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ÖZ. 
 
Amaç: Hücre için başta enerji metabolizması ve yapı taşlarının üretimi olmak üzere oldukça önemli bir role 
sahip olan mitokondrinin kanserdeki rolü henüz tam olarak bilinmemektedir. Mitokondriyal genomdaki 
varyasyonlar ve polimorfizm kombinasyonları kullanılarak belirlenen haplogrupların farklı kanserlerdeki 
etkisi araştırılmaya devam edilmektedir. Bu nedenle, mitokondriyal genomu çoğaltarak yeni nesil 
yöntemlerle dizileme protokolünü optimize ederek kanser çalışmalarında kullanmayı amaçladık. 
Materyal ve Metod: Gliom tümör örneklerinden elde edilmiş genomik DNAlar’dan mitokondriyal genom 
iki ayrı reaksiyon halinde Takara LA Taq DNA polimeraz ile çoğaltılmıştır. “Nextera XT DNA Library Prep 
Kit” kullanılarak kütüphane oluşturulmuş ve yeni nesil dizileme MiSeq FGx cihazında gerçekleştirilmiştir. 
Elde edilen veriler “mtDNA Server” veritabanı kullanılarak mitokondriyal varyasyonlar, heteroplazmi 
oranları ve haplogruplar açısından analiz edilmiştir. 
Bulgular: Mitokondriyal genom için yeni nesil dizileme protokolü optimize edilmiştir. Detaylı analiz edilen 
iki tümör örneğinde çeşitli varyasyonlar ve bunların heteroplazmi oranları tespit edilebilmiştir. Ayrıca, 
örneklere ait haplogruplar da saptanmıştır. 
Sonuç: Mitokondriyal varyasyonların kanser biyolojisi üzerindeki etkisi hala araştırılmaktadır. Yeni nesil 
dizileme teknolojileri özellikle heteroplazmi oranı düşük tümörlerin analizinde kullanılabilecek güvenilir 
bir yöntemdir. 
 
Anahtar kelimeler: Kanser, Mitokondriyal DNA, Varyasyonlar, Yeni nesil dizileme 
 
 
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 
Taq 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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Giriş 
Mitokondri, hücrenin enerji ve hücre yapı taşlarının 
üretimi için vazgeçilmez bir organeldir. Kanser gibi hücre 
büyümesi ve çoğalmasının hızlı ve büyük ölçekte olduğu 
durumlarda da enerji ve yapı taşı sağladığı için anahtar 
roldedir. Mitokondriyal genlerde mutasyonlar sıklıkla sap-
tanmasına rağmen, bunlar genellikle mitokondriyal enerji 
metabolizmasını inaktive edici nitelikte değil, biyoenerjik 
ve biyosentetik durumu değiştirecek şekildedir (1). 
Mitokondriyal genom nükleer genoma göre son derece 
küçüktür ve hücre genomundan farklı olarak, matrilineal 
kalıtım göstermektedir (2, 3). Mitokondriyal genom az 
sayıda ve hücre sağkalımı için önemli genleri kodla-
maktadır. Bu genlerin kanserde değişen ihitiyaçlara nasıl 
uyum sağladığı bugün için bilinmemektedir. Mitokondri-
yal DNA’da (mtDNA) meydana gelen ağır mutasyonlar 
hücre içinde normal mtDNA ile karışık halde bulunurlar 
(heteroplazmi) (4, 5). Mutant mtDNA yüzdesinin artışı, en-
erji metabolizmasındaki hasarı arttırmaktadır. Bu durum, 
bazal enerji ihtiyacının yüksek ve mevcut enerji depo-
sunun düşük olduğu beyin dokusunun kanserlerinde daha 
da ön plana çıkmaktadır (5). Son yıllarda yapılan çalışma-
larda ileri evre gliom olan glioblastomlarda (GBM) mtDNA 
mutasyonları gösterilmiştir (6, 7). Tümör oluşumu ile iliş-
kili olabilecek, özellikle mitokondriyal solunum zincir pro-
teinlerini kodlayan genlerde, birçok mitokondriyal soma-
tik mutasyon farklı kanserlerde bildirilmiştir (8). Ayrıca, 
mitokondriyal genomda insanlar ve insan toplulukları 
arasındaki polimorfizm kombinasyonunun meydana getir-
diği haplogrupların kanser yatkınlığını direkt olarak etki-
leyebileceği gösterilmiştir (1, 9). 
Bu çalışmada amacımız, genomik DNA kullanarak mito-
kondriyal genomu çoğaltmak ve kanser biyolojisi üzerin-
deki etkisini araştırabilmek için yeni nesil yöntemlerle di-
zilemektir. Elde edilen mitokondriyal varyasyonları, heter-
oplazmi oranlarını ve haplogrupları kapsayacak veriler, 
mtDNA’nın kanserdeki rolünün anlaşılması açısından 
önem taşımaktadır.  
 
Materyal ve Metod 
Genomik DNA izolasyonu  
-80°C’de saklanan periferik kan örneklerinden ve sıvı        
nitrojende saklanan gliom tümör örneklerinden QIAamp 
DNA Mini Kit (Qiagen, ABD) kullanılarak, üretici firmanın 
talimatlarına uygun şekilde genomik DNA elde edilmiştir. 
Arşiv tümör örnekleri Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üni-
versitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi öğretim üyeleri Prof. Dr. 
Necmettin Pamir ve Prof. Dr. Koray Özduman tarafından 
içtenlikle sağlanmıştır. Elde edilen DNAlar’ın konsant-       
rasyonları ve saflığı saptanmak üzere 260 nm ve 280 nm 
dalga boylarında NanoPhotometer Pearl cihazı 
kullanılarak spektrofotometrik ölçüm yapılmıştır. 
A260/A280 oranı 1,8 – 2,0 olan DNA örnekleri saf olarak 
kabul edilmiştir. 
 
 

 
Mitokondriyal genomun amplifikasyonu ve kantifikas-
yonu 
Tüm mitokondriyal genom iki ayrı reaksiyon halinde, 50 µl 
hacimde 200-250 ng genomik DNA kullanılarak son kon-
santrasyonlar 1X LA PCR Buffer II (1,5 mM MgCl2), 1600 
μM dNTP, 20 pmol ileri ve geri primerler (Tablo 1) ve 2,5 
U Takara LA Taq DNA polimeraz (TakaraBio, ABD) olacak 
şekilde çoğaltılmıştır. Uzun (long-range) Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (PZR) koşulları ilk denatürasyon 94°C’de 5 da-
kika sonrası 30 döngü 98°C’de 15 saniye denatürasyon, 
68°C’de 10 saniye (0,2°C/saniye), 60°C’de 15 saniye, 
68°C’de 11 dakika bağlanma sonrası 72°C’de 10 dakika 
son bağlanma olarak kullanılmıştır. Elde edilen mitokon-
driyal amplikonlar %1’lik agaroz jelde kontrol edilmiş ve 
“Qubit dsDNA HS Assay Kit” ile Qubit Fluorometer 
cihazında kantifikasyonu yapılarak 0,2 ng/μL DNA olacak 
şekilde normalize edilmiştir. 
 
Tablo 1: Tüm mitokondriyal genomun çoğaltılması amacıyla kullanılan 
PZR primerleri 

Primer ismi Primer dizisi Ürün boyu 
(baz çifti) 

MTL-F1* (ileri) AAAGCACATACCAAGGCCAC 

9065 

MTL-R1* (geri) TTGGCTCTCCTTGCAAAGTT 

MTL-F2* (ileri) TATCCGCCATCCCATACATT 

11171 

MTL-R2* (geri) AATGTTGAGCCGTAGATGCC 

(*) Stawski (10)’den alınmıştır. 
 
Kütüphane hazırlanması 
Normalize edilmiş örnekler ile “Nextera XT DNA Library 
Prep Kit” kullanılarak üretici firmanın talimatlarına uygun 
şekilde kütüphane oluşturulmuştur (11). Sırasıyla, işaret-
leme (tagmentasyon), ikinci amplifikasyon, DNA 
kütüphanesinin pürifikasyonu, boncuk tabanlı normali-   
zasyon ve kütüphanelerin birleştirilmesi aşamaları izlen-
miştir. 
Yeni nesil dizileme ve verilerin incelenmesi 
Birleştirilmiş kütüphaneler, cihaza yüklemeye uygun 
şekilde seyreltildikten ve 98°C’de 2 dakika denatüre edil-
dikten sonra, “MiSeq Reagent Kit v2” kullanılarak MiSeq 
FGx cihazında dizilemeleri gerçekleştirilmiş, MiSeq Re-
porter v2.6 (Illumina, ABD, 2016) yazılımı ile FASTQ dosya-
ları oluşturulmuştur (12). Elde edilen R1 (Read 1 – okuma 
1) ve R2 (Read 2 – okuma 2) FASTQ dosyaları paired-end 
(çift sonlu okuma) olarak, mtDNA Server (v1.0.7) verita-
banına yüklenerek analiz edilmiştir (13). 
Genomik DNA örnekleri kullanılarak yapılan mitokondri-
yal genomun yeni nesil dizileme aşamaları Şekil 1’de 
özetlenmiştir. 
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Şekil 1. mtDNA genomu yeni nesil dizileme deney akış şeması özeti 
 
Bulgular 
Mitokondriyal genomun amplifikasyonu 
İlk çalışmalarda iki büyük amplikon elde etmek için 
kullanılan Q5-High Fidelity DNA Polimeraz (New England 
Biolabs, ABD) enzimi ile tek bant halinde amplifikasyon 
elde edilememiştir. Farklı bağlanma sıcaklıkları denen-
mesine rağmen sonuç elde edilemeyince (Şekil 2) 
kullanılan polimeraz sistemi değiştirilmiştir. Sonuç olarak, 
LA Taq DNA polimeraz (TakaraBio, ABD) kullanılarak farklı 
bağlanma sıcaklıklarında optimizasyon yapılmış ve ampli-
fikasyon başarısı sağlanmıştır (Şekil 3). 
 

 
Şekil 2. Q5-High Fidelity DNA Polimeraz ile yapılan mtDNA PZR optimizasyonları. 
1 ve 2 numaralı kuyular farklı iki örnek için MTL-F1 ile MTL-R1 primerleri, 3 ve 4 ise 
MTL-F2 ile MTL-R2 primerleri kullanılarak yapılmış optimizasyon çalışmalarıdır. A, 
C, D, E, F’de bağlanma sıcaklığı olarak sırasıyla 66°C, 64°C, 62,1°C, 59,8°C, 57,9°C 
kullanılmıştır. 1kb: 1kb DNA moleküler ağırlık standardı.  
 
Mitokondriyal DNA yeni nesil dizileme verilerinin değer-
lendirilmesi 
Tüm mitokondriyal genom iki reaksiyon halinde uygun pri-
merler (Tablo 1) kullanılarak çoğaltılmış (Şekil 3) ve sonra-
sında yeni nesil dizileme gerçekleştirilmiştir. Oldukça he- 
terojen olan glial tümörlerde, düşük heteroplazmiye sahip 
varyasyonların atlanmaması için daha yüksek kapsama 
derinliği (coverage) tercih edilmelidir. Bu çalışmadaki ör-
neklerin kapsama derinliği (coverage) ortalama 100X’tir 
(Şekil 4). Ayrıca, heteroplazmi eşik değeri %10 olarak de-
ğerlendirilmiştir. 
Elde edilen veriler mitokondriyal genom analizinde ol-
dukça önemli bir kaynak olan mtDNA Server (v1.0.7) veri-
tabanında mitokondriyal haplogrup, varyasyonlar ve bun-
ların heteroplazmi oranları açısından iki örnek için detaylı 
şekilde analiz edilmiştir. Sonuçlar revize Cambridge refe- 
rans dizisi (rCRS - revised Cambridge Reference Sequence) 
ile karşılaştırılmıştır. Bu örneklerin birinde 12 hetero-
plazmik (3’ü %10’luk eşik değerin üzerinde), 11 homo-
plazmik; diğerinde ise 6 heteroplazmik (1’i %10’luk eşik 

değerin üzerinde) ve 13 homoplazmik varyasyon 
saptanmıştır. Her iki örnekte farklı varyasyonlar olsa da, 
ortak olan 7 adet varyasyon tanımlanmıştır (263G, 750G, 
1438G, 4769G, 8860G, 15326G, 16519C). Bu varyasyon-
ların patojenite durumları MITOMAP (14) ve HmtVar (15) 
veritabanları kullanılarak araştırılmıştır. Çoğunun daha 
önce rapor edilmiş polimorfizmler olduğu bilinmektedir. 
16519C varyasyonu daha önceki çalışmalarda, GBM (6) ve 
prostat (16), mide (17), yumurtalık (18) gibi diğer kanser-
lerle ilişkilendirilmiştir. Ayrıca, haplogrup değerlendirmesi 
de yapılmış ve örneklerin H28 ve H1c22 olarak Türk 
popülasyonunda en fazla görülen, H/H2 haplogrubuna da-
hil olduğu belirlenmiştir (19). 
 

 
Şekil 3. Takara LA Taq polimeraz ile yapılan mtDNA PZR sonucu. Ürünler %1’lik 
agaroz jelde yürütülmüştür. 1-3: MTL-F1 ve MTL-R1 primerleri ve 4-6: MTL-F2 ve 
MTL-R2 primerleri kullanılarak PZR yapılmıştır. 3. ve 6. kuyularda örnek bulun-
mamaktadır (negatif kontrol). M1kb: 1kb DNA moleküler ağırlık standardı.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 4. mtDNA Server (v1.0.7) veritabanında analiz edilmiş örneğin kapsama de-
rinliği grafiği. Bu örneğe ait analizde kapsama derinliği tüm mitokondriyal genom 
boyunca 125-1000X’tir. 
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Tartışma 
Hücrenin genetik kodu, hücre çekirdeği ve mitokondri ol-
mak üzere iki farklı organelde yerleşimlidir. Nükleer ge-
nom, eşeyli kalıtılan ve hücre içi tüm olaylardan sorumlu 
genleri taşıyan, son derece detaylı araştırılmış bir bilgi ak-
tarım sistemidir. Mitokondri, nükleer genoma göre çok 
daha küçük bir genoma sahiptir ve matrilineal kalıtım gös-
termektedir. Hücre biyolojisini farklı şekilde etkileyen mi-
tokondriyal genomda, az sayıda, hücrenin yapı taşları olan 
ve enerji metabolizması için çok önemli enzimler kodlan-
maktadır. 
Paketlenme ve tamir mekanizmalarının nükleer genom-
daki kadar etkin olmayışı nedeniyle, mtDNA mutasyonlara 
nükleer DNA’dan daha çok açıktır (20). mtDNA mutasyon-
ları kanser de dahil olmak üzere birçok hastalıkla ilişkilen-
dirilmiştir (8, 21, 22). Bu çalışmada, mtDNA yeni nesil dizi-
leme çalışma protokolünün optimizasyonu amacıyla arşiv 
gliom örnekleri kullanılmıştır. 
Çoğunlukla ağır mutasyonlar hücre içinde normal mtDNA 
ile karışık halde bulunurlar. Heteroplazmi olarak bilinen 
bu durum, bir bireyde birden fazla mtDNA tipinin bulun-
masıdır. Heteroplazmik alellerin yüzdesi, hücre bölünme-
leri sırasında değişiklik gösterebilmektedir. Mutant 
mtDNA yüzdesinin artışı, enerji metabolizmasındaki ha-
sarı arttırmaktadır ve doku / organın enerji gereksinimine 
göre fenotipe etkisi değişmektedir (5). Literatürde yapılan 
çalışmalarda eşik değeri genellikle %20 olarak değerlendi-
rilmektedir (23). Çalışmamızda, tümör heterojenitesinden 
dolayı, düşük heteroplazmiye sahip varyasyonların at-
lanmaması için heteroplazmi eşik değeri %10 olarak kabul 
edilmiştir. 
Evrim sürecinde mtDNA’da çok sayıda mutasyon mey-
dana gelmiştir ve bu nedenle nükleer genomda olduğu 
gibi, mitokondriyal genomda da insanlar arası ve insan 
toplulukları arası çeşitlilik oldukça fazladır. Bu değişiklikler 
günümüzde mitokondriyal haplogrupları belirlemek üzere 
kullanılmaktadır (5, 24). Haplogrupların mitokondriyal 
fonksiyon değişikliklerine neden olarak kanser yatkınlığını 
direkt olarak etkileyebileceği gösterilmiştir (1, 9). 
Yeni nesil teknolojiler büyük genomların aynı anda di- 
zilenebilmesine olanak sağlamaktadır. Yüksek kapsama 
derinliği nedeniyle düşük sıklıktaki varyasyonlar belirlene-
bildiğinden, bu yöntem kanser örneklerinin mtDNA ana-
lizinde oldukça hassas ve güvenilirdir. Bu çalışmada opti-
mize edilen protokolde genomik DNA kullanılması, aynı 
örneklerden nükleer varyasyonların da çalışılabilmesine 
olanak sağlaması açısından önemlidir. 
Bu protokol kullanılarak, periferik kan ve parafin kesit 
örneklerinden elde edilen genomik DNAlar’dan da 
çalışmalar yapılmıştır. Periferik kan örneklerinden mtDNA 
çoğaltılmış ve dizilenebilmiştir. Ancak, mtDNA yenilen-
mesinin (turnover) yüksek olması (25) nedeniyle hastalık 
biyolojisi açısından anlamlı olmayan düşük hetero-
plazmiye sahip çok fazla varyasyon  saptanmıştır. Parafin 
kesit örneklerinde ise DNA’nın fragmante (parçalanmış) 
olması nedeniyle amplifikasyon sağlanamamıştır.  

 
Çalışmalarda kullanılacak örnek seçimi yapılırken, bu so-
runların göz önünde bulundurulması önemlidir. 
Türkiye’de mtDNA yeni nesil dizileme teknolojileri konu-
sunda öncü olan çalışmamızdaki protokol, kanser araştır-
maları ve mtDNA çalışmaları yapan bilim insanlarının kul-
lanabileceği güvenilir bir yöntemdir. 
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