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KISALTMALAR DiZiNi

AgNOR: Argirofilik (Argyrophilic) niikleolar organize edici bolge

ATP: Adenozin Trifosfat

ATP12A: ATPaz, H+/K+ tagimasi, gastrik olmayan, alfa polipeptit

ATP4A: ATPaz, H+/K+ degisimi, gastrik, alfa polipeptit

ATP4B: ATPaz, H+/K+ taginmasi, beta polipeptit

ATP5A1: ATP sentaz, H+ tasimasi, mitokondriyal F1 kompleks, alfa alt birim 1,

kardiyak kasi

ATP5B: ATP sentaz, H+ tasimasi, mitokondriyal F1 kompleks, beta polipeptit

ATP5CL1: ATP sentaz, H+ tagimasi, mitokondriyal F1 kompleks, gama polipeptit 1

ATP5F1: ATP sentaz, H+ tasimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim B1

ATP5G1: ATP sentaz, H+ tasimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim C1 (alt

birim 9)

ATP5G2: ATP sentaz, H+ tasimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim C2 (alt

birim 9)

ATP5G3: ATP sentaz, H+ tasimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim C3 (alt

birim 9)

ATP5H: ATP sentaz, H+ tagimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim d

ATPSI: ATP sentaz, H+ tagimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim E

ATP5J: ATP sentaz, H+ tagimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim F6
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ATP5J2: ATP sentaz, H+ tasimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim F2

ATPSL: ATP sentaz, H+ tagimasi, mitokondriyal Fo kompleks, alt birim G

ATP50: ATP sentaz, H+ tagimasi, mitokondriyal F1 kompleks, O alt birim

ATP6VO0A2: ATPaz, H+ tasimasi, lizozomal VO alt birim a2

ATP6V0OD2: ATPaz, H+ tasimasi, lizozomal, VO alt birim d2

ATP6V1C2: ATPaz, H+ tasimasi, lizozomal, V1 alt birim C2

ATP6V1E2: ATPaz, H+ tasimasi, lizozomal, V1 alt birim E2

ATP6V1G3: ATPaz, H+ tasimasi, lizozomal, V1 alt birim G3

BCS1L: BC1 (ubikinol-sitokrom c rediiktaz) sentez- benzeri

cDNA: Tamamlayici (komplementer) deoksiriboniikleik asit

COX2: Siklooksigenaz 2

COX4I11: Sitokrom ¢ oksidaz alt birim IV izoform 1

COX412: Sitokrom c oksidaz alt birim IV izoform 2

COX5A: Sitokrom c oksidaz alt birim Va

COX5B: Sitokrom c oksidaz alt birim Vb

COX6AL1: Sitokrom c oksidaz alt birim Vla polipeptit 1

COX6A2: Sitokrom c oksidaz alt birim Vla polipeptit 2

COX6BL1: Sitokrom c oksidaz alt birim VIb polipeptit 1

COX6B2: Sitokrom c oksidaz alt birim VIb polipeptit 2



COX6C: Sitokrom c oksidaz alt birim Vic

COXT7AZ2: Sitokrom c oksidaz alt birim VIIa polipeptit 2 (karaciger)
COXT7A2L: Sitokrom c oksidaz alt birim Vlla polipeptit 2 benzeri
COX7B: Sitokrom c oksidaz alt birim VIIb

COXB8A: Sitokrom c oksidaz alt birim VIIA (ubikuitoz)

COX8C: Sitokrom c oksidaz alt birim VIIIC

CYC1: Sitokrom c-1

EGF: Epidermal biiyiime faktorii

ER a: Ostrojen reseptor o

ER B : Ostrojen reseptdr B

ERK 1: Ekstraselliiler sinyal regiile edici kinaz 1 (Extracellular-signal-regulated

kinase 1)

ERK 2: Ekstraselliiler sinyal regiile edici kinaz 2 (Extracellular-signal-regulated

kinase 2)

ETS: Elektron transport zinciri
FADH2: Flavin adenin diniikleotid
FMN: Flavin mononiikleotid

GnRH: Gonadotropin releasing hormon
HRT: Hormon replasman tedavisi

Ki 67: Monoklonal antikor Ki 67 tarafindan tanimlanmis antijen



LHPP: Fosfolizin fosfohistidin inorganik pirofosfat fosfataz

MAPKZ1: Mitojen aktive edici protein kinaz 1

MAPKS3: Mitojen aktive edici protein kinaz 3

MED12: Mediyatoér kompleks alt birim 12

NADH: Nikotinamid adenin dintikleotid

NDUFA1: NADH dehidrogenaz (ubikinon ) 1 alfa alt kompleks, 1

NDUFA10: NADH dehidrogenaz (ubikinon ) 1 alfa alt kompleks, 10

NDUFA11: NADH dehidrogenaz (ubikinon ) 1 alfa alt kompleks, 11

NDUFAZ2: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 alfa alt komplek, 2

NDUFA3: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 alfa alt kompleks 3

NDUFA4: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 alfa alt kompleks, 4

NDUFAS5: NADH dehidrogenaz (ubikino) 1 alfa alt kompleks, 5

NDUFAG6: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 alfa alt kompleks, 6

NDUFA7: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 alfa alt kompleks, 7

NDUFAS8: NADH dehidrogenaz (ubikinon 1 alfa alt kompleks, 8

NDUFABL1: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1, alfa/beta alt kompleks, 1

NDUFB10: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 10

NDUFB2: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 2

NDUFB3: NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 3
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NDUFB4:

NDUFB5:

NDUFB6:

NDUFBT:

NDUFBS:

NDUFBO9:

NDUFC1:

NDUFC2:

NDUFS1:

rediiktaz)

NDUFS2:

rediiktaz)

NDUFS3:

rediiktaz)

NDUFS4:

rediiktaz)

NDUFS5:

rediiktaz)

NDUFS6:

rediiktaz)

NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 4

NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 5

NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 6

NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 7

NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 8

NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1 beta alt kompleks, 9

NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1, alt kompleks bilinmeyen, 1

NADH dehidrogenaz (ubikinon) 1, alt kompleks bilinmeyen, 2

NADH dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S protein 1, (NADH-koenzim Q

NADH dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S protein 2, (NADH-koenzim Q

NADH dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S protein 3, (NADH-koenzim Q

NADH dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S protein 4, (NADH-koenzim Q

NADH dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S protein 5, (NADH-koenzim Q

NADH dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S protein 6, (NADH-koenzim Q
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NDUFS7: NADH dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S protein 7, (NADH-koenzim Q

rediiktaz)

NDUFS8: NADH dehidrogenaz (ubikinon) Fe-S protein 8, (NADH-koenzim Q

rediiktaz)

NDUFV1: NADH dehidrogenaz (ubikinon) flavoprotein 1

NDUFV2: NADH dehidrogenaz (ubikinon) flavoprotein 2

NDUFV3: NADH dehidrogenaz (ubikinon) flavoprotein 3

OXALL: Oksidaz (sitokrom c) birlestirilmis 1- benzeri

P53 (TP53): Tiimor protein 53

PBS : Fosfat tuz tamponu ( Phosphate Buffered Saline )

PPAL: Pirofosfataz (inorganik) 1

PPA2: Pirofosfataz (inorganik) 2

RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SDHA: Siiksinat dehidrogenaz kompleks, alt birim A, flavoprotein

SDHB: Siiksinat dehidrogenaz kompleks, alt birim B, demir siilfiir

SDHC: Siiksinat dehidrogenaz kompleks, alt birim C, integral membran protein

SDHD: Siiksinat dehidrogenaz kompleks, alt birim D, integral membrane protein

TCA: Trikarboksilik asit

TGF a: Transforme edici biiyiime faktorii o
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TGF B: Transforme edici biiylime faktorii B

UQCR11: Ubikinol - sitokrom c rediiktaz, kompleks III alt birim XI

UQCRCL1: Ubikinol-sitokrom c rediiktaz ¢ekirdek protein I

UQCRC2: Ubikinol - sitokrom c rediiktaz ¢ekirdek protein II

UQCRFS1: Ubikinol-sitokrom c rediiktaz, Rieske demir-siilfiir polipeptit 1

UQCRH: Ubikinol-sitokrom c rediiktaz bagli protein

UQCRQ: Ubikinol-sitokrom ¢ rediiktaz, kompleks III alt birim VII

USG: Ultrasonografi
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BOLUM I

1. GIRIS

Fibroid veya myom olarakta bilinen uterin leioyomyomlar uterusun iyi huylu
tiimorleridir.  Kliniksel olarak reprodiiktif c¢agdaki kadinlarin % 25’inde
goriilmektedir [1]. Myomlar diiz kas hiicreleri ile degisik miktarlarda fibroz doku ve
kollajen matriksten ibaret iyi huylu mezensimal tiimérlerdir [2]. Myomlar en sik
histeroktemi sebebidir [3]. Myomlar genelde asemptomatiktir fakat ¢ogu zaman
biiyiime ile orantili olarak agir ve normal olmayan kanamalar, pelvik basi hissi veya

pelvik agrilar, infertilite, tekrarlayan abortuslar gibi semptomlar ile ortaya ¢ikabilir

[4].

Myomlarin olusum mekanizmasi ile ilgili gesitli hipotezler bulunmaktadir.
Fakat bu hipotezler uterus myomunun olusum sebebini net bir sekilde
aciklayamamaktadir [5]. Myomlar uterus diiz kas hiicrelerinden koken alirlar, her bir
myomun tek bir hiicreden kdken aldigin1 destekleyen bazi bulgular1 bulunmaktadir
[6]. Bu konuda yapilan bir glukoz-6-fosfat dehidrogenez (G-6-PD) izoenzim

calismasi her bir myomun tek bir monoklonal hiicreden kdken aldigint géstermistir

[7].

Bugiine kadar uterus myomu olan hastalarda gergeklestirilen ekspresyon
degisimi caligmalarinda enerji metabolizmasinda rol oynayan elektron transport

zinciri genlerinin ekspresyon diizeyleri heniiz arastirilmamustir [8].

Bu tez galismasimin amaci, uterus myomunda, elektron transport zincirinden
sorumlu baslica 84 genin ekspresyon diizey degisimlerinin arastirilarak hastalikla
iliskisini belirlemektir. Bu sebeple uterus myomu etiyopatolojisinde yer alan genlerin

ekspresyonlarinin belirlenmesi erken tani ve tedavi agisindan yeni ufuklar agabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. UTERUS MYOMU

Uterus myomlar1, uterusun en sik karsilasilan tiimorleridir. Myomlar;
myometriumun diiz kas ve bag dokusu hiicrelerinden kaynaklanan benign timori
olup fibroid, fibromyom, myom ve leiomyom gibi terimlerle tanimlanmaktadir [8].
Klinik olarak iireme ¢agindaki kadinlarin yaklasik % 20-25’inde goériilmektedir ve en
stk histerektomi nedenidir [1] [9]. Myomalarin 25-44 yas arasi kadinlarda yillik
insidans1  1000°de 12,8 olarak bildirilmistir [10]. Borgfeldt ve arkadaslarinin
yaptiklart bir ¢alismada, 25-40 yas arasi asemptomatik kadinlar ultrasonografi
esliginde degerlendirilmis, myom prevalansinin bu kadinlarda % 5,4 oldugu ve
prevalansin yasla birlikte arttigi saptanmistir [11]. Beyazlarda siyahlara oranla 3 kat
daha sik goriilen myomlar, kadinlarin % 60’ inda 45 yasindan sonra semptom
vermeksizin ¢ogunlukla benign olarak bulunmaktadir [12]. Uterus myomlu olgularin

aile oykiilerinde de myoma siklikla rastlanmaktadir [13].

2.2. EPIDEMIiYOLOJIK RiSK FAKTORLERI

Yapilan epidemiyolojik caligmalar, myomlar ile ilgili olarak irk, menstriiel
oyki, fertilite 6ykiisii, hormon kullanimi, kilo alimi, sigara i¢imi, diyet, fiziksel

aktivite ve aile Oykiisii olmak ilizere gesitli risk faktorleri ortaya koymaktadir [14].

Irk: Faerstein ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada siyah kadinlarda myom

sikliginin beyazlara kiyasla 3-9 kat daha fazla oldugunu bildirmistir [15].

Menstriiel siklus: Tan1 metoduna bagli olmaksizin myom riski kadinin menars yas1

azaldikga artar [15].



Fertilite oykiisii: Myom riski, canli ¢ocuk doguran kadinlarda daha az olup canli
cocuk sayisi arttikga daha da azalmaktadir. [16] 4-5 ¢ocuk doguran kadinlarda risk,
nullipar kadimlara gére % 70 - 80 daha azdir [17, 18]. Ote yandan ¢ok sayida
calismada infertilite Oykiisiiniin myomlar i¢in bir risk faktdrii oldugu rapor edilmistir
[15, 18, 19]. Myomlar olgularin % 10 - % 15’unda infertiliteye neden olurlar [18,

20].

Eksojen hormon kullamimi: Oral kontraseptif kullanimi ile myom riski arasindaki
iligki tartismalidir. Baz1 ¢alismalar, aralarinda ¢ok az veya hig iliski bulamazken
bazilar1 artmig riski gostermektedir. Hormon replasman tedavisinin (HRT)
postmenopozal kadmnlarda myom biyikligli ve semptomlar: iizerine etkilerini
degerlendiren az sayidaki calismanin sonuglari c¢eliskilidir. Ikomi ve arkadaglari
postmenopozal hormon replasman tedavisi alan olgularda almayanlara gére myom
riskinin 1.6 - 6 kat artt1ig1 ve bu artisin 8 yil veya daha uzun siireli HRT kullanimu ile
birlikte oldugunu bildirmistir [18]. Palomba ve arkadaslar1 transdermal HRT alan
postmenopozal kadinlarda myom biiyiikliiglinlin 6nemli oranda arttigini, buna karsin

oral HRT kullananlarda bu farkin olmadigint gézlemlemistir [21].

Obezite ve sigara icimi: Myom riski zayif kadinlarla karsilastirildiginda kilolu
kadinlarda 2-3 kat daha fazladir ve dogurganlik yillarinda kilo alimi ile artmaktadir.

[17] Sigara igenlerde uterin leiomyom riskinin % 20 - 50 azaldig1 gosterilmistir [5].

Fiziksel aktivite ve diyet: Hem egzersiz aligkanliklart hem de diyet bu tiiméorlerin
gelisimi ile ilgili olabilir. Atletlerde yasam boyu benign uterin timor gelisim
prevalanst distiktiir [22]. Fazla miktarda kirmizi et ve salam tiikketen kadinlarda,
histolojik olarak teyid edilmis 10 cm’den biiyiik uterin leiomyom bulunma riski 2 kat
yiiksek iken asirt miktarda yesil sebze tiiketen kadinlarda ise risk % 50 azalmistir

[23].



Aile Oykiisii: Aile ve ikiz ¢alismalari, birinci derece akrabalar etkileyen kadinlarda

myom olusum riskinin yaklasik iki kat daha fazla oldugunu géstermistir [24].
2.3. MYOM TIPLERI

Myomlar uterustaki anatomik lokalizasyonlarina gore baslica 4 tipe ayrilirlar.

Myomlar uterusun herhangi bir yerinde olabilirler [7] [25]. (Sekil 1)
1-Subseroz

2-Intramural

3-Submiik6z

4-Servikal

Sapl serozal

Subserozal

Submukozal
cikintih

intramural

- Sapli
_ submukozal
Intraligamenter

Servikal

Sekil 1. Myom Tipleri (Schorge JO, Schaffer JI, Halvorson LM, Hoffman BL, Bradshaw KD,

Cunningham FG. Williams Jinekoloji. (Y. Ceylan, Cev.). Nobel Tip Kitapevleri, Istanbul 2010, 5.200.)



Subseroz Myomlar: Serozanin hemen altinda bulunurlar. Uterusun asimetrik sekilde
biiyiimesinde 6nemli rolleri vardir. Bu tiimorlerin semptom vermeksizin bir sapla
peritoneal kaviteye dogru ¢ok biiyiik boyutlarda biiyiime egilimleri vardir. Peritoneal
kaviteye biiylime sonucunda abdominal organlarla ¢ogunlukla da omentum ve
mezenter ile damarsal iligkiye girip bu organlardan beslendiginde parazitik myom
adint alir. Yanlarda broad ligamentin iki yapragi arasinda gelismesi durumunda
intraligamenter myom adini alir. Intraligamenter myomlar biiyiik ¢aplara ulastiginda
tiretere pelvik kan damarlarina basi yaparak bunlarla ilgili patolojilerin olusmasina

yol agarlar [28].

intramural Myomlar: Uterus duvar icerisinde yer alan ve en sik goriilen myom
tipidir. Genellikle uterusta myometrium igerisinde izole ve kapsiilsiiz nodiiller olarak
yerlestiklerinde uterin seroza ve endometriuma ¢ikinti yapmazlar. Bu tiimoérler
biiylidiiklerinde uterin kavvitede diizensizliklere veya uterusun eksternal yiiziinde
cikintilara hatta sapli myomlarin gelismesine de neden olabilirler. Menoraji ve

infertilite nedeni olabilirler [28].

Submukoz Myomlar: Endometriumun hemen altinda yerlesen bu tiimérler uterin
kaviteye dogru veya sapl sekilde biiyiiyerek serviksten vajene ¢ikip, vajene dogmus
myom seklini de alabilirler. Bu tiimorler endometriumda diizensiz gelisim gostererek

anormal uterin kanamalarin meydana gelmesinde erken rol oynarlar [28].

Servikal Myomlar: Serviksin muskuler yapisindan orijin alan nadir tiimorlerdir.
Hem parametrium hem de vajene dogru gelisim gosterme 6zelligi vardir. Mesane
boyuna basi yapamalar1 halinde diziiri, sik idrar yapma ve inkontinansa,
parametriuma dogru biiyiime gostermeleri halinde pelvik kan ve lenf akiminda staza,

tireterlerin  basist sonucunda hidroiireter daha sonra da hidronefroza, gebelik



durumunda da distosilere neden olabilecegi diisiiniilmelidir. Ayrica kanama,

infertilite ve enfeksiyon nedeni olabilirler [28].

Myomlar tek veya birden ¢ok olabilir. Cogu myom rahim kas tabakada
intramural yerde baslamaktadir. Daha fazla biiyiime ile, bazi lezyonlar rahim disina
dogru veya i¢ bosluguna dogru gelisebilir. Myom iginde ikincil degisiklikler

gelisebilir [28].
2.3.1. Myomda Ikincil Degisiklikler

Bu degisiklikler benign ya da malign yonde olabilir.
1- Benign Degisiklikler

a- Atrofik Dejenerasyon: Gebelikten sonra ve menapozda timoér Olgiisiinde
gerileme meydana gelmesi ile klinikte goriilen semptom ve bulgularin kaybolmasina

sebep olmaktadir [28].

b- Hyalin Dejenerasyon: Genellikle asemptomatik eski myomlar olup beyaz renkte,
ancak sari, yumusak ve siklikla jelatindz alanlar1 igeren hyalin dejenerayon
gosterirler. Myomda en sik degisiklik hyalin dejenerasyondur. Hyalinize alandaki
kesi yiizeyi diizgiin ve homojendir ve geri kalan myomdaki sarmal benzeri diizeni
gostermez. En kiiglikleri disinda neredeyse tiim myomlar dagilmis hyalin
dejenerasyon alanlari igermektedir. Sonugta bunlarin sivilasmasiyla berrak sivi veya

jelatinimsi materyal ile dolu kistik kaviteler olusur [28].

c- Kistik Dejenerasyon : Genellikle nekroz veya hyalen dejenerasyonu takiben
meydana gelen likefaksiyon sonrasinda ¢ok sayida slinger goriinimlii ve diizensiz
kiiglik bosluklar seklindeki sekillenmeler c¢iplak gozle goriilmektedir. Kistik
dejenerasyona ugramis tiimor dokusu palpasyonla yumusak kivamli olarak

algilanabilmektedir [28].



d- Kalsifik Dejenerasyon : Siklikla subser6z myomlarda gozlenir. Genellikle
postmenapozal kadinlarda ¢ogunlukla  vaskiiler obstrilksiyon sonucunda
sirkiilasyonun etkilenmesine bagli olarak kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfatin

timor dokusunda ¢okmesiyle kalsifik dejenerasyon meydana gelmektedir [28].

e- Septik Dejenerasyon: Dolasim bozuklugu, timor merkezinde nekroza yol
acabilir bunu enfeksiyon takip edebilir. Septik dejenerasyon ates, pelviste hassasiyet,

siddetli agr1 ve akut batin tablosunun meydana gelmesine sebep olabilmektedir [28].

f- Kirmmz1 Dejenerasyon: Genellikle gebeligin bir komplikasyonu olarak
goriilebilirse de herhangi bir zamanda ve menapoza yakin bir siiregte ortaya
cikabilmektedir. Vendz trombozis ve intertisiyel hemoraji ile birlikte olan konjesyon,

myomdaki renk degisiminden sorumludur.

g- Yagh Dejenerasyon: Hyalin ve kistik degisikligi takiben olusur. Nadir ve

asemptomatik bir dejenerasyondur.

h. Nekrotik Dejenerasyon: Sapli myomlarin torsiyonu sonrasinda akut karin agrisi,
pelvik hassasiyet, ates ve lokositozla karakterize klinik duruma neden olmaktadir

[26].

2- Malign Degisiklikler:

Gergek insidansi bilinmemekte olup malign degisim riski kaynaklarda % 0,1 -
0,5 arasinda verilmektedir [27]. Genel olarak subser6z myom, submiikéz myoma
gore daha cok fibroz doku igerir. Submiik6z myom subseroza gore daha ¢ok diiz kas

icerir. Sarkomat6z degisiklik submiik6z myomlarda daha sik goriiliir.



2.4. PATOLOJI

2.4.1. Makrokopik Goriiniim

Makroskobik olarak genellikle kiire seklinde, iyi sinirli, myometriumdan daha
acik renkte, beyaz sert lezyonlar olup myometrial kesi yiizeyinden ¢ikintilidir. Kesit
yiizey, genellikle halka dizilisli, i¢ ice ge¢mis diiz adele liflerinden ibarettir.
Etraflarindaki normal adele dokusundan areolar doku ve bakiya ugramis

myometriumun teskil ettigi yalanci kapsiil vasitasiyla kolay bir sekilde ayrilabilirler

[7]. (Sekil 2)

Sekil 2. Myomun Makroskopik Gorlinlimii, submukiiz fibroid iginde kistik

dejenerasyon (Schorge JO, Schaffer JI, Halvorson LM, Hoffman BL, Bradshaw KD, Cunningham FG.

Williams Jinekoloji. (Y. Ceylan, Cev.). Nobel Tip Kitapevleri, Istanbul 2010, 5.199.)



2.4.2. Mikroskopik Goriiniim

Mikroskopta kiiciik biiyiitmede ig sekilli diiz adele hiicreleri demetler halinde
birbirleri ile dik ag1 teskil edecek sekilde dizilmislerdir. Bu adele demetleri gross
olarak girdap teskil edecek sekilde ve uzun mesafeler boyunca uzanir. Ig seklindeki

ve uzun olan bu hiicrelerin sitoplazmasi, hemotoxylin-eozin boyamada kii¢iik pembe

liflidir [7]. (Sekil 3)

Sekil 3. Myomun Mikroskopik Karakterizasyonu (Schorge JO, Schaffer JI, Halvorson LM,

Hoffman BL, Bradshaw KD, Cunningham FG. Williams Jinekoloji. (Y. Ceylan, Cev.). Nobel Tip Kitapevleri,

Istanbul 2010, 5.199.)

Mikroskobik olarak ¢ok sayida degisik myom sekilleri vardir. Bunlar:

1. Hiicresel leiomyom

2. ‘Bizarre’ leiomyom

3. Lipoleiomyomlar



Hiicresel leiomyom: Komsu dokulara gore, daha fazla hiicre ihtiva ederler. Ancak

mitotik aktivitede artis nekroz ve hiicresel atipi yoktur [7].

‘Bizarre’ leiomyoma: Gross olarak tipik myoma benzer. Ancak mikroskobik olarak
fokal, genis sitoplazmali, biiyiik niikeuslu, oldukca degisik sekilli dev hiicreleri

mevcuttur [7].
Lipoleiomyomlar: Tipik myoma benzer. Ancak diiz adele hiicreleri arasinda yag
hiicreleri vardir [7].

Myometriumun sarkomaya benzeyen ve yanlislikla leiomyomsarkom tanisi
alabilen ancak histopatolojik olarak benign bulgulari olan dort degisik patolojisi

vardir [7]. Bunlar:

1. Benign Metastaz Gosteren Myom

2. Inravendz Leiomyomatozis

3. Leiomyomatozis Peritonealis Disseminata
4. Lenfanjioleiomyomazis

1. Benign Metastaz Gosteren Myom: Leiomyomatozis peritonealis disseminata ve
intravendz leiomyomatozisli olgularin 6rnegi oldugu diisiiniiliir. Morfolojik olarak
hicbir metastaz kapasitesi olmayan diiz adele neoplazminin metastazidir. Bazi
olgularda olay yeni bir primer tiimor olarak tanimlanir. Bazi olgular uterustan koken
alan ve akcigerler, retroperitoneum veya pelviste rejionel lenf nodlarinda tekrar

ortaya ¢ikan morfolojik olarak benign bir timor gibi goriinmektedir [7].
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2. Inravenéz leiomyomatozis: Myomun, myom disindaki vaskiiler bosluga
yayilimidir. Damarlara gozle goriilebilecek sekilde uzanim gosteren benign diiz kas
tiimorii olarak tanimlanmaktadir. Damarlardaki benign diiz kas biiylimesi myomun
kenarindan baslayabilir. Bu tiimdrler olduk¢a nadir olup morfolojik ve histolojik

bulgulari tamamen benigndir [7].

3. Leiomyomatozis peritonealis disseminata: Abdomende submezotelyal bag
dokusuna dogru nadir nonneoplastik ¢cok odakli diiz kas proliferasyonudur. Olgularin
2/3’1 siyahtir. Cogunlukla gebelikte veya hormon kullanimi esnasinda peritoneal
kavitede ¢ok sayida leiomyom gelisir. Bu lezyonlar hemen tamamen benigndir.
Genellikle gebeligi takiben spontan olarak kaybolur [7]. Ancak leiomyomatozis
peritonealis disseminatada sadece uterusun, diger pelvik ve abdominal i¢ organlarin
subperitoneal yiizeyleri tutulur ve kan damarlarinin limenlerinin invazyonu

goriilmez [7].

4. Lenfanjioleiomyomazis: Lenf damarlarindaki diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu

ile karakterize 6zellikle reprodiiktif donemdeki kadinlarda goriilen myom tipidir [7].
2.5. SEMPTOMLAR

Myomlar rutin pelvik muayeneler sirasinda saptanabilir. Myomlar bazi
kadinlarda tedavi gerektiren semptomlara neden olsa da, genellikle
asemptomatiktirler [28]. Uterin myomlu olgularin % 50’sinden az bir kismi
semptomatiktir [3]. Semptomlar tek olabilecegi gibi birden fazla da olabilir.
Semptomlar myom sayisi, yeri ve bilyiikliigiine bagh olarak degisiklik gosterir [4].

Myomlu olgularda goriilen semptomlar Tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1: Myomda Semptomlar

Anormal uterin kanama

Dismenore

Pelvik basing hissi

Sik idrara ¢ikma

Konstipasyon

Disparoni

Infertilite

Tekrarlayan abortuslar

Prematiire dogum

Abdominal distansiyon

Anormal Uterin Kanama: Myomlarin en 6nemli bulgusudur. Genellikle siddetli ve
uzamis menstruasyon seklindedir. En sik goriilen sekli menoraji olup olgularin
% 30’unda goriiliir [16]. Ornegin submukozal bir myom &zellikle endometrial

kaviteye dogru biiylimiis ise menorajiye neden olur [18].

Myomlardaki anormal uterin kanamanin nedenleri:

a- Endometrial yiizey artist

b- Uterusun damarlanma ve kan akiminda artis

c- Normal uterin kontraktilitenin olmayisi
12



d- Submukozal myom iizerindeki endometrial {ilserasyon
e- Myometriumdaki venoz pleksiise basi olabilmesi gibi nedenler sayilabilir.

Myomlarla ilgili aragtirmalar, c¢ok sayida biiyiime faktorleri veya
reseptorlerindeki disregiilasyonun, vaskiiler fonksiyon ve anjiogenezis lzerinde

dogrudan etkileri oldugunu gostermektedir [29].

Pelvik Basing Hissi ve Sik Idrara Cikma: Myomun pelvik organlara basi yapmasi
tedavi endikasyonudur. Bu basidan en ¢ok mesane etkilenir. Basiya bagli olarak
idrara yetisememe, sik idrara ¢ikma ve bazen de idrar inkontinansi goriilmektedir.
Hatta akut idrar retansiyonu ve overflow inkontinansa neden olarak ameliyati gerekli
kilar. Bu etki myomun hizli biiyiimesine bagli, mesane boynunun ve iiretranin pubik
kemik arasinda basiya ugramasi sonucudur. Daha siklikla ti¢ aylik gebelik haftasinda
olan tiimorler Douglas’a hapsolurlar. Serviksi iiretraya dogru iterek idrar akiminda

tikaniklik olustururlar [30].
2.6. ETIYOPATOGENEZ

Myomlarin olusum sebebi kesin olarak anlasilamamustir [31]. En ¢ok kabul
goren teorilerden bir tanesi diiz kas hiicresi, bag dokusu hiicresi ve kan damarlarinin
orijin aldig1 bir¢cok potansiyele sahip primitif hiicreler tarafindan myomlarin

olustuguna inanilmaktadir [32].

Diger bir teori ise bu tiimorlerin matur kas hiicresi veya stromal bag dokusu
elemanlarindan kaynaklandigidir [32]. Genetik yatkinliklar, prenatal hormon
maruziyeti ve hormonlar, biiyiime faktorleri myom gelisimine neden olmaktadir [12].
Viicut kitle indeksinde artmayla myom arasinda iliski oldugu bulunmustur [15].

Myom gelisiminde erken menars, diisiik parite, ilk dogumunu gec yasta yapmis
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olmak, infertilite ve oral kontraseptiflere erken yasta baglanmasi (13-16 yaslar) risk

faktorlerini olusturmaktadir [15].

2.6.1. Genetik Faktorler

Myom baslica myometriumun diiz kas hiicrelerinden olugmasina ragmen,
cesitli miktarda fibroz konnektif doku da igermektedir. Tek bir neoplastik hiicrenin
monoklonal ¢ogalmasi ile olusur ve tek bir hiicre populasyonu igerir [33]. Son
zamanlarda yapilan sitogenetik, molekiiler ve epidemiyolojik caligmalar

leiomyomlarin patogenez ve patofizyolojisinde genetik egilimin rolii oldugu

bildirilmektedir [34].

Bir¢ok epidemiyolojik bulgunun 6zellikle erken baslangi¢h olgularda dnemli
olarak genetik etkinin gosterilmesi, genetik ve kalitsal nedenler olarak kabul edilir.
Birinci dereceden akrabalarin 2,5 kat riski bulunurken, erken baslangi¢li olgular goz
Oniine alindiginda yaklasik 6 kat risk bulunur. Monozigot ikizler, histeroktemi i¢in

dizigotik ikizlere gore benzer oranlara sahiptir [35].

Kalitim, biiytlik olasilikla myom gelisimine neden olan baglangic mutasyonuna
yatkinlikta rol oynamaktadir. Myomalarin yaklasik % 40 - 50’sinde tiimor spesifik
kromozomal anormallikler tespit edilmistir [35]. Bu anormallikler i¢inde t(12-14)
(915;923-24), del(7) (922932) trizomi 12 ve 3q’nun delesyonuna rastlanir [35]. MED

12 proteininin spesifik mutasyonlart myomlarin % 70’inde bildirilmistir [36].

2.6.2. Hormonal Faktorler

Myom biiyiimesinde Ostrojen ve progesteron hormonlarinin 6nemli etkileri
oldugunu gdsteren arastirmalar vardir. Her ikisi de Ostrojen ve progesteron genellikle
biliylimeyi tesvik edici olarak kabul edilse de bunlar, bazi durumlarda biiylimeyi
sinirlamaya neden olur. Paradoksal olarak, myom nadiren ¢ok yiiksek steroid hormon
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diizeylerine ragmen gebelik sirasinda biiyiir ve gebelikte belli bir koruyucu etkisi
goriilmektedir [37]. Bu koruyucu etki kismen Ostrojen ve oksitosin reseptor
arasindaki etkilesim araciligiyla olabilir [38]. Myomlar reprodiiktif ¢cagda goriiliir,
siklikla gebelikte biiyiir, menopozda geriler. Ostrojenler myom biinyesinde dnemli
bir role sahip goriinliyorlarsa da tek baslarina tiimor gelisimine yol agmazlar.
Molekiiler ¢alismalarda normal myometrium ile karsilastirildiginda myomlarda
dstrojen ve progesteron reseptdrlerinde artis oldugu bildirilmistir [39, 40]. Ostrojen,
spesifik niikleer reseptorlerine baglanarak hedef hiicrede fizyolojik etkilerini gdsterir.
Bu reseptorler dstrojen reseptor a (ERa) ve Ostrojen reseptor B (ERB)’dir [41]. ERa
ve ERB mRNA, myometrium ve myomda eksprese edilmektedir [41, 42]. ERf’nin
aktivasyon derecesi ERa’dan diisiik olmasina ragmen, her iki reseptor hedef genlerde
transkripsiyonu uyarir [43]. ERa ve ERP mRNA diizeyi myometriumla
karsilastirildiginda myomlarda daha yiiksektir. Myomalarda normal endometriumla
karsilastirildiginda pek ¢ok Ostrojen regiile eden genin (konneksin 43 gap- junction
protein, tip I ve tip III kollajen, insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1), paratiroid
hormon benzeri peptit ve progesteron reseptdr genleri) ekspresyonunun arttigi
goriilmiistiir [44]. Ostrojen, mitojen-aktive eden protein kinaz yolunu ve hiicre ici
proteinlerin (bliylime ile iligkili protein, fosfatidilinozitol 3-kinaz, fosfolipaz C,
trombosit-derive  biiyiime faktorii) protein kinaz fosforilasyonuyla myom
hiicrelerinde mitojenik etki yapar. Bununla birlikte 0Ostrojen aktivasyonuyla
epidermal biiylime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktorii ve trombosit-derive

biiylime faktori gibi biiyiime faktorlerinin salinimina aracilik eder [45, 46].

Myom patogenezinde progesteron da o6nemli rol oynamaktadir [4, 47].
Progesteron myomlarda mitotik aktiviteyi ve proliferasyonu stimiile eder. Kawaguchi
ve arkadaslar siklusun sekretuar fazinda myomlarda mitotik aktivitenin arttigini ve

myom biiylimesinin progesteron diizeylerinden etkilendigini savunmuslardir [48].
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Myomda progesteron reseptor mRNA ve protein diizeyleriyle birlikte, komsu
myometriumda proliferasyonla iliskili antijen Ki-67 ve AgNOR seviyesi de artmigtir
[49, 50]. Tiltman 1985’te medroksiprogesteron asetat tedavisinin, tedavi edilmeyen
grupla karsilastirildiginda mitotik aktiviteyi arttirdigini yaymlamistir [51]. Diger
taraftan progestinler GnRH agonistinin neden oldugu myom kii¢iilmesini inhibe eder
[52, 53]. Progesteron antagonisti olan mifepriston (RU-486) ile yapilan tedavi direk
antiprogestin etkisiyle myomun regresyonuna neden olmaktadir. Bu bulgular

progesteronun myom biiyiimesinde 6nemli rol oynadigini desteklemektedir.
2.6.3. Biiyiime Faktorleri

Yapilan caligsmalar, myomlarin biliylimesinde polipeptid yapilt biiyiime
faktorleri tizerine odaklanmaktadir. Myomlardan anormal miktarlarda salinan ¢ok
sayida biiylime faktorii, mezensimal kokenli patolojik durumlarda da anormal olarak
salinir. Biiylime faktorlerinin hepsi hiicre proliferasyonu ile birlikte ekstraselliiler
matrix yapimminda artis ile karakterizedir. Bu biliyime faktorleri diiz adale
hiicrelerinin  proliferasyonunu, apoptozisi ve ekstraselliler matrix yapimini
diizenlemekle kalmaz ayn1 zamanda vaskiiler endotelial hiicrelerin proliferasyon ve

migrasyonunu da diizenler [40].

Polipeptid yapili biiylime faktorleri; epidermal biiylime faktori (EGF),
transforming biiyliime faktorii-alfa (TGFa), insililin-benzeri biiylime faktorii (IGF),
trombosit derive biiyime faktorii (PDGF) ve anjiogenetik faktorlerdir. EGF, 178
Ostradiol araciligiyla tiim genital sistemde biiylimeye neden olur [4]. Myomda,
komsu myometriuma oranla sekretuar fazda daha yiiksek konsantrasyonlarda EGF
tespit edilmistir. Progesteron da myom hiicrelerinde EGF yapimim arttirir. Ostrojen
ve progesteron kombinasyonunun mitojenik aktiviteyi uyarmasinin, myomda EGF ve

EGF reseptor ekspresyonuyla oldugu diisiiniilmektedir [54]. GnRH agonistleriyle
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tedavi, EGF baglanma bélgesinde azalmaya neden olur [4]. Insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF-I) pek cok hiicrede biiylime, farklilasma ve biiylime hormonunun
biyolojik etkilerine aracilik eden anabolik ajandir. Myomlarda myometriumla
karsilagtirildiginda IGF-1 konsantrasyonu ve IGF-I reseptor mRNA seviyeleri daha
yiiksek bulunmustur [55]. IGF-I’in myomlarda hiicre proliferasyonuna neden olmasi
yaninda, BCL-2 gen ekspresyonu ve tiimor nekroz faktor-a (TNF-a) down-
regililasyonu yaparak apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir [56]. IGF-1, bu etkilerini
Ostrojen araciligiyla progesteron reseptorlerini arttirarak gostermektedir. Bu nedenle
IGF-I reseptor mRNA’st menstriiel siklusun ge¢ proliferatif fazinda tespit
edilmektedir [55]. Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda progesteron eklenen myom
hiicrelerinde, tedavi eklenmeyen grup ile karsilastirildiginda, IGF-I reseptor mRNA
ekspresyonunun azaldigi bulunmustur [55]. Transforming biiyiime faktorii-p (TGF-p)
dokularda morfogenezis ve biiylimeyi uyaran ve pek ¢ok alt tipi olan proteindir [57].
Fibronektin ve kollajen gibi ekstraselliiler matriks proteinlerini arttirarak etkisini
gosterir. TGF-B siklusun sekretuar fazinda myometrium ve myomda yiiksek
konsantrasyonda bulunur. Trombosit derive biiylime faktorii (PDGF) fibroblastlarda
ve diiz kas hiicrelerinde potansiyel mitojendir. Myom biiyiimesinde 6nemli rol oynar

[58].

Fibroidlerde hormonlar tarafindan belirgin bir sekilde etkilenmis olan ERK1 ve
ERK?2 gibi ekstraselliiler sinyal yolaklari ile ¢esitli faktorlerin anlamli iligkisi oldugu
belirtilmistir [59]. Endotelin ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii gibi anjiogenetik
faktorler anjiogenezi ve direkt mitojenik aktiviteyi arttirarak myomda timor

biiylimesine neden olurlar [60].
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2.8. GEBELiK VE MYOM

Gebelikte myomlarin ortaya g¢ikardigi riskler genel anlamda myomun rahim
icersinde yerlestigi yere ve myomun boyut ve sayisina baghdir [61]. Tim
gebeliklerin yaklagik % 1,4 — 8,6’sinda uterusta myomlar goriiliir [62]. Gebelikte
yiikselen seks steroidleri nedeniyle myomlarin biiyiidiigii ve semptomlarin arttigi
klasik bir bilgi olmakla birlikte prospektif bir calisma gostermistir ki, bu bilylime
sadece 1. trimesterde olur ve gebeligin sonuna dogru ¢cogu myom ozellikle biiyiik
olanlar kiigliliir [63]. Uterin myomlar gebelik seyri boyunca birtakim
komplikasyonlara neden olabilmektedirler. Implantasyon submiikéz myom iizerinde
olursa diisiik riski yiiksektir. Intramural ve subserdz myomu olan olgularda ilk
trimester gebelik kaybt % 40, ikinci trimester gebelik kaybi ise % 17 olarak
bildirilmisgtir [64]. Plasentanin myoma yakin vyerlestigi durumlarda ise erken
gebelikte kanama ve diisiik olabilmektedir. Gebelikte myomlarin neden olabilecegi
diger komplikasyonlar sunlardir; preterm dogum (% 15-20), intrauterin gelisme
geriligi (% 10), prezentasyon bozukluklari (% 20), ablasyo plasenta, postpartum

kanama ve dejenerasyona bagh karin agrisidir [65].
2.9. INFERTILITE ve MYOM

Infertilite etiyolojisinde uterin myomlar tim vakalarm % 5 — 10°unu
etkilemektedir [66]. Ancak diger eslik eden infertilite nedenleri dislandiginda tek

basina myomlar infertilite vakalarinin sadece % 2 - 3’{inden sorumludur [62].
Myomlarin fertiliteyi etkileme mekanizmalar1 sunlardir;

I.  Kornulara yerlesip endoservikal kanali tikayarak veya tubal ostiumlara yakin
yerlesip anatomik distorsiyona neden olarak sperm migrasyonunu bozabilir.

Il.  Serviks-tuba mesafesini arttirip spermlerin tubaya ulagsmasini zorlastirabilir.
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I1l.  Uterin kavitenin normal yapisin1 ve endometriumu etkileyerek implantasyonu

engelleyebilir.

V.  Uterin kavitenin hacmini ve genisleme kapasitesini azaltarak diistiklere neden
olabilir.

V. Fokal endometrial vaskiiler bozukluk, endometrial inflamasyon, vasoaktif
madde salimimi ve lokal androjenlerde artis nedeniyle diisiiklere neden
olabilir.

Myomu olan hastalarda reprodiiktif sonuglari etkileyen faktorler; myom

biiytikligi, yerlesimi, ek infertilite faktorii olup olmadigi ve hastanin yasidir [62].

2.9. MYOMDA TANI

Tipik belirtilerle gelen bir kadinda yapilan jinekolojik degerlendirme ile
(muayene ve ultrasonografi (USG)) tami konur. (Sekil 4) Myom siiphesi olan
olgularin ¢ogunda ilk basamak icin yeterli bir tanisal yontemdir. Ancak USG bazi
ileri derecede biiylimiis uteruslarda yetersiz kalabilmektedir. Tan1 yontemlerini su

sekilde gosterebiliriz.

l. Jinekolojik Muayene: Kii¢iik subseroz myomlar disindaki myomlarin
tanisinda en iyi yontem pelvik muayenedir. Uterus normalden daha iri ve
sert palpe edilir.

1. Goriintiileme Yontemleri:

Ila. Ultrasonografi: Myom nodiilii myometriumdan farkli eko veren bir
lezyon olarak kolayca tanimir. Myom boyutu ve lokalizasyonu yiiksek
dogrulukla saptanabilir.

IIb. Bilgisayarh Tomografi&Manyetik Rezonans Gériintiileme:
Myomlarin sayisi, lokalizasyonu, boyutu ile ilgili kesin bilgi verirler

ancak yiiksek maliyet nedeniyle pek kullanilmazlar.
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llc. Histerosalpingografi (HSG): Submiik6z myomlar uterin kavitede

yer isgal eden lezyonlar olarak izlenebilir.
1. Ozel incelemeler:

Il1a. Histeroskopi: Submiikz myomlarin tani ve tedavisinde kullanilir.
I11b. Laparoskopi: Myomun ayirici tanisi i¢in kullanilabilir.
Illc. Salin Infiizyon Sonografi (SiS): Submiikéz myom tanisinda
kullanilabilir.
I11d. Dilatasyon&Kiiretaj: Ozellikle kanayan myomlarda diger

patolojileri ekarte etmek veya submiikdz myomun ayirici tanisi igin

yapilir.

Sekil 4. Kalsifiye Siirlari ile Intramural Bir Myomun Transvajinal Sonogrami

(Schorge JO, Schaffer JI, Halvorson LM, Hoffman BL, Bradshaw KD, Cunningham FG. Williams Jinekoloji. (Y.

Ceylan, Cev.). Nobel Tip Kitapevleri, Istanbul 2010, 5.203)

Myom tanis1 siklikla pelvik muayenede diizensiz kontiirlii biiylimiis bir
uterusun tespiti ile genellikle zor degildir, ancak gebelik dahil herhangi bir pelvik

kitle yanlislikla myom olarak degerlendirilebilir.
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Ayiricl tanida:

1. Gebelik

2. Adenomyozis

3. Kanser

4. Myometrial hipertrofi

5. Subinvolusyon

6. Konjenital Anormaliler

7. Tubo-ovarian kitleler diistiniilmelidir.

2.10. Myomlar ve Mitokondriyal Enerji Metabolizmas1 Arasindaki Iliski

Uterusun diiz kas hiicrelerinden koken alan benign tiimdrler olan uterus
myomunun patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda, uterus myomu hastalarinda ¢ok sayida genin ekspresyon degisimleri
arastirtlmasina ragmen [67], kanserde 6nemli rol oynayan enerji metabolizmasi ile

iligkili genler hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Insan mitokondriyal enerji metabolizmasinda, oksidatif fosforilasyon
komplekslerini ve elektron transport zinciri bilesenlerinin kodladigi genleri igeren

mitokondriyal solunumda baslica 84 gen yer almaktadir. (Sekil 5)
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Sekil 5. Elektron Transport Zinciri ile iliskili Genlerin Simiflandirilmasi

(Alexander P., (2013) et al., Electron Transport Chain Pathway, From Wikipedia, the free encyclopedia,

Pathway:WP542)
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Ic mitokondriyal membrana gémiilii olan 4 protein kompleksinin aracilig1 ile
glikoliz ve TCA dongiisiiniin  metabolitleri olan NADH ve FADH;nin
oksidasyonlar1 gergeklesir. V. protein kompleksi olan ATP sentaz araciligi ile bu
proseslerde olusan serbest enerji, oksidatif fosforilasyon ve ATP sentezinde
kullanilir. Bu islemlerin diizensizligi kanser gelisiminin 6nemli bir patolojik

sonucudur [68].
2.10.1. Elekton Transport Zinciri

Elektron tasima sistemi veya elektron tasima zinciri, NADH ve FADH; gibi
elektron tasiyicilarmin  verdikleri elektronlar1 ETS elemanlarinda redoks
tepkimelerine sokarak ATP iiretimini saglayan sistemdir. Elektronlar, son elektron
alicis1 oksijene varana kadar ETS elemanlar1 boyunca taginirlar ve enerji kaybederler.
Elektronlarin verdigi enerji ETS elemanlari tarafindan protonlarin aktif taginmasinda
kullanilir. ETS elemanlarmin iizerinde bulundugu c¢ift katli fosfolipid zarimin iki
tarafinda potansiyel fark olusturulur. Bu potansiyel fark daha sonra ATP sentezi i¢in
kullanilir. Bu islem oksidatif fosforilasyon olarak tanimlanir. ETS elemanlari,

okaryotik hiicrelerde mitokondri ve kloroplast organellerinde bulunur.

Okaryotik hiicrelerde enerji temel olarak organik bilesiklerin oksidatif
fosforilasyonu ile elde edilir. Oksidatif fosforilasyon, molekiiler oksijene elektron
transferi yolunda ATP sentezidir. Oksidatif fosforilasyon, aerobik organizmalarin
anaerobiklere kiyasla solunum substratlarindan daha fazla bir oranda serbest
kullanilabilir bir enerjiyi yakalamalarina olanak verir. Yag asitlerinin ve amino
asitlerin oksidasyonu sirasinda serbest kalan faydali enerjinin timi ve
karbonhidratlarin oksidasyonundan aciga ¢ikanin tamamina yakini mitokondrilerin
iginde, indirgeyici ekivalanlar halinde kullanilabilir duruma getirilir.  Oksidatif

fosforilasyonun gerceklesmesi icin mitokondrinin i¢ zarinmn iki tarafinda bir
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potansiyel fark olusturulmasi gerekir. ETS, bu potansiyel farki NADH ve FADH;'nin
verdigi yiiksek enerjili elektronlardan aldig1 enerjiyle protonlar1 (H) mitokondri

matriksinden zarlar arasi1 bolgeye tasiyarak saglar.
2.10.2. Mitokondri

Mitokondri, indirgeyici ekivalanlarin ilk asamada iiretiminden sorumlu [3-
oksidasyon ve sitrik asit sikliisii enzimleri gibi enzim sistemlerini igerir.
Mitokondriler, solunum zinciri olarak bilinen ve indirgeyici ekivalanlar1 toplayip
tastyan ve onlart su olusturmak {izere O, ile birlestiren bir dizi katalizor icerirler.
Mitokondride, agia ¢ikan serbest enerjiyi ATP halinde yakalayan bir mekanizma

bulunur. (Sekil 6)

. = ~ T I o P ® O
-it-&ntax '/
NADH o: H,O
NAD +H"
/V ATP m
asit

ADP H.
’:. Matriks déngisi
H.0 . Fumarat Soanat
| ar
A Nt o A w
H H Zarlar arasi bosluk

I I X I X X I X i X i X i i i X X i X xCxCxC

Sekil 6. Mitokondrinin Enerji Mekanizmasi (Kathryn V. T., et al. (2010 April),

Mitochondrial electron transport chain generates superoxide. From: Inter-connection between

mitochondria and HIFs. J Cell Mol Med; 14(4): 795-804.)

Mitokondri, membranlar arasi bosluk ile ayrilmis iki membrandan olusur. Dis

membran, kii¢iik molekiillere gegirgendir ve kanallar olusturan, porin adi verilen
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proteinleri igerir. I¢ mitokondriyal membranda, piriivat ve yag asitlerinin
tasinmasinda ve oksidatif fosforilasyonda gérevli proteinler yer alir. i membranin
kivrilmasiyla kristalar meydana gelmektedir; boylece yilizey alaninin artmasi
saglanir. Mitokondri i¢ membraninin ¢evreledigi bolge mitokondriyal matriks adini
alir. Sitozolde gergeklesen glikoliz olayr sirasinda NADH ve sonunda piriivat
olugsmaktadir. Piriivattan, yag asitlerinin ve amino asitlerin karbon iskeletinin
yikilimindan olusan asetil-CoA’nin mitokondri matriksinde sitrik asit dongiisiine
girdigini ve boylece NADH ve FADH; olustugunu bilinmektedir. Olusan NADH ve
FADH’ler, i¢ mitokondriyal membranda bulunan elektron transport zincirine

(solunum zinciri) aktarilirlar.
2.10.3. Zincir Organizasyonu

Mitokondri i¢ zar1 bes ayr1 enzim kompleksine ayrilabilir. Bunlara kompleks |,
IL, II1, IV ve V ad1 verilir. Kompleks I - IV’iin her birisi elektron transport zincirinin
bir boliimiini igerir. Kompleks V ise ATP sentesini katalize eder. Her kompleks
elektronlarini koenzim Q ve sitokrom C gibi goreceli olarak hareketli elektron
tastyicilarma verir. Elektron transport zincirinin her tasiyicist bir elektron
vericisinden elektronlar: alir ve zincirdeki bir sonraki tasiyiciya verir. Bu elektronlar
sonunda oksijen ve protonlarla birleserek su olustururlar. Elektron transport islemini
solunum zinciri yapan bu oksijen gereksinimidir. Viicudun oksijen tiiketiminin en

biiyiik boliimii burada gergeklesir [69].
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2.10.4. Elektron Transport Zinciri Reaksiyonlari

Ic mitokondriyal membranda bulunan elektron transport zincirinde 4 ayri

elektron tasiyici kompleks yer almaktadir. Kompleksler Sekil 7°de gosterilmistir.

WoHeH NADT 7 N l0. 1o
50, I

Siiksinat Fumarat
Kompleks I Kompleks T KompleksIIT  gompleks IV ATP Sentaz

Sekil 7. Elektron Transport Zincirinde Elektron Tasiyic1 Kompleksler (Ou, Y. Y.,
et al. (2013), Discrimination of Metal-Binding Sites in Electron Transporters Based on RBF Networks

with PSSM Profiles and Significant Amino Acid Pairs, PLoS One; 8(2):e46572.)

Her biri zincirin bir yerinde elektron tranferini katalizler.

Kompleks I : (NADH: Ubikinon oksidorediiktaz veya NADH dehidrogenaz )

NADH — Ubikinon

Kompleks 11 : ( Siiksinat dehidrogenaz veya siiksinat:ubikinon oksidorediiktaz )

Siiksinat —  Ubikinon

Kompleks 111 : ( Sitokrom bc 1 kompleksi veya ubikinon : sitokrom c rediiktaz )

Ubikinon —  Sitokromc
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Kompleks 1V : ( Sitokrom oksidaz veya sitokrom aa3 )
Sitokromc — 0Oy

Kompleks V: ATP sentetaz kompleksidir. Bu protein kompleksleri i¢ membran
partikiilleri olarak adlandirilirlar ve mitokondri i¢ zarmmin i¢ Yyiizeyine

baglanmislardir. Mitokondri matriksine dogru ¢ikint1 yapan kiireler seklinde gortiliir.

Koenzim Q disinda bu zincirin tim iyeleri proteindir. Bunlar bazi
dehidrogenazlarda oldugu gibi enzim olarak islev yapabilirler, demir kiikiirt
merkezinin bir boliimii olarak demir tasiyabilirler, sitokromlarda oldugu gibi bir
porfirin halkasi ile kooridine olabilirler veta sitokrom a+asz kompleksinde oldugu gibi

bakir tastyabilirler.

1. NAD olusumu: NAD®, substratlarindan iki hidrojen atomu ¢ikaran
dehidrogenazlar tarafindan NADH’ a indirgenir. Her iki elektron, fakat sadece bir
proton NAD’ye tasinarak, NADH ve serbest bir proton, (H") olusur.

2. NADH dehidrogenaz: Serbest proton ve NADH tarafindan tasman hidrid
iyon daha sonra mitokondri i¢ zarinda yerlesmis bir enzim kompleksi olan
(Kompleks 1) NADH dehidrogenaza aktarilir. Bu kompleks kendisine sikica
baglanmis bir molekiil flavin monuniikleotid icerir ve bu koenzim iki hidrojen
atomunu alarak FMNH; haline gelir. NADH dehidrogenaz ayrica demir-kiikiirt
merkezleri olusturmak iizere kiikiirt atomlar ile giftler olusturmus birka¢ demir
atomu da igerir. Bunlar hidrojen atomlarinin zincirin bir sonraki iiyesi olan
ubikinon’a (koenzim Q) aktarilmasi igin gereklidir.

3. Koenzim Q : Koenzim Q, uzun bir izoprenoid kuyrugu olan bir kinon
tiirevidir. Biyolojik sistemlerde ¢ok yaygin olarak bulundugundan ubikinon olarak da

adlandirilir. Koenzim Q, hidrojenleri hem NADH dehidrohenaz tarafindan
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olusturulmus FMNH; den hem de siiksinat dehidrogenaz ve ag¢il CoA dehidrogenaz
tarafindan olusturulmus FADH;’den (Kompleks II) alabilir.

4. Sitokromlar: Elektron transport zincirinin geri kalan iyeleri sitokromlardir.
Her biri bir atom demir tagiyan porfirin halkasindan olusmus bir hem grubu igerirler.
Hemoglobinin hem grubundan farkli olarak sitokromun demir atomu, tersinir
elektron tasiyic1 gérevinin geregi olarak tersinir olarak Fe* seklinden Fe*? sekline
dontisiir. Elektronlar zincirde koenzim Q ‘dan sitokrom b ve ¢ (Kompleks III), ve a +
az (Kompleks IV)’e dogru ilerlerler.

5. Sitokrom a + az: Bu sitokrom kompleksi hem halkasinin demirinin
molekiiler oksijen ile direkt olarak reaksiyona girebilecegi bir serbest bag yapisina
sahip olan tek elektron tasiyicisidir. Bu bolgede, tasinmis elektronlar, molekiiler
oksijen ve serbest protonlar su olusturmak iizere bir araya getirilirler. Sitokrom a + a3
( sitokrom oksidaz ) bu kompleks reaksiyonunun gergeklesebilmesi i¢in gerekli olan
bagli bakir atomlari da igerir.

6. Yere 6zgiin inhibitorler: Elektron transportunun yere 6zgilin inhibitorleri
tanimlanmistir. Bu bilesikler zincirin bir komponentine baglanip oksidasyon
/rediiksiyon reaksiyonunu engelleyerek elektron gegisini Onlerler. Bu nedenle bu
engelin gerisindeki elektron tasiyicilart tamamen indirgenmis, ilerisindekiler ise

yiikseltgenmis sekilde bulunurlar [69].
2.10.5. Elektron Transport Zincirine iliskin Bozukluklar

Mitokondriyal ensefalopatiler olarak tanimlanan ve noérolojik semptomlarla

ortaya ¢ikan elektron transport zinciri bozukluklar1 tanimlanmistir.
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1) Sitokrom Oksidaz Defekti
ETS’nin sonunda yer alan ve indirgenme esdegerlerini molekiiler oksijene
aktaran sitokrom oksidaz eksikliginde iskelet kasi tutulumu yaygin olarak
goriilmektedir. Otozomal olarak kalititlan bu bozuklukta mitokondriyal DNA
mutasyonlar1 da gdzlenmektedir. Iskelet kasinin yani sira bag dokusu beyin, bébrek
ve karacigerde hasara yol agcan bu enzimin eksikliginin 4 farkli tiirii tantmlanmastir.
a) Benign infantil Mitokondriyal Miyopati
Ciddi klinik sonuglar1 bulunan bu hastalik iskelet kasinda etkili olmaktadir.
Diger dokularda tutulum gézlenmemektedir.
b) Infantil Mitokondriyal Miyopati
Laktik asidoz yaygin oldugu bu hastalikta iskelet kasinin yanisira diger
dokularda (kalp ve bobrekler) etkilenmektedir.
C) Leigh Sendromu
Piirivat  dehidrogenaz eksikliginin yai sira elektron transport zinciri
komplekslerinde (kompleks I, II ve IV) bozukluklarin goriildiigii bir hastaliktir.
d) Fransiz- Kanada Tipi Eksiklik
Leigh Sendromu benzeri semptomlarin goriildiigii bu hastalikta iskelet kas,

beyin, bag dokusu ve karaciger etkilenmektedir.
2) Kearn-Sayre Sendromu

Bu nadir néromuskiiler hastalikta kronik progresif esktemal oftalmopleji,
kardiyomyopati ve atipik retinitis pigmentosa goriilmektedir. Isitme kaybi, ataksi,
kas gii¢siizliigii ve boy kisalig1 goriilen bu hastalikta serebrospinal sivi proteinleri

artmigtir.
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3) MERRF Hastahg:

Beyin ve kaslarda disfoksiyona yol agan hastalikta tiim viicudu etkileyen
myoklonik nébetler, ataksi, disartni, sagirlik, nistagmus, laktik asidoz ve kisa boy
goriilmektedir. Maternal genlerde mitokondri hiicre yapisinda bozukluga yol agan

mutasyonlar bulunmaktadir.

4) MELAS Sendromu

ETS’den sorumlu kompleks I ve sitokrom oksidaz kalitsal eksikligi,

mitokondriyal ensefalomyopati olarak tanimlanan bir kas hastaligina yol agmaktadir.

5) Lhon Sendromu

Mitokondriyal DNA niikleotid dizilimindeki G-A mutasyonuna bagli olarak

goriilen nororetinal dejenerasyondur.
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BOLUM 11

3. MATERYAL ve METHOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Kitler

1)

2)

3)

4)

5)

3.1.2.
1)
2)
3)

4)

RNeasy Mini Kit (50) (Qiagen, Katalog No: 74104) 50 RNeasy Mini Spin
Kolon, Toplama Tiipii (1,5 mL ve 2 mL), RNaz i¢ermeyen Reaktifler ve
Tamponlar

RT? First Strand Kit (96 x 96) (Qiagen, Katalog No: 330401) 96 x 10 pL tek
zincir cDNA sentez reaksiyonu igin; 4 Tiip GE2 Tamponu (80 uL/tlip), 4 tiip
BC5 Ters Transkriptaz Karisimi (80 pL/tiip); RT? PreAMP PCR Mastermix
(600 uL); Yan Reaksiyon Azaltic1 (96 pL)

RT? PCR Array Yiikleme Rezervuart (Qiagen, Katalog No: 338162) 12 x 5
mL kapasiteli, 1sinlama ile sterilize edilmis yiikleme rezervuari

RT? SYBR Green gPCR Master Mix (Qiagen, Katalog No: 330522) 12
Array, 16,2 mL

‘Human Mitochondrial Enegy Metabolism” RT? Profiler PCR Array (Qiagen,
Katalog No: 330231) 96 kuyucuklu mikroplak formatina uygun olarak ilgili

genlerin analizi i¢in 12 Array

Kullamilan Sarf Malzemeler

Steril Mikro Pipetler (10, 100, 1000 pL)
Steril Mikro Pipet Uglar1 (10, 100, 1000 pL)
Alkol (% 70°1ik ve % 80’lik Etanol Cozeltisi)

PBS Cézeltisi (1X)
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5)
6)
7)
8)

9)

Ependorf Tiip (1,5 mL)

PCR Tiipii

Cam Malzemeler (Beher, Erlen ve Meziir)
Pudrasiz Eldiven

Pens

10) Nester

3.1.3.
1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9

Kullanilan Cihazlar

Applied Biosystems 7900 Real Time PCR Cihazi

Applied Biosystems PCR System 9700 Gold Blok Thermal Cycler
Nanadrop ND-100 DNA, RNA ve protein 6l¢iimii i¢in spektrofotometre
Agilent 2100 Biyoanalizor

Xiril Medix Dispomix Homojenizator

Cift kapili buzdolab1 (Argelik)

Eppendorf Minispin plus mikrosantrifuj

Thermo -80° C derin dondurucu

Sartorius dijital hassas terazi

10) Thermo sogutmali santrifiij

11) Thermo mikrosantrifiij — VVortex

12) Thermomixer Eppendorf marka 1,5 mL
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3.2. METOD

Yapilan ¢calismada izledigimiz prosediir sekil 8’de gosterilmektedir.

Ornekler

RNA saflagtirilmasi

RT? First Strand Kit kullanimi1
ile izole edilmis RNA’dan
cDNA sentezi

cDNA’nin RT? SYBR Green
Mastermix’e eklenmesi

-
!
=
M
I

!

Karisimin RT? Profiler PCR
Array’lere yiiklenmesi

Real Time Cycler’da
dongiiniin gergeklesmesi

Analiz

P-Value bec Fold Change
form.

¢ 3 2 9 0 1 2 3 4

Sekil 8. ‘Human Mitochondrial Energy Metabolism Array’ ile Yapilan Real Time

PCR Basamaklari ((02/2012), RT? Profiler PCR Array Handbook, Qiagen s. 19.)
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3.2.1. Hasta ve Kontrol Grubundan Orneklerin Eldesi

Ege Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum A.D.’nda uterus myomu tanisi
konup historektomi olmus 16 kisiden 23-35,5 mg agirliginda uterus myom dokusu ve
komsu dokudan normal doku alindi. Olgular 22-64 yas araliginda reprodiiktif

cagindaki kadinlardan seg¢ildi.

Her hastanin yasi, tan1 yasi, ailesinde uterus myom goriilme durumu, eger
ailesinde uterus myom hastas1 varsa bu kisiyle yakinlik derecesi hasta bilgileri olarak
kaydedildi. Operasyon oOncesinde olgulardan uterus myom dokusu ve komsu
dokudan normal doku alinacagina dair hastalara ¢aligma hakkinda bilgilendirme
yapildi ve onay1 alinmis reprodiiktif cagdaki 6 hasta calismaya dahil edildi.

Aliman doku Orneklerinin RNAlater soliisyonu i¢inde Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum A.D.’ndan Tibbi Biyokimya A.D.’na transferi gergeklestirildi. Dokular,
alindigr giinden itibaren 1 gece +4°C bekletilip analiz edilecegi tarihe kadar -80°C’

ye kaldirilip muhafaza edildi.

3.2.2. Doku Homojenizasyonu ve Total RNA Izolasyonu
3.2.2.1. Homojenizasyon
Homojenizasyon islemi asagidaki protokole gore uygulandi.
e (alisilacak dokular -80°C’den c¢ikartilip oda sicakliginda ¢oziildii.
e Doku steril bir pens ile mikrosantrifiij tiipten alinip temizlendi ve daha sonra PBS
(1X) ¢ozeltisine daldirilarak tamamen RNAlater’den arindirildi.
e Dokular buz iizerinde bistiiri yardimiyla mekanik olarak pargalandi.
e Parcalanan dokular steril tartim kabinda tartildi.
e Parcalanan her bir doku Ornegi ayri bir Dispomix homojenizasyon tiipiine

aktarildi.
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e Homojenizasyon tiiplerinin {izerine, yaklasitk 20-30 mg araligindaki doku
ornekleri icin 600 pL. RLT + 6 pL merkaptoetanol homojenizasyon tamponu
hazirlanip, doku iizerine ilave edildi.

e Homojenizasyon tiipleri Dispomix Xril cihazinda profil 10 programu ile 2 tekrarli
calisild.

e Kopiiklenme meydana gelen orneklerde Dispomix tiipii +4°C’de 3-4 dakika
bekletilerek kopiiklenme giderildi.

e Dispomix tiipiindeki lizat Niive NF80OR markali cihazda 4 dakika 4000 rpm’de 2
kez santrifiij edildi.

e Santrifiij edilen dispomix tiiplindeki lizatin 600 pL st kisimdan alinip pipet
yardimt ile 1, 5 pL’lik mikrosantrifiij tiipe konuldu.

e Daha sonra 3 dakika maksimum hizda (13,400 rpm) santrifiij edildi.

e Santrifiij asamasmin ardindan st faz (yaklasik 600 uL) AllPrep DNA Mini Spin
kolona aktarildu.

e Spin kolona aktarilan iist faz 10,000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

3.2.2.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonunda dikkat edilmesi gereken baslica 2 nokta bulunmaktadur.
1. RNA elde edecek sekilde doku veya hiicrelere uygulanacak islemler
2. Izole edilen RNA ’nin saklanmasi

RNA izolasyon iglemi i¢in RNeasy Mini Kit kullanildi. (Tablo 2)
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Tablo 2. RNeasy Mini Kit icerigi (Qiagen, Katalog No: 74104)

RNeasy Mini Kit

RNeasy Mini Spin Kolonlar1 (pembe)

Toplama Tipleri (1,5 mL)

Toplama Tiipleri (2 mL)

Tampon RLT

Tampon RW1

Tampon RPE (konsantre)

RNaz igermeyen Su

Homojenizasyon agamasinin ardindan RNA izolasyonu adimina ge¢ildi. RNA
izolasyon islemi asagidaki protokole gore uygulandi.

Spin kolona aktarilan {ist faz santrifiij edildikten sonra alttaki siviya 500 uL %
70’1ik etanol ¢ozeltisi konuldu (iist faz atildi). Pipetleme yardimu ile iyice karistirildi.
(Bu asamada santrifiij yapilmayip hemen bir sonraki adima gegilir). Ornek hizli bir
sekilde RNeasy Mini Elute Spin kolona konulup 10,000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. Bu asamada santriflij edildikten sonra fazla kopiiklenme gozlendiginden
kopiiklenmeyi gidermek igin 10,000 rpm’de 6 saniye daha santrifiij edildi.

Santrifiij edildikten sonra hala daha kopiik varsa pipet yardimu ile tistteki kopiik
alind1 ve alttaki sivi atildi. Ardindan spin kolona 700 puL RW1 tamponu konuldu.
Tekrar oda sicakliginda 10,000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi ve alttaki siv1 atild1.
100 pL RPE + 400 pL % 70’lik etanol ¢ozeltisi karigtirillarak RPE tamponu
hazirlandi. Hazirlanan 500 pL. RPE tamponu 6rnek iizerine eklendi. 10,000 rpm’de

30 saniye santrifiij edildi. Ornek iizerine (spin kolona) 500 puL % 80’lik etanol
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eklendi. 10,000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Alttaki tiip siv1 ile birlikte atildi.
Yeni bir 2 mL’lik toplama tiipii takildi. Daha sonra membranin kurumasi igin spin
kolonun kapagi agilarak 13.400 rpm’de (maksimum hiz) 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij edildikten sonra spin kolon 1,5 mL’lik toplama tiipline yerlestirildi.
Spin kolonun tam ortasindan (membrana denk gelecek sekilde) 14 pL RNaz
icermeyen su Ornek iizerine konuldu. Maksimum hizda (13,400 rpm’de) 1 dakika

santrifiij edildi. RNA izolasyonu tamamlandi ve miktar 6l¢iimii yapildi.

3.2.2.3. RNA Safliginin Belirlenmesi ve RNA Biitiinliigii

Izole edilen total RNA’larm miktarlari 6lgiildiikten sonra Agilent 2100
biyoanalizor cihazi ile Agilent RNA6000 Nano Kit (Katalog No: 5067-1511)
kullanilarak total RNA biitiinliigiine (degrade olup olmama durumuna) bakildi

Niikleik asit konsantrasyonu genellikle bir kore karsi 260 nm’de absorbans
olgiilerek belirlenir. Kontaminantlarin varligi oran hesaplamasi ile ayirt edilebilir.
Proteinler 280 nm’de absorblandigi igin Azgo/Azgp orani niikleik asitin safligini
hesaplamak i¢in kullanilir. Saf RNA nin Ajgo/Azgo orani 1,8 — 2,0 araligindadir. Buna

gore Ago/Azgo orant 1,9 — 2,1 olan 6rnekler ¢alismaya dahil edildi.

RNA’nin Biitiinliigii

PCR analiz sonuglarinin optimal degerlerde olmasi, ribozomal RNA’nin bant
biitiinliglinii korumasi i¢in onemlidir. Her bir doku 6rneginden izole edilen total
RNA larin miktarlar1 6l¢iildiikten sonra RNA saflig1 ve konsantrasyonu ( 250 ng/puL
ve lizeri ), absorbans oranlar1 ( Azgo/Azso — 1,8 — 2,0, Azso/Azzo — 2 — 2,2 ) segme
kriteri olarak bakilip secildi. Agilent 2100 Biyoanalyzer cihazi ile RNA biitlinliigiine
bakildi. Analiz 6ncesi ¢ipe yiikleme icin RNA’ lara seyreltme islemi uygulandi. 18 S

(sol) ve 28 S (sag) rRNA elektroferogram ile 2 ayr1 pik gostermesi beklendi.
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3.2.3. ‘Human Mitochondrial Energy Metabolism Array’ Kiti ile Real Time PCR
Analizi

Real Time PCR analizini ger¢eklestirmeden dnce izole edilmis total RNA’dan
cDNA sentezi gerceklestirildi.
3.2.3.1. izole Edilmis Total RNA’dan ¢cDNA Sentezi

izole edilmis total RNA’dan tek zincirli cDNA sentezi i¢in RT? First Strand Kit
kullanild1. Kit igerigi Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. RT? First Strand Kit icerigi

RT? First Strand Kit (12)
Katalog No 330401
20 pL Reaksiyonlarin Sayisi 12
Tampon GE 24 uL
(5x) BC3 Tamponu 48 uL

RE3 Ters-Transkriptaz Karisimi 24 uL

Kontrol P2 12 uL

RNaz Igermeyen Su 1 pL

cDNA sentezi asagidaki protokole gore uygulandi.
e ilk olarak RT? First Strand Kit icerigindeki reaktifler (10-15 saniye) santrifiij
edilerek tiipiin dibinde toplatildi.
e PCR cihazinda ¢cDNA sentezi i¢in 2 programli sicaklik ayar1 yapildi (95°C,
42°C).
e Her bir RNA 06rnegi i¢in genomik DNA eliminasyon karisimi asagidaki Tablo

4’e gore hazirlandu.
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Tablo 4. Genomik DNA Eliminasyon Karisimi

Bilesenler Miktar
RNA 25ng-25 ug
GE Tamponu 2 uL

RNaz Igcermeyen Su Degisken
Toplam Hacim 10 uL

e Her bir RNA 0rnegi icin gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra toplam hacim
10 uL olacak sekilde 8 uL ornek tlizerine 2 pL. genomik eliminasyon tamponu
konuldu.

e Tekrardan spin yapildi.

e Genomik DNA eliminasyon karisimi 42 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

e Daha sonra reverse - transkripsiyon karigimi hazirlandi. (Tablo 5)

Tablo 5. Reverse - Transkripsivon Karisimi

Bilesenler Hacim (nL)
BC3 Tamponu 4 uL
Kontrol P2 1 ulL
Reverse - Transkriptaz 2 uL
Karigimi
RNaz icermeyen Su 3uL
Toplam Hacim 10 uL
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¢ 10 uL genomik DNA karisimi igeren her tiipe 10 pL reverse - transkripsiyon
karisimi (1 reaksiyon igin) pipetaj yapilarak eklendi.

e Spin yapild.

e 42°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

e Daha sonra hemen 95°C de 5 dakika inkiibe edilerek reaksiyon durduruldu.

e Cihaz sicaklig1 ayarlanarak +4°C’ye diistirtildii.

e cDNA sentezi yapilmig 6rneklerin, ND-1000 UV-Vis (Nanodrop) cihazinda

230 nm’de absorbanslar1 ol¢iildii.

Kantitatif Real Time PCR yontemi ile gen ekspresyon analizi, elektron
transport zincirinde gorevli 84 gen i¢in dizayn edilmis olan Human Mitochondrial
Energy Metabolism PCR Array ile gergeklestirildi. Sistem 96 kuyucuklu mikroplak
formatinda olup asagidaki Tablo 6’da gosterilen gen listesi (84 gen, 5 housekeeping
gen ve 7 kontrol gen (Genomik DNA Kontrol, Ters Transkriptaz Kontrol, Pozitif

PCR Kontrol)) i¢in spesifik olarak dizayn edilmis primerler icermektedir.

Tablo 6. Elektron Transport Zinciri ile iliskili 84 Gen, Housekeeping Genler ve

Kontrol Genleri

Elektron Transport Zinciri ile Tliskili Genler

Kompleks I (NADH-Koenzim Q Rediiktaz): NDUFA1l, NDUFA10, NDUFA11,
NDUFA2, NDUFA3, NDUFA4, NDUFA5, NDUFA6, NDUFA7, NDUFAS,
NDUFAB1, NDUFB10, NDUFB2, NDUFB3, NDUFB4, NDUFB5, NDUFB6,
NDUFB7, NDUFB8, NDUFB9, NDUFC1, NDUFC2, NDUFS1, NDUFS2,
NDUFS3, NDUFS4, NDUFS5, NDUFS6, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1,

NDUFV2, NDUFV3.
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Kompleks II (Siiksinat-Koenzim Q Rediiktaz ): SDHA, SDHB, SDHC, SDHD.

Kompleks 111 (Koenzim Q-Sitokrom ¢ Rediiktaz): BCS1L, CYC1, UQCR11,

UQCRC1, UQCRC2, UQCRFS1, UQCRH, UQCRQ

Kompleks 1V (Sitokrom c Oksidaz): COX4l1, COX4l2, COX5A, COX5B,
COX6A1, COX6A2, COX6B1, COX6B2, COX6C, COX7A2, COX7A2L, COXTB,

COXB8A, COX8C.

Kompleks V (ATP Sentaz): ATP12A, ATP4A, ATP4B, ATP5A1, ATPS5B,
ATP5C1, ATP5F1, ATP5G1, ATP5G2, ATP5G3, ATP5H, ATPSI, ATP5J, ATP5J2,
ATPSL, ATP50, ATP6VOA2, ATP6VOD2, ATP6V1C2, ATP6V1E2, ATP6V1GS,

LHPP, OXALL, PPAL, PPA2.

Housekeeping Genler

Beta-2-Mikroglobulin -

Hipoksantin Fosforiboziltransferaz-1 HPRT, HGPRT
Ribozomal Protein L13a L13A, TSTAL
Gliseraldehid-3-Fosfat Dehidrogenaz GAPD, G3PD, MGC88685

Aktin, Beta PS1TP5BP1

Kontrol Genler

Genomik DNA Kontaminasyon HIGX1A

Revers Transkripsiyon Kontrolii -

Pozitif PCR Kontrolu R

Tablo 7’de ise ETZ’den sorumlu 84 gen ile ilgili literatir &zetleri

gosterilmektedir.
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Tablo 7. ETZ’den Sorumlu Genler ve Fonksiyonlari

KOMPLEKS 1 ( NADH — KOENZIM Q REDUKTAZ ) GENLERI

GEN Lo
SEMBOLU GEN ISMI ACIKLAMA
Elektronlar1 NADH tan ubikinona
transfer eder. Yiiksek oranda korunmus
iki etki alan1 yapisinin olmasi, bu
NADH dehidrogenaz | 6zelligi ile protein fonksiyonu igin kritik
NDUFA1 (ubikinon) 1 alfa alt | bir 6neme sahiptir. I¢ mitokondriyal
kompleks, 1, 7.5 kDa | membrandaki NADH: ubikinon
oksidorediiktaz kompleksi i¢in bir
dayanak noktasi olusturdugu
diistiniilmektedir [70].
NADH’tan solunum zincirine
NADH dehidrogenaz el_ektronl.arl trans.fer ede%r. Bu protein
NDUFAL0 | (ubikinon) 1alfaalt | Marofobik protein fraksiyonunun
kompleks, 10, 42 kDa blle.sc?md.l? ve NAD}.I. dehldro.g ?naz.
aktivitesi ile oksirediiktaz aktivitesi
vardir [71].
NADH dehidrogenaz | Bu gen membrana bagli mitokondriyal
NDUFAL1 (ubikinon) 1 alfaalt | kompleks 1’in a}t biri'mini koc.ilar.
kompleks, 11, 14.7 | Mutasyonlar1 agir mitokondriyal
kDa kompleks 1 eksikligi ile iliskilidir.
Kompleks 1 aktivitesinin
diizenlenmesinde yer alabilir veya redoks
NADH dehidrogenaz | prosesinde bunun birlestirilmesi yolu ile
NDUFA2 (ubikinon) 1 alfa alt | yardimda bulunabilir. Bu gendeki
komplek, 2, 8 kDa | mutasyonlar Leigh sendromu, erken
baslangicli progresif ndrodejeneratif
bozuklugu ile iliskilidir [72, 73].
NADH dehidrogenaz (kompleks 1)
mitokondriyal solunum zinciri alt
NADH dehidrogenaz birimlerindven b?ri olan bu genin katalizde
L yer almadigina inanilmaktadir. Kompleks
NDUFAS3 (ubikinon) 1 alfa alt . ,
kompleks 3, 9 kDa l_for_ﬂ?s1yonlar1ndan NADH’tan solunum
zincirine elektronlar: transfer eder.
Enzim i¢in elektron alicisinin ubikinon
olduguna inanilmaktadir [71].




NADH dehidrogenaz

Bu proteinin, NADH dehidrogenaz
aktivitesi ve oksidorediiktaz aktivitesi
vardir. NDUFA4, NADH’tan solunum

NDUFA4 (ubikinon) 1 alfa alt o o
zincirine elektron aktarir. Enzim icin
kompleks, 4, 9 kDa o g
elektron alicisinin ubikinon olduguna
inanilmaktadir. [74]
NADH’tan ubikinona elektron transfer
eder. Spesifik bir rolii bilinmemektedir.
NADH dehidrogenaz NDUF_AS, !aaslat%c_l metioni_nin ve bir
NDUFAS (ubikino) 1 alfa alt sonraki amino asitin N-asetilasyonunun
kompleks, 5, 13 kDa glkaljll_mamyla post- translasyonel
modifikasyona ugradigi varsayilir [75].
NDUFAG6 geni tarafindan kodlanan
NADH dehidrogenaz NADH dehidrogengz. (ubi.kinon) 1 alfa
L alt kompleks, alt birim 6 insanlarda
NDUFAG (ubikinon) 1 alfa alt : S .
kompleks, 6, 14 kDa bulunan blren2|md!r. I_\/I_ltokondrlnln _
elektron transport zincirinde bulunan ilk
enzim kompleksidir [72].
Bu gen i¢ mitokondriyal membranda yer
almaktadir ve NADH: ubikinon
NADH dehidrogenaz | oksidorediiktaz (kompleks 1)’in alt
NDUFA7 (ubikinon) 1 alfaalt | birimini kodlar. Koimpleks 1
kompleks, 7, 14.5 kDa | fonksiyonlarindan NADH’tan solunum
zincirine elektronlari transfer eder [76,
77].
Bu proteinin NADH dehidrogenaz ve
oksidorediiktaz aktivitesi vardir.
NADH dehidrogenaz | NDUFAS8, NADH’ tan solunum zincirine
NDUFAS8 (ubikinon 1 alfaalt [ elektronlarin transfer edilmesinde 6nemli
kompleks, 8, 19 kDa | bir rol oynar. Enzim igin elektron
alicisinin ubikinon olduguna
inanilmaktadir [77].
NDUFABL1 proteini bir fosfopantenin
baglanma bolgesi icermektedir. Bu genin
NADH dehidrogenaz | transkripsiyonlari insan dokularinda
NDUFAB1 (ubikinon) 1, alfa/beta | genis bir yelpazede bulunmaktadir. En

alt kompleks, 1, 8 kDa

yiiksek ekspresyon diizeylerinde azalma,
sirastyla erigkin kalbi, iskelet kas1 ve
fetal kalp olarak gézlemlenmistir [78].
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NDUFB10

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) 1 beta alt
kompleks, 10, 22 kDa

Tirozin kinaz inhibisyonu mitokondriyal
solunum araciligiyla kompleks 1
aktivitesinin spesifik diismesine izin
verir. Bu da kompleks 1 alt birimi olan
NDUFB10’nun diisiik fosforilasyonu ile
iliskilidir [79].

NDUFB2

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) 1 beta alt
kompleks, 2, 8 kDa

Bu proteinin NADH dehidrogenaz ve
oksidorediiktaz aktivitesi vardir.
NDUFAS, NADH’ tan solunum zincirine
elektronlarin transfer edilmesinde 6nemli
bir rol oynar. Enzim i¢in acil elektron
alicis1 ubikinon olduguna inanilmaktadir
[71, 80].

NDUFB3

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) 1 beta alt
kompleks, 3, 12 kDa

Bu gen ETZ’de bulunan ilk enzim olan
kompleks 1’in NADH dehidrogenaz
mitokondriyal membraninin alt birimidir.
Bu protein, bir tek-geg¢isli bir membran
proteini olarak mitokondri i¢
membraninda lokalize olur. Bu gendeki
mutasyonlar mitokondriyal kompleks 1
eksikligine sebep olur [81].

NDUFB4

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) 1 beta alt
kompleks, 4, 15 kDa

Bu gen kompleks 1’1 mitokondriyal
elektron zincirinde bulunan ilk enzim
kompleksi olan NADH: ubikinon
oksidorediiktaz ¢oklu alt birimlerin bir
katalitik olamayan alt birimidir.
NADH tan ubikinona elektronlari
transfer eder [82, 83].

NDUFB5

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) 1 beta alt
kompleks, 5, 16 kDa

Kompleks 1’in NADH: ubikinon
oksidorediiktaz ¢oklu alt birimlerinin bir
alt birimidir. Mitokondrinin i¢
membraninda lokalize olur. Bu protein,
NADH dehidrogenaz aktivitesi ve
oksidorediiktaz aktivitesine sahiptir.
NADH tan solunum zincirine
elektronlar: transfer eder. Enzim igin
elektron alicisinin ubikinon olduguna
inanilmaktadir [84].

NDUFB6

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) 1 beta alt
kompleks, 6, 17 kDa

Kompleks 1’in NADH: ubikinon
oksidorediiktaz ¢oklu alt birimlerinin bir
alt birimidir ve direk olarak katalizde yer
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almaz. Mitokondrinin i¢ membraninda
lokalize olur. Bu protein, NADH
dehidrogenaz aktivitesi ve
oksidorediiktaz aktivitesine sahiptir.
NADH’tan solunum zincirine
elektronlari transfer eder [80, 85].

NADH dehidrogenaz

Kompleks 1’in NADH: ubikinon
oksidorediiktaz ¢oklu alt birimlerinin bir
alt birimidir. Mitokondrinin i¢
membraninda lokalize olur. Bu protein,
NADH dehidrogenaz aktivitesi ve

NDUFB7 Iil(J)?T:l;IIZE:); gzt?(gl; oksidorediiktaz aktivitesine sahiptir.

C NADH’tan solunum zincirine
elektronlar: transfer eder. Enzim igin acil
elektron alicis1 ubikinon olduguna
inanilmaktadir [80, 86].

Mitokondriyal fonksiyonel
NADH dehidrogenaz | proteinlerinden olan kompleks 1’in alt
NDUFBS8 (ubikinon) 1 beta alt | birimi NDUFB®’in tirozin
kompleks, 8, 19 kDa | fosforilasyonun azalmasi septik farelerde
belirlenmistir [87].
Niikleer olarak kodlanmis solunum
NADH dehidrogenaz | elektron transport zincirinde
NDUFB9 (ubikinon) 1 beta alt | mitokondriyal bir proteindir. NDUFB9,
kompleks, 9, 22 kDa | BOR sendromunun sebebinde yer
almaktadir [88].
NADH dehidrogenaz Bu kodlanfms protein ,NAD,H ubikinon
(ubikinon) 1, alt 01.<s.1df)r.eduktaz kompleks 1 1n. alt. ‘ .
NDUFC1 L birimidir. Elektron transport zincirinde i¢
kompleks bilinmeyen, . . .
1 6 kDa rnltoko_ndrlyal mempr_anda lokalize olan
' ilk enzim kompleksidir [72].
NADH dehidrogenaz | NDUFC2 geni mitokondriyal solunum
NDUEC2 (ubikinon) 1, alt zincirinde ilk ve en biiylik kompleks olan
kompleks bilinmeyen, | kompleks 1’in alt birimlerinden birini
2,14.5 kDa kodlar [71].
NADH dehidrogenaz | Mitokondrinin i¢ membraninda bulunur.
(ubikinon) Fe-S Bu proteinin NADH dehidrogenaz ve
NDUFS1 protein 1, 75 kDa oksidorediiktaz aktivitesi vardir.

(NADH-koenzim Q
rediiktaz)

NADH’tan solunum zincirine
elektronlar transfer eder. Enzim igin acil
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elektron alicisi ubikinon olduguna
inanilir. Bu protein kompleks 1 in en
biiyiik alt birimidir ve enzimin demir-
stilfiir par¢asinin bir bilesenidir [89].

NDUFS2

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) Fe-S
protein 2, 49 kDa
(NADH-koenzim Q
rediiktaz)

Mitokondriden proton atilmasi ve
ubikinonun rediiksiyonu ile birlikte
NADH oksidasyonunu katalizler [90,
91].

NDUFS3

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) Fe-S
protein 3, 30 kDa
(NADH-koenzim Q
rediiktaz)

NADH:ubikinon oksidorediiktaz ¢oklu
alt birimlerinden olan mitokondrinin
elektron transport zincirinde bulunan ilk
enzim kompleksidir. 7 alt biriminin
oldugu kompleks 1’in demir — siilfiir
protein pargasidir [80].

NDUFS4

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) Fe-S protein
4, 18 kDa (NADH-
koenzim Q rediiktaz)

Hiicresel ATP iiretiminde 6nemli bir rolii
vardir. Canli hiicrelerde bir¢ok énemli
prosesler i¢in birincil enerji kaynagidir.
NADH tan elektronlar tasir ve farkl
protein ¢iftleri redoksnin merkezlerine
elektron alicis1 ubikinon alicisi igin bir
dizi iletir [92].

NDUFS5

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) Fe-S protein
5, 15 kDa (NADH-
koenzim Q rediiktaz)

NADH dehidrogenaz ubikinon demir-
stlfiir protein 5, insanlarda NDUFS5
geni tarafindan kodlanan bir enzimdir
[80].

NDUFS6

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) Fe-S
protein 6, 13 kDa
(NADH-koenzim Q
rediiktaz)

Mitokondrinin elektron transport
zincirinde bulunan ilk enzim
kompleksindendir. NADH’tan solunum
zincirine elektronlar1 transfer eder. Bu
gendeki mutasyonlar mitokondriyal
kompleks 1 eksikligine neden olur [80].

NDUFS7

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) Fe-S
protein 7, 20 kDa
(NADH-koenzim Q
rediiktaz)

NADH tan solunum zincirine
elektronlar transfer eder. Enzim igin acil
elektron alicis1 ubikinon olduguna
inanilir. Bu gendeki mutasyonlar
kompleks 1 eksikliginden dolay1 Leigh
sendromuna ve agir norolojik hastaliklara
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sebep olur [93].

NADH dehidrogenaz
(ubikinon) Fe-S

NADH dehidrogenaz (ubikinon) demir -
sulfur protein 8 veya NADH ubikinon
oksidorediiktaz 23 kDa alt birim olarak
bilinen NDUFS8 geni tarafindan
kodlanan mitokondriden proton atilima,

NDUFS8 protein 8, 23 i.(Da ubikinon rediiksiyonu, NADH
(NADH-koenzim Q ) .. o
rediiktaz) oksidasyonu i¢in solunum zincirinde
cauktaz bulunan bir enzimdir. Elektron transferi
prosesinde yer alir ve Leigh sendromu ile
iligkilidir [94].
NADH ve kanallarindan ubikinona
elektronlari serbest birakir. Bu alt birim
NADH baglanma bolgesi, flavin
NADH dehidrogenaz | mononiikleotid (FMN) ve FE-S baglama
NDUFV1 (ubikinon) bolgelerini tasir. Kompleks 1 eksikligi
flavoprotein 1, 51kDa | mitokondrinin disfonksiyonu i¢in yaygin
bir nedendir. Parkinson hastaligi, Leigh
sendromu gibi hastaliklar ile iliskilidir
[95].
NADH tan ubikinona elektronlarin
NADH dehidrogenaz transferini katahzler.. Mitokondrinin i¢ ‘
. membrabninda lokalize olur. Bu gendeki
NDUFV2 (ubikinon) ) 5
. mutasyonlar Parkinson hastaligini,
flavoprotein 2, 24 kDa | . . ) . oo
bipolar hastaligini, sizofreni gibi
hastaliklari kapsar [80, 96].
Bu kompleks mitokondriyal solunum
zincirinin bir kismidir ve NADH
NADH dehidrogenaz | oksidasyonunun rotanon — duyarliligin
NDUFV3 (ubikinon) ve ubikinona rediiksiyonunu katalizler.

flavoprotein 3, 10 kDa

Kompleksin flavoprotein pargasinda
bulunan 3 proteinden birini bu protein
kodlar [97].
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KOMPLEKS II ( SUKSINAT-KOENZIM Q REDUKTAZ ) GENLERI

GEN
SEMBOLU

GEN isMi

ACIKLAMA

SDHA

Siiksinat dehidrogenaz
kompleks, alt birim A,
flavoprotein

SDH protein kompleksi, stiksinatin
oksidasyonunu katalizler. SDHA alt
birimi SDHB alt birimine hidrofilik
olarak kompleksin sonuna katalitik
olarak baglanir. Elektronlar1 siiksinattan
SDHAya transfer eder. SDH kompleksi
mitokondrinin i¢ membraninda lokalize
olur ve sitrik asit ile solunum zincirine
katilir. SDHA temel SDH enzimi
aktivitesinde ara tiriindiir. SDHA sitrik
asit dongiisiiniin bir kisminda stiksinati
fumarata cevirir. Bu reaksiyon ayrica
FAD’1 FADH;’ye cevirir. Elektronlar
FADH,’den SDHB alt birimi demir
kiimelerine transfer olur. Bu solunum
zinciri kisminin fonksiyonudur [98, 99].

SDHB

Stiksinat dehidrogenaz
kompleks, alt birim B,
demir stilfiir

SDHB siiksinat dehidrogenaz
olusumunda 4 protein alt biriminden
biridir. Siiksinat oksidasyonunu
katalizler. Bu alt birim 3 demir —siilfiir
kiimesi ile demir-stilfiir proteinidir. SDH
kompleksi mitokondrinin i¢
membraninda lokalize olur ve sitrik asit
ile solunum zincirine katilir. SDHA
temel SDH enzimi aktivitesinde ara
driindiir. SDHA sitrik asit dongiisiiniin
bir kisminda siiksinat1 fumarata gevirir.
Bu reaksiyon ayrica FAD’1 FADH;’ye
cevirir. Elektronlar FADH,’den SDHB
alt birimi demir kiimelerine transfer olur.
Bu solunum zinciri kisminin
fonksiyonudur. Son olarak elektronlar
ubikinona SDHC / SDHD alt birimleri
araciligi ile transfer olur. Bu solunum
zincirinin bir fonksiyonudur [100-102].

SDHC

Siiksinat dehidrogenaz
kompleks, alt birim C,
integral membran

Mitokondrinin i¢ membraninda lokalize
olur. insanlarda bu genin lokalizasyonu

g21 kromozomundadir. Kompleks II’de
aerobik solunum zinciri ve sitrik asit
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protein, 15kDa

dongiisii kompleksinin anahtar enzimidir.
Bu kodlanmig protein 2 integral
membran proteininden bir tanesidir.
Mitokondrinin i¢ membraninda katalitik
merkez olusturur. Bu protein kompleksi
siiksinat oksidasyonunu katalizler.
Elektronlar ubikinona SDHC / SDHD alt
birimleri aracilig ile transfer olur. Bu da
solunum zincirinin bir fonksiyonudur
[103, 104].

SDHD

Stiksinat dehidrogenaz
kompleks, alt birim D,
integral membrane
protein

SDHD, mitokondrinin i¢ membra- ninda
stiksinat dehidrogenaz protein
kompleksinin 4 alt biriminin 2
transmembran alt birimlerinden bir
tanesidir. Sitrik asit dongiisiinde ve
elektron transport zincirinde 6nemli bir
enzimdir [103, 105, 106].

KOMPLEKS III ( KOENZIM Q — SITOKROM C REDUKTAZ ) GENLERI

GEN Lo
SEMBOLU GEN ISMI ACIKLAMA
BCS1’in N-ucundaki korunmus bolge
BC1 (ubikinol- intramitokondriyal siralamasinda V? i¢ine
. . aktarilmasinda sorumludur. Bu genin
BCS1L sitokrom c rediiktaz) . .
. mutasyonlart mitokondriyal kompleks I11
sentez- benzeri e . .
eksikligi ve Grasil sendromu ile
iliskilidir [107-109].
. Sitokrom c 1, insanlarda CYCL1 geni
CYC1 Sitokrom c-1 ’ :
tarafindan kodlanan bir proteindir [110].
Bu gen insan hiicrelerinde ubikitoz ve
mitokondriyal solunum zincirinin bir
il sl | ikl sl
z
UQCR11 rediiktaz, kompleks III . p ueu

alt birim XI

bilesenini kodlar. Bu kodlanmis protein
komplekste demir-siilfiir proteini i¢in
baglanma faktorii olarak fonksiyon
gosterebilir [111].
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Ubikinol-sitokrom ¢

Sitokrom b-c 1 kompleks alt birim 1
insanlarda UQCRC1 geni tarafindan

UQCRC1 rediiktaz ¢ekirdek kodlanan bir proteindir. Bunun gen
protein | tirlinleri solunum zinciri proteini ubikinol
sitokrom c rediiktazin alt birimidir [112].
Ubikinol - sitokrom ¢ | Sitokrom b-c 1 kompleks alt birim 2,
UQCRC2 rediiktaz ¢ekirdek insanlarda UQCRC?2 geni tarafindan
protein 1l kodlanan bir proteindir [113].
Ubikinol sitokrom c rediiktaz, demir-
stilfiir polipeptit 1 ve ayrica UQCRFS1
Ubikinol-sitokrom c olarakta bilinen insanlarda UQCRFS1
rediiktaz. Rieske geni tarafindan kodlanan bir proteindir.
UQCRFSL 1 jemir-siilfiir polipeptit | YRCRFSL ubikinon sitokrom ¢ rediiktaz
1 solunum zinciri proteininin alt birimidir
[114].
Sitokrom b- ¢ 1 kompleks alt birim 6,
insanlarda UQCRH geni tarafindan
UQCRH Ubikinol-sitokrom ¢ | kodlanan bir proteindir. Bu genin (E.C.
rediiktaz bagli protein | 1.10.2.2) iiriinleri ubikinol sitokrom ¢
rediiktaz solunum zinciri proten alt
birimlerindendir [115].
Bu gen, diisiik molekiil kiitlesi olan
Ubikinol-sitokrom ¢ ub11t<1T10n l_)tailarr;a _prcl)teulnnl kodl_ar._]i?u_
UQCRQ rediiktaz, kompleks 111 protein mitokondriyal solunum zincirinin

alt birim VII, 9.5kDa

bir boliimii olan kompleks IIT ubikinol
sitokrom c rediiktaz alt birimini ve kiiglik
¢ekirdekli protein ile iliskilidir [116].

KOMPLEKS IV ( SITOKROM C OKSIDAZ ) GENLERI

GEN Lo
SEMBOLIU GEN ISMI ACIKLAMA
COX mitokondriyal solunum zincirinde
_ _ terminat bir enzimdir. Bu ¢ok alt birimli
COX4l1 Sitokrom ¢ oksidaz alt | o,y kompleksidir ve ¢iftlerin

birim IV izoform 1

elektronlarini sitokrom c’den molekiiler
oksijene transfer eder ve i¢
mitokondriyal membranda
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elektrokimyasal proton gradiyentlerine
katkida bulunur. Elektron transferi ve
proton pompasi aktivitelerinde bulunur

[117, 118].

COX4l12

Sitokrom c oksidaz alt
birim IV izoform 2

COX mitokondriyal solunum zincirinde
terminal bir enzimdir sitokrom ¢
rediiklenmesinden oksijene elektron
transfer eder. Kompleksin
birlestirilmesinde ve regiilasyonunda
mitokondriyel olarak kodlanmis alt
birimlerden olan COX4I12 yer alir. Bu
niikleer gen alt birim IV’i{in 1.
izoformunu kodlar. En biiyiik niikleer
kodlanmis bu alt birim, COX
regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar
[119-121]

COX5A

Sitokrom c oksidaz alt
birim Va

COX c¢oklu alt birim enzim kompleksi
olup i¢ mitokondriyal membran
genelinde protonun elektrokimyasal
gradiyentlerine katkida bulunur. Bu
kompleks 13 mitokondriyal ve niikleer
kodlu alt birimden olusur. Mitokondriyal
kodlu alt birimler proton pompasi
aktivitesi ile elektron transferini
gerceklestirir. Niikleer kodlu alt
birimlerin fonksiyonlari ise
bilinmemektedir fakat bunlar
komplekslerin birlestirilmesinde ve
diizenlenmesinde rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir [122].

COX5B

Sitokrom c oksidaz alt
birim Vb

COX ¢oklu alt birim enzim kompleksi
olup i¢ mitokondriyal membran
genelinde protonun elektrokimyasal
gradiyentlerine katkida bulunur. Bu
kompleks 13 mitokondriyal ve niikleer
kodlu alt birimden olusur. Mitokondriyal
kodlu alt birimler proton pompast
aktivitesi ile elektron transferini
gerceklestirir. Niikleer kodlu alt
birimlerin fonksiyonlari ise
bilinmemektedir fakat bunlar
komplekslerin birlestirilmesinde ve
diizenlenmesinde rol oynayabilecegi
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diistiniilmektedir. Bu gen mitokondriyal
solunum zincirinin niikleer kodlanmis alt
birimi Vb’ yi kodlar [123].

COX6A1

Sitokrom c oksidaz alt
birim Vla polipeptit 1

Sitokrom ¢ oksidaz mitokondriyel
solunum zincirinde terminal bir enzimdir
ve rediiklenmis sitokrom ¢ den oksijene
elektron transfer eder. Mitokondriyal
kodlanmuis alt birimlerin fonksiyonu
elektron transferi ve niikleer kodlanmis
alt birimlerin fonksiyonu kompleksin
birlestirilmesi ve regiilasyonu olabilir.
Bu niikleer gen VIa alt biriminin

polipeptit 1 karaciger izoformunu kodlar
[124].

COX6A2

Sitokrom c¢ oksidaz alt
birim Vla polipeptit 2

Elekronlarin rediiklenmis sitokrom c¢’den
oksijene transferini saglar. Mitokondriyal
kodlanmus alt birimlerin fonksiyonu
elektron transferi ve niikleer kodlanmis
alt birimlerin fonksiyonu kompleksin
birlestirilmesi ve regiilasyonu olabilir Bu
niikleer gen polipeptit 2’nin Vla alt
birimini kodlar [125].

COX6B1

Sitokrom c oksidaz alt
birim VIb polipeptit 1

Elektronlarin rediiklenmis sitokrom
c’den oksijene transferini saglar.
Mitokondriyal kodlanmuis alt birimlerin
fonksiyonu elektron transferi ve niikleer
kodlanmus alt birimlerin fonksiyonu
kompleksin birlestirilmesi ve
regiilasyonu olabilir. Bu niikleer gen alt
birim VIb’yi kodlar [126].

COX6B2

Sitokrom c oksidaz alt
birim VIb polipeptit 2

Sitokrom c oksidaz alt birim VIb
polipeptit 2, insanlarda COX6B2
tarafindan kodlanmis bir enzimdir.
Elekronlarin rediiklenmis sitokrom ¢’
den oksijene transferini saglar [127].

COX6C

Sitokrom c oksidaz alt
birim Vlc

Rediiklenmis sitokrom c’den oksijene
elektronlar: transferi katalizler.
Mitokondriyal kodlanmais alt birimlerin
fonksiyonu elektron transferi ve niikleer
kodlanmus alt birimlerin fonksiyonu
kompleksin birlestirilmesi ve
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regiilasyonu olabilir. Bu niikleer gen, alt
birim VIc’yi kodlar. Bu gen, prostat
kanser hiicrelerinde upregiiledir [128,
129].

COX7A2

Sitokrom c oksidaz alt
birim Vlla polipeptit 2
(karaciger)

Sitokrom ¢ oksidaz mitokondriyal
solunum zincirinin terminal bir
bilesenidir. Rediiklenmis sitokrom c‘den
oksijene elektron transferini katalizler.
Mitokondriyal kodlanmuis alt birimlerin
fonksiyonu elektron transferi ve niikleer
kodlanmuis alt birimlerin fonksiyonu
kompleksin birlestirilmesi ve
regiilasyonu olabilir. COX7A2
mitokondride lokalize olur fakat bu
lokasyon Ras’in ekspresyonu tarafindan
degistirilir. Ras sinyal yolaginda kismi1
ile iliskili testesteron tiretimine aracilik
eder [130, 131].

COXT7AZL

Sitokrom c oksidaz alt
birim Vlla polipeptit 2
benzeri

COX mitokondriyal solunum zincirinin
terminal bir bilesenidir. Bu gen biitiin
dokularda eksprese olur ve dstrojen
tedavisinden sonra meme kanseri hiicre
hattinda upregiiledir. Ostrojen tarafindan
hedef hiicrelerde enerji liretimi
seviyesinin ylikselmesine aracilik
etmesinin miimkiin olabilecegi
diistiniilmektedir [132].

COX7B

Sitokrom c oksidaz alt
birim VIIb

Rediiklenmis sitokrom c’den oksijene
elektron transferini katalizler.
Mitokondriyal kodlanmais alt birimlerin
fonksiyonu elektron transferi ve niikleer
kodlanmuis alt birimlerin fonksiyonu
kompleksin birlestirilmesi ve
regiilasyonu olabilir. Bu niikleer gen,
biitiin dokularda bulunan alt birim
VIIb’yi kodlar [133, 134].

COX8A

Sitokrom c oksidaz alt
birim VIIIA
(ubikuit6z)

I¢ elektron membran boyunca
elektrokimyasal proton gradientlerinin
iiretimi yardimi ile rediiklenmis sitokrom
c’den molekiiler oksijene elektronlarin
transferini saglar. Niikleer kodlanmus alt
birimler katalitik fonksiyonun
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diizenlenmesinde yer alabilir. Bu gen
niikleer kodlanmis olan alt birimlerden
birini kodlar [135].

COX8C

Sitokrom c oksidaz alt

Mitokondriyal solunum zincirinin
terminal bir enzimi olan COX, 3
mitokondriyal ve 10 niikleer alt birim
igerir. Alt birim VIII en kiiciik niikleer
kodlanmig COX polipeptitidir, insanlarda
tanimlanmis COX8-3 bulundu. COX
VI111-3 proteini mitokondriyal hedeflidir.

birim VIIIC Bunun sekans konservasyonu COX
holoenziminin bir kism1 COXVIII-3
fonksiyonlar1 oldugu ve dokuya spesifik
rolii oldugu ileri siiriilmektedir.
Korunmus bir gen yapisi, COX VIII-3’lin
eksprese bir gen oldugunu isaret
etmektedir [136].
KOMPLEKS V (ATP SENTAZ) GENLERI
GEN Lo
SEMBOLU GEN ISMI ACIKLAMA

Bu gen oubain duyarl: katalitik alt

ATPaz, H+/K+ birimleri k?dlar V+e-p1azma membvr.ar'n '

tasmast, gastrik poyunca H ve‘ K 1}70n1a'r11.111.1 deg1§1m1

ATP12A ile ATP ciftlerinin hidrolizini katalizler.
olmayan, alfa .
polipeptit Ayrica g.:eslth dokularda potasyum

absorbsiyonundan sorumludur [137,
138].
Bu kodlanmig protein P-tipi katyon
tasima ATPaz ailesine aittir. Bu enzim
bir proton pompasisdir ve plazma

ATPaz, H+/K+ membrani boyunca H' ve K" iyonlarinin

ATP4A degisimi, gastrik, alfa | degisimi ile ATP c¢iftlerinin hirolizini

polipeptit

katalizler. Bu gen ayrica gastrik asit
salgilanmasindan sorumludur. Bu gen
gastrik H*, K*, ATPaz katalitik alfa alt
birimini kodlar [139].
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ATPaz, H+/K+

Bu gen tarafindan kodlanan protein P-tipi
katyon taginmas1 ATPaz ailesine aittir.
Bu enzim bir proton pompasisdir ve
plazma membrani1 boyunca H" ve K*

ATP4B tasinmasi, beta iyonlariin degisimi ile ATP ¢iftlerinin
polipeptit hirolizini katalizler. Bu gen ayrica gastrik
asit salgilanmasindan sorumludur. Bu
gen gastrik H" ,K*, ATPaz katalitik beta
alt birimini kodlar.
ATP sentaz alt birim alfa, insanlarda
ATP5AL1 geni tarafindan kodlanan bir
ATP sentaz, H+ enzimdir. Mitokondriyal ATP sentaz,
tasimasi, oksidatif fosforilasyon boyunca i¢
ATP5A1 mitokondriyal F1 membranda protonlarin elektrokimyasal
kompleks, alfa alt gradiyentlerini kullanilarak ATP
birim 1, kardiyak kas1 | sentezini katalizler. Bu gen katalitik
¢ekirdegin alfa alt birimini katalizler
[140].
Bir transmembran enzimi olan ATP
sentaz timor gibi organ dokularmin
enerji metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynar. ATP sentaz alt birim beta,
ATP sentaz, H+ insanlarda ATP5B geni tarafindan
tasimasi, kodlanmis bir enzimdir. Bu gen
ATP5B mitokondriyal F1 mitokondriyal ATP sentazin alt birimini
kompleks, beta kodlar. Mitokondriyal ATP sentaz
polipeptit oksidatif fosforilasyon boyunca ig
membranda protonlarin elektrokimyasal
gradiyentlerini kullanilarak ATP
sentezini katalizler. Bu gen katalitik
¢ekirdegin beta alt birimini kodlar [141].
ATP sentaz alt birim gama, insanlarda
ATP5C1 geni tarafindan kodlanan bir
enzimdir. Mitokondriyal ATP sentaz
ATP sentaz, H+ oksidatif fosforilasyon boyunca i¢
tagimasi, membranda protonlarin elektrokimyasal
ATP5C1 mitokondriyal F1 gradiyentlerini kullanilarak ATP

kompleks, gama
polipeptit 1

sentezini katalizler. Bu gen katalitik
¢ekirdegin gama alt birimini kodlar. Bu
genin ekspresyonu insanlarda bulunan
karaciger yag icerigi ile oldukga ters
iliskilidir [142, 143].
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ATP sentaz, H+
tasimasi,

Mitokondriyal ATP sentaz, oksidatif
fosforilasyon boyunca i¢ membranda
protonlarin elektrokimyasal
gradiyentlerini kullanilarak ATP
sentezini katalizler. Bu gen proton

ATP5F1 mitokondriyal Fo kanalinin b alt birimini kodlar. Bu b alt
kompleks, alt birim | birimleri, F1 ve FO kompleksleri birlikte
Bl baglandig1 periferal sapin bir pargasidir.
Periferal sap mitokondriyal, kloroplast ve
bakteriyal F-ATPaz arasindaki alt birim
bilesenlerinde farklanir [144, 145].
Mitokondriyal ATP sentaz, oksidatif
ATP sentaz, H+ fosforilasyon boyunca i¢ membranda
tasimasi, protonlarin elektrokimyasal
ATP5G1 mitokondriyal Fo gradiyentlerini kullanilarak ATP
kompleks, alt birim | sentezini katalizler. Bu gen proton
C1 (alt birim 9) kanalinin kodlanmis ¢ alt biriminin 3
geninden biridir [146, 147].
ATP sentaz lipid baglama proteini
insanlarda ATP5G2 geni tarafindan
kodlanan bir enzimdir. Bu gen
mitokondriyal ATP sentazin alt birimini
ATP sentaz, H+ kodlar. Mitokondriyal ATP sentaz
tagimast, oksidatif fosforilasyon boyunca i¢
ATP5G2 mitokondriyal Fo membranda protonlarin elektrokimyasal
kompleks, alt birim | gradiyentlerini kullanilarak ATP
C2 (alt birim 9) sentezini katalizler. Proton pompasinda
alt birim c yi kodlayan 3 gen vardir. Alt
birim ¢’ nin 3 prekiirserinden biri olan bu
gen tarafindan protein kodlanir [146,
148].
ATP sentaz lipid baglama proteini,
insanlarda ATP5G3 geni tarafindan
kodlanmis bir enzimdir. Bu gen
ATP sentaz, H+ mitokondriyal ATP sentazin alt birimini
tagimas, kodlar. Mitokondriyal ATP sentaz
ATP5G3 mitokondriyal Fo oksidatif fosforilasyon boyunca i¢

kompleks, alt birim
C3 (alt birim 9)

membranda protonlarin elektrokimyasal
gradiyentlerini kullanilarak ATP
sentezini katalizler. Proton kanalinin alt
birim ¢’yi kodlayan 3 geninden biridir. 3
genin her biri mitokondri i¢ine sekanslari
ayirir fakat tanimlanmis olgun proteinleri
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kodlar [149, 150].

ATP sentaz, H+
tasimasi,

Mitokondriyal ATP sentaz oksidatif
fosforilasyon boyunca i¢ membranda

ATP5H . . protonlarin elektrokimyasal
mitokondriyal Fo ) ..
.. gradiyentlerini kullanilarak ATP
kompleks, alt birim d .. .
sentezini katalizler [151].
ATP sentaz, H+ Mltokpndrlyal ATP ser?taz oksidatif
fosforilasyon boyunca i¢ membranda
tasimasi, .
ATPSI . . protonlarin elektrokimyasal
mitokondriyal Fo ) ..
kompleks, alt birim E gradiyentlerini kullanilarak ATP
’ sentezini katalizler [152, 153].
ATP sentaz ¢iftleri faktor 6, insanlarda
ATPS]J geni tarafindan kodlanan bir
enzimdir. Mitokondriyal ATP sentaz
oksidatif fosforilasyon boyunca i¢
ATP sentaz, H+ membranda protonlarin elektrokimyasal
tagimasi, gradiyentlerini kullanilarak ATP
ATP5] . . _ .
mitokondriyal Fo sentezini katalizler. Bu gen FO
kompleks, alt birim F6 | kompleksinin, FO ve F1 etkilesimlerinin
ihtiya¢ duydugu F6 alt birimini kodlar.
F6 alt birimi FO ve F1 komplekslerinin
birlikte baglandigi periferal sapin bir
pargasidir [154, 155].
ATP5J2 geni insanlarda mitokondriyal
bir enzim olan ATP sentaz alt birim f’yi
ATP sentaz, H+ . .
tasimast kodlar. Mitokondriyal ATP sentaz
ATP5J2 . i . oksidatif fosforilasyon boyunca i¢
mitokondriyal Fo )
. membranda protonlarin elektrokimyasal
kompleks, alt birim F2 ) ..
gradiyentlerini kullanilarak ATP
sentezini katalizler. [156, 157].
ATP sentaz alt birim g, insanlarda
ATPSL geni tarafindan kodlanan bir
ATP sentaz, H+ R .
tasimast enzimdir. Mitokondriyal ATP sentaz
ATPSL | asimast, oksidatif fosforilasyon boyunca i¢
mitokondriyal Fo )
komoleks. alt birim G membranda protonlarin elektrokimyasal
PIEKS, gradiyentlerini kullanilarak ATP
sentezini katalizler. [151, 158].
ATP sentaz, H+ Bu gen tarafindan kodlanan protein
ATP50

tasimasi,
mitokondriyal F1

mitokondriyal matrikste F-tipinin ATPaz
bilesenidir. F-tipi ATPaz katalitik
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kompleks, O alt birim

cekirdek ve proton kanali membranindan
olusur. Kodlanmis protein bu 2 bilesenin
ara baglanmasinin bir kismi olarak
gorliniir ve proton iletkenliginde veya
konformasyonel degisikliklerin
iletilmesinde yer alabilir. Bu gen ile ilgili
doku ekspresyonlari bildirilmistir [159].

ATPaz, H+ tagimasi,

Heteromultimerik enzim olan ATPaz 116
kDa alt birim a izoform 2, hiicre i¢i
vezikiiller i¢inde mevcuttur ve gesitli
hiicresel bilesenlerin asitlestirilmesi i¢in
gerekli olan 6zellesmis hiicrelerin

ATP6V0OA2 lizozomal VO alt birim | membran plazmasindadir. V- ATPaz,
a2 ATP hidrolizi i¢in periferal V membran
etki alani icerir ve proton translokasyonu
icin integral membran etki alani igerir.
Bu gen tarafindan kodlanan alt birim VO
domaininin bilesenidir [160].
ATP6VOD?2 alt birim d’nin yakin iligkili
v 1, | fomnlr bl e
u ulunur.
ATP6V0D2 lizozomal 38kDa, VO )
. ATP6VODL1 izoform formundan daha
alt birim d2 . .
fazla spesifik ekspresyonlar gosterir
[161].
Bu gen ¢oklu alt birim enzimi 6karyotik
intraselliiler organellerin
asidifikasyonuna aracilik eder. V-ATPaz
ATPaz, H+ sitozolik V etki alanindan ve
ATPEV1C? transporting, transmembran V, etki glrfmmdan o'h%su.r.
lysosomal 42kDa, V1 | Bu gen farkli VI domainin C alt birimi
alt birim C2 izoformlarin1 kodlar. Vakuolar —tip H *
ATPaz bir multimerik proton pompasidir
ve ¢esitli psikolojik siireclerde genis
olarak yer alir [162].
ATPaz, H+ tasimasi, | Basit bir genomik organizasyonu vardir.
ATP6V1E?2 lizozomal 31kDa, V1 | ATP6E ozellikle testiste transkribe olur
alt birim E2 [163].
ATPaz, H+ tagimast, Bu gen vakuolar ATPaz bilesenini kodlar
ATP6V1G3 lizozomal 13kDa, V1 | ve bu ¢oklu alt birim enzimi dkaryotik

alt birim G3

intraselliiler organellerin
asidifikasyonuna aracilik eder. Bu gen 3
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G alt birimi proteinlerinin bir tanesini
kodlar [164].

LHPP

Fosfolizin
fosfohistidin inorganik
pirofosfat fosfataz

Inorganik pirofosfataz olarak tanimlanan
bu gen fosfolizin fosfohistidin inorganik
pirofosfat fosfataz olarak adlandirilir.
Inorganik pirofosfata sadece oksijen
baglarin1 degil ayrica fosfolizin,
fosfohistidin ve imidodifosfata nitrojen
baglarini in vitro olarak katalizleyen bir
enzimdir [165].

OXA1L

Oksidaz (sitokrom c)
birlestirilmis 1-
benzeri

Bu gen mitokondriyal solunum zincirinin
cesitli komplekslerinin birlesmesinde yer
alir. Memelilerin mitokondriyal i¢
membraninda bulunan bu protein, i¢
membranda mitokondri translasyon
iiriinlerinin sayisina katilmada yer alir.
Bu proses boyunca, OXA1L’ nin C
terminal kuyrugu mitokondriyal
ribozomlara baglanir ve membran i¢inde
aciga c¢ikan zincirlerin membrana
eklenmesine ve sentezi kordine ettigine
inanilmaktadir [166].

PPA1

Pirofosfataz
(inorganik) 1

Inorganik pirofosfataz ailesinin iiyesi
olan bu gen tarafindan protein kodlanir.
Pirofosfataz fosfatin, inorganik fosfata
hidrolizini katalizler. Bu da hiicrelerin
fosfat metabolizmasi i¢in 6nemlidir.
Inorganik PPaz gastrik tiimér gelisiminde
yer alir ve insandaki gastrik kanserlerin
yetersiz prognozu ic¢in kullanigh bir
marker olabilecegi bildirilmistir [167].

PPA2

Pirofosfataz
(inorganik) 2

Bu gen mitokondrionda lokalize olur.
Inorganik PPaz ailesinin bir iiyesidir ve
katalitik PPaz aktivitesi i¢in onemli bir
dizi temeli igermektedir. PPaz hiicrelerin
fosfat metabolizmassi igin 6nemli olan
pirofosfatin inorganik fosfata hidrolizi ile
katalizlenir [168].
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Real-Time PCR analizi asagidaki protokole gore uygulandi.
e Reaksiyonlarin oldugu tiipler buz {izerine yerlestirildi.
e cDNA sentezi yapildiktan sonra her bir reaksiyona 91 pLL RNaz igermeyen Su
pipetaj yapilarak eklendi.
e Ardindan 3000-4000 rpm’e kadar spin yapildi.
e PCR bilesenlerinin karigimi RT? Profiler PCR Array formatina gore asagidaki

Tablo 8’de belirtildigi gibi ylikleme rezervuari igerisinde hazirlandi.

Tablo 8. PCR Bilesenleri Karisimi

Bilesenler Hacim

(2x) RT*SYBR Green Mastermix 1350 uL
cDNA Sentez Reaksiyon 102 uL
RNaz Igcermeyen Su 1248 uL
Toplam Hacim 2700 puL

NOT: Performansin arttirilmasi icin cDNA drneklerine RT? SYBR Green Mastermix

eklendi.

Hazirlanan karigimdan her bir kuyucuga 25 pL gelecek sekilde 96 kuyucuklu
Human Mitochondrial Energy Metabolism PCR Array e yiikleme yapildi.
(96- well plate’deki kuyucuklarin diplerinde enerji metabolizmasinda gérevli olan

genlerin 6zel bolgelerine spesifik olan ileri ve geri primerler bulunmaktadir.)
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e Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra, kuyucuklardaki hava kabarciklarinin
gitmesi i¢in oda sicakliginda Eppendorf 5810R santrifiijiinde 10,000 rpm’de 1 dakika
spin yapilarak hava kabarciklari giderildi.

e Plagn alt tarafina bakilarak kuyucuk i¢inde baloncuk olmadig1 kontrol edildi.

e PCR dongii programi kurulurken, RT? Profiler PCR Array buz iizerinde bekletildi.
e 96 kuyucuklu mikroplaga yiiklenen ornekler termal dongiiniin gergeklestirilmesi
icin 7900 HT Real Time PCR cihazina yerlestirildi.

¢ Real-Time dongiisii programlandi. (Tablo 9)

Tablo 9. PCR Calisma Protokolii

Dongiiler | Siire Sicaklik Aciklama

1 10dk 95°C Bu 1sitma adimiyla HotStart DNA Taq

Polimeraz aktive olur.

40 15s 95°C
1 dk 60°C Floresans veri toplaminin

gerceklestirilmesi saglanir.

e 15 saatlik bekleme sonrasinda bilgisayarda SDS 2.3 programi kullanilarak

amplifikasyon grafikleri ve Ct degerleri elde edildi.
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3.2.4. Verilerin Data Analizi ve Yorumlanmasi

SDS 2.3 programinda yapilan analiz sonuglar1 dogrultusunda tiim 6rnekler igin
elde edilen amlifikasyon grafiklerine ve Ct degerlerine uygun olacak treshold
ayarlamasi i¢in yapilan adimlar asagidaki gibidir.
e 35’ten biiylik olan Ct degerleri, cut-off degeri 35 oldugundan dolayr 35°e
sabitlendi.
e Genomik DNA kontrol (GDC) kuyularinin Ct degerleri incelendi. (C®P¢

hesaplandi.)

e PCR pozitif kontrol (PPC) degerleri kullanilarak, reverse transkripsiyon kontrol

(RTC) Cr degerleri incelendi.

ACt= ORTC™® - ORT C;7¢

e Pozitif PCR kontrol (PPC) kuyularinin Ct degerleri incelendi. (C1™ hesaplandi.)
Tiim orneklerin kontrol kuyularinin Ct degerleri asagida verilen degerlere
uygun olacak sekilde ayarlama yapilip en uygun treshold degeri secildi. H6, H7, H8,

H9, H10, H11, H12 kuyucuklar1 kontrol kuyucuklaridir.

H6 — GDC — C:°P¢>35
H7, H8, H9 — RTC
H10,H11,H12 —» PPC— C{7¢=20+2

ORTCR™® - ORT C;"°°<5

e Yukaridaki parametrelere gore farkli treshold degerleri denendi ve 0,6 degerine
karar verildi.
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e Tim Ornekler icin uygun olan treshold degeri segildikten sonra elde edilen

sonuglar  Sabioscience’taki ~ Standard RT> PCR  Array  programina

(http://www.sabiosciences.com/dataanalysis.php) yiiklenip tiim Orneklerin data
analizleri yapildi. Programdaki data analizi sonucunda;

e Normalizasyon yapmak amaciyla, yolak odakli genler i¢in her bir plakta Cr
degerlerini kullanarak ilgili genler ve housekeeping genler (HKG) i¢in ACt degerleri
hesaplanda.

e Biyolojik ve/veya teknik tekrarlar gergeklestirildikten sonra her bir hasta grubu
icin tekrarlanan diziler arasinda her bir genin ortalama ACt degeri hesaplandi.

e iki RT? Profiler PCR Array arasinda her bir gen icin AACT degerleri hesaplandi.

Formul:

AACt= AC+ (grup 2) — ACt(grup 1)

Grupl: Kontrol 6rneklerin grubu
Grup2: Hasta 6rneklerin grubu

o(-ACT)

e Hasta 6rnek grubunda (grup 1) kontrole gore gibi kag kat degisim oldugu

bulundu.

AACt Data Analiz Metodunun Matematiksel Ac¢iklamasi

Esik dongiisii (Ct) ve orijinal gen ekspresyon diizeyi arasindaki iliski ters
orantili olmasindan ve her dongiide liriin miktarinin 2 katina ¢ikarilmasindan dolayz,
ilgili her bir gen i¢in orjinal gen ekspresyon diizeyi (L) ;

L= 2" formiilii ile bulunur.
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Ilgili genin (GOI) ekspresyon diizeyi, housekeeping genin (HKG) ekspresyon

diizeyine boliinerek normalizasyon yapilir.

2-CH(GON)

— o [CHGON-CHHKG)] — o-ACH

o-CH(HKG)

Gen ekspresyonlar1 igindeki katlanma degisikliklerinin belirlenmesi igin,
eksperimental Ornekteki normalize edilmis GOI ekspresyonunun, kontrol

ornegindeki normalize edilmis ayn1 GOI’'nin ekspresyonuna boliinmesi gerekir.

2-ACt(expt)

— 2 —~AACt

2" ACt(kontrol)

Hesaplamanin tamami asagida verilmektedir.

9-ACHGON) expt

2-ACHHKG) expt o-[CH(GOD-CH(HKG)] expt 9-ACt expt

—AA
2 Ct

2-ACt(GOI) kontrol 2-[CI(GO|)-CI(HKG)] kontrol 2-ACt kontrol

2"ACHHKG) Lontrol
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Data Analizinin Yorumlanmasi

AAC; = ACt (grup 1) - ACt (kontrol)
1 < AACt <2 ise ilgili gen grup 1’de upregiiledir (ihmal edilebilir).

2 < AACtise ilgili gen grup 1°de upregiiledir (ekspresyon artmis).

0,5 < AACt <1 ise ilgili gen grup 1’de downregiiledir (ihmal edilebilir).

AACt < 0,5 ise ilgili gen grup 1°de downregiiledir (ekspresyon azalmis).

Fold Degisim > 1 iken Fold Regiilasyon = Fold Degisim

Fold Degisim < 1 iken Fold Regiilasyon = -1/ Fold Degisim
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BOLUM 111
4. BULGULAR

Bu ¢alisgmanin amaci elektron transport zincirinde gorevli genlerin ekspresyon
diizeylerinin uterus myomlu kadinlardan elde edilen myom dokularinda
arastirllmasidir. Calisma grubu Ege Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
A.D.’nda uterus myom tanisi konulmus kisilerden olusmaktadir. Calismamiza, 16
hastadan RNA Kkalitesi ile miktar1 uygun olan ve yeterli cDNA sentez edilen 6
hastanin doku o6rnegi dahil edilmistir. Hasta grubu olarak hastalarin opere myom
dokusu, kontrol grubu olarak ise normal uterus dokusu kullanilmistir. Bu doku
orneklerinde elektron transport zincirinde gorevli 84 genin ekspresyon profilleri
kantitatif Real Time PCR yontemiyle olusturularak elde edilen sonuglar PCR Array

Data Analysis SDS 2.3 programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.
4.1. Demografik Bulgular

Calismanmn ilk evresini olusturan E.U. Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum A.D.’na bagvuran 22-64 yas araliginda reprodiiktif ¢agdaki 16 hastanin

demografik bulgular1 Tablo.10’da verilmistir.

Tablo 10. Hastalarin Demografik Bulgular:

NlJHrT?;t’ZSI I;'?:;F Dokunun Alindig1 Yer
1 49 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
2 46 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
3 22 Myom(LAR), Myomektomi, Uterus hari¢
4 47 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
5 64 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
6 53 Myom(LAR), Myomektomi, Uterus hari¢
7 45 Uterus, Prolapsus i¢in (+/- Tube ve Overler)
8 48 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
9 42 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Hari¢, Tuba Uterina
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10 41 Myom(LAR), Myomektomi, Uterus harig

11 42 Myom(LAR), Myomektomi, Uterus hari¢

12 42 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
13 43 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
14 39 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
15 40 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig
16 34 Uterus, (+/- Adneksler), TM ve Prolapsus Harig

4.2. Doku Homojenizasyonu ve RNA izolasyonu Sonuclari

Hastalardan, 23-35,5 mg agirliginda uterus myom dokusu ve komsu dokudan
normal doku alindi. Calismanin ilk evresinde 16 hastadan alinan myom ve saglikli
doku oOrneklerine homojenizasyon ve RNA izolasyonu islemi uygulandi.
Gergeklestirilen doku homojenizasyonu islemi i¢in tartilan doku agirliklar asagidaki

Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. E.U. Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum A.D.’na Basvuran

Hastalardan Elde Edilen Dokularin Agirhklar

N:In?iim Myom Doku Agirhg: Kontrol Doku Agirhg:
1 24,0 mg 30,0 mg
2 35,5 mg 30,0 mg
3 31,0 mg 30,0 mg
4 28,0 mg 31,0 mg
5 29,0 mg 27,0 mg
6 31,0 mg 29,0 mg
7 25,0 mg 28,4 mg
8 23,0 mg 25,0 mg
9 30,0 mg 25,0 mg
10 29,0 mg 25,0 mg
11 27,0 mg 28,0 mg
12 24,0 mg 25,0 mg
13 28,0 mg 26,6 mg
14 30,0 mg 29,0 mg
15 30,0 mg 29,0 mg
16 29,0 mg 28,0 mg
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Elde edilen RNA’nin safliginin ve miktarinin hesaplanabilmesi i¢in ND-1000

UV-Vis (Nanodrop) spektrofotometre kullanilarak 260 ve 280 nm’de absorbans

Ol¢timii yapildi. Yapilan 6l¢iim sonuglar1 asagidaki Tablo 12° de gosterilmistir.

Tablo 12. Homojenizasyon ve Total RNA Izolasyonu Sonuglari

Hasta Numaralari ng/ul A260 A280 260/280 | 260/230

1H 364,94 9,124 4,659 1,96 1,43
1K 436,55 10,914 5,597 1,95 1,54
2H 373 9,325 4,702 1,98 2,09
2K 499,54 12,489 6,23 2 1,88
3H 381,68 9,542 4,796 1,99 1,98
3K 204,46 5,112 2,507 2,04 0,7

4H 369,72 9,243 4,627 2 2,2

4K 174,07 4,352 2,156 2,02 0,53
5H 2423 6,057 2,974 2,04 0,53
5K 513,69 12,842 6,266 2,05 2,27
6H 247,6 6,19 3,087 2,01 1,57
6K 228,85 5,721 2,831 2,02 0,76
7H 451,94 11,298 5,695 1,98 1,89
7K 774,74 19,368 9,557 2,03 2,09
8H 293,16 7,329 3,697 1,98 2,16
8K 411 10,275 5,221 1,97 2,04
9H 581,98 14,549 7,253 2,01 1,44
9K 44211 11,053 5,623 1,97 1,89
10H 639,72 15,993 8,081 1,98 1,94
10K -0,53 -0,013 0,01 -1,32 -0,02
11H 653,45 16,336 8,351 1,96 2,03
11K 672,66 16,817 8,363 2,01 2,22
12H -1,59 -0,04 -0,034 1,18 0,64
12K 680,73 17,018 8,423 2,02 2,1

13H 452,9 11,323 5,719 1,98 1,84
13K 365,25 9,131 4,556 2 1,92
14H 986,5 24,663 12,281 2,01 2,17
14K 584,18 14,604 7,314 2 2,23
15H 4749 11,872 6,077 1,95 2,11
15K 955,34 23,884 12,108 1,97 2,2

16H 1886,23 47,156 23,427 2,01 2,21
16K 417,39 10,435 5,306 1,97 2,15

Her bir doku 6rneginden izole edilen total RNA’larin miktarlar1 6lciildiikten

sonra bu sonuclar dogrultusunda RNA safligi ve konsantrasyonu (250 ng/uL ve

tizeri), absorbans oranlar1 A260/A280 (1,8-2,0), A260/A230 (2-2,2) se¢me Kkriteri
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olarak belirlendi. Konsantrasyonu yiiksek olan RNA &rnekleri seyreltildi. 2, 7, 8, 9,
11, 13, 14, 15, 16 numaral: 6rnekler RNA biitlinligiine bakilmak tizere se¢ildi. RNA

biitlinliigiine bakilan 6érnekler Tablo 12°de kirmizi ile isaretlenmistir.
RNA’min Biitiinliigiiniin Ol¢iilmesi Sonuclar

RNA biitiinliigli analizi 6ncesi ¢ipe yiikleme i¢in 2, 7, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16
numarali 6rneklere seyreltme islemi uygulandi. Yapilan seyreltme islemleri Tablo

13’te gosterilmistir.

Tablo 13. RNA Biitiinliigiine i¢cin Yapilan Seyreltme islemleri

Hasta RNA Konsantrasyonu Seyreltme Faktorii
Numara
2. Hasta 373 ng/uL (-)
2. Kontrol 499,54 ng/uL (x2)
7. Hasta 451,94 ng/uL (x2)
7. Kontrol 774,74 ng/uL (x2)
8. Hasta 293,16 ng/uL (-)
8. Kontrol 411 ng/uL (x2)
9. Hasta 581,98 ng/uL (x2)
9. Kontrol 442,11 ng/uL (x2)
11. Hasta 653,45 ng/uL (x2)
11. Kontrol 672,66 ng/uL (x2)
13. Hasta 452,9 ng/uL (x2)
13. Kontrol 365,25 ng/uL (x2)
14. Hasta 986,5 ng/uL (x3)
14. Kontrol 584,18 ng/uL (x2)
15. Hasta 474,9 ng/uL (x2)
15. Kontrol 955,34 ng/uL (x3)
16. Hasta 1,886.23 ng/uL (x4)
16. Kontrol 417,39 ng/uL (x2)

‘(-)’ ile gosterilen seyreltme yapilmadi anlamindadir.
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Seyreltme isleminin ardindan Agilent 2100 Biyoanalizér cihazi ile RNA
biitiinligline bakildi. Elektroforetik analiz sonucunda rRNA’nin 2 altbirimi olan 18S
(asagidaki bant) ve 28S (yukaridaki bant)’in 2 ayr1 bant seklinde belirmesi beklenir.
Hastalardan izole edilen RNA’larda elektroforetik analiz sonucunda birbirinden
ayrilmis 2 belirgin bant hepsinde gozlenmedi. En iyi sonug¢ aldiklarimiz 7, 8, 11, 14,
15, 16 numarali 6rneklerdir. Bu durum bize izole edilen total RNA’nin degredasyona
ugradigin1  diistindiirmektedir.  Elektroforetik analiz  sonuglart  Sekil 9°da

gosterilmektedir.
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Sekil 9. Elektroforez Sonucu Elde Edilen Bantlar
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Elektroferogramda rRNA’nin 2 altbirimi olan 18S (sol) ve 28S (sag)’in 2 ayr1

belirgin pik vermesi beklenir. 7, 8, 11, 14, 15, 16 numarali 6rneklerden izole edilen

RNA’lar hem 6rnek grubunda hem kontrol grubunda belirgin olarak 2 ayri pik verdi.

Orneklere ait RNA elektroferogram pik grafikleri Sekil 10°da gosterilmektedir.
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Sekil 10. Orneklere ait RNA Elektroferogram Pik Grafikleri

Bunlardan en yiiksek elde ettigimiz RIN degerleri secildi. Tablo 14’te analiz

sonucu elde edilen RIN degerleri gosterilmistir.
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Tablo 14. RNA Biitiinliigii Analizi Sonucu Elde Edilen RIN Degerleri

Hasta RIN Degeri
Numara

2. Hasta 5,2
2. Kontrol 7.1
7. Hasta 45
7. Kontrol 55
8. Hasta 6

8. Kontrol 6,83
9. Hasta 5,7
9. Kontrol 6,8
11. Hasta 5,8
11. Kontrol 55
13. Hasta 4,8
13. Kontrol 5,4
14. Hasta 6,2
14. Kontrol 71
15. Hasta 6,7
15. Kontrol 6,8
16. Hasta 7,1
16. Kontrol 75

Secilen RIN degerleri kirmizi ile isaretlenmistir.

4.3. Real Time PCR Analizi Sonuglar:

izole Edilmis Total RNA’dan cDNA Sentezi Sonuclar

RNA biitiinliigi analizi sonucunda elde edilen RIN degerleri dogrultusunda
cDNA sentezi yapilmasi igin 7, 8, 11, 14, 15, 16 numarali 6rnekler segildi. Kalitesi
ve miktar1 yeterli goriilen, izole edilen RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Tablo 15°te

yapilan cDNA sentez sonuglar1 gosterilmistir.

Tablo 15. cDNA Sentez Sonugclar:
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NG /UL A260 A280 260/ 280 260/230
7K cDNA 1,319.07 26,310 15,613 1,69 1,94
7H cDNA 1,087.45 21,749 12,630 1,72 2,02
8K cDNA 1,286.95 25,739 15,636 1,65 2,03
8H cDNA 1,345.24 26,905 16,252 1,66 2,06
11K cDNA 1,337.88 26,758 15,845 1,69 1,93
11H cDNA 1,303.64 26,073 15,433 1,69 1,95
14K cDNA 1,270.32 25,406 15,025 1,69 1,95
14H cDNA 1,254,04 25,081 14,758 1,70 1,95
15K cDNA 1,285.95 25,719 15,140 1,70 1,94
15H cDNA 1,280.34 25,607 15,108 1,69 1,95
16K cDNA 1,124.63 22,493 13,240 1,70 2,00
16H cDNA 1,286.81 25,736 15,292 1,68 1,96

PCR islemi i¢in en az 1000 ng/uL cDNA gerekmektedir. Elde edilen sonuglara

gore tiim 6rneklere ait RNA’lar, basarili bir sekilde cDNA’ya ¢evrildi.

Treshold’un Belirlenmesi

Uygun treshold degerini bulabilmek igin 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8, 0,9 degerleri
tiim hasta ve kontrol doku 6rneklerinde son 7 kuyucuktaki kontrol genler igin bakildi.
Aralarindan uygun olan Ct degerini veren en kiigiik treshold degerinin 0,6 olduguna
karar verildi.

Threshold degeri 0,2 iken elde edilen Ct degerleri Tablo 16’da, threshold degeri

0,4 iken elde edilen Ct degerleri Tablo 17°de, threshold degeri 0,5 iken elde edilen Ct
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degerleri Tablo 18’de, threshold degerleri 0,6 iken elde edilen Ct degerleri Tablo

19°da, threshold degerleri 0,8 iken elde edilen Ct degerleri Tablo 20’de

gosterilmistir.

Tablo 16. Threshold Degeri 0,2 iken Elde Edilen Ct Degerleri

0,2 7K ™H 8K 8H 11K § 11H § 14K § 14H § 15K § 15H 16K | 16H
PPC 18,556 | 18,793 | 18,287 | 18,944 | 18,690 | 18,863 | 18,702 | 18,958 | 18,713 | 18,514 | 18,645 | 18,801
18,530 | 18,790 | 18,473 | 19,014 | 18,527 | 18,914 | 18,794 | 18,820 | 18,742 | 18,797 | 18,950 | 18,758
19,117 | 19,257 | 18,790 | 19,383 | 19,308 | 19,109 | 19,360 | 19,254 | 18,869 | 19,316 | 19,240 | 18,947
RTC 22,139 | 24,252 | 21,810 | 22,245 | 22,416 | 22,583 | 22,775 | 22,478 | 22,607 | 22,693 | 23,489 | 22,654
22,318 24,325 | 21,771 | 22,137 | 21,932 | 22,887 | 22,740 | 22,424 | 22,544 | 22,538 | 23,643 | 22,702
22,2481 24,262 | 21,679 | 22,191 | 22,844 | 22,614 | 22,681 | 22,385 | 22,571 | 22,698 | 23,250 | 22,556
GDC 36,416 X |34,099(35,235|35818| X 36,491 (35,618 37,029 |35,845 | 33,689 | 37,029
PPC ORT 18,734 | 18,947 | 18,517 | 19,114 | 18,842 | 18,962 | 18,952 | 19,011 | 18,775 | 18,876 | 18,945 | 18,835
RTC ORT [ 22,235 | 24,280 | 21,753 | 22,191 | 22,397 | 22,695 | 22,732 | 22,429 | 22,574 | 22,643 | 23,461 | 22,637
PPC-RTC | 3,501 | 5,333 | 3,237 | 3,077 | 3,556 | 3,733 | 3,780 | 3,418 | 3,799 | 3,767 | 4,516 | 3,802

Kirmizi ile igaretli degerler GDC — CTGDC > 35, ORTCTRTC -
kosulunu saglamadigindan dolayi treshold 0,2 degeri segilmedi.

Tablo 17. Threshold Degeri 0,4 iken Elde Edilen Ct Degerleri

ORT C{¢<5

04 7K 7H 8K 8H 11K § 11H § 14K § 14H § 15K § 15H 16K | 16H
PPC 19,642 | 19,836 | 19,344 | 19,934 | 19,662 | 19,842 | 19,710 | 19,914 | 19,698 | 19,442 | 19,676 | 19,795
PPC 19,544 119,820 | 19,398 | 19,984 | 19,522 | 19,942 | 19,848 | 19,793 | 19,714 | 19,829 | 19,942 | 19,751
PCC 20,063 | 20,248 | 19,772 | 20,375 | 20,264 | 20,072 | 20,317 | 20,169 | 19,893 | 20,257 | 20,209 | 19,998
RTC 23,230 | 25,217 | 22,903 | 23,204 | 23,412 | 23,602 | 23,769 | 23,461 | 23,569 | 23,654 | 24,485 | 23,644
RTC 23,373 | 25,278 | 22,820 | 23,123 | 23,078 | 23,839 | 23,750 | 23,448 | 23,495 | 23,543 | 24,618 | 23,717
RTC 23,338 | 25,249 | 22,767 | 23,145 | 23,899 | 23,601 | 23,686 | 23,357 | 23,528 | 23,728 | 24,207 | 23,571
GDC 37,211 X [35134(36,222 36,878 | X |37,49236,678|38,044|36,919 | 34,697 | 37,126

PPC ORT j19,750 | 19,968 | 19,505 | 20,098 | 19,816 | 19,952 | 19,958 | 19,959 | 19,768 | 19,843 | 19,942 | 19,848
RTC ORT 23,314 | 25,248 | 22,830 | 23,157 | 23,463 | 23,681 | 23,735 | 23,422 | 23,531 | 23,642 | 24,437 | 23,644
PPC-RTC { 3,564 | 5,280 | 3,325 | 3,060 | 3,647 | 3,729 | 3,777 | 3,463 | 3,762 | 3,799 | 4,494 | 3,796
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Kirmizi ile isaretli degerler GDC — C1°P¢ > 35, ORTCR™® -ORT C+7°< 5

kosulunu saglamadigindan dolayi treshold 0,4 degeri segilmedi.

Tablo 18. Threshold Degeri 0,5 iken Elde Edilen Ct Degerleri

0,5 7K 7H 8K 8H 11K § 11H § 14K § 14H § 15K § 15H j 16K § 16H
PPC 19,983 | 20,180 | 19,677 | 20,272 | 18,341 | 20,177 | 20,053 | 20,237 | 20,023 | 19,754 | 20,014 | 20,098
PPC 19,872 20,165 | 19,706 | 20,292 | 18,154 | 20,275 | 20,207 | 20,131 | 20,049 | 20,169 | 20,268 | 20,075
PPC 20,388 | 20,584 | 20,057 | 20,709 | 18,873 | 20,402 | 20,650 | 20,492 | 20,231 | 20,578 | 20,540 | 20,346
RTC 23,578 | 25,547 | 23,248 | 23,529 | 21,959 | 23,921 | 24,076 | 23,781 | 23,889 | 23,968 | 24,806 | 23,960
RTC 23,708 | 25,604 | 23,172 | 23,454 | 21,521 | 24,140 | 24,061 | 23,772 | 23,808 | 23,858 | 24,937 | 24,040
RTC 23,684 | 25,576 | 23,115 | 23,475 | 22,457 | 23,910 | 23,985 | 23,681 | 23,839 | 24,019 | 24,520 | 23,895
GDC 37,508 X |35513]36,559|35409| X [37,85337,063 |38,338 37,302 | 34,976 | 38,458
PPC ORT § 20,081 | 20,310 | 19,813 | 20,424 | 18,456 | 20,285 | 20,303 | 20,287 | 20,101 | 20,167 | 20,274 | 20,173
RTC ORT §23,657 | 25,576 | 23,178 | 23,486 | 21,979 | 23,990 | 24,041 | 23,745 | 23,845 | 23,948 | 24,754 | 23,965
RTC-PPCQ 3,576 | 5,266 | 3,365 | 3,062 | 3,523 | 3,706 | 3,737 | 3,458 | 3,744 | 3,781 | 4,480 | 3,792

Kirmizi ile igaretli degerler GDC — C°Pc

kosulunu saglamadigindan dolayi treshold 0,5 degeri se¢ilmedi.

>35 ORTC{"'® -ORT C;"°<5

Tablo 19. Threshold Degeri 0,6 iken Elde Edilen Ct Degerleri

0.6 7K 7H 8K 8H 11K § 11H 14K § 14H 15K § 15H 16K | 16H
PPC 20,280 | 20,460 | 19,952 | 20,546 | 20,252 | 20,439 | 20,326 | 20,499 | 20,288 | 20,005 | 20,291 | 20,365
PPC 20,141 | 20,442 | 19,964 | 20,556 | 20,106 | 20,545 | 20,484 | 20,398 | 20,316 | 20,445 | 20,537 | 20,347
PPC 20,661 | 20,866 | 20,337 | 20,991 | 20,869 | 20,679 | 20,932 | 20,764 | 20,508 | 20,847 | 20,816 | 20,630
RTC 23,865 | 25,823 | 23,533 | 23,801 | 23,983 | 24,176 | 24,345 | 24,014 | 24,160 | 24,248 | 25,052 | 24,212
RTC 23,986 | 25,878 | 23,457 | 23,730 | 23,718 | 24,404 | 24,335 | 24,017 | 24,049 | 24,111 | 25,192 | 24,320
RTC 23,970 | 25,850 | 23,410 | 23,744 | 24,545 | 24,156 | 24,255 | 23,951 | 24,076 | 24,291 | 24,781 | 24,155
GDC 37,761 X 35,843 | 36,842 | 37,594 X 38,153 | 37,388 | 38,632 | 37,619 | 35,259 | 38,789

PPC ORT j 20,361 | 20,589 | 20,084 | 20,698 | 20,409 | 20,554 | 20,581 | 20,554 | 20,371 | 20,432 | 20,548 | 20,447
RTC ORT j 23,940 | 25,850 | 23,467 | 23,758 | 24,082 | 24,245 | 24,312 | 23,994 | 24,095 | 24,217 | 25,008 | 24,229
RTC-PPC | 3,580 | 5,261 | 3,382 | 3,061 | 3,673 | 3,691 | 3,731 | 3,440 | 3,724 | 3,784 | 4,460 | 3,782
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Kirmuzi ile isaretli deger ORTCR'C - ORT C1™° < 5 kosulunu saglamadi ama
denenen treshold degerleri arasindan en ¢ok uygun olan 0,6 degeri oldugundan
dolay1 bu deger secildi.

Tablo 20. Threshold Degeri 0,8 iken Elde Edilen Ct Degerleri

0,8 7K H 8K 8H 11K § 11H 14K | 14H 15K | 15H 16K | 16H

PPC 20,746 | 20,915 | 20,382 | 20,975 | 20,697 | 20,863 | 20,766 | 20,929 | 20,716 | 20,445 | 20,735 | 20,804

PPC 20,595 | 20,892 | 20,364 | 20,957 | 20,559 | 20,925 | 20,932 | 20,829 | 20,749 | 20,891 | 20,978 | 20,79

PPC 21,047 | 21,291 | 20,807 | 21,423 | 21,282 | 21,071 | 21,339 | 21,155 [ 20,961 | 21,247 | 21,229 | 21,032

RTC 24,296 | 26,235 | 23,936 | 24,204 | 24,436 | 24,619 | 24,789 | 24,456 | 24,607 | 24,686 | 255 | 24,657

RTC 24,401 26,288 | 23,918 | 24,141 | 24,133 | 24,845 | 24,785 | 24,458 | 24,491 | 24,551 | 25,64 | 24,777

RTC 24,421 | 26,267 | 23,886 | 24,145 | 24,997 | 24,589 | 24,698 | 24,383 | 24,515 | 24,738 | 25,16 | 24,608

GDC 38,159 | X |36,381(37,237|38,154| X |38,613| 37,93 [39,139 | 38,126 | 35,739 | 39,34

PPC ORT j 20,796 | 21,033 | 20,518 | 21,118 | 20,846 | 20,953 | 21,012 | 20,971 | 20,809 | 20,861 | 20,981 | 20,875

RTC ORT [ 24,373 | 26,263 | 23,913 | 24,163 | 24,522 | 24,684 | 24,757 | 24,432 | 24,538 | 24,658 | 25,433 | 24,681

RTC-PPCQ 3,577 | 5,231 | 3,396 | 3,045 | 3,676 | 3,731 | 3,745 | 3,461 | 3,729 | 3,797 | 4,453 | 3,805

Kirmizi ile isaretli deger ORTCTRTC - ORT CTPPC < 5 kosulunu saglamadi.

Fakat bundan 6nce denenen 0,6 treshold degeri daha kii¢iik oldugundan dolay1 bu
deger secilmedi.
GDC — C®P¢ >35
PPC — C17¢=20+2
ORTC:™® - ORT C;"¢< 5

Yukaridaki parametrelerde gore en uygun treshold degerinin 0,6 olduguna karar
verildikten sonra tiim hasta ve kontrol 6rneklerine treshold 0,6 degeri uygulandi.
Orneklerin Ct degerleri treshold 0,6 degerine gore elde edildi.

Real Time PCR cihazindan elde edilen 7, 8, 11, 14, 15, 16 numarali hasta ve

kontrol 6rnekleri i¢in Ct degerleri asagidaki Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21. Tiim Hasta ve Kontrol Orneklerinin Ct Degerleri
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Genler 7K H 8K 8H 11K § 11H § 14K | 14H § 15K § 15H j 16K J 16H
ATP12A |} 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000
ATP4A 35,000 | 35,000 | 34,772 | 35,000 | 34,981 | 33,680 | 34,991 | 33,540 | 34,044 | 35,000 | 35,000 | 34,619
ATP4B 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 34,528 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000
ATP5A1 | 26,154 | 28,901 | 23,669 | 27,484 | 24,880 | 24,647 | 23,701 | 24,188 | 23,812 | 24,341 | 23,730 | 23,356
ATP5B 25,958 | 28,931 | 23,570 | 27,153 | 25,483 | 24,108 | 23,632 | 23,993 | 23,517 | 24,352 | 23,934 | 23,373
ATP5C1 | 25,281 | 27,947 | 23,965 | 26,381 | 25,788 | 24,630 | 24,126 | 24,494 | 24,242 | 24,579 | 24,560 | 23,953
ATP5F1 28,367 | 30,709 | 26,064 | 29,695 | 27,957 | 27,078 | 25,977 | 26,778 | 26,009 | 26,428 | 25,963 | 25,894
ATP5G1 | 27,483 | 29,536 | 25,806 | 28,620 | 26,329 | 25,988 | 25,533 | 25,441 | 24,986 | 25,865 | 26,116 | 25,345
ATP5G2 | 29,465 | 31,528 | 28,630 | 29,237 | 29,499 | 28,695 | 28,735 | 29,169 | 30,506 | 30,140 | 31,377 | 28,314
ATP5G3 | 27,717 | 29,669 | 24,876 | 28,479 | 26,292 | 26,039 | 24,512 | 25,300 | 24,588 | 25,137 | 25,117 | 24,553
ATP5H 26,658 | 29,413 | 25,107 | 27,740 | 26,051 | 26,459 | 24,553 | 25,378 | 24,951 | 25,925 | 26,021 | 25,032
ATPSI 24,920 | 26,204 | 23,712 | 25,604 | 24,368 | 24,861 | 23,814 | 24,150 | 23,637 | 24,102 | 23,992 | 23,680
ATP5J 26,141 | 29,353 | 23,954 | 27,385 | 24,925 | 35,000 | 24,211 | 24,666 | 24,234 | 24,563 | 24,316 | 23,970
ATP5J2 32,634 | 35,000 | 31,245 | 33,666 | 30,865 | 29,792 | 31,157 | 30,599 | 31,719 | 31,624 | 31,600 | 29,757
ATP5L 33,206 | 35,000 | 32,475 | 33,509 | 32,510 | 31,931 | 32,951 | 31,621 | 31,683 | 32,983 | 32,859 | 31,616
ATP50 25,290 | 27,624 | 23,585 | 26,346 | 24,657 | 24,113 | 23,773 | 23,935 | 23,884 | 24,247 | 23,737 | 23,724
ATP6VOA2 | 30,971 | 33,186 | 29,063 | 32,561 | 30,411 | 28,591 | 29,152 | 30,183 | 28,504 | 29,139 | 29,610 | 28,578
ATP6VOD?2 J 35,000 | 35,000 | 32,470 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000
ATP6V1C2 | 35,000 | 35,000 | 34,751 | 35,000 | 34,494 | 32,149 | 35,000 | 34,925 | 34,711 | 34,977 | 35,000 | 34,661
ATP6V1E2 | 31,278 | 34,210 | 30,403 | 31,030 | 30,205 | 29,753 | 30,508 | 30,890 | 30,155 | 30,249 | 31,706 | 29,853
ATP6V1G3 § 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000
BCSI1L 29,866 | 32,448 | 28,530 | 29,989 | 28,599 | 28,296 | 28,655 | 28,901 | 28,602 | 28,700 | 29,997 | 27,998
COX411 | 24,872 | 27,170 | 23,145 | 26,056 | 24,151 | 25,103 | 23,169 | 23,418 | 23,155 | 23,794 | 23,325 | 22,850
COX412 | 29,302 | 33,610 | 28,961 [ 30,970 | 29,150 | 30,699 | 28,517 | 28,697 | 28,069 | 28,254 | 29,100 | 28,566
COX5A 27,511 | 30,804 | 25,998 | 28,741 | 26,411 | 35,000 | 25,819 | 25,679 | 25,615 | 26,289 | 26,339 | 25,566
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COX5B 26,527 | 29,464 | 24,774 | 27,980 | 25,674 | 25,109 | 24,653 | 24,487 | 24,656 | 25,344 | 24,963 | 24,504
COX6A1 27,279 | 30,007 | 25,755 | 27,673 | 25,553 | 23,940 | 25,318 | 25,415 | 25,085 | 25,747 | 25,922 | 25,251
COX6A2 | 33,747 | 35,000 | 30,804 | 33,905 | 32,965 | 35,000 | 32,398 | 32,318 | 31,311 | 32,295 | 32,417 | 32,884
COX6B1 [ 27,900 | 30,961 | 26,826 | 28,736 | 28,467 | 27,371 | 26,818 | 26,560 | 26,533 | 26,977 | 27,706 | 26,377
COX6B2 [ 35,000 | 35,000 | 33,724 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 34,482 | 35,000 | 34,142 | 34,538 | 34,395 | 35,000
COX6C 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 38,662 | 34,686 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000
COXT7A2 | 27,793 | 29,865 | 24,913 | 28,473 | 26,408 | 26,475 | 24,891 | 25,974 | 24,714 | 25,058 | 25,079 | 24,586
COXT7A2L § 26,647 | 30,802 | 25,098 | 27,916 | 26,427 | 26,639 | 25,242 | 25,323 | 25,497 | 25,960 | 26,259 | 24,952
COX7B 26,247 | 28,795 | 24,578 | 26,511 | 25,230 | 24,970 | 24,766 | 24,580 | 24,297 | 24,975 | 24,793 | 24,528
COX8A 26,818 | 30,267 | 24,970 | 27,902 | 25,864 | 25,682 | 24,943 | 25,746 | 24,294 | 25,573 | 25,950 | 24,731
COX8C 33,587 | 35,000 | 32,505 | 34,885 | 32,702 | 33,330 | 32,834 | 32,219 | 32,370 | 32,005 | 33,056 | 33,117
CYC1 31,371 | 35,000 | 28,921 | 32,218 | 29,372 | 35,000 | 29,012 | 29,112 | 28,811 | 29,311 | 31,332 | 29,195
LHPP 29,408 | 32,980 | 28,511 | 30,693 | 27,867 | 27,333 | 27,977 | 27,553 | 27,029 | 28,466 | 28,979 | 28,850
NDUFAL1 J 31,655 | 34,667 | 29,437 | 32,029 | 29,558 | 29,707 | 29,349 | 29,416 | 28,805 | 29,303 | 29,509 | 28,939
NDUFA10 § 27,395 | 30,007 | 26,505 | 27,910 | 26,410 | 26,185 | 26,449 | 26,631 | 26,695 | 26,797 | 27,843 | 26,275
NDUFA11 § 26,136 | 28,468 | 25,348 | 26,659 | 27,444 | 25,494 | 25,500 | 25,390 | 25,057 | 25,661 | 25,834 | 25,132
NDUFA2 J 27,940 | 30,739 | 26,096 | 28,721 | 27,516 | 27,305 | 26,153 | 26,578 | 26,016 | 26,726 | 26,432 | 25,800
NDUFA3 [ 26,794 | 29,246 | 25,950 | 27,058 | 27,387 | 26,138 | 25,644 | 25,934 | 25,123 | 25,876 | 26,923 | 25,605
NDUFA4 | 27,298 | 30,223 | 25,167 | 28,788 | 26,236 | 25,822 | 25,042 | 26,660 | 24,954 | 25,479 | 25,651 | 25,006
NDUFAS5 | 34,288 | 35,000 | 31,556 | 35,000 | 33,818 | 32,117 | 31,794 | 32,129 | 31,128 | 32,351 | 32,290 | 30,784
NDUFAG6 | 31,034 | 33,917 | 28,764 | 32,353 | 29,932 | 29,136 | 29,127 | 29,005 | 28,542 | 28,640 | 28,664 | 27,840
NDUFA7 J 30,766 | 33,043 | 28,123 | 31,932 | 29,342 | 28,962 | 27,958 | 28,632 | 27,647 | 28,404 | 28,085 | 27,646
NDUFA8 29,909 | 33,941 | 27,898 | 30,961 | 31,514 | 29,178 | 27,870 | 27,954 | 27,655 | 28,346 | 28,544 | 27,459
NDUFAB1 § 28,230 | 30,394 | 25,984 | 27,978 | 26,475 | 35,000 | 26,135 | 26,021 | 26,146 | 26,484 | 26,242 | 25,971
NDUFB10 J 26,963 | 29,707 | 24,858 | 27,957 | 26,287 | 26,081 | 25,397 | 25,749 | 25,307 | 25,790 | 25,227 | 24,857
NDUFB2 § 27,760 | 30,128 | 25,832 | 28,337 | 26,657 | 26,168 | 25,672 | 26,288 | 25,154 | 25,970 | 25,659 | 25,610
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NDUFB3 § 27,595 | 30,075 | 25,500 | 28,545 | 26,626 | 26,280 | 25,413 | 25,580 | 25,471 | 25,956 | 25,393 | 25,521
NDUFB4 |§ 26,981 | 29,695 | 24,819 | 27,704 | 27,488 | 25,614 | 25,120 | 25,141 | 25,010 | 25,422 | 25,763 | 24,319
NDUFB5 |§ 28,406 | 31,007 | 25,772 | 29,350 | 28,140 | 27,325 | 25,960 | 27,410 | 26,138 | 26,408 | 26,338 | 25,546
NDUFB6 § 31,762 | 32,934 | 27,726 | 31,900 | 29,159 | 29,686 | 27,842 | 29,263 | 27,906 | 28,003 | 27,754 | 27,684
NDUFB7 § 26,845 | 29,949 | 25,455 | 27,754 | 27,460 | 25,936 | 25,764 | 26,450 | 25,507 | 26,241 | 26,917 | 26,064
NDUFB8 § 26,913 | 29,473 | 24,484 | 28,168 | 25,525 | 25,604 | 24,732 | 25,824 | 24,857 | 25,157 | 24,698 | 24,347
NDUFB9 |§ 25,826 | 28,797 | 24,356 | 26,732 | 25,039 | 24,882 | 24,513 | 24,964 | 24,324 | 25,126 | 25,175 | 22,412
NDUFC1 J 27,671 | 30,418 | 25,434 | 28,999 | 27,217 | 26,934 | 25,453 | 26,443 | 25,977 | 25,923 | 25,981 | 25,311
NDUFC2 ] 31,452 | 35,000 | 29,751 | 33,370 | 31,272 | 30,057 | 29,582 | 30,548 | 29,575 | 29,675 | 30,731 | 28,628
NDUFS1 27,671 | 31,031 | 26,157 | 28,640 | 26,723 | 35,000 | 26,165 | 26,218 | 26,167 | 26,635 | 27,254 | 26,100
NDUFS2 |§ 27,229 | 30,503 | 26,274 | 28,121 | 26,463 | 25,900 | 26,018 | 25,986 | 25,932 | 26,637 | 27,548 | 25,862
NDUFS3 | 28,189 | 30,406 | 26,488 | 28,740 | 27,063 | 26,111 | 26,548 | 26,380 | 26,632 | 27,053 | 26,494 | 26,054
NDUFS4 | 27,034 | 30,163 | 25,733 | 28,127 | 26,599 | 26,493 | 25,955 | 26,165 | 25,930 | 26,410 | 26,128 | 25,505
NDUFS5 | 25,128 | 27,744 | 23,219 | 25,425 | 25,916 | 23,605 | 23,188 | 23,793 | 22,905 | 23,286 | 23,597 | 22,678
NDUFS6 [ 26,951 | 28,622 | 25,029 | 27,963 | 27,803 | 25,908 | 24,895 | 25,173 | 24,556 | 25,549 | 24,751 | 24,858
NDUFS7 30,042 | 32,718 | 28,949 | 30,661 | 28,875 | 28,458 | 28,472 | 28,376 | 27,850 | 28,950 | 30,537 | 28,214
NDUFS8 | 26,219 | 27,712 | 25,253 | 27,011 | 25,720 | 25,419 | 25,180 | 25,034 | 24,572 | 25,666 | 25,428 | 24,831
NDUFV1 J 27,407 | 30,582 | 25,759 | 28,111 | 26,847 | 26,016 | 25,840 | 26,280 | 25,678 | 26,155 | 27,004 | 25,401
NDUFV2 | 26,756 | 29,654 | 25,965 | 27,922 | 25,974 | 25,888 | 25,300 | 25,519 | 25,220 | 25,843 | 26,166 | 25,151
NDUFV3 | 28,092 | 30,591 | 26,555 | 28,931 | 27,780 | 27,160 | 26,891 | 27,133 | 26,405 | 27,054 | 27,502 | 26,321
OXAlL 26,031 | 28,850 | 25,082 | 27,036 | 26,372 | 25,943 | 25,360 | 26,085 | 25,560 | 25,747 | 25,946 | 24,975

PPAl 26,934 | 31,001 | 25,961 | 28,494 | 26,190 | 35,000 | 25,609 | 25,909 | 25,079 | 26,159 | 25,923 | 26,557

PPA2 26,957 | 30,097 | 26,351 | 28,362 | 26,422 | 26,340 | 26,366 | 25,802 | 26,580 | 26,863 | 27,425 | 26,076

SDHA 27,462 | 31,844 | 25,907 | 28,485 | 26,844 | 26,668 | 26,191 | 26,015 | 25,831 | 26,430 | 26,991 | 25,746

SDHB 26,551 | 30,368 | 25,341 | 27,626 | 26,484 | 25,843 | 25,467 | 25,717 | 25,362 | 25,902 | 26,171 | 25,380

SDHC 27,973 | 32,629 | 26,297 | 29,682 | 27,657 | 27,308 | 26,638 | 26,712 | 26,653 | 26,876 | 26,995 | 26,585
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SDHD 30,043 | 34,856 | 28,212 | 31,174 | 29,852 | 28,072 | 28,212 | 28,754 | 28,192 | 28,347 | 29,412 | 27,849

UQCR11 [ 30,248 | 33,125 | 28,318 | 31,120 | 29,491 | 28,827 | 28,330 | 28,658 | 28,140 | 28,186 | 29,166 | 27,927

UQCRC1 [ 28,004 | 31,874 | 26,436 | 29,105 | 27,132 | 26,677 | 26,259 | 26,700 | 25,941 | 26,884 | 27,504 | 26,423

UQCRC2 [ 26,215 | 29,190 | 24,939 | 27,201 | 25,774 | 25,265 | 25,186 | 25,576 | 25,403 | 25,464 | 26,143 | 24,442

UQCRFSL1 | 28,148 | 31,293 | 25,439 | 28,867 | 27,323 | 27,012 | 25,732 | 26,495 | 25,421 | 25,973 | 26,483 | 25,178

UQCRH 27,102 | 29,229 | 24,576 | 27,938 | 25,996 | 25,802 | 24,847 | 25,444 | 24,814 | 25,043 | 25,613 | 24,492

UQCRQ 27,988 | 29,988 | 25,885 | 28,616 | 27,552 | 27,534 | 26,025 | 26,617 | 25,784 | 26,203 | 26,202 | 25,646

4.4, Sonuclarin Analizi ve Yorumlanmasi

Calismanin sonuglari, PCR Array Data Analysis SDS 2.3 programi kullanilarak
analiz edildi. Her bir gen igin hasta ve kontrollerdeki Ct degerlerinin ortalamalari
alind1 ve standart sapmalar1 hesaplandi. Ortalama Ct ve standart sapma degerleri

Tablo 22’de gosterilmektedir.

Tablo 22. Tiim Orneklerin Ortalama Ct Degerleri ve Standart Sapmasi

ORTALAMA Ct STANDART SAPMA
Gen Sembolii Kontrol Grup Grup 1 Kontrol Grup Grup 1
ATP12A 35,000 35,000 0,000 0,000
ATP4A 34,800 34,470 0,380 0,686
ATP4B 35,000 34,920 0,000 0,193
ATP5A1 24,320 25,490 1,009 2,186
ATP5B 24,350 25,320 1,083 2,207
ATP5C1 24,660 25,330 0,723 1,524
ATP5F1 26,720 27,760 1,123 1,956
ATP5G1 26,040 26,800 0,848 1,805
ATP5G2 29,700 29,510 1,061 1,162
ATP5G3 25,520 26,530 1,256 2,062
ATP5H 25,560 26,660 0,806 1,651
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ATPS5I 24,070 24,770 0,490 0,978
ATP5J 24,630 27,490 0,807 4,215
ATP5J2 31,540 31,740 0,620 2,162
ATP5L 32,610 32,780 0,533 1,336
ATP50 24,150 25,000 0,672 1,601
ATP6VOA2 29,620 30,370 0,919 2,032
ATP6V0D?2 34,580 35,000 1,033 0,000
ATP6V1C?2 34,830 34.450 0,210 1,136
ATP6V1E2 30,710 31,000 0,634 1,658
ATP6V1G3 35,000 35,000 0,000 0,000
BCS1L 29,040 29,390 0,692 1,647
COX411 23,640 24,730 0,718 1,672
COX4l12 28,850 30,130 0,467 2,057
COX5A 26,280 28,680 0,674 3,712
COX5B 25,210 26,150 0,751 2,075
COX6A1 25,820 26,340 0,776 2,163
COX6A2 32,270 33,570 1,074 1,254
COX6B1 27,370 27,830 0,761 1,749
COX6B2 34,460 34,920 0,496 0,189
COX6C 35,000 34,950 0,000 0,128
COX7A2 25,630 26,740 1,224 2,044
COXT7A2L 25,860 26,930 0,662 2,168
COX7B 24,990 25,730 0,689 1,669
COXB8A 25,470 26,650 0,907 2,061
COX8C 32,840 33,430 0,437 1,280
ORTALAMA Ct STANDART SAPMA
Gen Sembolii Kontrol Grup Grup 1 Kontrol Grup Grup 1l

CYC1 29,800 31,640 1,214 2,853
LHPP 28,300 29,310 0,853 2,159
NDUFA1 29,720 30,680 0,987 2,244
NDUFA10 26,880 27,300 0,596 1,462
NDUFA11 25,890 26,130 0,851 1,258
NDUFA2 26,690 27,640 0,825 1,802
NDUFA3 26,300 26,640 0,866 1,369
NDUFA4 25,720 27,000 0,907 2,068
NDUFAS5 32,480 32,900 1,284 1,721
NDUFA6 29,340 30,150 0,969 2,408
NDUFA7 28,650 29,770 1,186 2,178
NDUFA8 28,900 29,640 1,522 2,439
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NDUFAB1 26,540 28,640 0,846 3,538
NDUFB10 25,670 26,690 0,789 1,796
NDUFB2 26,120 27,080 0,939 1.773
NDUFB3 26,000 26,990 0,914 1,879
NDUFB4 25,860 26,320 1,120 2,000
NDUFB5 26,790 27,840 1,165 2,004
NDUFB6 28,690 29,910 1,600 2,106
NDUFB7 26,320 27,070 0,854 1,557
NDUFB8 25,200 26,430 0,910 1,964
NDUFB9 24,870 25,490 0,587 2,132
NDUFC1 26,290 27,340 0,938 1,966
NDUFC?2 30,390 31,210 0,866 2,442
NDUFS1 26,690 28,940 0,650 3,521
NDUFS?2 26,580 27,170 0,663 1,845
NDUFS3 26.900 27,460 0,666 1,758
NDUFS4 26,230 27,140 0,491 1,714
NDUFS5 23,990 24,420 1,231 1,867
NDUFS6 25,660 26,350 1,363 1,563
NDUFS7 29,120 29,560 0,998 1,788
NDUFS8 25,400 25,950 0,553 1,156
NDUFV1 26,420 27,090 0,751 1,938
NDUFV2 25,900 26,660 0,572 1,755
NDUFV3 27,200 27,870 0,688 1,590
OXA1L 25,730 26,440 0,477 1,354
PPA1 25,950 28,850 0,617 3,570
ORTALAMA Ct STANDART SAPMA
Gen Sembolii Kontrol Grup Grup1 Kontrol Grup Grup 1

PPA2 26,680 27,260 0,428 1,661
SDHA 26,540 27,530 0,659 2,322
SDHB 25,900 26,810 0,570 1,914
SDHC 27,040 28,300 0,651 2,414
SDHD 28,990 29,840 0,881 2,736
UQCR11 28,950 29,640 0,832 2,050
UQCRC1 26,880 27,940 0,797 2,163
UQCRC2 25,610 26,190 0,520 1,723
UQCRFS1 26,420 27,470 1,117 2,246
UQCRH 25,490 26,320 0,957 1,849
UQCRQ 26,570 27,430 0,948 1,631
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Ct degerlerine bakilarak grup 1°de kontrol grubuna gore ekspresyonun kag kat

degistigini ifade eden kat degisim degerleri (2-AvgACt) bulundu. Kat degisim

degerleri Tablo 23’te gosterilmektedir. Tablo 23’teki yorum olarak belirtilen;

A: Ornegin kabul edilebilir olmast i¢in rnek sayisinin azlig

B: Genin hem 6rnekte hem de kontroldeki ekspresyonunun ¢ok diisiik olmasi

C: Genin ne 6rnekte ne de kontrolde eksprese ediliyor olmasi anlamina gelmektedir.

Tablo 23. Tiim Orneklerin Kontrol Grup ile Karsilastirilmis Kat Degisim

Degerleri
Kat Degisim Degerleri
(Kontrol grup ile
karsilastirilan)
Grup 1l
Gen Kat Degisim Degeri % 95 ClI Yorum
Sembolii
ATP12A 2,343 (0.00001, 5.51) C
ATP4A 2,935 (0.00001, 6.36) B
ATP4B 2,475 (0.00001, 5.78) B
ATP5A1 1,047 (0.73,1.36) Kabul edilebilir
Kat Degisim Degerleri
(Kontrol grup ile
karsilastirilan)
Grup 1
Gen Kat Degisim Degeri % 95 ClI Yorum
Sembolii
ATP5B 1,197 (0.90, 1.49) Kabul edilebilir
ATP5C1 1,472 (0.72,2.23) Kabul edilebilir
ATP5F1 1,139 (0.73,1.55) Kabul edilebilir
ATP5G1 1,387 (0.95,1.82) Kabul edilebilir
ATP5G2 2,669 (0.00001, 5.90) Kabul edilebilir
ATP5G3 1,162 (0.79,1.54) Kabul edilebilir
ATP5H 1,092 (0.59,1.59) Kabul edilebilir
ATP5I 1,449 (0.30,2.60) Kabul edilebilir
ATP5J 0,323 (0.00001, 1.07) Kabul edilebilir
ATP5J2 2,036 (0.69,3.38) B
ATP5L 2,093 (0.50, 3.69) B
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ATP50 1,306 (0.72,1.90) Kabul edilebilir
ATP6VOA?2 1,389 (0.73,2.05) A
ATP6VOD?2 1,749 (0.00001, 4.21) B
ATP6V1C?2 3,036 (0.00001, 7.12) B
ATP6V1E2 1,919 (0.36,3.48) B
ATP6V1G3 2,343 (0.00001, 5.51) C

BCS1L 1,842 (0.61,3.07) Kabul edilebilir

COX4l1l 1,096 (0.51,1.69) Kabul edilebilir
COX4l2 0,963 (0.39,1.54) A
COX5A 0,444 (0.00001, 1.33) Kabul edilebilir
COX5B 1,221 (0.92,1.52) Kabul edilebilir
COX6A1 1,634 (0.70, 2.57) Kabul edilebilir
COX6A2 0,956 (0.01,1.90) B
COX6B1 1,709 (0.96, 2.46) Kabul edilebilir
COX6B2 1,697 (0.00001, 3.84) B

COX6C 2,429 (0.00001, 5.68) B

COXT7A2 1,089 (0.63,1.55) Kabul edilebilir
COX7A2L 1,116 (0.64,1.59) Kabul edilebilir

COX7B 1,402 (0.77,2.03) Kabul edilebilir

COX8A 1,036 (0.70,1.37) Kabul edilebilir

COX8C 1,563 (0.38,2.74) B

CYC1 0,656 (0.00001, 1.50) A
LHPP 1,158 (0.47,1.84) Kabul edilebilir
NDUFA1 1,206 (0.78,1.64) A
NDUFA10 1,754 (0.46,3.05) Kabul edilebilir
NDUFA11l 1,974 (0.59,3.36) Kabul edilebilir
NDUFA2 1,210 (0.75,1.68) Kabul edilebilir
NDUFA3 1,852 (0.67,3.03) Kabul edilebilir
NDUFA4 0,971 (0.61,1.34) Kabul edilebilir
Kat Degisim Degerleri
(Kontrol grup ile
karsilastirilan)
Grup 1
Gen Kat Degisim Degeri % 95 ClI Yorum
Sembolii
NDUFAS5 1,754 (0.78,2.73) B
NDUFA6 1,341 (0.89,1.79) A
NDUFA7 1,081 (0.74,1.42) Kabul edilebilir
NDUFAS8 1,401 (0.59,2.22) Kabul edilebilir
NDUFAB1 0,544 (0.00001, 1.66 ) Kabul edilebilir
NDUFB10 1.158 (0.68,1.64) Kabul edilebilir
NDUFB2 1,204 (0.77,1.64) Kabul edilebilir
NDUFB3 1,177 (0.82,1.53) Kabul edilebilir
NDUFB4 1,713 (1.08,2.35) Kabul edilebilir
NDUFB5 1,133 (0.60, 1.66 ) Kabul edilebilir
NDUFB6 1,006 (0.37,1.65) Kabul edilebilir
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NDUFB7 1,402 (0.60,2.20) Kabul edilebilir
NDUFB8 1,001 (0.58,1.42) Kabul edilebilir
NDUFB9 1,532 (0.57,2.50) Kabul edilebilir
NDUFC1 1,132 (0.71,1.55) Kabul edilebilir
NDUFC?2 1,328 (0.82,1.84) B
NDUFS1 0,493 (0.00001, 1.46) Kabul edilebilir
NDUFS2 1,556 (0.71,2.40) Kabul edilebilir
NDUFS3 1,595 (0.83,2.36) Kabul edilebilir
NDUFS4 1,244 (0.65, 1.83) Kabul edilebilir
NDUFS5 1,740 (0.90, 2.58) Kabul edilebilir
NDUFS6 1,461 (0.60, 2.32) Kabul edilebilir
NDUFS7 1,725 (0.74,2.71) Kabul edilebilir
NDUFS8 1,600 (0.51,2.69) Kabul edilebilir
NDUFV1 1,474 (0.89,2.06) Kabul edilebilir
NDUFV?2 1,378 (0.79,1.96) Kabul edilebilir
NDUFV3 1,482 (0.79,2.17) Kabul edilebilir
OXAILL 1,428 (0.43,2.43) Kabul edilebilir
PPA1 0,313 (0.00001, 0.93) Kabul edilebilir
PPA2 1,575 (0.57,2.58) Kabul edilebilir
SDHA 1,177 (0.71,1.64) Kabul edilebilir
SDHB 1,247 (0.72,1.77) Kabul edilebilir
SDHC 0,976 (0.67,1.29) Kabul edilebilir
SDHD 1,295 (0.67,1.92) Kabul edilebilir
UQCR11 1,451 (1.11,1.79) Kabul edilebilir
UQCRC1 1,120 (0.75,1.49) Kabul edilebilir
UQCRC?2 1,568 (0.70, 2.43) Kabul edilebilir
UQCRFS1 1,135 (0.75,1.52) Kabul edilebilir
UQCRH 1,315 (0.87,1.77) Kabul edilebilir
UQCRQ 1,289 (0.65,1.93) Kabul edilebilir

Anlamli ekspresyon degisimi gosteren genlerle gosterdikleri ekspresyon

degisimini grafik yapmak icin kat regiilasyon ve p-anlamlilik degerlerine bakildu.

Kat Degisim > 1 iken Kat regiilasyon = Kat degisim

Kat Degisim < 1 iken Kat regiilasyon = -1/Kat degisim

Genlerin kat regiilasyon ve p-anlamlilik degerleri Tablo 24.’te gosterilmektedir.

Tablo 24. Genlerin Kat Regiilasyon ve P-anlamlilik Degerleri (Genler iginde

sadece kabul edilebilir olanlar segildi. A, B ve C kategorisindeki genler ¢ikartild1.)




KAT REGULASYON (Kontrol grubuna giire)
Gen Sembolii Fold Regulation p-Degeri
ATP5A1 1,047 0,829665
ATP5B 1,197 0,176594
ATP5C1 1,472 0,170285
ATP5F1 1,139 0,518307
ATP5G1 1,387 0,111206
ATP5G2 2,669 0,1538
ATP5G3 1,162 0,357267
ATP5H 1,093 0,495973
ATPSI 1,449 0,276665
ATP5J -3,097 0,55434
ATP50 1,306 0,24323
BCSI1L 1,842 0,138223
COX4l11 1,096 0,445165
COX5A -2,249 0,976911
COX5B 1,221 0,112358
COX6Al 1,634 0,171149
COX6B1 1,709 0,077603
COXT7A2 1,089 0,545823
COXT7A2L 1,116 0,55415
COX7B 1,402 0,184853
COX8A 1,036 0,686811
LHPP 1,158 0,67172
KAT REGULASYON (Kontrol grubuna gire)
Gen Sembolii Fold Reg_julation p-Degeri
NDUFA10 1,754 0,193149
NDUFA11l 1,974 0,124674
NDUFA2 1,211 0,25111
NDUFA3 1,852 0,12993
NDUFA4 -1,030 0,832307
NDUFA7 1,081 0,643988
NDUFAS8 1,401 0,228176
NDUFAB1 -1,837 0,486379
NDUFB10 1,158 0,407767
NDUFB?2 1,204 0,269507
NDUFB3 1,177 0,343005
NDUFB4 1,713 0,018085
NDUFB5 1,133 0,429371
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NDUFB6 1,006 0,917583
NDUFB7 1,402 0,237472
NDUFB8 1,001 0,915745
NDUFB9 1,532 0,175818
NDUFC1 1,132 0,40607
NDUFS1 -2,027 0,784746
NDUFS?2 1,556 0,167299
NDUFS3 1,595 0,070284
NDUFS4 1,243 0,33258
NDUFS5 1,740 0,045546
NDUFS6 1,461 0,27062
NDUFS7 1,724 0,098599
NDUFS8 1,600 0,213025
NDUFV1 1,474 0,091353
NDUFV2 1,377 0,189913
NDUFV3 1,482 0,120636
OXAI1L 1,428 0,26565
PPA1 -3,194 0,253511
PPA2 1,575 0,258255
SDHA 1,177 0,416624
SDHB 1,247 0,354154
SDHC -1,024 0,872882
SDHD 1,295 0,154716
UQCR11 1,451 0,011376
KAT REGULASYON (Kontrol grubuna gire)
Gen Sembolii Fold Reg_julation p-Degeri
UQCRC1 1,120 0,503263
UQCRC2 1,568 0,130893
UQCRFS1 1,135 0,363162
UQCRH 1,315 0,125418
UQCRQ 1,289 0,207886

Tablo 24’lin p-degerinde bulunan kirmizi ile isaretlenmis degerler P < 0,05

anlamlilik diizeyiyle ekspresyon degisimi gosteren genlerdir.

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda kat regiilasyon grafigi olusturuldu. Sekil

11°de Kat Regiilasyon grafigi gosterilmistir.
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Sekil 11. Analiz Sonucu Anlamh Cikan Gen Listesi

2 yildiz ile isaretlenmis olan genlerin anlamlilik degeri p < 0,05, bir yildiz ile
isaretlenmis olanlarin ise p < 0,1 anlamlilik degerinde oldugu ifade edilmektedir.

Grafige bakildigi zaman elde edilen tim anlamli genlerin elektron transport
zincirinde ekspresyonlarinin arttign goriilmiistiir. Bunlardan 4 genin istatistiksel
olarak p < 0,1 anlamlilik degerinde ve 3 genin p < 0,05 anlamlilik degerinde
ekspresyonlarinda artis gérillmistiir.

Sekil 12°de p < 0,05 ile p < 0,1 anlamlilik diizeyiyle ekspresyon degisimi
gosteren genlerin grafigi ve sekil 13’te p < 0,05 anlamlilik diizeyiyle ekspresyon

degisimi gosteren genlerin grafigi gosterilmistir.
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Sekil 13. P < 0,05 Anlamhlik Diizeyiyle EKkspresyon Degisimi Gosteren

Genlerin Grafigi

BOLUM IV

TARTISMA

Fibroid veya leiomyom olarakta bilinen uterus myomlari, uterusun iyi huylu
timorleridir [1]. Myom baslica myometriumun diiz kas hiicrelerinden olugsmasina
ragmen, c¢esitli miktarda fibr6z konnektif doku da icermektedir. Myomlarin olusum

sebebi kesin olarak anlagilamamistir [169].

Yapilan bu ¢alismada reprodiiktif cagindaki uterus myom tanisi alan 6 hastadan

alinan myom materyali ve myom materyaline komsu olan dokudan alinan saglikli
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materyal, elektron transport zincirinde gorevli genlerin gen ekspresyon diizeylerinin

karsilastirilmas1 amaciyla ¢alisma materyali olarak kullanilmistir.

Son zamanlarda yapilan sitogenetik, molekiiler ve epidemiyolojik ¢aligmalar
myomlarin patogenez ve patofizyoljisinde genetik egilimin rolii oldugu
bildirilmektedir. Myom gelisiminde genetik degisikliklerin 6nemli bir role sahip
oldugu kanitlanmaktadir [170]. Genetik yatkinliklar, prenatal hormon maruziyeti ve
hormonlar, biiyime faktorleri myom gelisimine neden olmaktadir [42]. Uterus
myomlarinin % 40 ve lizeri baz1 kromozomal anormalliklere dayandirilmaktadir. En
yaygin olarak bilinen kromozom 6, 7, 12, 14’deki anormalliklerdir [170].
Tekrarlayan kromozomal degisiklikler tiim myomlarin yaklasik % 20’sinde bulunur.
Ancak cogunlukla sitogenetik degisiklikleri eksiktir. Son zamanlarda, gen mediator
alt kompleks 12 (MEDI12) mutasyonlart myomlarin birgogunda tespit edilmistir
[171]. Ayrica enerji metabolizmas: ile ilgili TCA dongiisiinde gorevli fumarat
hidrataz enzimini kodlayan germline mutasyonlarin uterus myomlariin gelisimde

yiiksek bir riski oldugunu destekleyen ¢alismalar bulunmaktadir. [172].

Mitokondriyal enerji metabolizmast hiicresel ATP iretir. Mitokondriyal
solunum zinciri, oksidatif fosforilasyon yoluyla hiicreler i¢in enerji saglamaktadir.
Elektron transport protein kompleksleri (I-IV) ve ATP sentetaz (kompleks V)’dan
olusur. Kompleks | bozuklugu, mitokondriyal disfonksiyonun yaygin bir nedeni olup
canli dogumda yaklasik 10,000°de 1 meydana gelen bir sendromdur. Mitokondriyal
kompleks I eksikligi myopati, ensefalomiyelopati ve Parkinson hastalig1 ile Leigh

sendromu gibi nérodejeneratif bozukluklar ile baglantilidir.

Calisma sonuglar1 dogrultusunda, uterus myom dokusunun saglikli uterus diiz
kas dokusu grubuna gore karsilastirildigi zaman elektron transport zincirinden

sorumlu olan genlerin ekspresyonlarinin arttig1r goriilmiistiir. Bunlardan 4 genin p <
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0,1 ve 3 genin p < 0,05 degerinde ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artig

gorilmiistiir.

P < 0,05 anlamhilik degerine sahip genler elektron transport zincirinin 1.
kompleksinde de bulunan NDUFB4, NDUFS5 geni ve 3. komplekste bulunan
UQCR11 genidir. Kompleks I, 7 mitokondriyal ve 38 niikleer gen tarafindan kodlanir
[173]. NDUFB4 geni, kompleks 1’in mitokondriyal elektron transport zincirinde
bulunan ilk enzim kompleksi olan NADH: ubikinon oksidorediiktaz ¢oklu alt
birimlerin bir katalitik olmayan alt birimidir. NADH’dan ubikinona elektronlar
transfer eder [82, 83]. NADH dehidrogenaz ubikinon demir-siilfir protein 5,
insanlarda  NDUFSS5 geni tarafindan kodlanan bir enzimdir. Bu gen NADH
dehidrogenaz (ubikinon) demir — siilfiir protein ailesinin bir iyesidir. Kodlanan
protein  NADH’in alt birimidir. Ubikinon oksidorediiktaz, elektron transport
zincirinde i¢ mitokondriyal membranda bulunan ilk enzim kompleksidir. Alternatif
olarak birbirine eklenmesi, bir¢ok transkript varyantlarla sonuglanir ve yalanci
genleri 1, 4 ve 7 kromozomlari olarak tespit edilmistir [80, 174]. UQCR11 geni,
mitokondriyal solunum zincirinin bir boéliimiinden olusan ubikinol sitokrom c
rediiktaz kompleksinin en kii¢iik olarak bilinen bilesenini kodlar. Kodlanan protein,

bu komplekste demir- siilfiir i¢in baglayici bir etken olarak da iglev gorebilir [111].

Ekspresyonlart p < 0,1 anlamlilik degerine sahip olan genler COX6BI,
NDUFS3, NDUFS7 NDUFV1 genleridir. COX6B1, sitokrom c oksidaz (COX)
mitokondriyal solunum zincirinde terminal bir enzim olup indirgenmis sitokrom c’
den oksijene elektron transferini katalizler. COX6B1 bir heteromerik komplekstir,
Niikleer genler tarafindan kodlanan birden fazla yapisal alt birimden ve
mitokondriyal genler tarafindan kodlanan 3 Katalitik alt biriminden olusur.

Mitokondriyi kodlayan alt birimler, elektron transferinde fonksiyon gosterir. Niikleer
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kodlu alt birimler ise kompleksin birlestirilmesiyle ve diizenlenmesiyle ilgili olabilir.
Bu niikleer gen VIb alt birimini kodlar. Bu gendeki mutasyonlar siddetli infantil
ensefalomiyopati ile iliskilidir [126]. NDUFS3, mitokondriyal NADH ubikinon
oksidorediiktaz (kompleks 1) demir-siilfiir protein bilesenlerinden birini kodlar. Bu
gende meydana gelen mutasyonlar mitokondriyal kompleks | eksikligi sonucunda
Leigh sendromu ile iliskilidir [80]. NDUFS7, kodlanmis bir protein olup
mitokondriyal solunum zinciri bolgelerindeki komplekslerin bir tanesinin alt
birimidir. Bu protein NADH ubikinon oksidorediiktaz kompleks I’de 40’1n {izerinde
alt birimi bulunan bir proteindir. Bu kompleksin fonksiyonu NADH ‘tan solunum
zincirine elektronlari transfer etmesidir. Enzim i¢in acil elektron alicisi ubikinon
olduguna inanilir. Kompleks I eksikliginden dolayr bu gende meydana gelen
mutasyonlar, Leigh sendromu, subkortikal beyin bdlgelerinde bilateral simetrik
nekrotik lezyonlar gibi ciddi norolojik bozukluklar ile sonuglanir [93]. NDUFV1,
NADH ubikinon oksidorediiktaz kompleks I’in alt birimi olan 51 kDa proteini
kodlar. Bu alt birim NADH baglanma bdlgesinden yanisira FMN (flavin
mononiikleotid) ve Fe-S baglama bolgelerini de tasir. Bircok transkript varyantlarin
alternatif olarak birbirine eklenmesi farkli izoformlarin kodlanmasi sonucunu

dogurur [95].

Yapilan bir ¢aligmada uterus myom gelisiminin diizenlenmesinde yer alan
sinyal yolaklarinin daha iyi anlasilmast hedeflenmis ve sonu¢ olarak myom
hiicrelerinde yer alan ROS, EGF ve PDGF sinyal yolaklarinda 6nemli bilesenler
oldugu desteklenmistir [58]. Ozellikle PDGF sinyal yolagiyla ilgili olarak,
MAPK1/MAPK3’iin aktivasyonu, PDGF’nin indiiklenmesiyle ROS {iretimini takip
eden Onemli bir adim oldugunu desteklemektedir. Bu bulgular, ROS’un myom
hiicrelerinin proliferasyonunda ikincil haberci oldugunu ve myom hiicrelerindeki

fagositik olmayan NADPH oksidaz kompleksi oldugunu diisiindiiriir. Bu g¢alisma
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NADH oksidaz sisteminin varligini diisiindiiren ve myom hiicrelerindeki mitojenik

sinyal yolaklarinin 6nemini diistindiiren ilk rapordur [58].

Mitokondriyal enerji metabolizmasinda bulunan komplekslerin diizensizligi
kanser gelisiminin 6nemli bir patolojik sonucudur [68]. Metabolizmasinin ¢ok net
bilinmemesine ragmen bir¢ok tiimor mitokondriyal solunum zinciri bilesenlerini az
miktarda igerir. Ancak son ¢alismalar sitokrom ¢ oksidaz fonksiyonu i¢in 6énemli bir
bilesen olan, COX; ekpresyonunu uyaran p53 tlimor supresOr geninin Onemini

gostermektedir [68].

Ostrojenler myom biinyesinde &nemli bir role sahip gériiniiyorlarsa da tek
baglarina tiimor gelisimine yol ag¢mazlar. Molekiiler c¢aligmalarda normal
myometrium ile karsilastirildiginda myomlarda  Gstrojen ve progesteron

reseptorlerinde artig oldugu bildirilmistir [39, 40].

Ostrojen, spesifik niikleer reseptdrlerine baglanarak hedef hiicrede fizyolojik
etkilerini gosterir. Bu reseptorler Ostrojen reseptdr oo (ERa) ve Ostrojen reseptdr B
(ERB)’dir [41]. ERa ve ER mRNA, myometrium ve myomda eksprese edilmektedir
[41, 42]. ERP’nin aktivasyon derecesi ERa’dan diisiik olmasina ragmen, her iki
reseptor hedef genlerde transkripsiyonu uyarir [43]. ERa ve ERf mRNA diizeyi
myometriumla karsilastirildiginda myomlarda daha yiiksektir. Myomlar, normal
endometriumla karsilagtirildiginda pek ¢ok Ostrojen regiile eden genin (konneksin 43
gap- junction protein, tip I ve tip III kollajen, insiilin benzeri biiylime faktorii-1
(IGF-1), paratiroid hormon benzeri peptit ve progesteron reseptor genleri)
ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir [44]. Ostrojen, mitojen-aktive eden protein kinaz
yolunu ve hiicre i¢i proteinlerin (biiyiime ile iliskili protein, fosfatidilinozitol 3-kinaz,
fosfolipaz C, trombosit-derive biiyiime faktorii) protein kinaz fosforilasyonuyla

myom hiicrelerinde mitojenik etki yapar. Bununla birlikte Gstrojen aktivasyonuyla
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epidermal biiylime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktorii ve trombosit-derive

biiyiime faktorii gibi biiyiime faktorlerinin salinimina aracilik eder [45, 46].

Elektron transport zincirinde gorevli olan 84 genin gen ekspresyon diizeylerinin
uterus myom hastaliginda arastirildigi ilk 6zgiin ¢alismadir. Elde edilen veriler
dogrultusunda bu ¢alisma, uterus myomunun fizyopatolojisinin daha iyi
anlasilmasii saglayacaktir. Ozellikle NDUFB4, NDUFS5, UQCR11 genlerindeki
ekspresyon artisi, uterus myomunda 1. ve Ill. komplekslerindeki ekspresyon
degisikliklerinin mitokondriyal metabolitlerin konsantrasyonlarinda degisikliklere
yol acabilecegini diisiindiirmektedir. Bu konuda ileri aragtirmalarin yapilmasi, myom

patofizyolojisinde ETZ nin roliiniin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir.

BOLUM V

OZET

Uterus Myomunda Elektron Transport Zincirinden Sorumlu Genlerin

Ekspresyon Diizeylerinin Arastirilmasi

Uterus myomlari, uterusunun diiz kas hiicrelerinden koken alan benign
timorlerdir. Yasam kalitesini ve sagligi siddetli bir sekilde tehdit eden myomlar,
etkilenen kadinlarda historektemi sebebidir. Pelvik agri, kanama, kisirlik ve cinsel
verimsizlik gibi semptomlar gostermektedir. Boylece uterus myomlar etkilenen

kadinlarda is, aile ve cinsel yasamlarinda sinirliliklara neden olmaktadir.
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Ailesel ve epidemiyolojik ¢aligmalar, genetik degisikliklerin myom gelisiminde
onemli bir rol oynadigina kanit saglar. Ancak, uterus myomlarinin etki
mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamistir. Bizim c¢alismamizin amaci, elektron
transport zincirinden sorumlu genlerin ekspresyon profillerinin uterus myomlarinda

ve saglikli uterus diiz kas dokularinda arastirilmasidir.

Bu arastirma icin, Ege Universitesi Kadin Dogum Poliklinigine basvuran,
myom tanist alan 6 olgunun uterus myom oOrnekleri ve komsu dokunun saglikli
uterus diiz kas oOrnekleri kullanilmistir. Uterus myomunda, elektron transport
zincirinden sorumlu 84 genin ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. Arastirmada

Kantitatif Real - Time PCR yontemi kullanilmustir.

PCR sonuglari, saglikli uterus diiz kas dokularmmin ekspresyonu ile
karsilastirildiginda uterus myom olgularinda genel olarak ekspresyonunun arttig
bulunmustur. NDUFB4, NDUFS5, UQCRI11 genlerinin ekspresyonlar1 saglikli
uterus diiz kas dokularina gore uterus myom olgularinda anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Bu sonuglara gore NDUFB4, NDUFS5, UQCR11 genleri uterus
myomu patolojisinde Onemli bir rol oynayabilir. Yapilan bu ¢alisma uterus
myomunun tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek yeni stratejilerin gelisimine ve

ilerlemesine Onciliik edecektir.

98



ABSTRACT

Investigating Expression Levels of Genes Responsible for Electron

Transport Chain in Uterine Fibroid

Uterine myomas are benign tumors arising from the smooth muscle cells of the
uterus Uterine myomas, which severely threaten the health and quality of life of
affected women, are reason for hysterectomy. Uterine myomas cause symptoms such
as; pelvic pain, bleeding, infertility and sterility. Therefore women affected by

uterine myoma suffer from limitations in their work, family and sexual lives.
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Familial and epidemiological studies provide significant evidence that genetic
alterations play an important role in myoma development. However, effective
mechanisms of uterine myoma has not been fully understood. Our study aimed to
investigate the expression profiles of genes response for electron transport chain in

uterine myomas and healthy uterine smooth muscle.

For this research, uterine myoma samples and their paired adjacent healthy
uterine smooth muscle samples from 6 cases of uterine myomas applied to Ege
Gynecology Polyclinic and received myoma diagnosis. Expression levels of 84
electron transport chain related gene were investigated in uterus myoma. Quantitative

Real-Time PCR method has been used in this research.

PCR results showed that genes were generally upragulated in uterine myoma
cases compared to uterine smooth muscle tissues. We were detected the expressions
of NDUFB4, NDUFS5, UQCR11 were significantly higher in uterine myoma cases
compared to uterine smooth muscle tissues. These results suggest that NDUFB4,
NDUFS5, UQCR11 genes might play an important role in pathogenesis of uterine
myomas. This study will lead to the development of new strategies for diagnosis and

treatment of uterine myoma.
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