Research Article / Arastirma Makalesi

Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri ile Kanserde Mitokondriyal DNA Analizi

Sirin KILICTURGAY YUKSEL 4%, Cemaliye BOYLU AKYERLI 2

1 Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bslimii, istanbul, TURKIYE
2 Acilbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, istanbul, TURKIYE

0z. Sorumlu Yazar / Corresponding Author
Amag: Hiicre igin basta enerji metabolizmasi ve yapi taslarinin Gretimi olmak tzere oldukga 6nemli bir role Dr. Sirin KILICTURGAY YUKSEL

sahip olan mitokondrinin kanserdeki roli heniiz tam olarak bilinmemektedir. Mitokondriyal genomdaki Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
varyasyonlar ve polimorfizm kombinasyonlari kullanilarak belirlenen haplogruplarin farklh kanserlerdeki Universitesi Kayisdagi cad. No:32,
etkisi arastirilmaya devam edilmektedir. Bu nedenle, mitokondriyal genomu c¢ogaltarak yeni nesil 34752 Atasehir, istanbul / TURKIYE
yontemlerle dizileme protokoliini optimize ederek kanser calismalarinda kullanmayi amagladik.

Materyal ve Metod: Gliom timor 6rneklerinden elde edilmis genomik DNAlar’dan mitokondriyal genom E-mail: sirin.yuksel@acibadem.edu.tr
iki ayri reaksiyon halinde Takara LA Taq DNA polimeraz ile gogaltilmistir. “Nextera XT DNA Library Prep

Kit” kullanilarak kitiiphane olusturulmus ve yeni nesil dizileme MiSeq FGx cihazinda gergeklestirilmistir. Received / Gelis Tarihi: 28.12.2020
Elde edilen veriler “mtDNA Server” veritabani kullanilarak mitokondriyal varyasyonlar, heteroplazmi

oranlari ve haplogruplar agisindan analiz edilmistir. Accepted / Kabul Tarihi: 17.03.2021
Bulgular: Mitokondriyal genom igin yeni nesil dizileme protokolii optimize edilmistir. Detayh analiz edilen

iki timor orneginde gesitli varyasyonlar ve bunlarin heteroplazmi oranlari tespit edilebilmistir. Ayrica, DOI: 10.35440/hutfd.848101

orneklere ait haplogruplar da saptanmistir.

Sonug: Mitokondriyal varyasyonlarin kanser biyolojisi tizerindeki etkisi hala arastirilmaktadir. Yeni nesil
dizileme teknolojileri 6zellikle heteroplazmi orani disiik timérlerin analizinde kullanilabilecek glivenilir
bir yontemdir.
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Abstract

Background: The role of mitochondria in cancer, which has a very important role for the cell, especially in
energy metabolism and the production of building blocks, is not yet fully understood. The effects of
mitochondrial genome variations and haplogroups, that are determined by the combinations of
polymorphisms, on different cancers are still investigated. Therefore, we aimed to optimize and use next
generation sequencing protocol in cancer research by amplifying the mitochondrial genome.

Materials and Methods: Mitochondrial genome was amplified in two separate reactions with Takara LA
Taqg DNA polymerase from genomic DNAs obtained from glioma tumor samples. A library was constructed
using the "Nextera XT DNA Library Prep Kit" and next generation sequencing was performed on MiSeq
FGx device. The data were analyzed in terms of mitochondrial variations, heteroplasmy ratios and
haplogroups using the "mtDNA Server" database.

Results: Next generation sequencing protocol for the mitochondrial genome was optimized. Several
variations and their heteroplasmy ratios were detected for the two tumor samples that were analyzed in
detail. In addition, haplogroups of these samples were also determined.

Conclusions: The impact of mitochondrial variations on cancer biology is still under investigation. Next
generation sequencing technologies are a reliable method that can be used in the analysis of tumors
especially with low heteroplasmy ratios.
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Giris

Mitokondri, hticrenin enerji ve hiicre yapi taslarinin
Uretimi icin vazgecilmez bir organeldir. Kanser gibi hlicre
blylmesi ve ¢ogalmasinin hizli ve blyiik 6lcekte oldugu
durumlarda da enerji ve yapi tasi sagladigi icin anahtar
roldedir. Mitokondriyal genlerde mutasyonlar siklikla sap-
tanmasina ragmen, bunlar genellikle mitokondriyal eneriji
metabolizmasini inaktive edici nitelikte degil, biyoenerjik
ve biyosentetik durumu degistirecek sekildedir (1).
Mitokondriyal genom niikleer genoma goére son derece
kiigUktlr ve hiicre genomundan farkli olarak, matrilineal
kahtim gostermektedir (2, 3). Mitokondriyal genom az
sayida ve hiicre sagkalimi icin 6nemli genleri kodla-
maktadir. Bu genlerin kanserde degisen ihitiyaclara nasil
uyum sagladigl bugiin igin bilinmemektedir. Mitokondri-
yal DNA’da (mtDNA) meydana gelen agir mutasyonlar
hiicre icinde normal mtDNA ile karisik halde bulunurlar
(heteroplazmi) (4, 5). Mutant mtDNA yuzdesinin artisi, en-
erji metabolizmasindaki hasari arttirmaktadir. Bu durum,
bazal enerji ihtiyacinin yiiksek ve mevcut enerji depo-
sunun disiik oldugu beyin dokusunun kanserlerinde daha
da 6n plana gikmaktadir (5). Son yillarda yapilan ¢alisma-
larda ileri evre gliom olan glioblastomlarda (GBM) mtDNA
mutasyonlari gosterilmistir (6, 7). Tumor olusumu ile ilis-
kili olabilecek, 6zellikle mitokondriyal solunum zincir pro-
teinlerini kodlayan genlerde, bircok mitokondriyal soma-
tik mutasyon farkli kanserlerde bildirilmistir (8). Ayrica,
mitokondriyal genomda insanlar ve insan topluluklari
arasindaki polimorfizm kombinasyonunun meydana getir-
digi haplogruplarin kanser yatkinhgini direkt olarak etki-
leyebilecegi gosterilmistir (1, 9).

Bu c¢alismada amacimiz, genomik DNA kullanarak mito-
kondriyal genomu ¢ogaltmak ve kanser biyolojisi Gzerin-
deki etkisini arastirabilmek icin yeni nesil yontemlerle di-
zilemektir. Elde edilen mitokondriyal varyasyonlari, heter-
oplazmi oranlarini ve haplogruplari kapsayacak veriler,
mtDNA’nin kanserdeki roliiniin anlasilmasi agisindan
Onem tasimaktadir.

Materyal ve Metod

Genomik DNA izolasyonu

-80°C'de saklanan periferik kan oOrneklerinden ve sivi
nitrojende saklanan gliom timor 6rneklerinden QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, ABD) kullanilarak, Uretici firmanin
talimatlarina uygun sekilde genomik DNA elde edilmistir.
Arsiv timor érnekleri Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Uni-
versitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi 6gretim Uyeleri Prof. Dr.
Necmettin Pamir ve Prof. Dr. Koray Ozduman tarafindan
ictenlikle saglanmistir. Elde edilen DNAlar’in konsant-
rasyonlari ve safligi saptanmak lzere 260 nm ve 280 nm
dalga boylarinda NanoPhotometer Pearl cihaz
kullanilarak  spektrofotometrik  6l¢im  yapimstir.
A260/A280 orani 1,8 — 2,0 olan DNA o6rnekleri saf olarak
kabul edilmistir.

Yeni nesil dizileme ile mtDNA analizi

Mitokondriyal genomun amplifikasyonu ve kantifikas-
yonu

Tam mitokondriyal genom iki ayri reaksiyon halinde, 50 pl
hacimde 200-250 ng genomik DNA kullanilarak son kon-
santrasyonlar 1X LA PCR Buffer Il (1,5 mM MgCl2), 1600
UM dNTP, 20 pmol ileri ve geri primerler (Tablo 1) ve 2,5
U Takara LA Tag DNA polimeraz (TakaraBio, ABD) olacak
sekilde gogaltilmistir. Uzun (long-range) Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) kosullari ilk denatiirasyon 94°C’'de 5 da-
kika sonrasi 30 déngl 98°C’'de 15 saniye denatlrasyon,
68°C'de 10 saniye (0,2°C/saniye), 60°C’'de 15 saniye,
68°C'de 11 dakika baglanma sonrasi 72°C'de 10 dakika
son baglanma olarak kullanilmistir. Elde edilen mitokon-
driyal amplikonlar %1’lik agaroz jelde kontrol edilmis ve
“Qubit dsDNA HS Assay Kit” ile Qubit Fluorometer
cihazinda kantifikasyonu yapilarak 0,2 ng/uL DNA olacak
sekilde normalize edilmistir.

Tablo 1: Tiim mitokondriyal genomun cogaltilmasi amaciyla kullanilan
PZR primerleri

Primer ismi Primer dizisi Uriin . t'myu
(baz gifti)
MTL-F1* (ileri) AAAGCACATACCAAGGCCAC
9065
MTL-R1* (geri) TTGGCTCTCCTTGCAAAGTT
MTL-F2* (ileri) TATCCGCCATCCCATACATT
11171
MTL-R2* (geri) AATGTTGAGCCGTAGATGCC

(*) Stawski (10)’den alinmistir.

Kiitiiphane hazirlanmasi

Normalize edilmis ornekler ile “Nextera XT DNA Library
Prep Kit” kullanilarak Gretici firmanin talimatlarina uygun
sekilde kituphane olusturulmustur (11). Sirasiyla, isaret-
leme (tagmentasyon), ikinci amplifikasyon, DNA
kUtlphanesinin parifikasyonu, boncuk tabanli normali-
zasyon ve kitliphanelerin birlestiriimesi asamalari izlen-
mistir.

Yeni nesil dizileme ve verilerin incelenmesi

Birlestirilmis kutlphaneler, cihaza yliklemeye uygun
sekilde seyreltildikten ve 98°C’de 2 dakika denatiire edil-
dikten sonra, “MiSeq Reagent Kit v2” kullanilarak MiSeq
FGx cihazinda dizilemeleri gerceklestirilmis, MiSeq Re-
porter v2.6 (lllumina, ABD, 2016) yazilimi ile FASTQ dosya-
lari olusturulmustur (12). Elde edilen R1 (Read 1 — okuma
1) ve R2 (Read 2 — okuma 2) FASTQ dosyalari paired-end
(¢ift sonlu okuma) olarak, mtDNA Server (v1.0.7) verita-
banina yiiklenerek analiz edilmistir (13).

Genomik DNA 6rnekleri kullanilarak yapilan mitokondri-
yal genomun yeni nesil dizileme asamalari Sekil 1'de
ozetlenmistir.
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1. Amplifikasyon
(Takara Long
PCR)

Genomik DNA
izolasyonu

Miseq FGX
(IMlumina)
cihazinda
dizileme

Kitiiphanelerin
birlestiriimesi

Sekil 1. mtDNA genomu yeni nesil dizileme deney akis semasi 6zeti

Bulgular

Mitokondriyal genomun amplifikasyonu

ilk calismalarda iki biiyiik amplikon elde etmek icin
kullanilan Q5-High Fidelity DNA Polimeraz (New England
Biolabs, ABD) enzimi ile tek bant halinde amplifikasyon
elde edilememistir. Farkli baglanma sicakliklari denen-
mesine ragmen sonu¢ elde edilemeyince (Sekil 2)
kullanilan polimeraz sistemi degistirilmistir. Sonuc olarak,
LA Tag DNA polimeraz (TakaraBio, ABD) kullanilarak farkli
baglanma sicakliklarinda optimizasyon yapilmis ve ampli-
fikasyon basarisi saglanmistir (Sekil 3).

Amplikonlarn
agaroz jelde
yuriitilmesi

kutiphanesinin
boncuk tabanh

normalizasyonu
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$eki| 2. Q5-High Fidelity DNA Polimeraz ile yapilan mtDNA PZR optimizasyonlari.
1 ve 2 numarali kuyular farkli iki 6rnek igin MTL-F1 ile MTL-R1 primerleri, 3 ve 4 ise
MTL-F2 ile MTL-R2 primerleri kullanilarak yapilmis optimizasyon galismalaridir. A,
C, D, E, F'de baglanma sicakligi olarak sirasiyla 66°C, 64°C, 62,1°C, 59,8°C, 57,9°C
kullanilmistir. 1kb: 1kb DNA molekiiler agirlik standardi.

Mitokondriyal DNA yeni nesil dizileme verilerinin deger-
lendirilmesi

Tim mitokondriyal genom iki reaksiyon halinde uygun pri-
merler (Tablo 1) kullanilarak ¢ogaltilmis (Sekil 3) ve sonra-
sinda yeni nesil dizileme gergeklestirilmistir. Olduk¢a he-
terojen olan glial timoérlerde, dusiik heteroplazmiye sahip
varyasyonlarin atlanmamasi icin daha yuksek kapsama
derinligi (coverage) tercih edilmelidir. Bu calismadaki or-
neklerin kapsama derinligi (coverage) ortalama 100X’tir
(Sekil 4). Ayrica, heteroplazmi esik degeri %10 olarak de-
gerlendirilmistir.

Elde edilen veriler mitokondriyal genom analizinde ol-
dukca 6nemli bir kaynak olan mtDNA Server (v1.0.7) veri-
tabaninda mitokondriyal haplogrup, varyasyonlar ve bun-
larin heteroplazmi oranlari agisindan iki 6rnek icin detayli
sekilde analiz edilmistir. Sonuglar revize Cambridge refe-
rans dizisi (rCRS - revised Cambridge Reference Sequence)
ile karsilastirilmistir. Bu 6rneklerin birinde 12 hetero-
plazmik (3’4 %10’'luk esik degerin Gzerinde), 11 homo-
plazmik; digerinde ise 6 heteroplazmik (1'i %10’'luk esik

Yeni nesil dizileme ile mtDNA analizi

Nextera XTkit
saretieme
(Tagmentasyon)

Qubit ile DNA
kantifikasyonu

DNA
kl]tﬂphanasin!n
plrifikasyonu

2, Amplifikasyon

degerin lizerinde) ve 13 homoplazmik varyasyon
saptanmistir. Her iki 6rnekte farkh varyasyonlar olsa da,
ortak olan 7 adet varyasyon tanimlanmistir (263G, 750G,
1438G, 4769G, 8860G, 15326G, 16519C). Bu varyasyon-
larin patojenite durumlari MITOMAP (14) ve HmtVar (15)
veritabanlar kullanilarak arastinlmistir. Cogunun daha
once rapor edilmis polimorfizmler oldugu bilinmektedir.
16519C varyasyonu daha onceki ¢calismalarda, GBM (6) ve
prostat (16), mide (17), yumurtalik (18) gibi diger kanser-
lerle iliskilendirilmistir. Ayrica, haplogrup degerlendirmesi
de yapilmis ve orneklerin H28 ve H1c22 olarak Tirk
popllasyonunda en fazla gorilen, H/H2 haplogrubuna da-
hil oldugu belirlenmistir (19).
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Sekil 3. Takara LA Taq polimeraz ile yapilan mtDNA PZR sonucu. Uriinler %1’lik
agaroz jelde yuritilmastir. 1-3: MTL-F1 ve MTL-R1 primerleri ve 4-6: MTL-F2 ve
MTL-R2 primerleri kullanilarak PZR yapilmistir. 3. ve 6. kuyularda 6rnek bulun-
mamaktadir (negatif kontrol). M1kb: 1kb DNA molekiiler agirlik standardi.

A03_S3_L001_R1_001.gz_rCRS
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Sekil 4. mtDNA Server (v1.0.7) veritabaninda analiz edilmis 6rnegin kapsama de-
rinligi grafigi. Bu 6rnege ait analizde kapsama derinligi tim mitokondriyal genom
boyunca 125-1000X'tir.
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Tartisma

Hiicrenin genetik kodu, hiicre ¢ekirdegi ve mitokondri ol-
mak Uizere iki farkh organelde yerlesimlidir. Nikleer ge-
nom, eseyli kalitilan ve hiicre igi tiim olaylardan sorumlu
genleri taslyan, son derece detayli arastirilmis bir bilgi ak-
tarim sistemidir. Mitokondri, nikleer genoma gére ¢ok
daha kii¢ik bir genoma sahiptir ve matrilineal kalitim gos-
termektedir. Hiicre biyolojisini farkh sekilde etkileyen mi-
tokondriyal genomda, az sayida, hiicrenin yapi taslari olan
ve enerji metabolizmasi icin ¢ok 6nemli enzimler kodlan-
maktadir.

Paketlenme ve tamir mekanizmalarinin niikleer genom-
daki kadar etkin olmayisi nedeniyle, mtDNA mutasyonlara
nikleer DNA’dan daha gok aciktir (20). mtDNA mutasyon-
lari kanser de dahil olmak tizere bircok hastalikla iliskilen-
dirilmistir (8, 21, 22). Bu ¢calismada, mtDNA yeni nesil dizi-
leme ¢alisma protokoliiniin optimizasyonu amaciyla arsiv
gliom 6rnekleri kullaniimigtir.

Cogunlukla agir mutasyonlar hiicre icinde normal mtDNA
ile karisik halde bulunurlar. Heteroplazmi olarak bilinen
bu durum, bir bireyde birden fazla mtDNA tipinin bulun-
masidir. Heteroplazmik alellerin ylzdesi, hiicre bélinme-
leri sirasinda degisiklik gosterebilmektedir. Mutant
mtDNA yiizdesinin artisi, enerji metabolizmasindaki ha-
sari arttirmaktadir ve doku / organin enerji gereksinimine
gore fenotipe etkisi degismektedir (5). Literatlirde yapilan
calismalarda esik degeri genellikle %20 olarak degerlendi-
rilmektedir (23). Calismamizda, timar heterojenitesinden
dolayi, dusik heteroplazmiye sahip varyasyonlarin at-
lanmamasi igin heteroplazmi esik degeri %10 olarak kabul
edilmistir.

Evrim sirecinde mtDNA’da ¢ok sayida mutasyon mey-
dana gelmistir ve bu nedenle niikleer genomda oldugu
gibi, mitokondriyal genomda da insanlar arasi ve insan
topluluklari arasi gesitlilik oldukca fazladir. Bu degisiklikler
glinimizde mitokondriyal haplogruplari belirlemek tzere
kullanilmaktadir (5, 24). Haplogruplarin mitokondriyal
fonksiyon degisikliklerine neden olarak kanser yatkinhgini
direkt olarak etkileyebilecegi gosterilmistir (1, 9).

Yeni nesil teknolojiler biiyik genomlarin ayni anda di-
zilenebilmesine olanak saglamaktadir. Yiksek kapsama
derinligi nedeniyle diisik sikliktaki varyasyonlar belirlene-
bildiginden, bu yontem kanser érneklerinin mtDNA ana-
lizinde oldukga hassas ve givenilirdir. Bu galismada opti-
mize edilen protokolde genomik DNA kullanilmasi, ayni
orneklerden nikleer varyasyonlarin da calisilabilmesine
olanak saglamasi agisindan énemlidir.

Bu protokol kullanilarak, periferik kan ve parafin kesit
orneklerinden elde edilen genomik DNAlar'dan da
calismalar yapilmistir. Periferik kan 6rneklerinden mtDNA
¢ogaltilmis ve dizilenebilmistir. Ancak, mtDNA yenilen-
mesinin (turnover) yiiksek olmasi (25) nedeniyle hastalik
biyolojisi agisindan anlamli olmayan disiuk hetero-
plazmiye sahip cok fazla varyasyon saptanmistir. Parafin
kesit 6rneklerinde ise DNA'nin fragmante (pargalanmis)
olmasi nedeniyle amplifikasyon saglanamamistir.

Yeni nesil dizileme ile mtDNA analizi

Calismalarda kullanilacak 6rnek segimi yapilirken, bu so-
runlarin géz 6niinde bulundurulmasi 6nemlidir.
Tlrkiye’de mtDNA yeni nesil dizileme teknolojileri konu-
sunda onci olan galismamizdaki protokol, kanser arastir-
malari ve mtDNA ¢alismalari yapan bilim insanlarinin kul-
lanabilecegi glivenilir bir yontemdir.

Etik onam: mtDNA yeni nesil dizileme ¢alismamiz, Acibadem
Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Etik Kurulu ATADEK (karar no:
2016-20/16) tarafindan uygun bulunmustur.
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