA TTT CAC GGA GGA
TGG TG-3' seklindedir. Korunmus bolge icin kullanilan
primer ciftinin birisi (reverse), 22 baz uzunlugunda ve
nikleotid dizisi L3148, 5-CCT ACT TCA CAA AGC
GCC TTC C-3' seklinde, digeri ise (forward), 20 baz
uzunlugunda ve nikleotid dizisi H3612, 5'-GAG GCC
TAG GTT GAG GTT GA-3' seklindedir. PCR islemi,
McPherson'in  tanimladigi  protokolde  degisiklikler
yapilarak uygulandi (17). Kisaca; 0,5 mllik ependorf
tliplerine stok DNA sollisyonundan 10,5 ul, primer-
F'dan (forward) 2 ul, primer-R'den (reverse) 2 ul,
dNTPmix'den (Epicentre Technologies, USA) 4 ul, Taq
polimeraz bufferlan  Gretici  firmanin  (Epicentre
Technologies, USA) odnerdigi miktarlarda konuldu.
Birinci programda 94 °C'de 5 dk. bekletildi. Sonrasinda
her bir tipe 1,5 ul Taq DNA polymerase (5 U/ ul)
(Epicentre Technologies, USA) eklendi. Her bir siklus
sirasiyla 94 °C'de 45 saniye, 56 °C'de 1dk., 74 °C'de
1,5 dk. olacak sekilde, 32 siklus PCR (Sanyo, Japan)
yapildi. Son olarak 74 °C'de 10 dk. bekletildi ve tlpler
cihazdan ¢ikarildi. Her bir vaka igin, iki primer seti ile
ayri-ayrt PCR vyapilarak, 50 ul degisken bdlge PCR
{riinG, 50 1 korunmus bélge PCR Grlni elde edildi.

RFLP belirlemek icin 4 adet enzim kullanildi.
Degisken bolge icin Hinf | ve BamH | enzimleri,
korunmus bdige icin Alu | ve Sau3A | enzimleri
kullanildi.  Standart insan mitDNA dizisine gore,
sectigimiz degisken béigede sadece Hinf | enzimi
tanima bolgesi ve korunmus bdlgede sadece Alu |
enzimi tanima bélgesi bulunuyordu. Hinf | enziminin
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kesim noktalar sectigimiz degisken bdlge icin 16000.,
16065., 136. nikleotidlerdi. Alu | enziminin segtigimiz
korunmus boige icin kesim noktasi 3538. niikleotid idi.

PCR  drlnlerine  endonikleaz  enzimleri
uygulanmadan 6nce her bir vakanin 10'ar ul PCR
iriinii %1,5'uk agaroz gelde yiriitilerek kontrolleri
yapildi. Uretici firmanin (Fermentas, Lithuania) verdigi
protokole uygun olarak, PCR (Grinlerine enzim
kesimieri yapildi. Elde edilen fragmentler %35k
agaroz jelde, bir marker DNA (PhiX 174, Promega
veya Pst |, Sigmay) ile birlikte yiritilerek degerlendirildi
ve fotograflar gekildi.

Buigular

mtDNA'nin, biri 406 baz uzunlugunda (degisken)
dieri 466 baz uzunlufunda (korunmus) olmak Uzere
iki bolgesi PCR ile amplifiye edildi. Degisken bdlgeye
Hinf | ve BamH | endonlkleazian uyguland:. Hinf |
enziminin sectigimiz degisken bdlge icerisinde iki adet
kesim bolgesi vardi. Bu kesim ile 406 bazlik bélge,
bilyiklikleri 335, 65 ve 6 baz olan 3 parcaya
aynliyordu. Al bazlik fragmentin agaroz  gel
elekiroforezi ile gdsteriimesi mimkin olmadigindan
biyik olan 2 fragment Ulzerinden degerlendirme
yapilmistir. BamH | enziminin standart mtDNA dizisine
gére  sectifimiz  segmentte  kesim  bdigesi
bildirilmemisti. Korunmus béigeye Sau3A | ve Alu |
enzimleri uyguiandl, Alu | enziminin sectigimiz
korunmus bolgede bir kesim bélgesi vard! ve 466 baz
uzunluundaki segmenti 390 ve 76 baz uzunlugunda
iki fragmente ayinyordu. Sau3A | enziminin segtigimiz
béigede standart mtDNA'ya gbre kesim bdlgesi yoktu.
38 bireyin 4 tanesinde degisken bdlgede Hinf | enzimi
kesim bélgesinin kayboldugu gbzlendi.

Bu Dbireylerin  birisinin  anne tarafindan 2
yakinindan, digerinin 1 yakinindan numune alinarak
calismaya dahil edildiler. Scnradan calismaya dahil
edilen bu (g bireyde de Hinf | enzimi kesim bdlgesinin
kayboldugu gdziendi (Sekil 1).

Korunmus  bélge  enzim  uygulamalarinda,
galismaya katilan tim bireylerde Alu | kesim bolgesi
vardt (Sekil 2). Ayrica bu bdlgede Sau3A | enzimi icgin
bir kesim olgusuna rastlanmadi.

Tarbigma

Farkli popUlasyonlarda genetik varyasyonun ortaya
konuimasinda miDNA'y1 kullanmanin  en  dnemii
nedeni; miDNA'min ylksek mutasyon hizi ve bu
mutasyonlarin belirli popiitasyonlarda sabitlenmesidir
(18, 19). Bu durumun bilinmesi, insan popilasyoniar

hliklars orfaya koymast yanisira dogal

arasindaki farkl
TS £ ot AT Y 5 by ~l e
polimorfik  cesitliligin_ mutasyon olarak  algilanmasi
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yanlighgini da ortadan kaldiracaktir. Wallace ve ark.
yaptikian bir caligmada, COX | geninin 7444
nikleotidindeki ve  CYTB  geninin 15257
nikleotidindeki mitokondriyal mutasyoniarin  primer
LHON mutasyonlart oldugunu ileri strseler de, ayni
populasyonun saglikli bireylerinde, bu iki mutasyon
diisiik oranda da olsa tespit edilebilmistir (20). Bir diger
calismada COX I geni 9438. nikleotidindeki
mutasyonun, LHON hastalarinda primer etiyolojik
etken olabilecegi ileri sirlimis, fakat daha sonra bu
mutasyonun Afrikall ve Kibali saglikli bireylerde
bulundugu ve primer LHON mutasyonu olamayacag!
ortaya konulmustur (21).

Son zamanlarda birgok calismada sagliklt kabul
edilen bireylerde mtDNA  analizleri yapidi. Bu
calismalann amaci miDNA  haplogrouplarini  tesbit
stmek ve mtDNA polimorfizmini ortaya koymaktir.
insan  poplilasyonundaki ~ mtDNA  polimorfizm
calismalarinda, restriksiyon enzim analizleri veya D-
loop kontrol bolgesi dizi analizleri esas alinmistir (14,
22).

S. Harihara ve ark. 13 adet farkli restriksiyon
enzimini kullanarak, Asya kokenli 5 farkli grupta
mtDNA  polimorfizmini  gosterdiler  (14).  Amerika
yerlilerinde yapilan baska bir calismada, dort temel
miDNA haplogrubu (A, B, C, D) tanimland! ve ayrica
bu haplogruplarla  birlikte  gdrllen  sekonder
polimorfizmier de gdsterildi (22, 23). Horai ve ark. 15
adet restriksiyon enzimi kullanilarak Japonlarda
miDNA analizleri yaphiar (13). Bu onbes enzimden 111
en az bir atipik kesim paterni gdstermis ve 22 mtDNA
morfolojisi ortaya cikmistir. Bu caligma sonucunda
Japon populasyonunun ileri derecede miDNA farkhiligi
gbsterdigi  kanisina vanimis ve mtDNA nlkleotid
degisim hizi bir yilda herbir bdige icin 2X10® olarak
hesaplanmistir. Bir bagka calismada, farkli cografik ve
etnik kokenli 21 birey analiz ediimis ve baz degisim
hizi herbir 108 yil icin %1 olarak hesaplanmistir (16).

Dogu Asyali 5 farkli grup (Japon, Ainu, Ryukyuans,
Koreli, Cinll) Uzerinde yapilan bir ¢calismada D-loop
bélgesine ait 482 bp'lik segmentin dizi analizi yapilmig
ve 207 farkl tip dizi elde edilmistir (24). Bunlarin 189'u
kendi popllasyoniarina 6zgln, 181 iki veya U¢ grup
arasinda ortak dizi olarak bulunmustur. Toplam 293
bireyin incelendigi bu arastirmada, % 1.34 oraninda
niikleotid farklihgi hesaplanmistir. Bu oran, tim
mtDNA'nin - enzim kesimi analizi ile hesaplanan
orandan 3-4 kat fazladir. Benzer caligmalarda
Afrikalilar icin daha yliksek bir niikleotid degigim orani
(%2.08), Avrupalilar i¢in daha dislk bir cran (%0.95),
Amerikan vyerlileri igin benzer bir oran (%1.29)
hesaplanmistt (13, 14, 16, 18). Bireysel diziler

arasindaki hesaplanan bu niikieotid degisim sayilar
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kullanilarak  filogenetik bir aga¢ olusturulmustur.
Horai'nin calismasindaki bu 5 grubun her birinin
tyelerinin biyik cogunlugu, 2-5 polimorfik bolge
kombinasyonunu paylasiyordu. Japonlarin %25.8' Cin
popliasyonuna spesifik  dizileri, %24.2'si Kore
poplilasyonuna spesifik dizileri, %50'si Kore ve
Ginlilerin her ikisine spesifik diziieri tagimakta idi. Diger
gruplar ise daha distk oranda bir difer grubun
spesifik dizisini tasimakta idi. Yukaridaki her bir grubun
kendi icerisinde, bireyler arasinda atipik morfolojili
mitDNA orani ¢ok distik olarak gdzlenmistir.

miDNA  polimorfizmi  (zerine yapilan bitin bu
calismalar, popllasyonlara sabitlenmis polimorfik
yapilarin varligini tam olarak ortaya koymustur.

Calismamizda amplifiye edilen degisken bdige igin
kullandigimiz BamH | enziminin uygulandi§i toplam 41
olgunun restriksiyon enzim kesim haritasinda herhangi
bir farklilik g6zlenmedi. Bununla beraber ayni bolgede

2 kesim nokias! olan Hinf i enzim uygulamasinda, 38
olgunun 4 tanesinde enzim kesim bdlgesinin
kayboldugu gbzlendi. Bu bireylerin birisinin anne
tarafindan 2 yakininda, digerinin bir yakininda yapilan
sonraki incelemeler ile bunlarin da Hinf | kesim
bélgesini kaybetiikleri gosterildi. Bu sonug bu enzimin
kesim bolgesindeki varyasyonun Tirk toplumunda
sabitlenmis bir oolimorfizm olabilecegini
dustndirmustir. Calismaya dahil edilen 38 bireyin
hepsinde, miDNAmin korunmus bélgesi (zerinde
vapilan restriksiyon enzim c¢aligmalaninda, Alu |
enziminin kesim bolgesinin sabit oldudu ve Sau3A |

enzimi igin bir kesim bglgesi olusmadiyi tespit
edilmistir. Bu sonug, ki enzim kullanilmis olsa da
secliimiz  bolgenin ileri derecede sabit oldugu

distincesini desteklemektedir.

Bu caligma, bdigemizdeki popllasyonda, geﬁeiik
hastaliklarin teshis calismalanina girisilmeden Once
yaptimast gereken ¢ok sayidaki calismatardan ilkidir.
Elde edilen sonuclar, ¢evremizdeki popllasyonda,
incelenen  miDNA  segmentindeki  polimorfizmin
boyutlarini ortaya koymasi yoniinden henliz yetersiz
ise de, incelenen iki genetik bolgedeki varyasyon
bekienen bir model ortaya koymustur. Bu ve benzeri
caligmalara, cahisilan miDNA segmenti genisletilerek,
daha ¢ok marker kullanilarak ve DNA dizi analizleri
yapilarak istatistikse! agidan belli bir glvenilirlit
dizeyine ulasiincaya kadar devam  edilmesi
gerekmektedir.
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