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Nannospalax Kemirgenlerinde MTNR1A Genetik Varyasyonlarimin Karakterizasyonu

Teoman KANKILIC?, Tlkay CIVELEK®", Burcu KOSE*

One Cikanlar: OZET:
+ Nann lax o . i Lo
. Vgryzi?oia Nannospalax cinsi iiyesi korfareler toprakalti ekolojik nisinde yagsamini siirdiiren, diisiik oksijenli

ortama uyum saglamis kemirgenlerdir. Olaganiistii uzun Omiirleri ve hem spontan hem de
indiiklenmig tiimor olusumuna karsi direngleri ile karakterize edilen kemirgenlerdir. Bu
kemirgenlerin kansere olan direncinin sebebi bilinmemekle beraber, yiizyillardir yasadiklart toprak
alt1 nisinde sirkadiyen ritim veya bu yolakta gdrev alan genlerle iliskili olacak sekilde bir kanser
Ko mekanizmasi gelistirebildikleri varsayilmaktadir. Bu ¢aligmada korfarelerde sirkadiyen ritimde ve
. orfare . - .. . . 8 . .
- Varyasyon melatonin yolagm.da gorev glan MTNRlA gemndek_1 varyasyonlarin varligi ve tespit edilen
. MTNRIA varyasyonlarin veritabanindaki diger tiirlere (Homo sapiens, Mus musculus, Heterocephalus glaber,
Rattus norvegicus) ait dizilerle karsilagtirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, Tiirkiye’de dagilim
gosteren dort Nannospalax tiiriine ait (Nannospalax xanthodon, Nannospalax ehrenbergi,
Nannospalax leucodon ve Nannospalax tuncelicus) 9 farkl sitotip igeren toplam 18 adet 6rnege ait
dokulardan elde edilen DNA 6rneklerinin PCR analizi gergeklestirilerek bu tiriinler sekanslanmustir.
Sekans sonuglari ile referans genom (Nannospalax galili) karsilagtirilarak ilgili DNA baz
farkliliklan tespit edilmistir. Tespit edilen baz farkliliklar1 referans dizi ve diger tiirlere ait amino
asit dizileri ile karsilagtirilarak var olan/olmas1 muhtemel varyasyonlar belirlenmistir. Buna gore
DNA dizilerindeki tek niikleotid degisimlerinden yalnizca biri amino asit dizisinde degisiklige sebep
olmus; insanda 10. amino asite denk gelen p.N10Q (p.Aspl0Glu) varyasyonu, Polyphen-2
veritabaninda yaklagik 0.5 skoru ile degerlendirilmis ve mevcut degisimin muhtemel
zararli/patojenik etkileri olabilecegi sonucuna varilmistir.

+ Sirkadiyen ritim

Anahtar Kelimeler:
+ Nannospalax

*  Melatonin

Characterization of MTNR1A Genetic Variations in Nannospalax Rodents

Highlights: ABSTRACT:
* Nannospalax

+ Variation

« Circadian rhythm

Members of the genus Nannospalax, commonly known as blind mole rats, are subterranean rodents
adapted to low-oxygen environments. These rodents are characterized by their extraordinarily long
lifespans and resistance to both spontaneous and induced tumor formation. Although the cause of
their cancer resistance is unknown, it is hypothesized that, over centuries of living in their

%palax u_nderground niche, these rpdents may have developed a cancer re_sistanc_e mgchanis_m_relat_ed to
. Blind Mole Rat circadian rhythms or genes mvolvec_i in _these_ pathways. This study aims to |dent|fy variations in the
«  Variation MTNRZ1A gene, which is mvolveq in C|rcac_i|an rhythm and melatonin pat_hway in blind r_nole rats,
« MTNRIA and to compare the detected variations with sequences from other species (Homo sapiens, Mus

musculus, Heterocephalus glaber, Rattus norvegicus) in databases. For this purpose, PCR analysis
of DNA samples obtained from tissues of 18 specimens representing nine different cytotypes
belonging four Nannospalax species distributed in Turkey (Nannospalax xanthodon, Nannospalax
ehrenbergi, Nannospalax leucodon, and Nannospalax tuncelicus) was performed and these products
were sequenced. The relevant DNA base differences were identified by comparing the sequencing
results with the reference genome (Nannospalax galili). The detected base differences were
compared with the amino acid sequences of the reference and other species to identify existing or
potential variations. Accrodingly, only one of the single nucleotide changes in the DNA sequences
resulted in an amino acid sequence change. It was concluded that the variation p.N10Q
(p.Aspl0Glu), corresponding to the 10th amino acid in humans, has been evaluated in the Polyphen-
2 database, yielding a score of approximately 0.5, suggesting that this change may have potentially
harmful/pathogenic effects.
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GIRIS

Korfareler yer altina uyum saglamis memeli kemirgenlerdir. Dis kulaklar1 bulunmaz ve korelmis
bir kuyruga sahip silindirik gévdeli hayvanlardir. Yasamlarinin tiimiinii yer altinda kendi kazdiklar
yer alt1 tiinellerinde gegirirler (Németh ve ark., 2016; Nevo, 2022; Topachevskii, 1969). Asir1 hipoksik
kosullar altinda yasayan korfareler giiglii hipoksik tolerans gelistirmistir ve boyutlarina gére ¢ok uzun
Oomiirlidiir. Hayvan tesislerinde tutulan bu hayvanlar i¢in maksimum yasam siiresinin 21 yil oldugu
belgelenmistir. Buna karsilik, ayni iist familyaya ait fare ve siganlarin maksimum yasam siiresi 4
yildir. Uzun Omiirlerinin yam sira korfareler kansere karsi carpict bir direng gostermektedir. Binlerce
hayvan iizerinde yapilan gozlemlerde, 40 yillik bir siire boyunca tek bir spontane timér gelisimi
vakasima rastlanmamustir (Flesher ve ark., 1998; Manov ve ark., 2013). Ote yandan, kanser insan
Oliimlerinin %23' linli olustururken, bu oran fare ve siganlarda ¢ok yiiksek olup bazi tiirlerde %90' a
kadar ulagmaktadir (Gorbunova ve ark., 2012).

Korfarelerin gozlerindeki ciddi dejenerasyona ragmen retinohipotalamik sistemleri korunmustur
ve bu sayede de sirkadiyen ritimleri ¢evresel aydinlik/karanlik dongiisiine gére ayarlayabilmektedirler
(Hannibal ve ark., 2002). Bu kemirgenler, yeraltinda yasadiklar1i icin genellikle 1sikla nadir
karsilagirlar. Bu nedenle, korfarelerin sirkadiyen ritimlerini siirdiirmeleri, ¢evresel 151k dongiilerine
dayanmak yerine icsel faktdrlere dayanarak gerceklesir. Ozellikle, viicut sicakligi bu kemirgenlerin ig
saatlerini diizenlemede kritik bir 6neme sahiptir. Korfarelerin bu adaptasyonu, yeraltinda yasarken dis
diinyanin giines 1s181ina daha az maruz kaldiklar1 bir yasam tarzini siirdiirebilmelerine yardimci olur
(David-Gray ve ark., 1999; Hannibal ve ark., 2002).

Sirkadiyen ritimler, canli organizmalarin biyolojik saatlerini diizenleyen temel siireclerdir. Bu
ritimler, 151k ve karanlik dongilerine bagli olarak c¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik siireclerin
diizenlenmesine yardimci olur ve viicudumuzun giinliik aktivitelerini senkronize eder. Bu siirecler
arasinda uyku-uyaniklik dongiisii, metabolizma, hormon {iretimi, bagisiklik sistemi fonksiyonlar1 ve
hiicre ¢ogalmasi yer alir (Steele ve ark., 2021). Bu ritimler birgok canli organizmada evrimsel olarak
korunmuslardir. Sirkadiyen ve mevsimsel ritim, uzun vadeli fizyolojik adaptasyonlar1 ortaya ¢ikaran
gen ifadesindeki degisikliklerle aracilik edilen bir¢ok hormonun etkisini tanimlar. Hayvanlarin
zamansal uyumlar1 onlarin igsel fizyolojik saat sistemine dayanir. Giinliik olarak 151k ve diger
uyaricilar, bu saati siirekli olarak ayarlar ve ¢evreyle uyumlu hale getirir. Saatin etkileri daha sonra
fizyolojinin ¢esitli alanlarini1 diizenler. Bu saatin ana islevlerinden biri, geceleri melatonin hormonunun
salgilanmasidir. Omurgalilarda bu hormon, epifiz bezi tarafindan tiretilir (Foulkes ve ark., 1997).

Epifiz bezi, melatonin sentezinin ana bolgesi olarak kabul edilirken, retina, Harderian bezi,
gastrointestinal sistem, yumurtalik, deri, bagisiklik sistemi ve bazi serebral yapilar gibi diger dokular
da melatonin iretme kapasitesine sahiptir (Jimenes-Jorge ve ark., 2007). Memelilerde melatonin
yaklagik 24 saatlik bir salinima sahiptir. Calismalarda serum melatonin diizeylerinin geceleri yiiksek
(80-120 pg/mL) ve giindiizleri diisiik (2-20 pg/mL) oldugu tespit edilmistir (Jung-Hynes ve ark.,
2010). Melatonin dolagiminin zirvesi gece karanlikta gerceklesir ve uyku dongiisii, pubertal gelisim ve
noroendokrin aktivite dahil olmak {izere sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesinden sorumludur. Endojen
bir hormon olan melatonin, kanserde koruyucu bir role sahiptir. Ornegin melatonin, radyoterapi ve
kemoterapinin neden oldugu hasarlara kars1 beyin, kalp, bobrek, karaciger ve bagirsak gibi bircok
organ iizerinde koruyucu etkiye sahip olabilir. Bu koruma, melatoninin anti-inflamatuar, antioksidan,
anti-apoptotik ve bagisiklik diizenleyici etkileri araciligiyla gerceklesmektedir. Ayrica, melatonin,
hiicrelerin savunma sistemini gii¢lendirerek, radyasyon ve kemoterapinin yan etkilerini hafifletme
potansiyeli de tasimaktadir (Dehdari ve ark., 2023; Ma ve ark, 2020; Najafi ve ark., 2017). Melatonin
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sirkadiyen ritimleri, uykuyu ve néroendokrin aktiviteyi diizenlemenin yan1 sira (Zhang ve ark., 2021),
Bcl-xL, JNK1/2, ERK1/2, Raf-1, MEK1/2 ve NF-kB gibi ¢esitli hayatta kalma yollarinda da islev
gormektedir (Wang, 2009).

Isiga maruz kalmanin melatonin diizeyini azalttigt ve dolayisiyla da diisiik melatonin
diizeylerinin meme, endometriyum, kolon, prostat, Hodgkin olmayan lenfoma da dahil olmak iizere
cesitli kanserlerin artmasiyla baglanti oldugu diisiiniilmektedir (Jung-Hynes ve ark., 2010). Ote
yandan, melatonin hormonunun sirkadiyen salinimi, melatonin 1 ve 2 reseptorlerinin (MT1 ve MT2)
aktivasyonu yoluyla uykuyu ve sirkadiyen fazi diizenlemek ic¢in suprakiazmatik g¢ekirdek (SCN)
tarafindan diizenlenir (Dubocovich, 2007).

Melatoninin fizyolojik etkilerine temel olarak iki tip melatonin reseptorii aracilik eder:
MT1/Mella ve MT2/Mellb (sirastyla MTNR1A ve MTNR1B olarak adlandirilan genler). Melatonin
reseptorleri MT1 ve MT2, mevsimsel olarak iireyen hayvanlarda sirkadiyen ritimlerin, bagisiklik
sisteminin ve iiremenin melatonin aracili diizenlenmesinde 6nemli roller oynar (Gao ve ark., 2019).
Sirkadiyen genler veya melatonin yolag: genleriyle iligkili genetik polimorfizmler, sirkadiyen bozulma
ve gen ekspresyonu degisiklikleriyle olan iliskileri nedeniyle artan hastalik riskine aday olarak kabul
edilmigtir. Saat genlerindeki herhangi bir bozulma onlarin ifadesini degistirir ve boylece meme kanseri
riskini artirabilir. Ayrica, melatonin yolagi genleriyle iligskili meme kanseri goriilme sikliginin
artmasinin, melatoninin, MTNR1A ve MTNR1B genleri tarafindan kodlanan melatonin reseptorleri olan
MTI1 ve MT2'ye baglanmasi ve aktivasyonundan kaynaklandigi ve insan meme kanserinde anti-
onkostatik etkileri tetikledigi diisiiniilmektedir (Pham ve ark., 2019).

Korfareler, sirkadiyen ritimlerin evrimsel olarak nasil gelistigini ve ¢evresel zorluklara nasil
uyum sagladigin1 anlamamiza yardimci olan 6nemli bir model organizmadir. Bu kemirgenler, i¢
saatlerini c¢evresel faktorlerden daha bagimsiz bir sekilde siirdiirebilme yetenekleri ile sirkadiyen
ritimlerin temel mekanizmalarini arastirmamiza yardimci olur (David-Gray ve ark., 1999; Hannibal ve
ark., 2002). Ayrica korfarelerin sirkadiyen ritimlerinin altinda yatan temel genetik mekanizmanin
multifazik, polimorfik ve mevsimsel biyolojik sirkadiyen diizenlerden yoksun olan insanlar ve fareler
gibi gilindiiz veya gece yasayan ve goren memelilerden farkli olabilecegi fikri 6ne siirtilmistir (Avivi
ve ark., 2001). Isik karanlik dongiilerine baglh olarak degisen melatonin seviyeleri bilindigi gibi
canlilarin kansere yakalanma oranini etkilemektedir. Bu ag¢idan yasaminin tamamini 1siksiz bir
ortamda geciren korfarelerin sirkadiyen ritimlerinin temel prensiplerini anlamamiz Onemlidir.
Benzersiz mekanizmalar1 sayesinde korfareler, kansere direngliliklerinin sahip olduklar1 sirkadiyen
ritimle iligkisini arastirmak i¢in énemli bir arastirma modeli olmustur. En 6nemlisi bu tiir arastirmalar
kanser aragtirmalarinda ve bu arasgtirmalarin gelistirilerek insanlara uyarlanmasinda yardimei olabilir.
Bu calismadaki Tirkiye’de farkli filocografik bolgelerde dagilima sahip dort korfare tiirtinde
melatonin yolaginda gorev alan MTNR1A genindeki varyasyonlarin varligi arastirilmasi ve tespit
edilen varyasyonlarin diger tiirlerle karsilastirilarak var olan varyasyonun herhangi bir patojenik etkiye
sahip olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmas: hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOT

Caliysmada Kullanilan Korfare Sitotipleri ve Bolgesel Dagilimlar:
Tiirkiye’de dagilim gosteren ti¢ farkli korfare tiirline ait toplam 9 sitotipten olusan; N. xanthodon

icin 2n = 54, 56, 58 (n=6); N. ehrenbergi i¢in 2n =48, 52, 53, 56 (n=8); N. leucodon i¢in 2n = 56 (n=2)
ve N. tuncelicus igin 2n = 54 (n=2)) toplam 18 adet birey ile calisilmistir. Birey sayis1 kromozomal
formalarina ve bu farklilasmaya neden oldugu diisliniilen cografi sinirlara (farkli bolgelerden) gore
belirlenmis ve her sitotipi temsilen bir erkek ve bir disi ile ¢alisilmast kararlagtirilmistir. Calismada
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kullanilan dokular, daha dnce calisilan projelerimiz i¢in yakalanan ve -80 °C’ de muhafaza edilen
korfare orneklerinden alinmustir.

DNA izolasyonu ve PCR Reaksiyonu

Dokulardan DNA izolasyonu CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir) metodu (Doyle, 1991)
kullanilarak gergeklestirilmistir ve izole edilen DNA’lar kullanilana dek -80 °C’de saklanmustir. Izole
DNA orneklerinin konsantrasyonlart Nanodrop cihazinda A260/280 dalga boylarinda dlgiilerek
DNA’nin safligr kontrol edilmistir ve 1.7-1.9 pg/mL arast konsantrasyona sahip olan Ornekler
caligmada kullanilmistir. Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) veritabani, primer ¢iftinin (ileri
primer 5-GAGCCATAAAAAGTGAC-3> ve geri primer 5 -GATGAGCAGGCTAAAGAA-3’)
tasarlanmasinda kullanilmistir ve tasarlanan aday primerlerin BLAST veritabam1 (Basic Local
Alignment Search Tool veritabani, 2024) kullanilarak non-spesifik baglanma olup olmadigi kontrol
edilmigtir. Elde edilen PCR firiinleri %1°’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmis ve

istenilen bolgelerin bant profilleri marker ile karsilastirilarak dogrulanmistir. Ayrica, N. galili referans
tiurtine ait MTNR1A geninin kromozom lokasyonu, NCBI veritabaninda NW_008355790.1 olarak
belirlenmis olup, genin pozisyonu 3987656 ile 4030636 arasinda yer almaktadir (NCBI Genom
Veritabani, 2024).

DNA Dizi Analizi

Secilen PCR f{iriinleri DNA dizi analizi i¢in 6zel bir firma tarafindan sekanslanmistir (BM
Laboratuvar Sistemleri, Tiirkiye). DNA Dizi analizinden elde edilen ham veriler, her bir birey icin ayr1
ayr1 BioEdit (ver. 7.0.5.3) (Hall, 1999) yazilim programi ile kontrol edilmis ve diizenlenmistir.
Ensembl genom veritaban1 (www.ensembl.org) kullanilarak, veritabanindaki Orta Dogu korfaresi veya
Filistin korfaresi) (N. galili, Upper Galilee mountains blind mole rat) ait MTNR1A DNA dizileri
(Kaynak: NCBI gene; Acc: 103750495) referans alinarak Kkarsilastirilmistir. Ayrica galismada
kullanilan Nannospalax o6rneklerindeki amino asit varyasyonlari, H.sapiens, M. musculus, R.
norvegicus ve H. glaber’e ait kodonlardaki amino asit karsiliklar1 ile Ensembl veritabanindan
faydalanilarak karsilastirilmis ve bu tiirlerdeki varyasyon varligi arastirilmastir.

Insanda tespit edilen varyantlarin hastalik olusturucu, patojenik 6zelliginin olup olmadigim
belirlemek amaci ile kullanilan PolyPhen-2 (http://genetics. bwh.harvard.edu/pph2/) yazilim programa,
yapisal ve karsilastirmali evrimsel degerlendirmeleri kullanarak amino asit ikamelerinin insan
proteinlerinin stabilitesi ve islevi tizerindeki olasi etkisini tahmin eder. Her amino asit ikamesi i¢in

hem nitel bir tahmin ("probably damaging-muhtemelen zarar verici”, "possibly damaging-muhtemelen
zarar verici”, "benign-iyi huylu" veya "unknown-bilinmeyen") hem de bir olasilik skoru elde edilir.
Elde edilen PolyPhen-2 puani, bu amino asit degisiminin zarar verme olasiligini temsil eder, bu
nedenle 1 skoruna yakin degerlerin zararli oldugu tahmin edilir (Adzhubei ve ark., 2013). Bu
calismada da tespit edilen olasi varyant/larin insandaki karsiliklar1 degerlendirilerek Polyphen-2

degerleri belirlenmistir.
BULGULAR VE TARTISMA

BLAST veritabanindaki XM_008853606.1 erisim numarali N. galili tiirii ile eslesen toplam 18
ornekten 9 tanesi N. galili tiirii ile %100 benzerlige sahipken, 8 6rnek 3 baz farkla %94,45 oraninda ve
1 6rnek de 2 baz farkla %98,70 oraninda benzerlik gostermistir (Basic Local Alignment Search Tool
veritabani, 2024). Farkli tiirler arasindaki amino asit korunumunun degerlendirilmesi i¢in, ilgili genlere
ait protein dizileri Ensembl veritabanindan (www.ensembl.org) temin edilmistir. DNA dizilerinde
tespit edilen baz degisimlerinin tiimii tek niikleotid degisimleri olup bunlardan yalnizca bir tanesi
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kodonda amino asit degisikligine sebep olmustur. Buna gore Cizelge 1’de belirtilen 6rneklerde tespit
edilen varyasyonlar p.Q13* (CAA>CAG), p.R25* (CGG>CGC) ve p.S27T (TCG>ACG)
Serin>Treonin seklindedir.

Cizelge 1. Calisilan oOrneklere ait tiir, sitotip, lokalite bilgileri ile BLAST taramasit sonucunda
veritabaninda yer alan N. galili tiiriine ait MTNR1A gen dizisi ile benzerlik yiizdeleri ve baz farki

sayilari
No Tiir Ornek No  Lokalite Sitotip  BLAST Benzerlik (%) Baz fark
1 N. ehrenbergi 41 Hatay, Senkdy 2n=48 100 YOK
2 N. ehrenbergi 51 Hatay, Senkdy 2n=48 100 YOK
3 N. ehrenbergi 43 Osmaniye, Bahge 2n=52 98,45 3
4 N. ehrenbergi 53 Osmaniye, Bahge 2n=52 100 YOK
5 N. ehrenbergi 54 Adana, Yiiregir 2n=56 100 YOK
6 N. ehrenbergi 52 Adana, 2n=56 100 YOK
(“Zukuroava
Universitesi
7 N. ehrenbergi 603 Adana, Ceyhan 2n=53 100 YOK
8 N. ehrenbergi 604 Adana, Ceyhan 2n=53 98,45 3
9 N. leucodon 10 Kirklareli, Merkez 2n=56 98,45 3
10 N. leucodon 16 Kirklareli, Merkez 2n=56 98,45 3
1 N. tuncelicus 59 Tunceli, Pertek Yolu 2n=54 98,45 3
12 N. tuncelicus 73 Tunceli, Kirmizi 2n=54 100 YOK
Kopri
13 N. xanthodon 565 Adana, Karaisal1 2n=54 98,45 3
14 N. xanthodon 571 Adana, Karaisal1 2n=54 98,45 3
15 N. xanthodon 36 Nigde, Camardi 2n=58 98,45 3
16 N. xanthodon 56 Nigde, Bor 2n=58 98,45 3
17 N. xanthodon 4794 Isparta, Yilanl Koyt 2n=56 98,45 3
18 N. xanthodon 6270 Isparta, Yilanl Koyii 2n=56 98,70 2
1 2 3
F-Q--A--P--G--G--E--E--G--A--R--P{-R}-P}-S§-W Nannospalax galili
-Q--A--P--G--G--E--E--(G--A--R--P{-R}-P§-T{-W Nannospalax (Tirkiye)
-Q-—-A--P--G--G--G--E--G~G--R--P}-RE-PE-SE-W Mus musculus
F-A--S--Q--P--V--L--R--G--D--G--A{-R} -P}-S-W Homo sapiens
P--Se-P--G--G--G—-E--G--A-—-R--P-}R+P+S+W Heterocephalus glaber
-Q--A--P--G--G--G--E--E--1--R--S-{R-{P-{S-{W Rattus norvegicus

Sekil 1. MTNR1A genine ait amino asit dizisinde goriilen varyasyonlarin farkli tiirler arasinda karsilagtirilmasi (1. p.Q13*,
2. p.R25*, 3. p.S27T)

Sekil 1°de gosterilen amino asit dizilerinde tiirler arasindaki farkliliklar incelendiginde, 1
numarali varyasyon Tirkiye Nannospalax tiirlerinde herhangi bir amino asit degisimine sebep
olmamis ve insan hari¢ tiim tiirlerde korunmustur. insanda 10. amino asite denk gelen bu varyasyon
(p.N10Q; p.Aspl0Glu) Polyphen-2  (http://genetics. bwh.harvard.edu/pph2/) veritabaninda
incelendiginde Polyphen-2 degeri 0 ile 1.00 arasinda yaklasik 0.5 degerinde tespit edilmis olup (Sekil
2.a), mevcut degisimin insanda muhtemel zararli olabilecek bir degisim oldugu ve olast bir patojenik
etkiye sebep olabilecegi sonucuna varilmistir. 2 numarali varyasyon da ayni sekilde herhangi bir amino
asit degisimine sebep olmamais ve tiim tiirlerde degismeden kalmistir. Son olarak 3 numarali varyasyon
Tiirkiye Nannospalax tiirlerinde referans genom N. galili’ye gére Serin amino asitinden Treonin amino
asitine (p.Ser27Tre) degismistir. Bu calismadaki Nannospalax tiirleri disinda karsilagtirilan diger
tiirlerde bu amino asit korunmustur. Insanda ise ayn1 varyasyon 24. amino asite (p.S24T; p.Ser24Tre)
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denk gelmigtir. Bu varyasyon PolyPhen-2 yazilim programinda degerlendirildiginde, PolyPhen-2
degeri 0 olarak tespit edilmis (Sekil 2.b) ve herhangi bir patojenik etkiye sebep olmadigi (benign)
goriilmiistiir. Tespit edilen tiim varyasyonlar 13, 25 ve 27. amino asit dizilerinde meydana gelmistir ve
bu varyasyonlarin her {igii de Nannospalax tiiriniin MT1 melatonin reseptdr protein ailesinde yer
almaktadir (Ensembl Genome Browser, 2024; PRINTS Database, 2024; UniProt Knowledgebase,
2024).

2.b
p.S241 l -

r T T T

' T 1
0.00 0.20 0.4 0.60 0.60 1,00

Sekil 2. MTNR1A geninde tespit edilen p.N10Q ve p.S24T varyantlarmin onkogenik-patojenik etkilerinin Polyphen-2
analizi ile degerlendirilmesi

Melatonin, meme kanseri tizerinde olumlu etkiler gosteren bir bilesik olarak tanimlanmaktadir.
Hem laboratuvar ortaminda hem de hayvan deneylerinde kanser hiicrelerinin biiyltimesini durdurma
ozelligi gostermistir. Melatoninin, 6zellikle tamoksifen gibi diger tedavilerle birlikte kullanildiginda
meme lezyonlarinin boyutunu azalttig1r ve tedaviye direngli hastalarda yasam siiresini artirabilecegi
belirtilmistir. Gece 151gina maruz kalmanin endojen melatonin diizeylerini diislirebilecegi ve bu
durumun meme kanseri riskini artirabilecegi vurgulanmistir. Ayrica, melatonin takviyesinin bu etkileri
tersine c¢evirebilecegi ve meme kanseri olusumunu engelleyebilecegi gozlemlenmistir (Liu ve ark.,
2016). Melatoninin, MT1 ve MT2 reseptor genlerini aktive ederek SCN, gozler ve karaciger gibi
cesitli hedef dokularda sirkadiyen ritim siireglerinin  koordinasyonuna yardimci olduguna
inanilmaktadir. MT1 ve MT?2, yiiksek afiniteli guanin niikleotid baglayici protein (G proteini) ile
eslesen spesifik reseptorlerdir ve dizileri memelilerde klonlanmis ve tanimlanmistir. MT1/2'nin
kodlanmis amino asit dizileri, zar protein bdlgeleri, tipik transmembran alanlari, bir N-hiicre dis1 bolge
ve bir hiicre i¢i C-terminal kuyruk igerir. Farkli fotoperiyotlarin yani sira, evrim siirecinde meydana
gelen ve ¢esitli bolgelerde bulunan mutasyon bdolgelerinin MT1/2 transkripsiyonunda ifade kaliplarini
yonlendirdigine dair kanitlar vardir (Sun ve ark., 2022).

SONUC

Bu ¢aligmada, Tiirkiye’de dagilim gdsteren, yiiksek derece heterojineteye sahip ve farkl cografik
bolgelerde yasamini siirdiiren 9 farkli sitotipten olusturulan toplam 18 Nannospalax iiyesine ait
MTNR1A genindeki genetik varyantlarin varligi degerlendirilmistir. Bu ¢aligma Tiirkiye korfarelerine
ait MTNR1A genindeki varyasyonlarin tarandigi ilk caligmadir. Referans genom N. galili MTNR1A
dizilerindeki incelemelerde, calisilan Tiirkiye Nannospalax tiirlerindeki DNA degisimlerinin tek
niikleotid degisimleri oldugu ve ii¢ degisimden sadece bir tanesinin amino asit dizisinde de (p.S27T)
degisiklige yol actig1 belirlenmistir. Varyasyonlarm insandaki patojenik etkisi incelendiginde, yalnizca
p-N10Q varyasyonunun insanda muhtemel zararli 6zellige sahip olabilecegi sonucuna varilmistir.
Ayrica bu varyasyonlarin Nannospalax tiirtiniin MT1 melatonin reseptor protein ailesinde yer aldigi
goriilmiistiir. Korfarelerde p.S27T varyasyonunun MTNRIA geni tizerindeki olasi etkileri heniiz net
olarak belirlenmemis olup teorik verilere dayanarak degerlendirilebilir. Bu tiir bir amino asit
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degisikligi, melatonin reseptoriiniin yapisal veya islevsel Ozelliklerini etkileyerek melatonin
sinyalizasyonunda degisikliklere neden olabilir. Melatonin reseptorleri, hayvanlarda ve insanlarda
sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Bu nedenle p.S27T gibi bir
varyasyonun korfarelerin fizyolojik ve davranigsal 6zellikleri {izerinde potansiyel etkileri olabilecegi
ongoriilmektedir. Ancak simdiye kadar korfareler ile yapilan herhangi bir ¢alismada MTNRI1A
genindeki varyasyonlar daha 6nce tanimlanmamis olsa da, diger ¢aligmalarda yer alan farkli genlerde
p.S27T varyasyonu goriilmistiir. Cizelge 2’de bu gen {izerinde tespit edilen NCBI-ClinVar
veritabaninda  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) yer alan tiim p.S27T varyasyonlarini
gostermektedir. Cizelge 2’de mitochondrial trifunctional protein eksikligi, kalitsal genetik hastaliklar,
akut myeloid 16semi, Schwannomatozis 2 ve belirtilmeyen diger durumlarda tespit edilen bu varyantin
kanserle olan iliskisi belirtilmemistir. Ayrica tespit edilen tiim p.S27T varyasyonlarinin patojenlik
durumunun belirsiz degere sahip oldugu goriilmiistiir.

Ayrica, MTNR1A geni iizerinde gerceklestirilen diger ¢alismalarda tespit edilen varyasyonlar,
NCBI-ClinVar  veritabaninda  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar)  bulunmaktadir ve bu
varyasyonlar Cizelge 3’te sunulmustur. Cizelgede MTNR1A geni iizerindeki farkli varyasyonlarin
patojenlik durumlar1 gosterilmistir. Buna gore yalnizca bir varyasyon patojenik etkiye sahipken, diger

varyasyonlar iyi huylu, muhtemelen iyi huylu ve belirsiz deger olacak sekilde siniflandirilmastir.

Cizelge 2. MTNR1A geninde tespit edilen tiim p.S27T varyasyonlari

isim Gen Erisim Durum Molekiiler Patojenlik Varyant
Numarasi Sonug¢ Durumu  Tipi
NM_000183.3(HADHB).80G>C HADHB VCV001950365 Mitochondrial Anlamsiz  Belirsiz Tek
trifunctional varyant deger niikleotid
protein eksikligi varyanti
NM_001085049.3(MRAS) .80G>C MRAS VCV000986261 Kalitsal genetik Anlamsiz  Belirsiz Tek
hastaliklar varyant deger niikleotid
varyanti
NM_015562.2(UBXN7).80G>C UBXN7 VCV002491084 Belirtilmemis Anlamsiz  Belirsiz Tek
varyant deger niikleotid
varyanti
NM_018051.5(DYNC2I1).79T>A  DYNC2I1 VCV003086532 Kalitsal genetik Anlamsiz  Belirsiz Tek
hastaliklar varyant deger niikleotid
varyanti
NM_001379081.2(FREM1).80G>C FREM1 VCV003096772 Kalitsal genetik Anlamsiz  Belirsiz Tek
hastaliklar varyant deger niikleotid
varyanti
NM_014057.5(0OGN).79T>A OGN VCV003061065 Belirtilmemis Anlamsiz  Belirsiz Tek
varyant deger niikleotid
varyanti
NM_000218.3(KCNQ1).387- KCNQ1 VCV002500049 Atrial Anlamsiz  Belirsiz Tek
6394G>C fibrilasyonu, varyant deger niikleotid
familial, 3 varyanti
NM_016156.6(MTMR2).80G>C MTMR2 VCV000245770 Kalitsal genetik Anlamsiz  Belirsiz Tek
hastaliklar varyant deger niikleotid
varyanti
NM_001405963.1(OR4Q3).79T>A OR4Q3 VCV002562111 Belirtilmemis Anlamsiz  Belirsiz Tek
varyant deger niikleotid
Varyanti
NM_021214.2(ABHD17C).80G>C ABHD17C VCV002554788 Belirtilmemis Anlamsiz  Belirsiz Tek
varyant deger niikleotid
varyanti
NM_004608.4(TBX6).80G>C TBX6 VCV001049788 Belirtilmemis Anlamsiz  Belirsiz Tek
varyant deger niikleotid
varyanti

Cizelge 2. MTNR1A geninde tespit edilen tiim p.S27T varyasyonlar1 (devami)
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NM_018975.4(TERF2IP).80G>C TERF2IP  VCV001761999 Belirtilmemis Anlamsiz  Belirsiz Tek
varyant deger niikleotid
varyanti
NM_018042.5(SLFN12).80G>C SLFN12 VCV002405440 Belirtilmemis Anlamsiz  Belirsiz Tek
varyant deger niikleotid
varyanti
NM_004364.5(CEBPA).80G>C CEBPA VCV001422145 Akut myeloid Anlamsiz  Belirsiz Tek
16semi varyant deger niikleotid
varyanti
NM_006767.4(LZTR1).80G>C LZTR1 VCV001488297 Schwannomatozis Anlamsiz  Belirsiz Tek
2 varyant deger niikleotid
varyanti
Cizelge 3. NCBI veritabanindaki MTNR1A geninde tespit edilen tiim varyasyonlar
Varyasyon Patojenlik Durumu
NC_000004.12:9.186533547T>C Iyi huylu
NM_005958.4:¢.1033G>A (p.Val345lle) Muhtemelen iyi huylu
NM_005958.4:c.976G>A (p.Asp326Asn) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢c.945A>G (p.Thr315=) Iyi huylu
NM_005958.4:¢.930A>G (p.lle310Met) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢c.924A>G (p.Arg308=) Iyi huylu
NM_005958.4:¢.839G>C (p.Ser280Thr) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢c.698A>T (p.Asp233Val) Belirsiz deger
NM_005958.4:c.635T>C (p.1le212Thr) Iyi huylu
NM_005958.4:¢c.602T>A (p.1le201Asn) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢.588C>T (p.Phe196=) Muhtemelen iyi huylu
NM_005958.4:¢.506 A>T (p.GIn169Leu) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢c.474C>T (p.Alal58=) Muhtemelen iyi huylu
NM_005958.4:¢c.470C>T (p.Alal57Val) Iyi huylu
NM_005958.4:¢c.442G>A (p.Vall48Met) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢.337G>A (p.Gly113Ser) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢c.274G>A (p.Gly92Arg) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢c.271A>T (p.Asn91Tyr) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢c.185-154del Iyi huylu
NM_005958.4:¢.155T>C (p.Val52Ala) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢.13G>C (p.Gly5Arg) Belirsiz deger
NM_005958.4:¢.6G>C (p.GIn2His) Belirsiz deger
RCh37/hg19 4g35.2(chr4:187299348-187530184) Belirsiz deger
GRCh37/hg19 4035.2(chr4:187161749-187522422) Belirsiz deger
GRCh37/hg19 4¢35.2(chr4:187179134-187866865) Belirsiz deger
GRCh37/hg19 4¢35.1-35.2(chr4:186496069-189142432) Belirsiz deger
GRCh37/hg19 4g35.1-35.2(chr4:185017749-190957473) Patojenik
GRCh37/hg19 4g35.2(chr4:187333416-187518766) Belirsiz deger

Korfareler iizerinde yakin zamanda tamamlanan bir calismamizda, Tirkiye'de yasayan
Nannospalax tiirlerinde melatonin biyosentezinde gorev alan Clock genleri tizerindeki varyasyonlar
incelenmistir. Arastirmada toplam 29 varyasyon tespit edilmistir; bunlardan PER1 geninde 11, PER2
geninde 7, CRY1 geninde 2 ve CRY2 geninde 9 varyasyon bulunmustur. BMALL geninde ise herhangi
bir varyasyon tespit edilmemistir (Civelek ve ark., 2024). Bu ¢alismamizda ise bu canlidaki MTNR1A
geni tizerindeki olasi varyasyonlar ilk kez incelenmistir. Ancak, Clock genlerinde heniiz tespit edilen
bu varyasyonlarin korfarelerdeki biyolojik etkilerini daha iyi anlamak i¢in ileriye doniik genetik ve
molekiiler arastirmalar gereklidir. Bu caligmalar, genellikle bu tiir varyasyonlarin sirkadiyen ritim
diizenlemesi, uyku dongiisii ve metabolik siirecler gibi ¢esitli fizyolojik islevler iizerindeki potansiyel
etkilerini daha ayrintili bir sekilde inceleyebilir. Ayrica korfarelerde tespit edilen varyasyonlarin
melatonin reseptdr genlerinin transkripsiyonunda nasil bir etki yarattig1 heniiz bilinmemektedir. Bu
baglamda, korfarelerde bilinen yiiksek kanser direnci goz oniine alindiginda, melatonin genlerinin
mutasyon analizi, ilgi ¢ekici bir arastirma alani olarak 6ne g¢ikmaktadir. Ancak MTNR1A geninin
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sirkadiyen ritimde gorev alan diger genlerle karmasik bir etkilesim i¢inde olabilecegi unutulmamalidir.
Bu nedenle, yalnizca bu genin degil, ayn1 zamanda ilgili yolaklarda goérevli diger tiim genlerin
mutasyon varliginin detayli bir sekilde incelenmesi gerekebilir.
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