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OZET

Sahin G. Oksidatif Fosforilasyon Sistemi Hastaliklarinda Mitokondriyal DNA
Varyantlarinin Veri Madenciligi ile Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2020.

Mitokondrinin halka bi¢imindeki genomunda (mtDNA) cesitli patojenik alellerinin
heteroplazmik oram varyant-yiikiinii belirler ve mitokondriyal hastaliklarin klinik
heterojenitesinden sorumludur. Bu tez calismasimin ilk basamaginda dokular-arasi
varyant-yiikii karsilagtirmalar1 yapilarak tanisal testlerde kullanilan 6rnek etkinligine
ongorii saglanmasi amaglandi. Alti goniilliiniin farkli dokularindan es zamanli elde
edilen mtDNA yeni nesil dizi teknolojisiyle arastirildi. Kasta saptanan varyantlarin sayisi
kana gore yiiksek bulundu. Varyant tipi acisindan, SNV sayis1 kasta daha fazla iken,
indellerde say1 yaklasikti. Ortak varyantlarda indel sayis1 fazla idi. Ortak varyantlarin
frekansi kasta, 1,2 kat, ortak SNV’lerin 3,7 kat, ortak indellerin 1,1 kat yiiksek bulundu.
Kandaki varyantlarin %28’inin kasta, kastakilerin %36’sinin kanda saptanamadigi
belirlendi. Bulgular, kan gibi mitoz hiz1 yiiksek hiicrelerde varyantlh mtDNA’larin
eleniyor olmasi, kas gibi boliinmeyen hiicrelerde ise bu avantajin olusmadig1 goriisiinii
destekledi. Ayrica sonuglar, mitokondride indellerin yeni olusan SNV’lerin tamiri
siirecinde olustugu, bu nedenle indel tipli varyantlarin kanda daha fazla beklenebilecegi
goriisityle ortiistii. U¢ doku kargilagtirmasi igin goniillii sayis1 yetersiz bulundu. Ikinci
basamakta, klinik cesitlilik ve kas patojenik varyant yiikii arasinda iliski kurmak ve kas
heteroplazmi oram1 tahmini yapabilen coklu-dogrusal regresyon modeli olusturmak
hedeflendi. 445 yayin incelenerek, m.3243A>G patojenik varyantina sahip hastalarin
ozellikleriyle olusturulan veri setinin, eksik heteroplazmi orani bilgileri sebebiyle, yarisi
kullanilarak (421 satir, 26 siitun) Model-1, yaris1i Model-1’le tamamlanmis veri setiyle
(744 satir, 26 siitun) Model-2 olusturuldu. Bu modellerin iliskilendirme basar1 6lcegi
olan ayarlanmis R-kare degerleri sirasiyla 0,47 ve 0,72’ydi. Bu degerdeki artis, veri
sayisinin  artmasiyla  iliskilendirildi. = Sonu¢ olarak, regresyon = modelinin
gelistirilebilmesinin, satir sayisinin arttirilmasiyla, eksik degerlerin, optimize edilmis
klinik formlariyla giderilmesiyle miimkiin olabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Mitokondriyal DNA, heteroplazmi, mitokondriyal hastaliklar,
m.3243A>G, coklu-dogrusal regresyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-33447
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ABSTRACT

Sahin G. Data Mining Examination of Mitochondrial DNA Variants in Oxidative
Phosphorilation System Diseases. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Genetics Thesis of Master. Istanbul. 2020.

The heteroplasmic ratio of various pathogenic alleles in the circular genome (mtDNA) of
the mitochondria, determines the variant-burden and is responsible for the clinical
heterogeneity of mitochondrial diseases. In the first step of the study, it was aimed to
predict the efficacy of the sample used in diagnostic tests by making tissue variant-load
comparisons. The mtDNA obtained simultaneously from different tissues of six
volunteers was investigated using new generation sequencing technology. The number of
variants detected in the muscle was higher than in blood. In terms of variant type, the
number of SNVs was greater in muscle, while in indels the number was approximately.
The number of indels was high in common variants. The frequency of common variants
in the muscle was found to be 1.2 times higher, 3.7 times higher in common SNV and
1.1 times higher in common indel. It was determined that 28.6% of the variants in the
blood could not be detected in the muscle, and 36.5% of the variants in the muscle could
not be detected in the blood. The findings supported the view that mtDNAs with variants
are eliminated in cells with high mitosis, such as blood, and that this advantage does not
occur in non-dividing cells such as muscle. In addition, the results coincided with the
view that indels in mitochondria are formed during the repair of newly formed SNVs, so
indel-type variants can be expected more in blood. The number of volunteers was
insufficient for three tissue comparisons. In the second step, it was aimed to establish a
relationship between clinical diversity and muscle pathogenic variant-load and to create
a multi-linear regression model that can predict the ratio of muscle heteroplasmy. A data
set was created with the characteristics of patients with the m.3243A>G pathogenic
variant by examining 445 publications. Because of the missing heteroplasmy ratio
information in this data set, Model-1 was created using half of the data set (421 rows, 26
columns). Model-2 was created with the data set (744 rows, 26 columns) half completed
with Model-1. The adjusted R-squared values of these models, which are the association
success scale, are 0.47 and 0.72, respectively. The increase in this value was associated
with the increase in the number of data. As a result, it was thought that the development
of the regression model would be possible by increasing the number of rows and
eliminating the missing values with optimized clinical forms.

Key Words: Mitochondrial DNA, heteroplasmy, mitochondrial diseases, m.3243A>G,
multi-linear regression

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2019-33447



1. GIRIS VE AMAC

Niikleer genomdan ayr1 bir genetik materyal iceren tek hiicresel organel olan
mitokondrinin islev bozukluguna sebep olabilen mtDNA patojenik varyantlari, genis
spektrumlu bir klinik ile kendini gostermektedir. Hiicrelerin icerdigi mitokondri
sayisindaki farklilik, mtDNA miktarindaki degiskenlik, farkli enerji ihtiyacina sahip
hiicrelerin olusturdugu dokularin islevleri dogrultusunda klinik heterojeniteye ve
mitokondriyal hastaliklarin tani giicliigiine neden olmaktadir. Heteroplazmi kavramiyla
ifade edilen, varyanti iceren mtDNA’larin dokulardaki oranidir ve bu oranin belli bir
esik degeri astiktan sonra fenotipte etkilerinin gozlenmeye basladigi bilinmektedir.

Heteroplazmi durumunun saghikh bireylerde dahi gozlendigi bildirilmistir.

Bu durumlar, klinik 6zellikler ve heteroplazmi orani arasindaki olasi bir iliskinin
varliginin  sorgulanmasinin  gerekliligini gostermektedir. Ayrica, dokular arasi
heteroplazmi karsilastirmasinin  yapilmasi, farkliliklarin incelenmesi, tetkiklerde
kullanilabilecek dokunun belirlenmesi acisindan 6nemli goriilmiistiir. Belirtilen unsurlar

bu tez ¢alismasinin konusunu olugturmaktadir.

iki basamaktan olusan bu tez calismasimn birinci basamaginda, dokular arasi
heteroplazmi oran farkliliklarinin deneysel olarak arastirilmasi, bu dogrultuda mtDNA
calismalarinda kullanilabilecek uygun dokunun tespiti ve bu dokunun diger dokulara ne
derecede tstiinliik sagladiginin belirlenmesi, ikinci basamaginda ise, mitokondriyal
hastaliklarda klinik 6zellikleri, demografik 6zellikleri, laboratuvar tetkikleri, kas
histokimyasal patoloji ve beyin goriintiileme sonuclar ile farkli dokularin heteroplazmi
oranlar1 arasindaki iligkinin veri madenciligi yontemleri ile saptanmasi, bu iligki
olasiliginin heteroplazmi oranini tahmin araci olarak kullanilabilirliginin sorgulanmasi,
olusturulan veri setinin, bu iligkinin aciklanmasinda yeterliliginin belirlenmesi

amaclandi.

Literatiirde, mitokondriyal hastaliklarin tanis1 amaciyla yapilan molekiiler
aragtirmalarda farkli dokular kullanilmistir. Farkli dokularin farkli heteroplazmi
degerleri verdigi bilinmektedir ve fenotip ile iligkisi zayif olan doku se¢iminin
hastaligin klinik ciddiyeti hakkinda bilgi vermemesi nedeniyle tedavi siireci olumsuz

yonde etkilenebilmektedir. Bu nedenlerle bu tez calismasinda, saghkl bireylerin farkli



dokularindan elde edilen mtDNA’larin varyant yiikii ve sayisi karsilagtirmasi ile,
optimal dokunun belirlenmesi amaclandi ve ileride yapilmasi planlanan arastirmalar igin

doku tercihi yoniinde katki sunmasi hedeflendi.

Arastirma kapsaminda, mitokondriyal hastaliklara sebep olan mtDNA
varyantlar1 icinden literatiirde en sik goriilen patojenik varyant segilerek ardindan
olusturulan veri setinde makine 6grenmesi yontemlerinden c¢oklu-dogrusal regresyon
uygulandi. Bu yaklasim ile, secilen patojenik varyantla iligkili mitokondriyal
hastaliklarda goriilen klinik heterojenite durumu ile kas heteroplazmi orami arasindaki
iligkinin belirlenmesi yoluyla olugturulan tahmin aracinin tani siirecini hizlandirici ve
kolaylastirici yonde etki etmesi, zaman icinde ortaya cikabilecek farkli fenotipik
ozelliklerle, kas dokusundaki varyant yiikii degisiminin takibinin miimkiin olabilmesi,
en uygun zamanda tedavinin olanakli hale gelmesi, laboratuvar siireglerinin kisalmasi
yoniinde etkilerinin olmasi beklenmektedir. Tahmin modelinin giiciinii, ulasilacak hasta
sayisinin, klinik 6zelliklerdeki ve heteroplazmi oranindaki cesitliligi aciklamakta yeterli
olacak miktarda olmasi, literatiirde verilen bilgilerin eksiksiz olmasi, eksik veri olmasi
durumunda, olusturulan veri setinde kayip veri yonetiminin iyi bir sekilde yapilmasi ve
dogru algoritma secimi etkilemektedir. Bu tez calismasinda elde edilen sonuglarin,

ileride benzer hastaliklar icin de uygulanmasi1 miimkiin olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mitokondri ve Enerji

Hiicre ici yapilara iligkin ilk gozlemlere 1840’L1 yillarda baglanmgtir.
Tanmimlanan yapilar icinde mitokondrinin de bulundugu diisiiniilmektedir [1]. 1890
yilinda Richard Altmann, hiicre icinde dagilmis halde bulunan yapilar gérdiigiinii, bu
yapilarin 6nemli faaliyetler iistlenen basit organizmalar olabilecegini bildirmis ve bu
yapilar1 biyoblast (bioblast) olarak isimlendirmistir [1]. 1898 yilinda Carl Benda,
spermatogenezde gozlemledigi bu yapilari, ipliksi ve tanecikli goriiniisleri dolayisiyla

mitokondrion' olarak adlandirmistir [1].

Canli organizmalarin en kiiciik yasamsal birimi olan hiicrelerde, replikasyon,
biiyiime ve gelisme, metabolizma, protein sentezi, mobilite, apoptoz gibi kendiliginden
gerceklesmeyen olaylar icin (non-spontaneous events) yiiksek miktarda enerji gerekir.
Cok hiicreli organizmalarin enerji gereksinimleri tek hiicreli canllara kiyasla ¢cok daha
fazladir. ATP (adenozin trifosfat) hiicrelerin faaliyetlerini gerceklestirmek icin
kullanabilecegi bir enerji formudur. Oksijenli solunum yapamayan tek hiicreli canlilar
oksijensiz solunumla enerji ihtiyaglarim karsilarlar. Oksijensiz solunumda tiiketilen
besin miktari ile kazanilmak istenen ATP miktar1 dogru orantihdir. Bu sistemde, glikoliz
yolag ile, bir molekiil glikozun piruvata kadar yikilmasi gerceklesirken iki molekiil
ATP elde edilir. Ancak glikoliz yontemi ile besinlerin tamami yikilamaz ve elde edilen
enerji miktann diisiik kalir. Oksijenli solunum reaksiyonlar1 ile aerobik hiicrelerin
disaridan aldig1 besinlerden yiiksek miktarda enerji elde etmek amaclanir. Mitokondriler
besinlerden maksimum ATP saglayan, hiicrenin fonksiyonel birimleridir. Bu islemler,
mitokondri icerisinde, 6zellesmis cok sayida protein ile gerceklestirilen bir dizi

reaksiyon ile gerceklesir. Bir molekiil glikoz yikimindan ~30 ATP iiretilir [3].

2.1.1. Mitokondrinin Eveliisyonu

1883 yilinda botanik¢i Andreas Schimper mikroskopta yaptig1 incelemede bitki
hiicre kloroplastlarinin boéliindiigiinii ve bu durumun bakterilerin béliinme sekli ile
benzer oldugunu bildirmistir [4]. Ilk kez Rus botanikci Konstantin Mereschkowski 1905
ve 1910 yillarinda yayimladig1 calismalarda simbiyogenez teorisinden bahsetmigtir

[5]-[7], 1950-60’larda mitokondri ve kloroplast organellerinin, hiicre c¢ekirdeginde

! mitos: iplik (thread), khondrion: kii¢iik tanecik (little granule) [2].



mevcut DNA’dan ayri, kendi DNA’larina sahip olduklan kesfedilmistir [8]-[10]. Tiim
bu bilgiler 1967 yilinda Lynn Margulis tarafindan bir araya getirilerek On the Origin of
Mitosing Cells isimli calismada ilk kez kamitlariyla birlikte endosimbiyotik teori ile

aciklanmistir [11].

Endosimbiyotik teoriye gore, karmasik yapidaki hiicreler, daha az karmasik
yapidaki hiicrelerin simbiyotik iliskisinden kéken alir [5][11]. Basit yapidaki tek hiicreli
organizmalar (prokaryotlar), cevre kosullarinin etkisiyle gerceklesen mutualist bir iligki
sonucu yasamlarini bir arada siirdiirebilirler. Oksijenli solunum yapabilen prokaryotun,
yapisal olarak kendisinden daha biiyiik ancak oksijenli solunum yapamayan bir baska
prokaryot tarafindan fagositoz ile hiicre icine alinmasi (fagozite edilmesi), karsilikli
yarar saglayan bir iligkiyi baslatmis ve bu olusum uygun ortam kosullarina uyum olarak

gelismistir [11].

Evrim teorisine gore yeni canlh tiirleri, cevre kosullarindaki koklii degisimler
sonucu ortaya cikar. Asamali olarak degisen kosullara uyum, asamali olarak
adaptasyonla olusur. Cevreye uyum ne kadar giicliiyse hayatta kalma, cogalma ve neslin

devami o kadar miimkiindiir [12].

Ilk atasal okaryot hiicreler, atmosferde serbest oksijen molekiiliiniin artis
gosterdigi siirecte simbiyotik iliskiden avantaj saglamiglardir [11]. Atasal heterotrofik
okaryotlar, oksijenli solunum ile disaridan aldig1 besinlerden verimli enerji iiretimi
gerceklestiren prokaryotlarla simbiyotik iligki icerisindedir [11]. Bu prokaryotlar
modern okaryot hiicrenin atasal mitokondrisidir ve Rickettsiales proteobakterilerinin

akrabasi oldugu diisiiniilmektedir [13]-[16].

Mitokondrilerin prokaryotlarla olan benzerligi, endosimbiyoz teorisinin kanitlar
arasinda sunulmaktadir [11]. Boyutlarn bakterilerin boyutlarn ile benzerlik
gostermektedir (0,75-3 pm?) [16]. Hiicreden bagimsiz, béliinerek ¢ogalabilmektedir. Bu
boliinme bicimi (binary fission) bakterilerle benzerlik gostermektedir [17][18].
Antibiyotiklere diren¢ gostermekte veya antibiyotiklerden etkilenmektedir [19][20].



2.1.2. Mitokondriyal Devinim

Mitokondriler dinamik organeller olup sekli, boyutu, hiicredeki sayisi, hiicredeki
konumu, béliinme ve birlesmesi (fizyon ve fiizyon), hiicrenin metabolik aktivitesine,
fiziksel durumuna, dokuya ve organizmaya gore devamli olarak bir degisim ve doniistim

gosterir [21][22].

2.1.2.1. Mitokondrinin Morfolojisi

Mitokondriler hiicrede bircok farkli sekilde goriilebilmektedir; kiiciik ve biiyiik
graniil, halter-goriiniimlii graniil, igsi graniil, cubuk yapisi, iplik yapisi, ilmek, halka
yapist gibi. Ayirt edilemez durumlardaki goriintiisii ag yapisi seklindedir [21, p. 353].
Elastik bir yapisi vardir. Tek bir mitokondrinin, dakikalar icinde 15-20 farkh sekil
alabildigi gozlemlenmistir [21, p. 355]. Sekil farklhiliklar, hiicrelerin farkli yasam
evrelerinden bagimsiz olarak, mitoz evrelerinde, boliinmiis hiicrelerde, gelisen genc
hiicrelerde veya dinlenme halindeki yasli hiicrelerde gozlemlenmistir [21, p. 357].
Mitokondrinin  morfolojisindeki  degisimlerin, islevsel bir 06zellik tasidig1
diisiiniilmektedir. Boliinme evresindeki mitokondrilerin halter veya raket goriiniimii
aldigi, halter goriiniimiiniin boliinmenin ilk asamasinda, raket goriiniimiiniin
boliinmenin bitmeye yakin evresinde ya da heniiz ayrilmis mitokondrilerde g6zlendigi
bildirilmektedir [23]. Kisalip kalinlagsmalar ile kristalarin birbirlerine yaklastigi
biiziismiis bicim ise ADP (adenozin difosfat)’ye fosfatin eklendigi, ATP’nin olustugu
elektron transportu evreleriyle iliskilendirilmektedir. Morfolojik degisimler, ADP ve
ATP’nin mitokondriden ¢ikmasi veya mitokondriye girmesi, i¢ zarda bulunan ADP-ATP
translokaz kanal proteinlerinde algilanmanin olusmasiyla tetiklenmektedir [24][25].
Cubuk veya oval seklindeki mitokondrilerin kristalarinin dallanmis ve diizenli yapida

oldugu ve toksik maddelere karsi duyarh oldugu gozlenmistir [26].

Mitokondride morfolojik cesitliligi ve aktif sekil degisiklikleri, mitokondriyal
devinim (mitochondrial dinamics) disiplini altinda simiflandirilmaktadir. Devamlh
gozlenen kisalip kalinlagmalar, uzamalar, incelmeler, biiyiime ve kiiciilmeler farkli
aktivitelerin, béliinme ve birlesme siireclerinin bir gostergesi oldugu, belli sinyaller

sonucu gerceklestigi bildirilmektedir [24].

Cubuk ve ipliksi yapilar kisalip kalinlagarak kiiciik/biiyiik tanecik yapilarina

doniigebilir. Ipliksi yapidaki mitokondriler bir araya gelebilir ve agsi bir goriintii



olusturabilir. Graniil goriiniimlii yapilar bir araya gelip daha biiyiik graniil yapilari,
halka yapidakiler ise iplik, cubuk veya tanecik yapisina déniisebilir. Omriinii
tamamlamis, aktivite gostermeyen mitokondrilerin ise vezikiillere ayrildig1 gézlenmistir

[21, p. 353].

Mitokondriler dinamik yapilar oldugundan boyutlari da devamli olarak

degisebilmektedir [21, p. 359]. Farkl tiirlerde boyutunun 0,75-3 pm? arasinda degistigi
gosterilmistir [27].

Hiicrenin metabolik aktivitesine, yasam evresine, fiziksel durumuna gore
icerdigi mitokondri miktar1 cesitlilik gostermektedir. Sayida artiglar veya azalmalar

mitokondrilerin béliinmesi veya birlesmesi ile iligkilidir [26].

Organlan olusturan farkli doku hiicrelerinde, organ ve dokunun aktivitesi ile
dogru orantili sayisal cesitlilik gézlenmekte, sayilar1 ~80-2000 arasi1 degisebilmektedir
[28]. Kalp, karaciger gibi yasam icin 6nemli fonksiyonlar gerceklestiren organlarin
hiicrelerinde sayisi, enerji ihtiyacinin karsilayabilmek icin yiiksek orandadir [29].
Ormnegin, saglikh bir insanda kalbin her giin ~30 kg ATP tiikettigi bildirilmistir [30].
Farkli memeli tiirlerinden alinan kalp kasi orneklerinde yapilan miktar tayini
calismasinda, mitokondrilerin, kalp kasi hiicrelerinin %22-37’sini kapladig1 goriilmiistiir
[31]. Fareler {iizerinde yapilan baska bir calismada, mitokondrilerin karaciger
hiicrelerindeki hacmi ~%20 olarak bildirilmistir [32]. Yogun egzersiz programlarinda,
saylda 6nemli artiglar oldugu bilinmektedir [33]. Boylece hiicre aktiviteleri icin gerekli
ATP ihtiyaci karsilanir. Mitokondrilerin sayisindaki azalma, boyutlarinda biiyiime ile

sonuc¢lanmaktadir. Bu ¢ok sayida mitokondrinin birlesmesi ile gerceklesir [34].

Viicuttaki hiicre tipleri arasinda yalnizca olgun eritrositler mitokondri icermez
ve enerji ihtiyaclarini hiicresel solunumun ilk basamagi olan glikoliz ile saglar.
Eritrositler, oksijeni tasiyan hemoglobin molekiiliine daha ¢ok yer saglayabilmek icin ig
alam1  bosalmis hiicrelerdir. Kemik iliginde iiretildikten kisa bir siire sonra,
olgunlagmakta olan eritrosit (retikiilosit), cekirdegini, c¢ekirdek DNA’sini,
mitokondrilerini ve mitokondriyal DNA’larim1 ve diger organellerini kaybeder. Bu
nedenle, herhangi bir hasar durumunda kendilerini onaramaz. Omiirleri ortalama 115
giindiir, 70-140 giin arasinda yasayabilmektedir. Kisaca, bu hiicreler kendilerinin higbir

zaman kullanmadig1 oksijeni tiim diger dokular icin saglarlar [33]-[35].



2.1.2.2. Mitokondrinin Hiicre icindeki Yerlesimi

Mitokondrilerin hiicre icindeki aktif calisir bolgelerde yogunluk gosterdigi,
yerlesimlerinin devamli degistigi, dinlenme halindeyken bile devamli pozisyon
degistirdikleri, sitoplazmanin geneline dagilmis halde bulunduklarn ve 6zellikle
aktiviteye bagh olarak cekirdek ve organellerin cevresinde yogunlasma gosterdikleri
bildirilmistir [21, p. 349]. Sinsityum halindeki hiicre birlesmelerinde, sitoplazma
kopriileri ilizerinden bir hiicreden diger hiicreye gecebildigi gozlemlenmistir

[21, p. 352].

Hiicrenin farkli bolgelerindeki islemler icin devamh olarak konumlarim
degistirirler. Mitokondrinin hareketleri hiicre iskeleti elementleri ve mitokondriyal
adaptor proteinleri ile saglanmaktadir [38]. Cevreye dagilan mitokondriler daha sonra
tekrar niikleus cevresinde toplanabilmektedir [21, p. 349]. Ince bagirsakta besinlerin
aktif olarak absorbe edildigi liimen gevresini olusturan epitel hiicrelerinin ise apikal
yizeyinde gozlenmistir. Organizmanin aldig1 besinlere gore, hiicre iginde farkh
lokasyonlara toplanirlar. Yag ile beslenen organizmalarda hiicrenin merkezinde,
karbonhidrat agirlikli beslenen organizmalarda hiicre yiizeyinde toplanmaktadirlar [39].
Hipoksiye maruz birakilan pulmoner arter endotel hiicrelerinde bulunan mitokondrilerin
niikleus c¢evresinde toplanarak, burada mitokondriyal reaktif oksijen iiriinlerinin
birikmesini sagladigt ve bu durumun niikleusun hipoksiye yanit niteliginde
transkripsiyonel diizenlemeye gittigi gosterilmistir [40]. Lenfosit hiicrelerinin hedef
yoniinde hareketlerini desteklemek icin, lenfositlerin polarize olmus uropodlarinda
birikme gosterdigi izlenmistir [41] Hareketini siirdiiren lenfositlerin durmasi ile konum
degistiren mitokondrilerin, lenfositlerin bu kez sabit kalmasini sagladig1 gozlenmistir
[42]. Noronlarda mitokondrilerin akson uclarina tasinmasi mikrotiibiiller ile
gerceklesmektedir [43]. Mitoz béliinme esnasinda boliinmenin gerceklestigi bolgede

toplandiklar goriilmiistiir [44].

2.1.2.3. Mitokondrinin Devimsel Diizenlenimi ve Kalite Kontrol

Mitokondriyal birlesme ve béliinme (fiizyon ve fizyon) niikleer genomdan
sentezlenen diizenleyici proteinler ile diizenlenir. Mitofusinler yani MFN1 (mitofusin-1)
ve MFN2 (mitofusin-2) mitokondrinin dis zarinda, OPAI°? ise i¢ zarinda bulunan

proteinler olup mitokondriyal birlesmeyi yonetirler. Mitokondriyal boliinme ise dis

*0OPA1: OPA1 mitokondriyal dinamin-benzeri GTPase (OPA1 mitochondrial dynamin like GTPase) [45], HGNC



zarda bulunan FIS1?°, MFF* ve sitoplazmada bulunan ancak fizyon sirasinda dis zara

gecen DNM1L° proteinleri ile yonetilir [45].

Mitokondrilerin biyoenerji faaliyetlerinin farkli oldugu gosterilmis ve bu durum
farkli zar potansiyelleri ile iliskilendirilmis, bunun mitokondrinin kalite kontrolii igin
onemli oldugu goriilmiistiir. Boliinmeye ugrayan bir mitokondriden olusan iki
mitokondrinin zar potansiyeli birbirinden farkli olabilir. Zar potansiyeli, ATP sentezinin
siirdiiriilebilmesi icin gerekli olan zarlar arasi proton gradyanm dolayisiyla olusan
zarlar-aras1 elektriksel potansiyeldir. Potansiyelin diisiik oldugu mitokondri, zar
potansiyelini yeniden kazanabilir ya da depolarize edilebilir. Mitokondri zar
potansiyelini kazanamazsa, protealistik aktiviteler gostererek birlesme islemini kontrol
eden OPA1 yikima ugrar. Mitokondri, birlesme ile aktif mitokondri ag yapisina
katilamazsa mitofajiye ugrar. Polarizasyon giici yiiksek diger mitokondri aktivite
gostermeye devam eder. Boylece biyogenez ve mitofaji ile mitokondrilerin kalitesi
kontrol edilir. Mitokondriyal biyogenezin yaslanmayla birlikte azaldig1 bildirilmistir
[46].

Matrikste ve zarlar-arasi bolgede bulunan ¢o6ziinebilen proteinlerde oksitlenme
veya katlanmada bozulmalar olabilir. Béyle durumlarda bu proteinler mitokondriyal
proteazlar tarafindan yikilir. Dig zar proteinlerinde meydana gelen hasarlar, bu
proteinlerin ubikiitinasyona ugramasina ve sitoplazmada bulunan proteozomlar
tarafindan parcalanmasina neden olur. Mitokondri igerisinde olusan atiklar ise dig zarin

tomurcuklanmasi sonucu vezikiillerle disar1 atilir ve lizozomlarda pargalanir [47].

2.1.3. Mitokondrinin Yap1 ve Organizasyon Ozellikleri

Mitokondri, baz1 hiicrelerin olgunlasma evresinde yok olsa da tiim 6karyotik
hiicrelerde bulunur. Enerji {iretimi icin 0zellesmis cift zar yapilari, cift katmanh
fosfolipitlerden olusmustur ve her iki zar yapisina gomiilii proteinleri vardir. Dista
bulunan zar dis zar (outer membrane), ic kisimda bulunan zar ise i¢ zar (inner

membrane) olarak isimlendirilir.

Dis zarda bulunan ve porin olarak adlandirilan proteinler, kanal biciminde olan

yapilardir. Porinlerden, piruvat gibi kiiciik molekiiller ve iyonlar gecebilirken, yari

* FIS1: Mitokondriyal fizyon 1 proteini (mitochondrial fission 1 protein) [45], HGNC
* MFF: Mitokondriyal fizyon faktérii (mitochondrial fission factor) [45], HGNC

®* DNMI1L: Dinamin-1-benzeri protein (dynamin-1-like protein). Sik¢a kullanilan diger sembolii: DRP1, dinamin
iligkili protein 1 (dynamin-related protein 1) [45], HGNC



gecirgen ozelligi sebebiyle RNA molekiilii ve protein gibi daha biiyiik molekiiller
gecemez. Sitoplazma ve mitokondri arasindaki aligveris bu kanallar ile saglanir. Dis zar,
mitokondriyal lipit sentezi ile iliskili bircok enzim icermektedir ki bu mitokondrinin
boliinme islemi icin gereklidir. Zar iiretimi sayesinde boliinme sayisin

arttirabilmektedir.

Ic zar, yiizey alanim arttiran ve krista olarak isimlendirilen cok sayida katlanma
gosterir. Porin icermez. Iyonlar ve kiiciik molekiiller icin secici-gecirgen
(semi-permeable) olup yalmzca su (H,O), oksijen (O.) ve karbondioksit (CO,) igin
gecirgendir. Uzerinde, secici-gecirgen o6zelligine katki saglayan kardiyolipin
fosfolipitleri yer almaktadir. Kardiyolipinlerin miktar1 i¢ zarda, dis zara oranla cok daha

yiiksektir [48][49]. i¢ zar proteinleri ii¢ ana grupta toplanabilir:

e Katalitik Enzimler: Metabolik reaksiyonlar: katalize eden protein grubudur.

e Transport Proteinleri: Hiicre ve mitokondri arasindaki aligverisi saglayan biiyiik

protein molekiillerinin gecisine imkan veren kanal proteinleridir.

e ATP sentaz kompleksleri: ATP sentezi yapan, 6zellesmis enzim kompleksleridir

(FiFoATPase).

I¢ ve dis zarn cevreledigi alanlar isimlendirilmistir. Dis zar ve i¢ zar arasinda
kalan alan zarlar-arasi bélge (intermembrane space), i¢ zarin cevreledigi alan ise
matriks (matrix) olarak tanimlanmistir. Zarlar-aras1 bolge yogunluk agisindan
sitoplazma ile benzerlik gostermektedir. Yogunluktaki benzerlik porin kanallar
sayesindedir. Zarlar-aras1 bolgede elektron tasima sisteminde gorevli sitokrom-C
mevcuttur. Matriks, sitoplazmaya ve zarlar-arasi bolgeye gore c¢oOziinebilir protein
konsantrasyonu yiiksek oldugundan daha yogundur. Hiicresel solunumun Krebs
dongiisii® bu kompartimanda gerceklesmektedir. Matriks igerisinde, su, bir dizi
reaksiyonun gerceklestigi Krebs dongiisii i¢in gerekli enzimler, koenzimler, ribozomlar
ve niikleoid olarak adlandirilan 6zel yapilar icerisinde bulunan mitokondriyal DNA

(mtDNA) bulunmaktadir [48][49].

Mitokondriler enerji iiretimi icin ©6zellesmis hiicre kompartimanlar1 olsa da,

tamamen bagimsiz degildir. Mitokondriyal proteinler biiyiikk ©6lciide hiicrede

¢ Krebs déngiisii (Krebs cycle), sitrik asit déngiisii (CAC, citric acid cycle) veya trikarboksilik asit déngiisii (TCA,
tricarboxylic acid cycle) olarak da bilinir [49].
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sentezlenmektedir. Sitoplazmadan mitokondriye gecisleri, dis ve i¢ zarda gomiilii olan
0zellesmis protein yapilari, protein translokasyon kompleksleri (protein translocator
complexes) ile saglanir. Dis ve i¢ zarda bulunan kompleksler etkilesim halindedir.
Hiicrede sentezlenen protein bir sinyal peptidi icermektedir. Sinyal peptidi sayesinde
gidecekleri organele wulagsmalar1 saglanmaktadir. Saperon proteinleri sayesinde
mitokondri icine girene kadar katlanmalar1 engellenmektedir. Sinyal proteinleri dis
zarda bulunan proteinler tarafindan taninir, mitokondri dis membraninda gomidilii protein
olan translokasyon kompleksinden igeriye alimir ve etkilesimde olunan i¢ zar
komplesine yonlendirilir. Bu kompleksler multi-protein kompleksleridir. Hiicreden
mitokondriye gelen proteinlerin ¢ok az bir kismi yalnizca dis zar1 gecmektedir. Cogu
zaman matrikse gecmeyip i¢ zara gomiiliirler. Matriks proteinleri ise zarlar-arasi
bolgeye girmeden, ic¢ ve dis zar translokasyon proteinlerinin etkilesim yolunu kullanarak
sitoplazmadan dogruca matrikse ulasir. Sinyal peptidi burada sinyal peptidaz enzimleri
tarafindan kirpilir. Matriks icinde bulunan saperon proteinleri ile proteinlere son sekli

verilir [48][50][51].

2.1.4. Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Memelilerde, niikleus DNA (nDNA, niikleer DNA)’s1 disinda baska genetik
materyal iceren tek organel mitokondridir. Mitokondriyal DNA (mtDNA), ¢ift sarmalli
ve halkasal yapida olup bir DNA-protein kompleksi olan niikleoid yapisinda,
mitokondrinin matriksinde yer almaktadir. Niikleoidin yapisinda bulunan 50’den fazla
proteinin [52], mtDNA’nin korunmasinda, transkripsiyon siirecinde, mitokondrilerin
boliinme ve birlesmesinde, apoptozda, niikleer genomla iletisimi saglayan sinyal
yolaklarinda rol aldig1 bilinmektedir [53]. Niikleoid yapilarinin ~100 nm oldugu
gozlemlenmistir [54]. MtDNA’nin niikleoid yapilar1 biciminde paketlenmesi ve
organizasyonu, TFAM’ basta olmak iizere pek ¢ok niikleoid proteini ile saglamir [54].
Kiiltiire edilmis insan A2780 hiicre hatti calismalarinda, her bir mitokondrinin 1-10 ya
da daha fazla sayida niikleoid icerdigi, mtDNA kopya sayisinin ise 1-15 arasinda

degistigi gozlemlenmis, her bir niikleoidin ortalama 1,4 mtDNA icerdigi belirlenmistir

[55].

insan mitokondriyal genomu S. Anderson ve ark.’lar tarafindan 1981 yilinda

dizilenmistir [56]. mtDNA, 16.569 baz-ciftinden (bg¢) olusmaktadir ve bg’leri

7 TFAM: Mitokondriyal transkripsiyon faktér A (mitochondrial transcription factor A) [54], HGNC
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D-ilmeginde bulunan ¢ok degisken bélgelerden (hypervariable regions) HVR1 ve HVR2
arasinda lokalize olan orijin bolgesinden baslanarak saat yoniinde sayilir. MtDNA, 12S
ve 16S rRNA’y1 kodlayan 2 adet rRNA geni, 22 adet tRNA geni ve 13 adet protein
kodlayan gen icermektedir [56]. Sezyum klorid (CsCL) gradyaniyla denatiirasyonu ile,
sarmallarin icerdigi guanin baz miktarlarindaki farklilik nedeniyle, iki sarmalin
yogunlugunun farkli oldugu gozlemlenmistir [48][57]. Yogunlugu fazla olan dis sarmal,
agir sarmal (H-sarmali, heavy strand); yogunlugu az olan i¢ sarmal, hdfif sarmal
(L-sarmali, light strand) olarak isimlendirilmistir. MtDNA’nin kodladig1 37 genden 28’i
H-sarmali tizerinde bulunurken, 9’u L-sarmali iizerinde bulunmaktadir. Protein
kodlayan 13 genin diiriinleri, ETZ® ve oksidatif fosforilasyonla iliskili proteinlerdir.
Mitokondride, protein sentezinde kullanilabilecek tRNA’lar1 kodlayan gen sayis1 22’dir
[56]. 64 adet mRNA kodonundan tRNA’ya baglananlarin sayis1 61, 3 tanesi ise durma
kodonudur. Oyleyse, Watson-Crick baglanma zelligine gore 61 adet tRNA olmaldir.
Ancak her bir kodon i¢in ayr1 ayr1 tRNA bulunmadigindan, mitokondriyal tRNA’larin
bir cogunda bulunan wobble (non-Watson-Crick baglanma) 6zelligi sayesinde, 6zellige
sahip mt-tRNA’lar kodonun {iciincii pozisyonda bulunan doért niikleotidin her birini
algilayabilmekte, boylece bir mt-tRNA birden fazla kodona baglanabilmektedir [58]
[59].

MtDNA’'nin H-sarmalinda bulunan D-deplase ilmegi/D-ilmegi (D-loop,
Displaced heavy strand) niikleotid igerigi acisindan sabit degildir ve cok degisken bolge
(hypervariable region) olarak adlandirilir [60]. D-ilmegi fazladan bir sarmal daha igerir
ve bu bolge transkripsiyon ve translasyonun basladig1 yerdir. D-ilmeginde kodlanan dizi
bulunmaz. Cok degisken bolgeler HVR1 ve HVR2’yi igeren [60] bu dizideki varyantlar
araciligiyla mitokondriyal koken belirleme calismalar1 yapilabilmektedir. Kodlama

yapmadigi icin, olusan varyantlar organizmaya zarar vermez [61].

Mitokondriyal genlerin transkripsiyonu her iki sarmalda da gerceklesir.
H ve L-sarmallarinda bulunan promotor bélgeleri transkripsiyonun baslama bolgeleridir.
Cift yonlii gerceklesen transkripsiyon ile olusan polisistronik transkript iiriinler, daha

sonra farkl islemlerden gecerek olgun RNNA’lara doniisiir [60][62][63]

iki sarmalin replikasyon orijinleri farkli yerlerde bulunur; H-sarmali replikasyon

orijini (On) D-ilmeginde bulunurken, L-sarmal orijini ise bu bolgeden uzaktadir.

8 ETZ: Elektron transfer zinciri (ETC, electron transport chain) [56]
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Replikasyon, niikleer genom tarafindan kodlanan transkripsiyon faktorleri tarafindan
baglatihr (TFAM (mtTFA), Mitochondrial Transkription Factor A). TFAM
trankripsiyonu tetikler ve H-sarmalinda mtRNA polimeraz enziminin olusturdugu
DNA-RNA hibriti, DNA polimeraz gama tarafindan iiretilecek yeni H-sarmali icin
sablon gorevi goriir. Replikasyon saat yoniinde gerceklesir. O, (L-sarmal orijini)’ne
ulasildiginda replikasyon buradan zit yonde bagslar. H-sarmalinin replikasyonu bittiginde
L-sarmali replikasyonu da sonlanir, siiperkoil olusumu ve yeni bir H-sarmali

replikasyonunun baslamasi ile siire¢ tamamlanir [60][62][63].

mtDNA’nin maternal kaliim bigimiyle yavru hiicrelere aktarildigi bilinmekle
birlikte, nadiren paternal kalitim gosterilmisti. Insan olgun oosit hiicresi,
100.000-200.000 mtDNA icerirken [60], sperm hiicresi ~100 mtDNA igerir [64]. Oosite
penetre olurken, mitokondrilerinin biiyiik bir cogunlugunu kuyrugu ile birlikte kaybeden
sperm hiicresinin bas kisminda bulunan az miktardaki mitokondrilerin icerdigi
mtDNA’larin ubikiitinasyon mekanizmasi ile degrede edildigi bildirilmistir [65]. Ancak,
son yillardaki calismalar bilateral kahtimi1 destekler yonde olsa da [66]-[68],

embriyogenezde paternal mtDNA’nin secici yikima ugradig ileri stirtilmiistiir [69].

Mitokondriyal ribozomlar (mitoribozomlar) matrikste bulunan protein
kompleksleridir. MtDNA’dan  transkribe edilen mRNA’larin translasyonunu
gerceklestirerek protein sentezinde goérev alirlar. Hayvan hiicrelerinde bulunan formlari,
16S mtLSU® ve 12S mtSSU' olmak iizere iki alt-iiniteden olugsmaktadir [70]. Yapisinda
ayni zamanda mt-tRNAY" ve 80 farkh protein bulunmaktadir. Mitoribozomdaki protein
coklugu protein-protein etkilesimlerini saglarken ayni zamanda yapiy1 reaktif oksijen

iriinlerine kars1 korunakli hale getirir [71].

Mitokondri kendi genomuna sahip olsa da islevi icin gerekli cok sayidaki
proteinden sadece 13’tinii kodlamaktadir. Transkripsiyon, translasyon, replikasyon
islemlerine katilan, mitokondri yapisimi olusturan, sinyal yolaklarinda, metabolizma
yolaklarinda mevcut proteinlerin neredeyse tamami niikleer genom tarafindan
kodlanmakta ve bu proteinlerin mitokondriye tasinmasi yine niikleer genomdan
sentezlenen proteinlerle saglanmaktadir. 2009°da yayimlanan bir proteom calismasinda,

farenin (murine) kalp proteinlerinin tanimlamasi yapilmis, 4906 proteinden 647’sinin

°16S mtLSU: 16S mitoribozomal biiyiik alt iinite (mitoribosomal large subunit) [71]
1012S mtSSU: 12S mitoribozomal kiigiik alt {inite (mitoribosomal small subunit) [71]
" Mt-tRNA"": Mitokondri tarafindan kodlanmis tRNA-valin (mitochondrially encoded tRNA-Valine) [71], HGNC
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mitokondri matriksinde, 846’sinin ise mitokondri membran yapisinda bulundugu
gosterilmistir [72]. Calvo ve Mootha (2010) tarafindan yayimlanan proteom
calismasinda ise memeli mitokondriyal proteinlerinin ~1000-1500 kadar oldugu

belirtilmistir [73].

2.1.4.1. Homoplazmi ve Heteroplazmi Kavramlari
Homoplazmi ve heteroplazmi kavramlar1'?, tek bir somatik hiicre icerisindeki
miktar1 ~80-2000 [28] arasinda olabilen mitokondrilerin genetik materyallerinin ne

kadar benzer oldugunu ifade etmek icin kullanilmaktadir [74].

Homoplazmi, hiicrede bulunan tiim mtDNA dizilerinin aymi oldugu durumu
ifade etmektedir [74]. Referans dizi niikleotidleri ve %100 heteroplazmi orani gosteren
varyantlar icin homoplazmi durumu mevcuttur. Bazi kanser hastalarinin timor
hiicrelerinde, mtDNA patojenik varyantlarinin homoplazmi durumu bildirilmistir [78]

[79].

Dokudaki hiicrelerde bulunan mtDNA’larin genetik iceriklerinin birbirinden
farkli oldugu durumlar heteroplazmi kavramiyla tamimlanmistir. Mitokondriyal hastaliga
sahip bireylerde, hastaligin siddeti, ilgili dokudaki heteroplazmi oraniyla iligkilendirilir.
Hastaliklarin fenotipte kendini gostermesi, bu oranin belli bir esik degerini asmasi ile

gerceklesmektedir [74].

Mikroheteroplazmi, mitokondriye sahip tiim organizmalarda goriilebilen bir
durumdur. Rafal M. Smigrodzki ve Shaharyar M. Khan (2005) tarafindan, bir
organizmanin Yyiizlerce, kalitilmis veya de novo olusmus mitokondriyal patojenik
varyantina sahip olabilecegi ve her birinin %1-2 oraninda saptanabilecegi belirtilmistir
[80]. Oran oldukca diisiik olsa da, viicutta bulunan mtDNA’larin biiyiik bir
cogunlugunda bulunan bu patojenik varyantlar, diyabet, kalp hastaliklari, Parkinson,
Alzheimer, kanser gibi yasa bagh olarak ortaya ¢ikan hastaliklar ile iligkilendirilmistir

[80][81].

2.1.4.2. MtDNA Dizileme Calismalari
Insan mtDNA’sinin tiim dizisi 1981 yilinda Anderson ve ark.’lar1 tarafindan
tamimlanmistir. Daha sonra mitokondriyal genom boyu iliskilendirme calismalarn ile

Alzheimer, Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin, otoimmiin hastaliklarin ve

2 homo-: bir, aym (one, same); hetero-: farkh (other (of two), another, different; second, other than usual);
-plasm: hiicre plazmasi kastedilmistir (a growth, a development; something molded) [75]-[77].
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kanserin de dahil oldugu pek cok diger hastaligin mtDNA ile iligkili oldugu anlasilmaya
baglanmigtir [82][83].

Olas1 patojenik varyantlarin ve heteroplazmi oraninin belirlenmesi igin
PZR-RFLP analizleri, alel-spesifik PZR analizi, gercek-zamanh (real-time)
amplifikasyon PZR, pirosekanslama gibi pek cok yontem kullanilmistir. Bu yontemlerin
kisithhig@1 yalmzca bilinen patojenik varyantlari tamimlamak icin kullanilabiliyor
olmasidir. Heteroplazmi oraninin diisiik oldugu durumlarda bu yontemler, bilinen

patojenik varyantlar1 dahi saptamada yetersiz kalabilmektedir [84].

Yeni nesil dizileme teknikleri, es zamanli paralel sekanslama saglamaktadir.
MtDNA patojenik varyantlarindan kaynaklanan kalitsal mitokondriyal hastaliklarin
genetik tanisinin belirlenmesi siirecinde, heteroplazmik varyantlar1 da saptayabilen
etkili bir yontemdir [85]. Bu yontemlerle diisiik heteroplazmi oranlarinin dahi
belirlenebiliyor olmasi ve dogruluk paymnin yiiksek olmasi (dogruluk katsayis1 = 0,96
[84]) arastirmalara olanak tamimakta ve hastaliklarin siddetinin ve viicuda yayilim

boyutunun anlasilmasina katki saglamaktadir [83].

2.1.5. Mitokondrinin Fonksiyonlar:

2.1.5.1. Enerji Uretimi

Oksidatif fosforilasyon, digaridan alinan besinlerden verimli enerji tiretiminin
saglandig1 bir dizi redoks/indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerini ifade etmektedir
[86]. 1939 yilinda Volodymyr Belitser tarafindan adlandirilsa da, 1900’lerin basindan
beri farkli bilim insanlar1 tarafindan, c¢esitli enerji iiretim mekanizmalar
aciklanagelmistir. Bu calismalardan ikisi, ii¢ bilim insanina Nobel Odiilii kazandirmsgtir.
Peter Dennis Mitchell (1961) kemiosmotik teori ile ATP iiretim mekanizmalarinin [3]
[87], John Ernest Walker ve Paul Delos Boyer ise ATP sentaz protein kompleksinin
calisma mekanizmasinin anlagilmasini saglayarak odiile layik goriilmiistiir. Oksidatif
fosforilasyon tamimlamasindaki oksidasyon NADH ve FADH, kofaktérlerinin
oksidasyonunu, fosforilasyon ise ADP molekiiliiniin fosforillenmesini ifade etmektedir

[88].

Sitoplazmada oksijen varligindan bagimsiz gerceklesen karbonhidrat, yag ve
protein yikiminin iriinleri, mitokondrinin matriks kompartimaninda oksidasyon

reaksiyonlarina ugratilir ve krebs dongiisiiniin bir metaboliti olan asetil-CoA
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(asetil koenzim A) olusturulur. Asetil-CoA’nin, matriksteki oksaloasetat molekiilii ile
birlesmesiyle sitrik asit olusur bu da déngiiyii baslatan metabolittir [89][90]. Sitrik asit
dongiisii olarak adlandirilan bu dongiide mevcut metabolitlerin ve gerceklesen
reaksiyonlarin kesfi 1930’Iu yillarda Albert Szent-Gyorgyi tarafindan yapilmis olsa da,
dongiiniin tanimlanmas1 1937 yilinda Hans Adolf Krebs ve William Arthur Johnson
tarafindan yapilmig, sonrasinda dongii Krebs déngiisii olarak da anilmaya baslanmustir.
Sitrik asit yeniden oksaloasetata doniisiinceye dek bircok reaksiyon gerceklesir ve bu
esnada hidrojen ile indirgenerek 3 molekiil NADH" ve 1 molekiil FADH," ve daha
sonra ATP’ye cevrilecek olan 1 molekiil GTP iiretilir [89]. Hidrojen bir proton olmasina
karsin baglandig1 molekiile elektron kazandirmasinin sebebi elektronegatifliginin diisiik

olmasidir [91].

Krebs dongiisiinde olusan kofaktoérler, mitokondri i¢ zarinda bulunan protein
Kompleks-I’e bir cift elektron aktararak okside olur. Elektronlar, elektron transfer
zincirini (ETZ) olusturan protein kompleksleri {izerinde bulunan redoks merkezleri
boyunca ilerler ve kademeli enerji olusumu saglanir. Olusan bu enerji, elektron tasiyici
kofaktorlerin oksidasyonu sonucu serbest kalan ve matrikste biriken hidrojen
iyonlarinin zarlar arasi1 bolgeye gecmesi icin kullanihir. ETZ kompleks proteinleri
boyunca elektron aktarimi ve protonlarin karsi tarafa tasinmasi islemleri devam eder.
Kompleks-IV’te elektronlar son elektron alicisi oksijene aktarilir ve oksijen, serbest
hidrojen iyonlar ile birleserek su olugturur. Bu iglemler, zarlar-arasi bélgede protonlarin
birikmesi ile sonuglanir. Zarlar-arasi bolge ve matriks arasindaki yogunluk farki,
elektrokimyasal gradyan olusturarak protonlara hareket giicii kazandirir (proton-motive
force) [3][86] Serbest hidrojenler, ATP sentaz komplesinin i¢ zara gomiili F, alt
initesinden gecerek matrikse ulasir. ATP sentaz, ETZ’nin son protein kompleksi olan
Kompleks V’tir. Fy halka yapisindadir ve hidrojenlerin gecisi bu yapinin dénme hareketi
ile sonuglanmir. Kompleksin F; alt {initesi matrikse uzanmistir. F, {initesinin rotasyon
hareketi, katalitik alt {initelerden olusan F;’de konformasyonel degisimlere sebep olur.
Bu degisimler F,’in ATP ve ADP’ye ilgisini degistirir. F,’in aktif bolgesi sentezin
gerceklestigi yerdir. ADP ve serbest fosfat (P;) birlesimi burada gerceklesir ve

konformasyonel degisim sonucu ATP salinir [92].

3 NADH: Rediiksiiyona ugramis nikotinamid adenin diniikleotid (reduced nicotinamide adenine dinucleotide) [89]
4 FADH,: Rediiksiiyona ugramus flavin adenin diniikleotid (reduced flavin adenine dinucleotide) [89]
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Krebs dongiisiine katilan her bir metabolitin belli bir miktarda sabit kalmasi
gereklidir. Hiicrede baska reaksiyonlarda da kullanilabilen bu metabolitlerin miktar
dengesi, eksikliklerinin giderilmesini saglayan anaplerotik ve fazlaliklarinin
uzaklastirlmasin1 saglayan kataplerotik reaksiyonlar ile gerceklestirilir. Oksaloasetat
miktari, ATP iretim miktarin1 belirlemektedir. Hiicrede artan ATP gereksinimi,

oksaloasetat miktarinin arttirilmasi ile sonuglanmaktadir [93].

Hiicredeki ATP {iretim ve tiiketim iglemleri arasindaki dengenin saglanmasi,
tiretim ve tiiketim reaksiyonlarinin diizenlenmesini gerektirmektedir. Hiicre aktiviteleri
sonucunda tiiketilen ATP, hiicrede ADP ve AMP" miktarim arttirmaktadir. Artan AMP

miktar1 hiicre icin bir sinyaldir [94].

AMP-aktive protein kinaz (AMPK), hiicrenin enerji sensoriidiir. Artan AMP:ATP
orani, AMPK’nin allosterik olarak aktivasyonunu saglar [95]. AMPK mayalardan
memelilere kadar neredeyse tiim Okaryotlarda korunmus olan protein kompleksleridir
[94]. Biri katabolik (o), ikisi diizenleyici (B, y) ii¢ cesit alt {initeden (subunit)
olusmaktadir. Alfa alt-iinitesi, Thr172 adi1 verilen bir kinaz domainine sahiptir. LKB1 ve
CaMKK( kinazlan tarafindan fosforillenerek AMPK aktiflestirilir. Beta alt-iinitesi
karbonhidrat-baglanma bélgesi icerir. Gama-alt ({initesi ise AMP:ATP orani
degisimlerinde adenin niikleotidlerine baglanarak AMPK’nin diizenleyici yonde etki

mekanizmasini uyarmaktadir [95]-[97].

Oksijen yetersizligi, aclik, asir1 egzersiz gibi metabolik stres durumlarinda,
hiicrenin var olan enerjiyi verimli kullanmasi ve enerji yapim mekanizmalarinin aktive
edilmesi siirecleri AMPK protein kompleksleri tarafindan regiile edilir [98]. Kinaz
enzim grubundan olan AMPK, metabolik yolaklardaki enzimlerin fosforillenmesini
saglayarak katabolik yolaklar aktive eder, glikoz ve yag asitleri oksidasyonu gerceklesir
ve mitokondrilerin sayisi arttirilarak ATP iiretimi saglanir. Bu siirecte ATP tiiketimi yine
AMPK tarafindan engellenir. Hiicresel faaliyetler, anabolik yolaklar inaktive edilir [98]
[99].

AMPK’nin, anabolik ve katabolik yolaklarda reaksiyonlarin gerceklesmesini
saglayan enzimlerin transkripsiyonun diizenlenmesinde rolii vardir. Metabolik stres

mitokondrilerde hasara neden olabilir. Béyle durumlarda ATP miktarindaki dsiis,

1> AMP: Adenozin monofosfat (adenosine monophosphate) [94]
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AMPK enzimlerinin MFF'® ad1 verilen mitokondri béliinme faktérlerini aktive etmesiyle
sonuclanir. Hasarli mitokondriler fragmante edilir, ileri hasar durumunda ise apoptoza
yonlendirilir. ATP iiretimi gerceklestiremeyen mitokondriler otofajiye ugrar.

Organel-spesifik bir otofaji tiirii olan bu olay mitofaji olarak adlandirilir [98].

Besin depolarimin  yikimi  veya disaridan besin aliminin  uyarilmasi,
hipotalamusta AMPK aktivasyonu sonucu yemek yeme uyarisi olarak organizma
tarafindan algilanir. AMPK aktivitesi diiserse yemek yeme istegi azalir. Hipotalamustaki
sinyal yolaklari, sempatik sinir sistemi araciligiyla uyarilar periferik dokulara génderir.

Boylece, organ ve dokularda glikoz ve yag asidi oksidasyonu aktive edilir [95].

Metabolik hastaliklarin tedavisi icin iiretilen ilaglar AMPK protein kompleksinin
aktivasyonunu tetikleyici yénde etki etmektedir. laclar ile verilen ETZ inhibitérleri ATP
deplasyonuna sebep olmakta ve AMPK aktivasyonunu saglamaktadir [94]. AMPK ayni
zamanda adiposit hiicrelerinden salgilanan adipokinez, adiponektin ve leptin hormonlar1

tarafindan regiile edilir [95]

2.1.5.2. Kalsiyum Dengesi

Kalsiyum (Ca*"), hiicre icinde gesitli faaliyetlerin gerceklesmesi igin sinyal
gorevi goriir. Cogalma, sekresyon, hiicre 6liimii gibi hiicre faaliyetleri, kalsiyum miktar1
ve kalsiyumun hiicre iginde belli bir lokasyonda birikimi ile diizenlenir. Hiicrede belli
bir seviyede tutulmasi gereken Ca** seviyesi, endoplazmik retikulum, mitokondri, golgi

aygiti, lizozom gibi organellerin tampon etkisiyle diizenlenmektedir [100][26].

2.1.5.3. Oksijen Radikallerinin Kontrolii

Elektron transport zincirinde, kofaktorlerden kompleks proteinlere aktarilan
enerji, kompleks-IV’te son elektron alicis1 oksijene (O,) wverilir. Elektronlarin
kompleks-I ve III’e aktarimi sirasinda O;’nin elektron yakalamasi, serbest elektronlu
reaktif superoksit (O,") olusumuna sebep olur. Kompleks-I, O,”’in matrikse sizmasina
neden olurken kompleks-III matrikse ve zarlar-arasi bolgeye sizmasina neden olur.
Matrikste ve zarlar-arasi bélgede bulunan dismutaz enzimleri ile O,", hidrojen peroksite
(H20O,) doniistiiriiliir. Siiperoksit dismutaz-2 (SOD2) matrikste, SOD1 ise zarlar-arasi
bolgede bulunur. Siiperoksitin reaktif formda kalmasi, nitrik oksitle (NO) birlegerek

perosinitrit (ONOO-")’i olusturabilir. Bu reaktif mtDNA’da hasara, kalici protein

16 MFF: Mitokondriyal fizyon faktérii (Mitochondrial fission factor) [98]
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hasarlarina, mitokondriyal biitiinliig{in bozulmasina sebep olabilmektedir. Siiperoksit
dismutaz enzimleri antioksidan gorevi gormektedir. O,7’i, H>O.’ye yani reaktif bir
formun elektrofobik bir forma doéniismesini saglar ve H,0,, kataliz ve glutatyon

peroksidaz enzimleri ile su molekiiliine doniistiiriiliir [101][102].

2.1.5.4. Apoptoz

Apoptoz, hiicre ve organizma homeostazi igin gereklidir ve gelisim sirasinda
gerceklesen parmaklarin ayrilmasi siirecinde, DNA hasarlarinda, gevre sartlarina uyum
icin hiicrenin maruz kaldig1 stres durumlarinda, enfeksiyonlarda veya serbest oksijen
radikallerinin biriktigi durumlarda hiicrelerin programli 6liimiinii saglar. Mitokondri,
hiicredeki apoptozun baglama siirecinde rol oynar. Hiicrede mevcut makromolekiillerin
yikimi yonetilir. Apoptoz mitokondrinin dis zarinin gegirgenliginin artmas: ile baglar.
Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler iceren BCL2" protein ailesi iiyelerinden olan
proteinler, gecirgenligi diizenleyen proteinlerdir. Saglikli bir hiicrede anti-apoptotik
proteinler aktiftir ve mitokondrinin apoptozu baglatmasini engeller. Apoptozu
gerektirecek sinyaller alindiginda pro-apoptotik proteinler aktive olur ve dis zar
gecirgenligi arttirlhr. Gegirgenligin artmasi mitokondride, zarlar-arasi1 bélgede bulunan,
ayni zamanda ETZ’de rol oynayan sitokrom-C molekiillerinin sitoplazmaya yayilmasina
neden olur. Sitokrom-C, sitoplazmada kaspaz'® enzim ailesinin aktivasyonunu saglar.
Kaspaz, proteinlerin degradasyonunu saglayan bir proteaz grubudur. Aktif bolgesinde
mevcut sistein rezidiileri sayesinde, proteinleri, aspartat rezidiilerinin hemen ardindan
keserek proteinlerin yikimini saglamaktadir. Niikleazlarin aktivasyonuyla niikleer DNA
degredasyona ugratilir. Yikim tirtinleri cevredeki hiicreler tarafindan fagozite edilip yap1

taglarina doniistiiriilerek yeniden kullanilabilir [103].

2.1.5.5. Mitokondriyal Metabolitlerin Epigenetik Mekanizmalar Uzerine Etkisi
Mitokondriyal aktivite sonucunda aciga cikan, asetil koenzim A, ketoglutarat,
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+), koenzim A gibi metabolitler, DNA ve protein
modifikasyonlarinda goérev almaktadir [104]. Mitokondriyal metabolitler, asetilasyon,
metilasyon gibi DNA, histon ve protein modifikasyonlarinda, malonilasyon,

siiksinilasyon, glutarilasyon gibi diger protein modifikasyonlarinda (PTMs'") gorevli

7 BLC2: BLC2 apoptoz regiilatorii (BCL2 apoptosis regulator) [103], HGNC

18 Kaspaz: Sistein-bagimli aspartata yonlenmis proteaz (Caspases, cysteine-dependent aspartate-directed proteases)
[103]

9 PTMs: Post-translasyonel modifikasyonlar (Post-Translational Modifications) [105]
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enzimler icin birer kofaktor gorevi gormektedir [105]. Epigenetik degisimler ile niikleer
gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve translasyon-sonrasi protein modifikasyonlari
saglanir. Mitokondriyal metabolitlerin bu islevi, kdk hiicre aktiviteleri ve yaslanma ile

de iligkilendirilmigtir [106].

Niikleer genom ve mitokondriyal genom tarafindan kodlanan mitokondriyal
proteinler arasindaki denge, mitokondrinin islev gosterebilmesi icin ©nemlidir.
Dengenin bozuldugu durumlar proteotoksik stres ile sonuclanabilmektedir. Niikleer
genom tarafindan kodlanan mitokondriyal proteinlerin katlanmalarindaki hatalar
sonucunda, mitokondrilerin icinde yanlis katlanmis proteinler birikmektedir. Bu
durumun diizeltilmesi icin verilen sinyaller, UPR™ % olarak adlandirilmistir. Bu tepki ile
mitokondrial faaliyetler ve hiicre ici denge arasinda senkronizasyon saglanmaktadir.
Sinyal yolaklan ile niikleer gen ekspresyonu diizenlenerek hiicresel stresin olusmasi

engellenmektedir [107].

Mitokondriyal devinim aktiviteleri sonucu olusan sinyaller ve hiicresel stresin
olusturdugu sinyaller, niikleer genomun epigenetik diizenlenmelerinin kontroliinii
saglamaktadir [108]. Ayrica, apoptozdaki rolii sayesinde, mitokondrinin gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde de etkili oldugu bilinmektedir [106][109].

2.1.6. Endoplazmik Retikulum ve Mitokondri Arasindaki Iliskisi

Endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondriler yan yana geldigi zaman zarlar
arasinda etkilesim meydana gelmektedir [110]. MERCs?' olarak isimlendirilen bu
etkilesim, organeller arasi baglanti olusumunu saglamaktadir [111]. Bu baglantinin

farkl islemlerin diizenlenmesinde rol oynadig bildirilmistir [112].

ER-mitokondri baglantisinin mitokondriyal béliinme isleminin baslamasinda rol
oynadig1 gosterilmistir [110]. Dinamin-iligkili proteinler tarafindan regiile edilen
mitokondriyal béliinmenin boliinme merkezi, ER tarafindan belirlenmektedir. ER ve
mitokondrinin yan yana gelmesi ile ER tiibiilleri ve mitokondri etkilesim icine girer ve
tiibiiller mitokondriyi sararak sikma hareketi gosterir [113]. Bu islemden sonra

DNM1L?*, heliks yapisi olusturarak mitokondrinin béliinmesini saglar [110].

2 UPR™: Mitokondriyal katlanmamig protein cevabi (Mitochondrial Unfolded Protein Response) [107]
2! MERCs: Mitokondri-ER zar etkilesim bélgeleri (Mitochondria-ER Membrane Contact sites) [111]

2 DNM1L: Dinamin-1-benzeri protein (dynamin-1-like protein). Sikga kullanilan diger sembolii: DRP1, dinamin
iligkili protein 1 (dynamin-related protein 1) [110], HGNC



20

iki organel arasinda fosfolipit alisverisi gerceklesmektedir. Gerceklesen lipit
transferleri, devamli boliinme ve birlesme faaliyetleri gosteren mitokondrinin zar
yapisinin lipit kaynagidir [111]. Etkilesimin gerceklestigi zar bolgelerinde mevcut
proteinler, iki organel arasinda Ca®>* aligverigini saglamaktadir. Artan kalsiyum
konsantrasyonu, salgilama, kasilma, ¢ogalma veya apoptoz gibi hiicre faaliyetlerini
uyarmaktadir [114]. Hiicre homeostazi icin 6nemli hiicresel fonksiyonlardan otofaji

mekanizmasinin ilk asamasi olan otofagozom olusumunu saglamaktir [115].

Etkilesimde yer alan proteinler bir multi-protein kompleksi olan inflamazom
olusumunda rolii olan proteinlerdir [112]. Bu protein kompleksinde bulunan sensor
proteini, patojen kaynakli sinyalleri, mikrobiyal {riinleri ve sitoplazmada
gerceklesebilecek diger tehlikeleri algilar. Farkl cesitlerde inflamazomlar bulunsa da en
iyi bilineni ve ER ile mitokondrinin iligki halinde olmasim saglayan, MAMs? ile iligkisi

agiklanmig NLRP3**tiir [116].

2.1.7. Mitokondriyal Hastaliklar

Rolf Luft ve ark.’lar1 1962 yilinda, metabolik bir hastaligin, mitokondriyal
hiicresel solunum hasarindan kaynakladigini ortaya koyan bir calisma yayimlamigtir. Bu
calismada ilk mitokondriyal hastalik tamimlanmistir [117]. Wallace ve ark.’lar1 ise 1988
yihinda LHON® ile iligkisi bilinen ilk mtDNA patojenik varyantini (m.11778G>A)

tamimlamigtir [116].

Mitokondriyal hastaliklar, mitokondrinin yapisal ve/veya islevsel proteinlerinin
ya da RNA’larinin yanlis iiretimine sebep olan ve mitokondrinin islev bozukluguna yol
acacak yonde etki eden, nDNA veya mtDNA patojenik varyantlar1 nedeniyle ortaya
cikan genetik hastaliklardir [85]. Hastaliklar, bazi ilaglarin ters etkisi, enfeksiyonlar ve
bazi cevre faktorleri nedeniyle meydana gelen mitokondriyal islev bozukluklar ile de
ortaya cikabilmektedir [119][120]. Patojenik varyantlar kalitsal veya sonradan
kazanilmis olabilir. Hastalik, mtDNA patojenik varyantlar1 nedeniyle ortaya ¢ikmis ise
maternal kalitim, niikleer genom kaynakl ise otozomal dominant, otozomal resesif veya
X’e bagh kaliim gosterir [117]. Gorman ve ark.’lar1 tarafindan, 1ngiltere’nin kuzey
dogu bolgesinde, mitokondriyal hastalik siiphesi olan yetiskin bireyler arasinda yapilan

calismada (2015), nDNA ve mtDNA patojenik varyantlarindan kaynaklanan

» MAMs: Mitokondri-iligkili membranlar (Mitochondria-Associated Membranes) [116]
* NLRP3: Pirin domaini igeren NLR ailesi 3 (NLR family pyrin domain containing 3) [116]
» LHON: Leber’in herediter optik néropatisi (Leber’s Hereditary Optic Neuropathy) [116]
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mitokondriyal hastaliklarin prevalansi arastirilmis ve mtDNA iligkili hastaliklar icin
minimum prevalans 20/100.000, nDNA iliskili mitokondriyal hastaliklar icin ise
2,9/100.000 olarak belirlenmistir [121]. MtDNA’da 400°den fazla patojenik varyant
bildirilmistir [122]. En yaygin kalitsal metabolik hastalik grubudur. Ayn1 zamanda,

kalitsal norolojik hastaliklarin en yaygin formlar1 arasindadir [83].

Mitokondriyal hastaliklarda goriilen klinik 6zellikler, etkilenmis mitokondrilerin
miktarina ve farkli organ ve dokulardaki dagilimina bagh olarak cesitlilik gosterir.
Hastalik, viicudun tek bir islevsel birimiyle sinirli olarak kendini gosterebilecegi gibi,
pek cok islevsel birimin etkilendigi sistemik hastaliklar olarak da goriilebilmektedir
[85]. Hastaliklarin isimlendirilmesi genellikle etkilenen organ veya organlarin gosterdigi

klinige gore akronimlerle yapilmaktadir [74].

Yiiksek enerji ihtiyaci olan hiicre tipleri, mitokondriyal bozukluklardan en ¢ok
etkilenen birimlerdir. Enerji yoksunlugu, bu hiicrelerin gorevlerini yerine getirememesi
ile ve bu hiicrelerin bir araya gelerek olusturdugu doku ve organlarin islev bozuklugu ile
sonuglanmaktadir. Etkilenen islevsel viicut birim veya birimleri ve bu birimin veya
birimlerin etkilenme derecesi, hastaligin klinigini belirleyen faktorlerdir. Klinik
ozellikler, etkilenen bu birim veya birimlerin islevleri iizerinden kendisini
gostermektedir. Etkilenen iskelet kasi ve sinir hiicreleri, klinikte, mitokondriyal
hastaliklarda en sik goriilen kas problemleri ve nérolojik problemlere sebep olmaktadir.
Beyin, kalp, bobrek, karaciger, goz, kulak ve pankreas gibi farkli viicut birimlerinin
tutulumlar1  goriilebilmektedir [85]. MtDNA patojenik varyantlarindan kaynakl
hastaliklarda, klinik bulgu ve belirtilerin siddeti, heteroplazmi oraniyla dogru orantilidir.
Hastaliklar hafif seyredebildigi gibi agir klinik bulgularla seyredebilir, zamanla

hafifleme veya agirlasma gosterebilir, hatta 6liimciil olabilir [74].

Klinik heterojenite gosteren mitokondriyal hastaliklarin tani stireci zordur.
Klinik bulgular ve belirtiler, biyokimyasal testler, kasin histokimyasal analizi, beyin
goriintiileme yontemleri ve genetik test yontemleri tani siirecinde degerlendirilmektedir

[123].

Hastaliklarin kesin bir tedavisi olmamakla birlikte semptomlar: hafifletici yonde
destekleyici tedavileri uygulanmaktadir. MtDNA patojenik varyantlarindan kaynaklanan
hastaliklar icin mitokondriyal replasman teknikleri uygulanabilmektedir [122][124].
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2.1.7.1. m.3243A>G Patojenik Varyanti ve MELAS

3243 pozisyonu, mtDNA'mn MT-TL1*® (3230-3304) kodlanmayan geninde,
MTERF1’in” mtDNA’ya baglandigi 13 bg¢ uzunlugundaki terminasyon sekansi
(3237-3249) icerisinde yer almaktadir [125]-[128]. Bu pozisyondaki A niikleotidinin
G’ye degisiminin, mitokondriyal hastaliga sebep olan en yaygin patolojik varyant
oldugu goriilmiis [121] ve bu nokta degisimi MELAS hastaligiyla iligkilendirilmistir
[129]. Ortaya c¢ikan patolojik durumun molekiiler olarak anlagilabilmesi igin,
pozisyonun MTERF1’in baglanma bdlgesine denk gelmesi nedeniyle, degisimin
trankripsiyonun sonlanmasini etkileyebilecegi {izerinde durulmustur. Yapilan in vitro
calismalarda MTERF1’in terminasyon sekansina baglanma ilgisinin azaldig goriilse de,
in vivo caligmalarda transkripsiyon {iriinlerinin miktarinda bir degisim goriilmedigi
bildirilmistir [130]-[132]. Bu nedenle bakis agis1 degistirilmis ve degisimin patolojik
etkisinin, 3243 pozisyonunun da icinde bulundugu dizinin iriinii olan tRNA 16sin

(tRNA™" (UUR)) yapisindaki degisimden kaynaklanabilecegi diigtintilmiistiir.

Post-transkripsiyonel modifikasyona ugrayan tRNA bolgelerinden biri de,
antikodonun 5’ ucundan birinci pozisyondur. Bu pozisyon wobble pozisyonu olarak
bilinmektedir. Mitokondriyal wobble kuralina gére mitokondriyal tRNA’nin wobble
pozisyonundaki modifiye edilmemis iiridinin dort farkli bazla sonlanan kodonlara
baglanabildigi, modifiye edilmis iiridinin ise piirin bazlariyla (A/G) sonlanan kodonlara
baglanabildigi bildirilmistir. Bu durum post-transkripsiyonel modifikasyonlarin,
translasyonun verimliligi ve dogrulugu acisindan 6nemini gostermistir. Mitokondriyal
tRNA™ wobble pozisyonunda 5-taurinometiliiridin (tm®U) modifikasyonuna sahiptir
[58][133]. tRNA™ genindeki m.3243A>G patojenik degisiminin sonucu olarak
MELAS hastaligina sahip hastalardan alinan 6rnekler iizerinde yapilan ¢alismalarda,
tRNA"in wobble pozisyonundaki iiridinde ™m°U modifikasyonunun olmadig1
goriilmiistiir [134]. Modifiye olmamus iiridine sahip tRNA"”in, wobble pozisyonunda
dort farkh bazla eslesebilecegi icin, 16sin (UUR, R: piirin bazlari, A/G) kodonlar1 yerine
fenilalenin (UUY, Y: pirimidin bazlari, U/C) kodonlar ile egleserek hatali translasyona
ve/veya mitokondriyal protein sentezinde azalmaya neden olabilecegi diisliniilmiistiir

[135].

* MT-TL1: Mitokondri tarafindan kodlanan tRNA lésin 1 (mitochondrially encoded tRNA leucine 1 (UUR, R: A/G))
[126]

¥ MTERF1: Mitokondriyal transkripsiyon terminasyon faktorii 1 (mitochondrial transcription termination factor 1)
[127]
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MELAS, mitokondriyal miyopati, ensefalopati, laktik asidoz ve inme-benzeri
epizodlar (Mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like
episodes) bulgularinin birlikte goriildiigii ancak bu bulgularla sinirli kalmayip pek cok
organin dahil oldugu klinik bulgularla seyredebilen mitokondriyal bir hastaliktir
(OMIM 540000) [136]. Bulgularin birlikteligi, Steven Pavlakis ve ark.’lar1 (1984)
tarafindan, ilk kez bu isimle tarif edilmistir [137]. Pek cok mtDNA patojenik
varyantinin bu hastalida sebep olabildigi belirtilmisken [136], hastalarin %80’inde
goriilen en sik patojenik varyant, m.3243A>G olarak Goto ve ark.lar1 (1992) tarafindan
bildirilmistir [129]. Kafkas popiilasyonunda yapilan bir calismada hastaligin prevalansi
236/100.000 olarak belirlenmistir [138].

MELAS ile iligkili semptomlar, hastalarin biiyilk cogunlugunda 2-40 yas
arasinda ortaya cikmaktadir. Boy kisaligl, kaslarda zayiflik, egzersiz intoleransi, bas
agris1 ve kusma, erken dénem bulgu ve belirtileridir. Periferal noropati, isitme kaybi,
diyabet, epilepsi, demans, pitoz, CPEO®, katarakt, kortikal korliik, hemianopsi gibi goz
tutulumlari, kardiyomiyopatiler, kalp iletim bozukluklar, Wolff-Parkinson-White
sendromu gibi kalp tutulumlari, FSGS®, tiibiiler asidoz, proteinuria gibi bobrek
tutulumlari, solunum bozukluklari, karaciger tutulumu, psikolojik hastaliklar ve
gastrointestinal problemler, m.3243A>G patojenik varyantinin saptandigi hastalarda
goriilebilen klinik 6zelliklerdir [136][139][140]. Varyant, MELAS sendromu ile direk
iligskilendirilse de, klinik cesitliligin boyutu, hastalarin farkli hastalik tanimlamalar ile
tani almasi ile sonuglanmig, MIDD*, MELAS/MERRF?*' ¢akisma sendromu (overlap
syndrome), yasa baghh makiiler dejenerasyon (age-related macular degeneration),
SNHL™*, déngiisel kusma sendromu (cyclic vomiting syndrome) gibi fenotipik

tamimlamalar mevcuttur [141].

 CPEO: Kronik progresif eksternal oftalmopleji (chronic progressive external ophthalmoplegia) [141]

» FSGS: Fokal segmental glomeriilo skleroz (focal segmental glomerulosclerosis) [141]

% MIDD: Maternal kahtimh diyabet ve sagirhik (maternally inherited diabetes and deafness) [141]

3 MERRF: Miyoklonik epilepsi, daginik-kirmizi liflerle (myoclonic epilepsy with ragged-red fibers) [141]
* SNHL: Sensérinoral isitme kaybi (sensorineural hearing loss) [141]
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2.2. Veri Madenciligi ve Makine Ogrenmesi

Veri madenciligi (data mining), veri tabanlarinda, veri setlerinde var olan
bilgilerin kullanilarak, ortaya cikartilan iligkiler sonucunda, var olmayan bilgilerin
kesfedilmesi veya ongoriilmesi islemidir (KDD*) [142][143]. Data mining terimi ilk
kez Michael Lovell tarafindan 1983 yilinda kullanilmistir [144].

Ayni veya farkli veri tabanlarindan (databases) elde edilen veriler, secme
islemleri sonucunda bir araya getirilerek veri seti olugturulur. Olusturulan veri seti, 6n
isleme (pre-processing) siirecinden gecirilir. Hazir olan veri iizerinde amaca yonelik

olarak algoritmalar uygulanir [142].

Makine 6grenmesi (machine learning) algoritmalar1 araciligiyla, veri setinin
icerisinde mevcut oriintiiler, birbiriyle hareket eden ozellikler arasindaki iligkilerle
ortaya cikartilir. Veri islenebilir hale getirildikten sonra, 6grenen algoritmalara bir
O0grenme verisi (training data) sunulur. Bu veride mevcut 0Ozelliklerin birbirleri
arasindaki iliski ve birbirlerine etki eden unsurlar algoritma tarafindan 6grenilir.
Gelecek hakkinda tahminler, 6grenim siireci sonucunda olusturulan modeller ile yapilir
[142][143].

Ogrenme siirecinde kullamilan algoritmalar, veriden ¢ikarilmas: istenen bilgiye
gore belirlenir. Bu secimin dogru yonetimi, 6grenme verisinin test edilmesi sirasinda
aciga cikan bilginin dogruluk yiizdesini etkilemektedir. Algoritmalar belli makine
O0grenmesi yontemi cercevesinde gelistirilmektedir. Simiflandirma, kiimeleme ve
iliskilendirme, baglanim (regresyon) yontemleri kullanilan algoritma cesitlerine 6rnektir

[142].

Siiflandirma, veri setinde mevcut bilgilerin gruplandirilmasi metodudur.
Gruplandirma ile saglanan 6grenme sonucunda yeni verilerin, verilen 6zelliklerine gore
dahil oldugu gruplarin belirlenmesidir. Medikal alanda kullanim 6rnekleri mevcuttur.
Hasta bulgularinin ve belirtilerinin girdi olarak verilmesi ile ¢ikti olarak taninin
belirlenmesi miimkiin olur. Kiimeleme, benzer ozellikler cercevesinde bilgilerin
ayrilmasi islemidir. Veri dagiliminin anlagilmasinda kullanilabilir. iliskilendirme, veri
setinde belirlenmis o6zellikler (features) arasinda sakli oriintiilerin bulunmasini
amaglayan bir yaklasimdir. Biiyiik veri setleri icin ¢ok boyutlu iliskilendirme

(multi-dimentional association) ¢alismalar1 yapilir. Market sepeti uygulamasi, en iyi

¥ KDD: Veri tabanlar igindeki bilginin kesfi (Knowledge Discovery in Databases, knowledge extraction) [143]
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bilinen iligskilendirme calismasidir. Aligveris esnasinda birlikte alinan {riinlerin
saptanmas1 ile satiglarin arttirilmasina yonelik yollarin ortaya cikarilmasim saglar.
Baglanim, veride mevcut ya da olusturulan 6zelikler arasindaki iligkilerin ortaya
cikarilmasi yontemidir. Elde edilmek istenen bilginin cesidine gére uygun metot ve
belirlenen metot icin gelistirilmis uygun algoritma secimi sonucunda veri

madenciligi/makine 6grenmesi uygulamalar1 gerceklestirilir [142][145].

Veri madenciligi, biiyilk verinin oldugu tiim alanlarda uygulamalar1 olan
islemlerdir. Biiyiik veride mevcut iligkilerin ve modellerin bulunmasini hedefleyen bu
islemler  biyolojik  bilimler ~ve medikal alanlarda da  kullamlmaktadir

(biyoenformatik = bioinformatics) [145].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Laboratuvar Calismalari

3.1.1. Ornek Grubu

Bilgilendirilmis onamlar1 alinan toplam 6 goniillii birey calismaya dahil edildi.

Gereken etik kurul karar, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmis olup, 27.11.2018 tarihinde, 1626 sayili belge ile

calismanin onayi bildirilmistir.

3.1.2. Ornek Alim

Her bir goniilliiden ortopedik bir islem amaciyla alinan, gerekli tibbi igslemleri
tamamlandiktan sonra tibbi atik statiisiine giren kan, kas ve idrar olmak iizere toplam 3
ornek bu calisma icin kullanildi. Kan 6érnegi 2ml’lik steril EDTA’L tiiplere alinmisti.
Idrar kabinda gelen idrar érnekleri ve 50 ml’lik falkon tiiplerde, besin medyumu iginde
gelen kas ornekleri 15 ml’lik steril falkon tiiplere aktarildi. Kas orneklerine 15 ml
DMEM besin medyumu eklendi. +4°C buzdolabinda bir giin muhafaza edildikten sonra

bir sonraki isleme gecildi.

3.1.3. DNA izolasyonu

Kan orneklerinin DNA izolasyonlart MagPurix 12s Instrument, Automated
Nucleic Acid Purification System (Katalog no: ZP01001) kullanilarak, MagPurix Blood
DNA Extraction Kit 200 ile gerceklestirildi.

Kas ve idrar oOrneklerinden DNA izolasyonu icin Thermo Scientific™
Invitrogen™, PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Katalog no: K182001) kullanildi.
Idrar 6rnekleri santrifiij edildi ve elde edilen peletten DNA izolasyonu, Mammalian
Cells Lysate; kas orneklerinden DNA izolasyonu, Mammalian Tissue and Mouse/Rat

Tail Lysate protokolleri takip edilerek gerceklestirildi.

3.1.4. DNA Yogunluk ve Kalite Kontrolii

izole edilen DNA 6rneklerinin yogunlugu ve kalitesi Thermo Scientific™
NanoDrop 2000/2000c spektrofotometre kullanilarak belirlendi, yogunluk (ng/pl) ve
absorbans degerleri (A260/280, ~1,8) kaydedildi.
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A260/280 degeri 1,8’den az olan 6rnekler protein degredasyon islemine alindi.
Coktiirme ve saflastirma islemleri uygulandi. 2 mM amonyum asetat (NH4,CH5CO,) ve
2,5 hacim %100 etanol (C,HsOH) ile coktiiriildii. Pelet, iki kez %80’lik, bir kez

%100’liik etanolle yikandi. Kurutma isleminden sonra, dH,O’da ¢oziildii.

A260/280 degeri 1,8’den fazla olan 6rnekler RNA degredasyon islemine alindi.
RNAase enzimi kullanilarak RN A’larin yikimi saglandi.

3.1.5. Primer Tasarimi

16.569 bg¢’nden olusan mtDNA, her biri 4000-6000 baz araliginda 4 parcaya
ayrilmistir. Her bir parca icin ileri yonlii ve geri yonlii primerler UCSC In-Silico PCR,
NCBI Primer-BLAST ve IDT OligoAnalyzer Tool kullamlarak, her biri 20-22 bg

uzunlugunda in house tasarlanmisgtir.

3.1.6. MtDNA Dizilerinin PZR ile Cogaltilmasi

izolasyonlar1 ve saflastirma islemleri tamamlanan 6rneklerde hedef bolge
cogaltma islemi steril ortamda rekombinant Taqg DNA Polimeraz (5 U/uL) (Thermo
Scientific™ Katalog no: EP0401) enzimi ve 10x tamponu, dNTP karisimi (25 mM each
(her biri)) (Katalog no: R1121), tasarlanan ileri ve geri yonlii primerler kullanilarak
uygulandi. Kullanilan malzemeler ve uygulanan protokol Tablo 3-1 ve Tablo 3-2’de

belirtildigi gibidir.

Table 3-1: PZR malzemeleri ve son hacim konsantrasyonlari

Malzemeler Final Konsantrasyon (50 pL)
dH,0 (18 MQ) -

10xTampon 1x

MgCl, (25 mM) 2 mM

dNTP (25mM) 0,2 mM

fleri Primer 0,2 pM

Geri Primer 0,2 uM

DMSO %5

Taq DNA Polimeraz 0,3 puLL

DNA Miktari Kan/Idrar: 0,1 pg, Kas: 0,05 pg
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Table 3-2: PZR protokolii

islem Derece Siire Déngii
Cift Zincir Ayrilmasi 95°C 10 dk 1
Cift Zincir Ayrilmasi 95°C 30 sn

Primer Baglanma 60°C 30 sn 10
Uzama 72°C 6 dk

Cift Zincir Ayrilmasi 95°C 30 sn

Primer Baglanma 58°C 30 sn 30
Uzama 72°C 6 dk

Son Uzama 72°C 10 dk 1
Saklama 4°C 00 1

3.1.7. PZR Uriinlerinin Saflastirmasi

Hedef bolge ¢ogaltma islemi sonrasi, mtDNA o6rneklerin purifikasyon islemi
filtreleme teknigiyle, Roche High Pure PCR Product Purification Kit’i (Katalog no:
11 732 676 001) kullanilarak gerceklestirildi. Son hacim 30 pL olarak belirlendi.

3.1.8. Agarol Jel Elektroforezi ile Goriintiileme ... g wiobases
Purifikasyon sonrasinda oOrnekler, kalite it
tayini icin jele yiiklendi. Sigma Agarose A-5093 ve ~ ®
1X TBE tamponu (tris, borik asit ve EDTA
cozeltisi) kullanilarak %0,7’lik, 80 kuyuluk jel 5 12-

hazirlandi. ilk kuyuya NEB Quick-Load® Purple 15-12 I;E:
1 kb DNA Ladder (NO550G) vyiklendi. UV & oe-

124 05
transilluminatérde goriintiileme saglandi. Bantlarin o 04
kontrolii Sekil 3-1’de verilen kilavuz ile yapildi. ;e
32 02

B 0i-

Sekil 3-1: NEB Quick-Load® Purple
1 kb DNA Ladder (N0550G) bant
kilavuz gériintiisii



29

3.1.9. Yeni Nesil Dizileme islemleri

Elde edilen hedef bolgelerin dizileme islemi Thermo Scientific™ Ion
GeneStudio S5 System platformu ile Ion Xpress™ Plus gDNA Fragment Library
Preparation User Guide (Revision: H.0) ve Ion 510™ & Ion 520™ & Ion 530™
Kit - Chef User Guide (Revision: E.0) kilavuzlarina uygun olarak gerceklestirildi.

Platformun akis semas: Sekil 3-2’de verilmistir.

mtDNA
MOV
Fragman
ol
MOOOPDDDODOTA
bl T T T
MPODPOEDDETDDIY
Adaptorler A DODEDDY
P1 b DO
veya Adaptorlerin Ligasyonu
X ;OO0
Barkod Adaptorleri  P1 DI
Boyut se¢imi
A P1
2l IS T Barkodlanmamus kiitiiphane
Ya da
X P1
MOOSDOOODO OO Barkodlanmus kiitiiphane
A P1
e
OO T
—_— Amplifikasyon ve purifikasyon
X Ya da P1

OO DDDIOTOTDDE

A P1
OO OODOOOD]. Barkodlanmans kiitiiphane
Ya da
X P1

OCCQODOODRIORDRDIMOPD!  Barkodlanmus kiitiiphane

Sekil 3-2: Thermo Scientific™ Ion GeneStudio S5 System akis semasi
Ion Xpress™ Plus gDNA Fragment Library Preparation User Guide, Sayfa: 18
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Heteroplazmi incelemesinde YND teknigi kullanilarak 13 farkli mitokondriyal
genom dizilemesi es zamanh ¢alisildi ve 16.569 b¢ uzunlugundaki mtDNA dizilendi.
YND tekniginde kullanilan ¢iplerin 1000-4000 kuyu kapasitesi, es zamanli, coklu 6rnek
calismasina olanak sagladi. YND’nin kullanildigi, tiim genom dizileme (TGD), tiim
ekzom dizileme (TED) ve gen panel calismalari hata oram diisiik, hiz1 yiiksek ve
maliyeti uygun Ozellikleri ile tanisal testlerde ve arastirma calismalarinda tercih
edilmektedir [146]. Bu avantajlara paralel olarak YND, mtDNA’da heteroplazmi
oraninin belirlenmesinde, 6zellikle %1°lik heteroplazmi oranlarinin saptanmasinda,
benzer metotlara gore, dogruluk oranmi yiiksek oldugu icin tercih edilmektedir [147]
[148]. Coklu paralel dizileme ile giivenilirligi yiiksek ve 6lgeklenebilir oldugu icin bu
calismada YND teknigini kullanildi.

3.1.9.1. DNA Konsantrasyonun Hesaplanmasi ve Ornek Hazirhig
Dort ayn bolge halinde cogaltilan ve saflagtirllan mtDNA fragmanlari, her bir
hastanin her bir dokusu i¢in, son konsantrasyon 100 ng olacak sekilde 0,2 mL’lik tiipte

birlestirildi. Son hacim 35 pL olacak sekilde her bir tiipe dH,O (18 MQ) eklendi.

3.1.9.2. Fragmantasyon

Her bir tiipte bulunan 4.000-6.000 b¢ uzunlugundaki mtDNA parcalarim
350-450 bg¢ uzunlugunda pargalara kesme islemi Ion Xpress™ Plus Fragment Library
Kit kullanilarak yapildi. Tiiplere Ion Shear™ Plus 10X reaksiyon tamponu eklendi. Ion
Shear™ Plus Enzim Karisimi II eklendikten sonra Veriti™ 96-Well Thermal Cycler
(Katalog no: 4375786) cihazinda 37°C’de 2 dk bekletildi. Enzim aktivitesini durdurmak
icin Ion Shear™ Plus durdurma tamponu kullanild1 ve 6rnekler buza alindi. Protokole

uygun olarak yapilan islemlerde kullanilan miktarlar Tablo 3-3’te belirtildigi gibidir.

Table 3-3: Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit Malzemeleri ve uygulanan miktarlar

Malzeme Miktar
Ion Shear™ Plus 10X Reaksiyon Tamponu 5uL
Ion Shear™ Plus Enzim Karigimu 11 10 pL
Ion Shear™ Plus Durdurma Tamponu 5pL

Diisiik TE Soliisyonu 25 pL
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Fragmante Edilen mtDNA’nmin Purifikasyonu

Saflastirma islemi protokole uygun olarak gerceklestirildi. Ornekler buzdan
alinarak 1,5 mL’lik tiiplere alindi. 500°den az baz-okumalar i¢in uygun olarak belirtilen
miktarda (99 pL) Agencourt™ AMPure™ XP Reagent manyetik boncuk eklemesi
yapildi ve 5 dk beklendi. Tiipler DynaMag™-2 magnete alindi1 ve 3 dk bekletildi.
Manyetik boncuklara baglanan mtDNA’nin tutulumu saglandi ve siipernatant atildi.
Tiipler magnet iizerindeyken 500 pL %70’lik alkolle iki kez yikama iglemi
gerceklestirildi. Yikama esnasinda tiipler 180° 4-5 kez dondiiriildii. Islem sonras: alkol
atildi ve alkoliin tamamen ug¢mas1 icin tiiplerin kapaklari agildi ve 5 dk beklendi.
Fragmanlarin saklanabilmesi icin pelete 25 pL diisiik Tris EDTA (Low TE) soliisyonu
eklendi. Ornekler 0,2 pL’lik tiiplere alindi. Bir sonraki isleme kadar -20°C’ye kaldirilda.

3.1.9.3. Adaptor Baglama ve Barkodlama

25 pL diisik TE soliisyonu icerisindeki mtDNA orneklerine, Tablo 3-4’te
belirtilen malzemelerle muamele edildi ve pipetaj yapildi. Her bir 6rnek icin ayr1 Ion
Xpress™ Barcode X kullanildi. Barkod ve adaptér baglama islemi icin Ligasyon PZR
uygulandi. Ligasyon PZR protokolii Tablo 3-5’te belirtildigi gibidir.

Table 3-4: Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit ve Barcode Adapters Kit Malzemeleri ve
miktarlar

Malzeme Miktar
10X Ligaz Tamponu 10 pL
Ion Xpress™ P1 Adaptor 2 L
Ion Xpress™ Barkod X (kiitiiphane basina 1 barkod adaptérii) 2 uL
dNTP Karigimi 2 uL.
dH,O (18 MQ) 49 pL
DNA Ligaz 2 uL
Nick Repair Polimeraz 8 uL

Table 3-5: Baglanma (Ligasyon) PZR protokolii

fslem Derece Siire
Karigma 25°C 15 dk
Uzama 72°C 5dk

Saklama 4°C 00
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Adaptér Baglanms Uriinlerin Purifikasyonu

Baglanmayan barkod ve adaptorlerin uzaklastirilmasi amaciyla saflastirma
islemi protokole uygun olarak gerceklestirildi. Ornekler 1,5 mL’lik tiiplere alindi.
400-600 baz-okumalar1 i¢in uygun olarak belirtilen miktarda (100 pL) Agencourt™
AMPure™ XP Reagent manyetik boncuk eklemesi yapildi1 ve 5 dk bekletildi. Tiipler
DynaMag™-2 magnete alind1 ve 3 dk bekleme sonrasinda siipernatant atildi. Magnet
tizerinde %70’lik alkolle iki kez temizleme islemi uygulandi. Temizleme siiresince
tiipler 180° 4-5 kez dondiiriildii. Alkol atild1 ve tamamen u¢masi igin tiipler, kapaklar
acilarak 5 dk bekletildi. Pelet iizerine 20 pL diisiik TE eklendi ve 6rnekler 0,2 pL’lik
PZR tiiplerine alindi. Bir sonraki isleme kadar -20°C’ye kaldirildi.

3.1.9.4. Hazirlanan Kiitiiphanede Boyut-Secim islemi

Islem Size-select the library with the E-Gel™ SizeSelect™ Agarose Gel
protokoliine uygun olarak yapildi. Islem icin gerekli malzemeler Tablo 3-6’da
belirtilmisti. DNA kiitiiphane boyutu 400 baz-okumasi (base-read) uzunlugunda
belirlendi. Invitrogen 50-bp DNA Ladder 1:40 oraninda dH,O (18 MQ) ile seyreltildi.
E-Gel™ SizeSelect™ 2% Agarose Gel, E-Gel™ iBase™ cihazina yerlestirildi. Ornek
kuyularindan 1. ve 8. kuyuya ve geri kazanim kuyularinin tamamina 25’er pL dH,O
(18 MQ) eklendi. 20°ser pL diisiik TE soliisyonu icerisinde bulunan ornekler érnek
kuyularina (2-7), 10 pL diliie edilmis Invitrogen 50-bp DNA Ladder birinci siradaki
markor kuyusuna, 10 pL. dH,O (18 MQ) ikinci siradaki markér kuyusuna olmak iizere
E-Gel™ SizeSelect™ 2% Agarose Gel (Sekil 3-3) yiiklemeleri yapildi. Cihazda jel tipi
SizeSelect 2% olarak segildi. Orneklerin yiiriime zamam 15 dk olarak belirlendi ve
yiirtime baglatildi. DNA Ladder referans bandi olarak kullanildi. 500 b¢ uzunlugundaki
fragmanlar referans cizgisine yaklastiginda yiiriime durduruldu (Sekil 3-4). Mavi renk
transiliiminat6r aktive edildi ve yiirtime tekrar baslatilarak referans bandin geri kazanim
kuyusuna denk gelmesi kontrollii sekilde saglandi (Sekil 3-5). Toplam yiiriime siiresi
20 dk 58 sn olarak kaydedildi. Geri kazanmim kuyularindan érnekler toplandi. Yikama
islemi icin kuyulara 10’ar pL UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water eklendi

ve kuyularda kalmis olabilecek 6rnekler toplandi.



Table 3-6: Boyut-secim islemi icin gerekli malzemeler
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Malzeme

Diisiik TE Soliisyonu (Ion Plus Fragment Library Kit iiriinii)

E-Gel™ iBase™ unit and E-Gel™ Safe Imager™ transilluminator combo kit
E-Gel™ SijzeSelect™ 2% Agarose Gel

Invitrogen 50-bp DNA Ladder - Cat.No. 10416-014 (400-base-read libraries)
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water

Sekil 3-3: E-Gel™ SizeSelect™ 2% agaroz jel elektroforezi goriintiisii

1. Ornek kuyular, 2. Geri kazamm kuyular
ITon Xpress™ Plus gDNA Fragment Library Preparation User Guide, Sayfa: 50

L

Sekil 3-4: Fragmanlarin referans cizgisine yaklasmasi

Sirasiyla; ladder, 6rnek. RF: Referans Cizgisi
Ion Xpress™ Plus gDNA Fragment Library Preparation User Guide, Sayfa: 52



Sekil 3-5: Fragmanlarin referans cizgisine denk gelmesi

Sirasiyla; ladder, 6rnek. RF: Referans Cizgisi
Ion Xpress™ Plus gDNA Fragment Library Preparation User Guide, Sayfa: 53

3.1.9.5. Kiitiiphanenin Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi
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islemler, Amplify and purify the library protokolii takip edilerek gerceklestirildi.

Kiitiiphane girdi miktar1 50-100 ng icin prosediirde belirtildigi gibi 25 pL’dir.

Tablo 3-7°de belirtilen malzemeler, belirtilen miktarlarda birlestirilerek karigim

olusturuldu. Son hacim olan 130 pL, iki adet 0,2 mL’lik tiiplere paylastirilarak

Tablo 3-8’de belirtilen protokolle, PZR islemi icin Veriti™ 96-Well Thermal Cycler

(Katalog no: 4375786) cihazina alindi. PZR islemi tamamlandiktan sonra tiipler

1,5 mL’lik tiirlerde birlestirildi.

Table 3-7: Kiitiiphane amplifikasyonu malzemeleri ve kullamlan miktarlar

Malzeme ve iiriin

Platinum™ PCR SuperMix High Fidelity
Library Amplification Primer Mix
Unamplified library

Son Hacim

Table 3-8: 100-500 baz-okuma kiitiiphanesi icin PZR protokolii

islem Derece Siire Dongii
Cift Zincir Ayrilmasi 95°C 5dk 1
Cift Zincir Ayrilmasi 95°C 15sn

Primer Baglanma 58°C 15sn 8
Uzama 70°C 1dk

Saklama 4°C 00 1
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Hazirlanan Kiitiiphanenin Saflagtirilmasi:

Ornekler 1,5 mL’lik tiiplere alindi. Saflastirmada kullamlan Agencourt™
AMPure™ XP Reagent miktari, protokolde verilen tabloya gére (Ion Xpress™ Plus
gDNA Fragment Library Preparation User Guide, Sayfa: 65), 50-100 ng ornek,
400-500 baz-okuma kiitiiphanesine uygun olarak 130 pL secilmisti. 130 pL
Agencourt™ AMPure™ XP Reagent oOrneklere eklendi ve 5 dk oda sicakliginda
bekletildi. Tiipler manyetik tablaya (DynaMag™-2 magnet) yerlestirildi ve 3 dk
bekletildi. Siipernatant atildi. Temizleme islemi icin %70’lik alkol kullanildi. Ttiipler
manyetik tabla iizerindeyken alkolle 2 kez yikandi. Yikama esnasinda tiipler 180°
4-5 kez dondiiriilerek etkin temizleme saglandi. Alkol atildi. Alkoliin tamamen ug¢masi
icin tiipler kapaklar1 agik 5 dk bekletildi. Tiiplere 20 pL diisiik TE eklendi. Ornekler

0,2 mL’lik tiiplere alind1 ve bir sonraki isleme kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.9.6. Olusturulan Barkodlanmis Kiitiiphanenin Degerlendirmesi

islemler, Ion Library TagMan® Quantitation Kit (Katalog no: 4468802,
Revizyon: B.0) kullanilarak, protokole uygun olarak gerceklestirildi. Ornek
kiitiphanelerinin yogunluk degeri hesaplamasinda referans olarak kullanilacak olan
E.Coli DH10B Kontrol Kiitiiphanesi standardi seri diliisyonla hazirlandi (Tablo 3-9).
Hazirlanan ornek kiitiiphanelerin diliisyonu, Kontrol Kiitiiphanesi standardi araligina
denk gelecek sekilde 1:2000 oraminda yapildi. Ornek basma 15 pL olacak sekilde
karisim hazirlandi (Tablo 3-10) ve PZR tabakasindaki (PCR plate) kuyucuklara eklendi.
Kangimin iizerine 5 pL dilie edilmis ©6rnek kiitiiphaneleri eklendi. Ornek
kiitiiphanelerin ve Kontrol Kiitiiphanesi standartlarinin Tablo 3-11’de belirtilen
protokole gore, Applied Biosystems™ real-time PCR cihazi kullamilarak gercek-zamanl
PZR (qPZR)’1 yapildi. qPZR’da gbzlemlenen standart egri ile, PZR iirtinlerinden alinan
floresan sinyalinin, arka plan sinyalinin {izerine c¢iktigi doéngli sayisini veren
reaksiyonun esik dongiisii sayis1 (Ct: cycle threshold) 0,2 olarak saptandi. Barkodlanmig
her bir kiitiphanenin pmol/L cinsinden molar konsantrasyonunu tespit etmek icin
Ct degeri, diliisyon oraniyla carpildi (0,2 x 2000) ve kiitiiphane konsantrasyonu 200 pM
bulundu. Ornek kiitiiphaneleri, Ion Chef™ System’de kullamm icin 100 pM’a diliie
edildi.
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Table 3-9: Seri diliisyonla hazirlanmuis E.Coli DH10B Kontrol Kiitiiphanesi standartlari
diliisyon ve konsantrasyon degerleri

Standart Kiitiiphane girdisi a:gg::ﬁiﬂgzu Diliisyon kati  Konsantrasyon
1 5 pL (diliie edilmemis) 45 pLL 0,1 6,8 pM
2 5 pL (standart 1’den) 45 pL 0,01 0,68 pM
3 5 pL (standart 2’den) 45 pL 0,001 0,068 pM
4 5 pL (standart 3’ten) 45 pL 0,0001 0,0068 pM
5 5 pL (standart 4’ten) 45 pL 0,00001 0,00068 pM

Table 3-10: Ion Library TagMan® Quantitation Kit malzemeleri ve miktarlar

Malzeme ve iiriin Miktar
Ion Library TagMan® qPCR Mix, 2X 10 pL.
Ion Library TagMan® Quantitation Assay, 20X 1pL
Nuclease-free Water 4 pL

Table 3-11: Gercek-zamanh PZR protokolii

fslem Derece Siire
Inkiibasyon 50°C 2 dk
Polimeraz aktivasyonu 95°C 20 sn
95°C 1sn
40 Déngi
60°C 20 sn

3.1.9.7. Otomatize Sablon Hazirlama, Cip Yiikleme ve Dizileme

Calismanin yonetim iglemleri Torrent Suite™ Software kullanilarak Ion 510™ &
Ion 520™ & Ion 530™ Kit - Chef kullanici rehberine uygun gerceklestirildi. Plan
sekmesindeki sablon hazirlama ekranindan calisilmak istenilen uygulama, mitokondri
olarak secildi ve calismaya uygun referans dizi ve BED dosyasi eklenerek calisma plani
olusturuldu. Plana gére 100 pM’e diliie edilmis érnek kiitiiphaneleri Ion Chef™ sistemi
ile cipe yiiklendi. Yiikleme islemi gerceklestikten sonra c¢ip, Ion S5™ Sequencer
dizileme cihazina alindi. Gerekli soliisyonlar cihaza yerlestirildi ve dizileme islemi

baslatildi.
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3.1.10. Dizileme Verilerinin Analizi
Dizileme sonrasinda elde edilen ham veriler, analizi Ion Reporter™ Software
(yazilim)’de (versiyon: 5.12.2.0) gerceklestirmek {izere, Torrent Server’dan Ion

Reporter™ Server’a aktarildi.

3.1.10.1. Akis Semasi Olusturma
Ham verilerin 6n analizi i¢in Ion Reporter™ Yazilimi’nda akis semas1 (Create

Workflow) olusturuldu. izlenen adimlar su sekildedir:
1. Arastirma Uygulamasi (Research Application):
e Arastirma uygulamasi (Research Application): DNA
e Ornek grubu (Sample Groups): Tek (Single)
2. Referans:
e Referans dizi: hg19
e (Odak Analiz (Focus Analysis):
o Hedef Bolgeler (Target Regions): Mitokondri BED dosyasi (.bed)
© Varyant tiirii belirleme (Variant Type Detection): Somatik (Somatic)
© Hotspot Bolgeler (Hotspot Regions): Bos
3. Aciklama (Annotation):
e Aciklama Seti (Annotation Set): Hepsi (All)
4. Filtreler (Filters):
e Filtre Zinciri (Filter Chains): Filtre yok (No Filter)
5. Kopya Sayis1 (Copy Number):
e Ana Hat (Baseline): Ana Hat Yok - CNV’leri cagirma

(No Baseline - Don't call CNVs)
6. Eklentiler (Plugins):

¢ Analiz ici eklentiler (In-Analysis Plugins): Eklenti kullanilmamusgtir.
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7. Final Raporu (Final Report):

e Final Rapor Sablonu (Final Report Template): Ion Varsayilan Final

Rapor Sablonu (Ion Default Final Report Template)
8. Parametreler (Parameters):

Ion Reporter’in genom analizi i¢in optimize edilmis, varsayilan olarak bulunan
parametreler kullanildi. Parametrelerde mitokondriyal varyantlarin heteroplazmik
durumu dolayisiyla bir takim degisiklikler yapildi. Parametrelerdeki degisimlerle,
varyantlarin her tipi icin, varyantin her iki sarmalda varhigindan emin olunabilir
miktarda okuma bulunmasi ve heteroplazmi orani diisiik varyantlarin da yakalanabilir
olmasi amaglandi. Bu amaclarla tek niikleotid varyantlar1 (SNV), insersiyon - delesyon
(indel) tipi degisimler ve c¢oklu niikleotid yap1 degisimlerinin tespiti i¢cin minimum
okuma sayisi, her bir sarmaldaki en diisiik okuma sayisi ve minimum alel frekansi
degerlendirildi ve degisiklikler, 6nerilen degerler gbz 6niinde bulundurularak yapildi

(Tablo 3-12, 3-13).

Table 3-12: Ton Reporter Yazilimi’nda akis semasinin olusturuldugu béliimde bulunan
Parameters sayfasi, Variant Finding/Main bashg: altinda yapilan degisiklikler

Parametre Izirll):/ge:ilen Onerilen Deger Val;i;ﬁlan Degisiklik
Snp Min Cov Each Strand x>0 x>3 4 3

Snp Min Allele Freq 0<y<1,0 0,01 <y<0,2 0,02 0,01
Snp Min Coverage x20 5<x<20 100 20
Indel Min Cov Each Strand x>0 X >3 4 3
Indel Min Allele Freq 0<y<1,0 0,056<y<0,2 0,02 0,01
Indel Min Coverage x>0 15<x <30 100 15
Mnp Min Cov Each Strand x>0 X3 4 3
Mnp Min Allele Freq 0<y<1,0 0,01 <y<0,2 0,02 0,01
Mnp Min Coverage x>0 5<x<20 100 15

x = Tam say1, y = Ondalik say1
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Table 3-13: Ion Reporter Yazilmi’nda akis semasmin olusturuldugu béliimde bulunan
Parameters sayfasi, Variant Finding/Advanced baghg: alinda yapilan degisiklikler

Parametre izin Verilen Deger  Onerilen Deger  Varsayilan Ayar  Degisiklik
Allow Complex True, False True False True
Output MNV True, False False False True

9. Onay (Confirm):
e Akis semasin isimlendirme (Workflow Name)
e Tammlama (Description)

e Akis semasinin kaydi (Save Workflow)

3.1.10.2. On Analizi Baslatma
Ion Reporter™ Software {iizerinde, analiz baglatildi (Analysis>Launch).

Asamalar su sekildedir:
1. Akis semasi secimi (Workflow): Olusturulmus olan akis semasi eklendi.
2. Ornek secimi (Samples): Toplam 13 6rnek segildi.
3. Eklentiler (Plugins): Eklenti kullanilmadi.

4. Onaylama ve analizi baglatma (Confirm & Launch): Her bir 6rnek icin analiz
isimleri (Analysis Name) kontrol edildi ve analiz baglatildi (Launch

Analysis).

Analiz tamamlandiktan sonra (Analysis Status: Successful) degerlendirme

asamasina gecildi.

3.1.10.3. Varyant Dosyalarina Erisim ve Diizenleme

Yazilim {izerindeki analiz (Analysis) sekmesinde bulunan genel goriiniim
(Overview) ekranindaki dosya formatinda mevcut analiz (Analysis) siitununda, analizi
tamamlanmis Ornekler {izerine tiklanarak, varyantlar goriintiilendi. Tercihler
(Preferences) ikonu tiklanarak siitunlarin se¢imi yapildi. Se¢imi yapilan siitunlar su
sekildedir:

e Lokus (Locus)

e Genotip (Genotype)
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e Referans Alel (Ref)

e Gozlemlenen Alel (Observed Allele)

e Tiir (Type)

® 9% Frekans (% Frequency)

e Alel Kapsama (Allele Coverage)

e Kapsama (Coverage)

e Referans Alelin ve Varyantin Derinligi (Ref+/Ref-/Var+/Var-)
e Alel Orani (Allele Ratio)

e p-degeri (p-value)

e Kalite Skoru (Phred QUAL Score)

Indirme (Download) ikonu tiklandi ve verilen secenekler icinden Current
Results TSV (giincel TSV sonuclar1) secildi. Ana sayfa altinda bulunan bildirimler
(Notifications) sayfasina yonlendirilen dosya burada segildi ve indirildi (Download). Bu
islem her bir érnek icin yapildi. Ilgili siitunlar dosya yerlesiminde 6n siralarda olacak

sekilde dosyalar sekillendirilmis ve indirilmis oldu.

Orneklere ulasilan analiz genel gériiniim (Analysis/Overview) ekraninda, ayn
goniilliiye ait farklh doku ornekleri secildi ve gorsellestirme (Visualize) ikonu tiklandi.
Doku o6rneklerinin varyantlarinin bir araya getirildigi dosyaya ulagildi. Indirme
(Download) ikonundan All Variants (tim varyantlar) secenegi tiklandi. Ana sayfada
bulunan bildirimler ekraninda birlestirilmis olan dosya secildi ve indirildi (Download).

Bu islem ayn: goniilliiye ait tiim doku 6rnekleri icin yapildi.

Orneklere tiklandiginda ulasilan varyant listesindeki herhangi bir varyanta
tiklandi. Yeni sekmede acilan IRGV sayfanin sag alt kosesinde bulunan IRGV Export &
Preferences (IRVG disa aktarim ve tercihler) ikonuna tiklandi ve Open in IGV
(download .jnlp file) (IGV’de Ac (.jnlp dosyasini indir)) secildi. Her bir érnegin .jnip
uzantih dosyas: indirildi. Varyantlar, dosyalarin IGV 2.8.0 yazilim kullanilarak

acilmasiyla gortintiilendi.
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3.1.10.4. Analiz Siireci

indirilen 6rnek dosyalar1 acildi. Manuel incelemeyle verilerin parametrelere
uygun oldugu dogrulandi. Homoplazmik ve olasi heteroplazmik varyantlar belirlendi.
IGV yazilimi iizerinde incelemeler yapildi. Homoplazmik varyantlar icin referans
heteroplazmisi durumu sorgulandi. Heteroplazmik varyantlar, varyantin saptandigi
bolgedeki diger baz okumalarinin temizligi ve varyantin ileri yonlii ve geri yonlii
okumalarinin en az 3’er tanesinin temiz okunmus olmasi durumu sorgulanarak
degerlendirildi. Mevcut parametrelere karsin Ion Reporter ciktisinda yer alan, ancak
IGV’de temiz okuma gostermedigi anlasilan degisimler elendi. Rapora goére aym
goniilliiniin yalmzca bir dokusunda var oldugu belirtilen her bir degisim icin diger
doku/dokular IGV {izerinden kontrol edildi ve degisimin diger dokuda/dokularda da var

oldugunun saptandig1 durumlarda bu degisimler de frekans hesaplamasina eklendi.

Ornek dosyalar icin bu islemler yapildiktan sonra her bir goniilliiniin farkli
dokularin varyantlarinin birlestirildigi dosyada homoplazmik, heteroplazmik ve referans

heteroplazmisi durumlan {izerinden siniflandirma yapildi.

Her bir goniilli icin bulgular dosyasi olusturuldu. Homoplazmik varyantlar ve
sayilar tablo seklinde bu dosyaya kaydedildi. Olas1 her bir heteroplazmik varyant icin
Ion reporter, IGV ve MITOMAP bilgileri her doku i¢gin girildi ve degerlendirme sonucu
yazildi. Degerlendirme sonucu heteroplazmik olan varyantlar tablo biciminde
kaydedildi ve varyantin her bir dokudaki varhig1 belirtildi. Venn semas1 olusturularak
dokularda ortak olan ve yalmzca tek dokuda bulunan heteroplazmik varyant sayisi

gosterildi.

Heteroplazmik varyantlar icin, Ion Reporter ve IGV platformlar arasinda
karsilastirma yapildi. Varyant, dokular, her bir doku icin o varyantin derinlik bilgisi,
kalite skoru ve frekans bilgileri ile tablo olusturuldu. Degerlendirmeler yapilarak

sonuclar kaydedildi.

3.2. Veri Madenciligi ve Makine Ogrenmesi Calismalar:

MITOMAP (FoswikiMITOMAP WebWebHome (05 Dec 2019, MarieLott)) veri
bankasindan, m.3243A>G patojenik varyant: icin verilmis olan kaynak listesi indirildi.
Ingilizce makalelerde, asagida belirtilen anahtar kelimeler kullanilarak taramalar

yapildu:
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e 3243
e Heteroplasmy
e Mutation Load

e Percentage

° %

e Muscle
e Blood
e C(ase

e Patient
e Clinic

e Mother
e Sister

¢ Brother
e History

Erisilen yayimlanmis makalelerde m.3243A>G degisimi saptanmis hastalarin
klinik bilgileri mevcutsa ve heteroplazmi oram olarak patojenik varyant yiikiiniin
belirtimi yapildiysa, makale ayrintili incelemeye alindi. Hastalarin demografik
ozellikleri, klinik bulgulari, dokuya 6zgii heteroplazmi oranlar, tiim bu &ézellikler hesap
tablosu olusturmak icin LibreOffice Calc programinda olusturulan siitunlarin altina
kaydedildi. Her bir siitun makalelerde karsilasilan hasta klinik o6zellikleri ve
bulgularindan her biri icin hazirlandi. Bu siitunlarin her biri, birer 6znitelik (feature)
olarak degerlendirildi. Tiim makaleler bu o6zellikler igin tarandiktan sonra siitun
diizenlemeleri yapildi. Makine 6grenmesi metotlarinin veri setinde uygulanabilmesi icin
verilerin tamaminin sayisal degerlerden olusmasi gerektiginden, klinik bulgular var ya
da yok olarak diizenlendi. MELAS tami kriteri dikkate alinarak bu durum ile iliskili
hastaliklarin her biri tek bir siitun olarak ele alindi. Bir hastaligin alt bulgularn

niteliginde olan 6zellikler siniflandirilip tek bir siitunda toplandi.
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Klinik bulgular ve belirtiler, biyokimyasal testlerin, kas histokimya analizlerinin
ve beyin goriintiileme sonuglar1 ile doku heteroplazmi oranlar1 arasindaki iliskinin
saptanabilmesi icin olusturulan veri setinde ¢oklu-dogrusal regresyon analizi yapildi.
Makalelerden elde edilen ham verinin 6n-igleme siireci, model olusturma ve yorumlama
adimlan icin Python (versiyon: 3.5.3) program dili kullamldi. Calisma alani
(ide: integrated development environment = tlimlesik gelistirme ortami) olarak

Jupyter Notebook tercih edildi.

3.2.1. Kullanilacak Python Paketleri
Kullanilacak olan Python kiitiiphaneleri calisma alanina yiiklendi [149].

¢ Pandas
e Numpy
e SciPy

© Stats
e Math
e Seaborn

e Missingno
e MatPlotLib
e Pylab
e StatsModel
o statsmodel.api
o statsmodels.stats
= diagnostic
o statsmodels.stats.stattools
= durbin_watson
o statsmodel.stats.outliers_influence

®  variance_inflation_factor



e SkLearn

o sklearn.linear.model
» LinearRegression

o sklearn.model selection
= train_test_split

o sklearn.metrics
= mean_squared_error
= 12 score
=  mean_absolute_error

e Pickle
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4. BULGULAR

4.1. Laboratuvar Calisma Sonuclari

4.1.1. Ornek Grubu

Calisma, 5 saghkli goniilliiniin atik kan ve kas dokularindan, 1 géniilliiniin atik
kan, kas ve idrar dokularindan izole edilen toplam 13 mtDNA (6 x 2 + 1 = 13)
orneginde YND yapilarak gerceklestirildi.

4.1.2. PZR Sonuclar
Dort parcada cogaltilmis mtDNA, kolon saflagtirma isleminden sonra %1’lik

agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi (Sekil 4-1).

Parga ici: G1B, G2B, GIB, G4B, G5B, G&B, GIM, G2ZM, GIM, G4M, G5M, G6M, G2U

. — Nt g ™ e ,_-,_,.-_..,"..-.----o--

N R

, GIM, G2M, G3M, G4M, G5M, GbM, G2U

b
. e - . -
- - -

L AN

3. Parca

Sekil 4-1: Dért ayr1 parcada cogaltilan mtDNA’nin kolon saflagtirma
isleminden sonra %1’lik agaroz jel elektroforezi ile alinan gériintiisii

13’er setler halinde 1., 2., 3. ve 4. parca.
13 ornekte siralama: soldan saga: G1 - G2 - G3 - G4 - G5 - G6;

6 ornek: kan, 6 6rnek: kas, 1 érnek idrar. Idrar 6rnegi yalnizca G2’de ¢aligilmustir.
B: Kan, M: Kas, U: Idrar
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4.1.3. MtDNA Yeni Nesil Dizileme Sonuclar:

Toplam 6 goniilliiniin kan ve kas dokusundan elde edilen mtDNA’da yapilan
YND calismasindan elde edilen heteroplazmik varyantlarin frekans analizi sonuglar1 ve
bu varyantlarin sayisal dékiimii, tiim varyant tipleri (SNV + indel), SNV tipi ve Indel
tipi varyantlar icin ayr1 ayr verildi. Kullanilan iki yazilimdan (Ion Reporter ve IGV)
elde edilen bilgilere gore frekans ortalama degerlerinin yani ortalama heteroplazmi
oranlarinin sonugclari, ¢alisilan dokularin her biri ve goniilliide saptanmig tiim varyantlar

icin hesaplandi.

Yazihim algoritmalarindaki farkliliklara bagli olarak, Ion Reporter’dan ve
IGV’den ulasilan varyant derinliklerinde farkliliklar oldugu tespit edildiginden, nihai
veriler, her bir degisim icin iki platform iizerinden karsilagtirma yapilarak elde edildi ve
sonuclar her iki yazilhimin degerleri verilerek sunuldu. IGV iizerinden yapilan
kontrollerde, okuma bélgesinin temiz olmasina, her iki sarmaldan en az ii¢ okumanin
bulunuyor olmasina, okumalarin haritalama kalitesine, degisimler eger tek niikleotid
farkliliklar ise, bazin kalitesine, indel tipi degisimler icin, Ion Reporter’da bildirilen
saylida baz okumasindaki her bir bazin okuma temizligine ve baz kalitesine dikkat

edildi.

Ion Reporter ve IGV karsilastirmalarinda, IGV’nin daha derin okuma verdigi
gozlendi. IGV’deki fazla varyant miktari, rapor {izerinden ayn varyant icin yapilan
doku karsilastirmasi sonucunda elde edildi. Bu durum IGV’de yer alan bir varyantin Ion

Reporter c¢iktisinda belirtilmemis olmasinin miimkiin olacagini goésterdi.

4.1.3.1. Goniillillerde Saptanan Varyantlarin Sayisal Dékiimleri

Yapilan mtDNA YND calismasinda, goniilliillerin kan ve kas dokusundan elde
edilen toplam varyantlarin tiplerine gore sayisal dokiimii Tablo 4-1’de, her bir goniilliide
ortak olan ve olmayan varyantlarin tiplerine gore sayisal dokiimii Tablo 4-2’de

sunulmaktadir.

Toplam varyant miktarindaki varyant cesitliliginin (SNV, indel), total dagilimin
%50’si kadar oldugu (Tablo 4-1) ve dokular arasi cesitlilik izleminde, indel tipi
degisimlerin SNV’ye gore daha fazla oldugu (Tablo 4-1), kan ve kas dokusunun
yalnizca birinde bulunan varyantlarda ise SNV yogunlugunun daha fazla oldugu

belirlendi ve o6zellikle kas dokusundaki SNV yogunlugu dikkat cekici bulundu
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(Tablo 4-2). Bu sonuclarla, her varyantin her dokuda var olmadi, birden fazla doku

tizerinde calisma yapilarak daha fazla sayida varyant bilgisine ulasilacagi goriildii.

Table 4-1: Kan ve kas dokusunda yapilan mtDNA YND calismasinda elde edilen toplam
varyantlarin tiplerine gore sayisal dékimii

VARYANT SAYISI
GONULLU KAN + KAS (+iDRAR) KAN KAS
TVT SNV INDEL TVT SNV INDEL TVT SNV INDEL

Gl 14 6 8 11 4 7 11 3 8
G2 18 9 9 12 3 9 12 3 9
G3 12 4 8 11 3 8 10 3 7
G4 11 6 5 7 4 3 10 5 5
G5 13 8 5 7 3 4 9 6 3
G6 14 8 6 8 2 6 11 7 4

TOPLAM 82 41 41 56 19 37 63 27 36
% 50 50 34 66 43 57

TVT: Tiim Varyant Tipleri (SNV + INDEL), TOPLAM: Toplam varyant say1si

Table 4-2: Kan ve kas dokusunda yapilan mtDNA YND calismasinda her bir géniilliide,

doku temelinde ortak olan ve olmayan varyantlarin tiplerine gore sayisal dokiimii

VARYANT SAYISI
GONULLU Iifg);fl‘ss YALNIZ KAN YALNIZ KAS KAN-KAS ORTAK
TVT SNV INDEL TVT SNV INDEL TVT SNV INDEL TVT SNV INDEL
G1 14 6 8 3 3 3 2 1 8 1 7
G2 18 9 9 3 3 0 3 3 0 9 0 9
G3 12 4 8 2 1 1 11 0 9 2 7
G4 1 6 5 11 0 4 2 2 6 3 3
G5 13 8 5 4 2 2 6 5 1 31 2
G6 14 8 6 31 2 6 6 0 5 1 4
TOPLAM 82 41 41 16 11 5 23 19 4 40 8 32
% 50 50 69 31 83 17 20 80

TVT: Tiim Varyant Tipleri (SNV + INDEL), TOPLAM: Toplam varyant sayisi

Goniilli-2 (G2)’nin kan, kas ve idrar orneklerinden elde edilen varyantlarin

tiplerine gore sayisal dokiimii Tablo 4-3’te sunulmaktadir. Goniilliilerin tiimiinde kan ve

kas dokusunda, G2’de ayrica idrar dokusunda saptanan mtDNA varyantlariyla, her bir
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goniilli icin toplam varyant sayisina ulasildi. G2’de saptanan toplam varyant sayisi
18’idi (Tablo 4-3). Ancak calismalara idrar dahil edilmeseydi toplam varyant sayisi 15
olacakti. Bu goniillide 3 adet heteroplazmik SNV’nin yalmzca idrara dokiilen
hiicrelerdeki mtDNA’da oldugu goriildi. G2’deki 3 farkli dokunun karsilastirilmasi ise

tek bu goniillii temelinde yapilmistir.

Table 4-3: Goniillii-2 (G2)’nin kan, kas ve idrar érneklerinden elde edilen mtDNA YND
calismasinda saptanan toplam varyantlarin tiplerine gore sayisal dékiimii

VARYANT SAYISI
IDRAR ORTAK
TVT 18 1 2 3 4 2 1 5
SNV 9 1 2 3 0 2 1 0
INDEL 9 0 0 0 4 0 0 5

TVT: Tiim Varyant Tipleri (SNV + INDEL)

4.1.3.2. Goniilliilerde Saptanan Tiim Varyant Tipleri icin Sonuclar

Kan ve kas dokusundan elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasindan elde
edilen heteroplazmik varyantlarin frekans analizi sonuglar1 ve bu varyantlarin sayisal
dokiimii sirasiyla Tablo 4-4 ve Tablo 4-5’te verilmektedir. Frekans ortalamasi, saptanan
tim varyantlarin ortalama heteroplazmi oramidir. Ion Reporter ve IGV
karsilastirmalarinda, IGV’nin daha derin okuma verdigi gézlenmistir (Tablo 4-4).
IGV’deki fazla varyant miktari, rapor {izerinden aym varyant icin yapilan doku
karsilastirmasi sonucunda elde edilmistir (Tablo 4-5). Bu durum IGV’de yer alan bir

varyantin lon Reporter ¢iktisinda belirtilmemis olmasinin miimkiin olacagim gosterdi.

Doku karsilagtirmalarinda, goniillii verilere goére hesaplanan ortalama frekans
degerinin (heteroplazmi oraninin), kasta, Ion Reporter’a gore 2,1 kat, IGV’ye gore ise
1,4 kat daha yiiksek oldugu gozlendi. Toplam varyant sayisinin, Ion Reporter’a gore,
%48’i kanda, %57’si kasta; IGV verilerine gore ise %68’i kanda, %77’si kasta saptandi.
Bu sonuclara gore, genetik testlerde her iki dokunun da tercih edilebilir oldugu goriildii.
Bununla beraber, kastan bilgi elde edilebilecek varyant sayisinin, toplam varyant
sayisina daha yakin oldugu gozlemlendi ve elde edilen frekans bilgileri, kas varyant

yiikiiniin, kan varyant yiikiine gére daha fazla oldugunu gosterdi.



49

Table 4-4: Kan ve kas orneklerine ait mtDNA YND calismasi sonrasinda elde edilen tiim
degisimlerin (SNV ve Indel) frekans ortalamalar1

ORTALAMA HETEROPLAZMIi ORANI (%)

DEGISIM GONULLU VARANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION IGV ION IGV
REPORTER REPORTER
G1 14 2,6 6,6 1,7 6,7
G2 18 0,8 3.1 2.4 33
TOM G3 12 1,8 2.8 3,8 6,7
VARYANT
TIiPLERI G4 11 1,2 3 4,6 7,5
G5 13 0,6 2.8 25 4,2
G6 14 2.1 5.4 4,4 6,9
TOPLAM 82 1,5 4 3,1 5,7

ORTAMALA 14

TOPLAM: Toplam varyant sayisi, ORTALAMA: Ortalama varyant sayisi

Table 4-5: Kan ve kas drneklerine ait mtDNA YND calismasi sonrasinda elde edilen tiim
degisimlerin sayisal dokiimii

VARYANT SAYISI
DEGISIM s o o VARANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION GV ION GV
REPORTER REPORTER
Gl 14 8 11 6 11
G2 18 3 12 10 12
TUM G3 12 10 11 4 10
VARYANT
TIiPLERI G4 11 6 7 8 10
G5 13 5 7 9 9
G6 14 7 8 10 11
TOPLAM 82 39 56 47 63
% 48 68 57 77

TOPLAM: Toplam varyant sayis1

Kan ve kas oOrneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda
ortak olduklar1 saptanan varyantlarin frekans ortalama sonuclari Tablo 4-6’da, bu

varyantlarin sayisal dokiimii Tablo 4-7’de sunulmaktadir.

Heteroplazmi oraninin hangi dokuda daha yiiksek oldugu sorusuna yanit bulmak

amaciyla dokularda ortak olarak bulunan varyantlar {izerinden frekans degerlendirmesi
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yapildi. Kas dokusundan elde edilen ortalama frekans degerinin, Ion Reporter verilerine
gore kanda elde edilenin 1,9 kati, IGV verilerine goére ise 1,2 kati oldugu gozlendi

(Tablo 4-6).

Bu tez calismasinda, Ion Reporter ile IGV arasinda toplam varyant saptama
sayilar1 farklhh oldugu gozlendiginden, ortak varyant sayisi bilgileri sunulurken her iki
yazilim sonuclar1 gozetilerek toplam sayiya ulasildi. iki ayr yazilimdan elde edilen
farkh sayida varyantlarin tiim varyantlar {izerinden yiizdesi alindiginda, ortak varyantlar
IGV karsilastirmasi sonrasinda tespit edildigi icin IGV’den %100, Ion Reporter’dan her
iki doku icin ortalama %64 verim saglandig1 goriildii (Tablo 4-7).

Table 4-6: Kan ve kas orneklerinden edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda ortak
bulunan varyantlarin frekans ortalama sonuclari

ORTALAMA HETEROPLAZMI ORANI (%)

DE("}ISIM GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION IGV ION IGV
REPORTER REPORTER
G1 8 2,4 9,4 2 10,5
G2 9 1,4 5,8 43 6,2
TUM G3 9 2,1 3,4 5 8,8
VARYANT
TIiPLERI G4 6 1,8 5,2 2,2 5,2
G5 3 1,3 10,3 1,7 8,7
G6 5 3 12,8 6,6 14
TOPLAM 40 2 7,1 3,8 8,7
ORTAMALA 7

TOPLAM: Toplam varyant sayisi, ORTALAMA: Ortalama varyant sayisi
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Table 4-7: Kan ve kas érneklerinden edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda ortak
bulunan varyantlarin sayisal dokimii

VARYANT SAYISI
DEGISIM GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION IGV ION IGV
REPORTER REPORTER
G1 8 5 8 4 8
G2 9 2 9 7 9
TUM G3 9 8 9 3 9
VARYANT
TiPLERI G4 6 5 6 4 6
G5 3 2 3 3 3
G6 5 4 5 4 5
TOPLAM 40 26 40 25 40
% 65 100 63 100

TOPLAM: Toplam varyant sayisi

Kan ve kas dokularinda yapilan mtDNA YND calismasinda her bir goniilliiniin
sadece bir dokusunda go6zlenen, buna karsin diger dokusunda saptanmayan eg
varyantlarin sayisal dokiimii incelendiginde, %59’unun kasta, %41’inin kanda yapilan
calismadan ulasilabilecegi ve kas dokusundaki mevcut cesitliligin kandan daha yiiksek

oldugu gozlendi (Tablo 4-8).

Table 4-8: mtDNA YND calismasinda yalmzca bir dokuda goériilen, buna karsmn diger
dokuda saptanmayan varyantlarin sayisal déokiimii

VARYANT SAYISI
Dﬁ%{;{slle GONULLU Vgig?sl\IIT KAN KAS
ION ION
REPORTER IGV REPORTER IGV
G1 6 3 3 2 3
G2 6 3 3 3
TUM G3 3 2 2 1 1
VARYANT
TiPLERIi G4 5 1 1 4 4
G5 10 3 4 6 6
G6 9 3 3 6 6
TOPLAM 39 13 16 22 23
% 33 41 56 59

TOPLAM: Toplam varyant sayis1
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4.1.3.3. Goniilliilerde Saptanan SNV Tipi Varyantlar icin Sonuglar

Kan ve kas orneklerine ait mtDNA YND calismasi sonrasinda dokularda
saptanan tiim nokta degisimlerinde (SNV), dokular icin ayr1 ayri, lon Reporter ve IGV
frekans ortalama sonuclarinin birbirine esit oldugu goriildii (Tablo 4-9). Frekans
temelinde ise kas frekans ortalama degerinin, kan frekans ortalama degerinin 2,7 kati
oldugu gozlendi. Ion Reporter’a gore kanda SNV’lerin saptanma yiizdesi %34, kasta
%61, IGV’ye gore ise kanda %46, kasta %66 olarak bulundu (Tablo 4-10). Bu sonuglar,

ulagilan SNV varyant sayisinin kas dokusunda daha yiiksek oldugunu gostermis oldu.

Table 4-9: Kan ve kas orneklerine ait mtDNA YND calismasiyla saptanan tiim nokta
degisimlerin (SNV) frekans ortalama sonuclari

ORTALAMA HETEROPLAZMI ORANI (%)

DE(::IS!M GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION IGV ION IGV
REPORTER REPORTER

G1 6 2,8 3 2,5 2,5

G2 9 0,1 0,3 0,4 0,4

G3 4 2,3 2,3 10,8 11

SNV

G4 6 1,3 1,3 1,7 1,8

G5 8 0,4 0,4 1 0,9

G6 8 0,1 0,3 3,6 3,5

TOPLAM 41 1 1 2,7 2,7

ORTAMALA 7

TOPLAM: Toplam varyant sayisi, ORTALAMA: Ortalama varyant sayisi
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Table 4-10: Kan ve kas drneklerine ait mtDNA YND calismasi sonrasinda saptanan tiim
nokta degisimlerin (SNV) sayisal dékiimii

VARYANT SAYISI

DEGISIM GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ToN GV ToN GV
REPORTER REPORTER
G1 6 3 4 2 3
G2 9 1 3 3 3
G3 4 3 3 3 3
SNV
G4 6 4 4 4 5
G5 8 2 3 6 6
G6 8 1 2 7 7
TOPLAM 41 14 19 25 27
% 34 46 61 66

TOPLAM: Toplam varyant sayisi

Kan ve kas orneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda
ortak olduklar1 saptanan tiim nokta degisimlerin (SNV) frekans ortalama sonuclar:

Tablo 4-11’de ve sayisal dokiimii Tablo 4-12’de sunulmaktadir.

Kan ve kas dokusunun her ikisinde de saptanan ortak SNV varyantlarin
frekanslar1 hesaplandiginda, Ion Reporter’a gore kasin frekans toplam degeri, kan
frekans toplam degerinin 4,2 kati, IGV’ye gore 3,7 kat1 oldugunu gozlendi (Tablo 4-11).
Varyant say1 bilgisi dokiimlerine gére (Tablo 4-12), IGV’de %100 olan veri elde etme
yiizdesinin, Ion Reporter’a gore kanda %63, kasta %88 oldugu goriildii. Bu sonuclarla,
Ion Reporter verilerinin mutlaka IGV iizerinden kontrol edilmesi gerektigi sonucuna
ulasildi. Saptanan varyant sayisinin, Ion Reporter’a gore diisiik olmasina karsin, frekans
degerlerinin doku ici karsilastirmalarda birbirine yakin oldugu goriildii (Tablo 4-11). Ion
Reporter’la saptanamayip IGV ile varligi saptanan varyantlarin diisiik frekansh
varyantlar oldugu gozlendi. Buna karsin, IGV’de saptanan varyantlarin frekans
degerleri ile Ion Reporter parametre ayar1 en az %1 olarak diizenlenmisti. Ortak
varyantlar iizerinden yapilan frekans degerlendirmesinde, SNV incelemelerinde kasin,

kana gore dort kat daha bilgi verici oldugu goriildii.
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Table 4-11: Kan ve kas érneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda
ortak olduklar1 saptanan tiim nokta degisimlerin (SNV) frekans ortalama sonuclari

ORTALAMA HETEROPLAZMIi ORANI (%)

DEGISIM s\ ooy VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION GV ION GV
REPORTER REPORTER

Gl 1 0 1 9 8

G2 0 0 0 0 0
G3 2 4 4 21 21,5

SNV

G4 3 2 2 2,3 2,7

G5 1 0 1 2 2

G6 1 0 1 1 1
TOPLAM 8 1,8 2,1 7.6 7.8

ORTAMALA 1

TOPLAM: Toplam varyant sayisi, ORTALAMA: Ortalama varyant sayisi

Table 4-12: Kan ve kas érneklerinden edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda ortak
bulunan nokta degisimlerin (SNV) sayisal dokiimii

VARYANT SAYISI
DEGISIM GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION IGV ION IGV
REPORTER REPORTER

G1 1 0 1 1 1

G2 0 0 0 0 0

G3 2 2 2 2 2

SNV

G4 3 3 3 2 3

G5 1 0 1 1 1

G6 1 0 1 1 1

TOPLAM 8 5 8 7 8
% 63 100 88 100

TOPLAM: Toplam varyant sayis1

Kan ve kas dokularinda yapilan mtDNA YND calismasinda her bir goniilliintin
sadece bir dokusunda goézlenen, buna karsin diger dokusunda saptanmayan es nokta

degisimlerin (SNV) sayisal dokiimii Tablo 4-13’te sunulmaktadir.

Yalnizca bir dokuda gorilen SNV varyantlarin say1 analizine goére, kas

dokusunda saptananlarin, toplamin %63’li oldugu, geri kalanin ise kana ait oldugu
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gosterildiginden, kasta SNV varyant miktarinin kana gore daha fazla oldugu desteklendi

(Tablo 4-13).

Table 4-13: Kan ve kas dokularinda yapilan mtDNA YND calismasinda her bir
goniilliiniin sadece bir dokusunda gozlenen buna karsin diger dokusunda saptanmayan eg
nokta degisimlerin (SNV) sayisal dokiimii

VARYANT SAYISI
DEGISIM GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION IGV ION IGV
REPORTER REPORTER
G1 5 3 3 1 2
G2 6 1 3 3 3
G3 2 1 1 1 1
SNV

G4 3 1 1 2 2
G5 7 2 2 5 5
G6 7 1 1 6 6

TOPLAM 30 9 11 18 19
% 30 37 60 63

TOPLAM: Toplam varyant sayist

4.1.3.4. Goniilliilerde Saptanan Indel Tipi Varyantlar icin Sonuglar
Kan ve kas orneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda
ortak olduklar1 saptanan tiim indel tipi degisimlerin frekans ortalama sonuclar

Tablo 4-14’te ve sayisal dokiimii Tablo 4-15’te sunulmaktadr.

Tim indel degisimlerin frekans ortalama degerleri incelendiginde, Ion
Reporter’a gore kastan elde edilen varyant yiikii bilgisi kandan elde edilen oranin
1,8 kat1, IGV’ye gore ise 1,3 katidir (Tablo 4-14). Frekans degerleri bu varyant tiirii igin
de kasin kana gore daha yiiksek oranda indel icerdigini gostermektedir. Ortak olan ve
olmayan tiim indel degisimleri incelendiginde, Ion Reporter ile indel varyantlarinin
kanda %61’i, kasta %54°1i hakkinda bilgi elde edilebildigi, IGV ile kanda %90’indan,
kasta %88’inden bilgi elde edilebildigi gozlenmektedir. Bu sonuglar, indel
degisimlerinin her iki dokuda da birbirine yakin degerlerde saptanabilecegini ancak,
kanin kasa gore az bir farkla indel tipi varyanti bulma konusunda daha bilgi verici

oldugunu gostermektedir.
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Table 4-14: Kan ve kas drneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda
saptanan tiim indel tipi degisimlerin frekans ortalama sonuclari

ORTALAMA HETEROPLAZMi ORANI (%)

DEGISIM o\ v @ VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION GV ION GV
REPORTER REPORTER
G1 8 2,4 9,3 1,1 9,9
G2 9 1,4 5,8 4,3 6,2
G3 8 1,5 3 0,4 4,5
INDEL
G4 5 1 5 8,2 14,4
G5 5 1 6,8 5 9,4
G6 6 4,7 12,3 5,3 11,5
TOPLAM 41 2 6,9 3,6 8,8
ORTAMALA 7

TOPLAM: Toplam varyant sayisi, ORTALAMA: Ortalama varyant sayisi

Table 4-15: Kan ve kas drneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda
saptanan tiim indel tipi degisimlerin sayisal dokiimii

VARYANT SAYISI
DEGISIM GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
fon GV IoN GV
REPORTER REPORTER
G1 8 5 7 4 8
G2 9 2 9 7 9
G3 8 7 8 1 7
INDEL
G4 5 2 3 4 5
G5 5 3 4 3 3
G6 6 6 6 3 4
TOPLAM 41 25 37 22 36
% 61 90 54 88

TOPLAM: Toplam varyant sayisi

Kan ve kas orneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda
ortak olduklar1 saptanan tiim indel tipi degisimlerin frekans ortalama degerleri

Tablo 4-16’da ve sayisal dokiimii Tablo 4-17’de sunulmaktadir.



Indel frekans

incelendiginde, varyantlarin yiikiiniin, Ion Reporter’a gore kasta, kanin 1,3 kati, IGV’ye
gore 1,1 kati1 oldugu goézlenmektedir (Tablo 4-16). Degerler birbirine yakin olsa da,
kastaki heteroplazmi oraninin daha fazla oldugu goriilmektedir. Toplam ortak indel
varyant sayisinin, Ion Reporter’a gore, %66’s1 kanda, %56°s1 kasta saptandi. Ortak

varyantlar IGV kontrollerine gére alindigindan verim oraninin iki doku icin de %100

oldugunu goriilmektedir (Tablo 4-17).

Table 4-16: Kan ve kas érneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda

degerlendirmesinin ortak varyantlar

ortak olduklari saptanan indel tipi degisimlerin frekans ortalama sonuclar:

tizerinden

57

sonuglari

ORTALAMA HETEROPLAZMIi ORANI (%)

DEGISIM v i VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
FON IGV ION IGV
REPORTER REPORTER
G1 7 2,7 10,6 1 10,9
G2 9 1,4 5,8 4,3 6,2
G3 7 1,6 3,3 0,4 51
INDEL
G4 3 1,7 8,3 2 7,7
G5 2 2 15 1,5 12
G6 4 3,8 15,8 8 17,3
TOPLAM 32 2,1 8,3 2,8 8,9
ORTAMALA 5

TOPLAM: Toplam varyant sayisi, ORTALAMA: Ortalama varyant sayisi
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Table 4-17: Kan ve kas érneklerinden elde edilen mtDNA’da yapilan YND calismasinda
ortak olduklari saptanan indel tipi degisimlerin sayisal dékiimii

VARYANT SAYISI
DEGISIM GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION IGV ION IGV
REPORTER REPORTER
G1 7 5 7 3 7
G2 9 2 9 7 9
G3 7 6 7 1 7
INDEL
G4 3 2 3 2 3
G5 2 2 2 2 2
G6 4 4 4 3 4
TOPLAM 32 21 32 18 32
% 66 100 56 100

TOPLAM: Toplam varyant sayisi

Kan ve kas dokularinda yapilan mtDNA YND calismasinda her bir goniilliiniin
sadece bir dokusunda gézlenen, buna karsin diger dokusunda saptanmayan es indel tipi

degisimlerin sayisal dokiimii Tablo 4-18’de sunulmaktadir.

Yalmzca bir dokuda goriilen indel tipi varyant miktarlar incelendiginde, bu
varyantlarin %56’sinin kanda, %44’ {iniin kasta saptanmasi, indel agisindan kanin daha

zengin oldugunu gostermistir (Tablo 4-18).
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Table 4-18: Kan ve kas dokularinda yapilan mtDNA YND calismasinda her bir
goniilliiniin sadece bir dokusunda goézlenen buna karsin diger dokusunda saptanmayan es
indel tipi degisimlerin sayisal dékiimii

VARYANT SAYISI
DEGISIM GONULLU VARYANT KAN KAS
TURU SAYISI
ION IGV ION IGV
REPORTER REPORTER

G1 1 0 0 1 1

G2 0 0 0 0 0

G3 1 1 1 0 0

INDEL

G4 2 0 0 2 2

G5 3 1 2 1 1

G6 2 2 2 0 0

TOPLAM 9 4 5 4 4

% 44 56 44 44

TOPLAM: Toplam varyant sayisi

4.1.3.5. U¢ Doku Calismasi icin Varyant Sonuclar
Goniilli-2 (G2)’nin kan, kas ve idrar 6rneklerinden elde edilen varyantlarin
tiplerine gore, frekans bilgileri Tablo 4-19’da ve bu varyantlarin sayisal dokiimii ve

oranlar Tablo 4-20’de sunulmaktadir.

Kan, kas ve idrar olmak iizere ii¢ dokudan yapilan mtDNA YND islemleri
sonucunda, G2’de toplam 18 adet varyant saptanmigstir. lon Reporter’a gore sayilarin
kan ve idrarda birbirine yakin oldugu goériilmektedir. Bu iki dokunun kas dokusu ile
kiyaslanmasi sonucunda, kas dokusunda saptanan varyantlarin frekans toplam degerleri,
kandan 3 kat, idrardan 3,4 kat yiiksek bulunmustur. IGV sonuglarina gére ise kanin
idrardan 1,6 kat, kasin kandan 1,1 kat, kasin idrardan 1,7 kat yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4-19). Kan ve kas frekans degerleri karsilagtirildiginda ise, kasta az bir farkla
yiiksek olmakla beraber, birbirine yakin oldugu gézlenmektedir. Genel olarak, idrarin

diger iki dokudan daha az frekans degeri verdigi goriilmiistiir.

G2’deki 1i¢ doku calismasinda saptanan varyant tipleri incelendiginde,
varyantlarin yarisinin SNV, diger yarisinin indel tipi varyantlar oldugu gézlenmistir.
SNV’lerin toplam frekans doku oranlamalarinda, Ion Reporter’a gore, idrarin, kandan
8 kat, kastan 2 kat yiiksek oldugu, kas frekans degerinin ise kandan 4 kat yiiksek

oldugunu gostermistir. IGV’ye gore, idrar frekans degeri, kandan 3, kastan 2,2 kat
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yiiksekken, kas frekans degeri kandan 1,3 kat yiiksektir. Indel tipi degisimlerin frekans
degerleri karsilastirildiginda, Ion Reporter’a gore kas frekans toplam degeri, kanin
3,1 kati, idrarin 7,2 kati; kan frekans toplam degeri idrarin 2,3 kati, IGV’ye gore ise kas
frekans toplam degeri kanin 1,1 kat1 iken, idrarin 2,1 kati; kan frekans toplam degeri
idrarin 2 kati oldugu goriilmiistiir (Tablo 4-19). Frekans hesaplamasina gore kan ve
kasin yakin sonuclar verdigi goriilmiistii. Ancak dogru degerlendirme igin ortak

varyantlar {izerinden gitmenin daha dogru olacag diisiiniildii.

SNV ve indel tipi varyantlar karsilagtirildiginda indel tipi varyantlarin, varyant
yiikiiniin SNV tipi varyantlara gore yiiksek oldugu saptanmistir. SNV tipi varyantlarda,
idrar dokusu frekans degerlendirmesi bakimindan en yiiksek bulunurken, indel tipi

degisimlerde kas 6ne ¢cikmistir (Tablo 4-19).

Table 4-19: Goniillii 2 (G2)’nin kan, kas ve idrar érneklerinden elde edilen varyantlarin
tiplerine gore frekans ortalama sonuclari

ORTALAMA HETEROPLAZMIi ORANI (%)

DEGISIM VARYANT KAN KAS IDRAR
TURU SAYISI ION ol ION . ION v
REPORTER REPORTER REPORTER
TOTAL 18 0,8 3,1 2,4 3,3 0,7 1,9
SNV 9 0,1 0,3 0,4 0,4 0,8 0,9
INDEL 9 1,4 5,8 4,3 6,2 0,6 2,9

TOTAL: SNV + INDEL

Ion Reporter ciktisina gore kanda, kasta ve idrarda varyant saptama oranlari
sirasiyla %17, %56 ve %39’dur. IGV doku karsilastirma calismasi sonrasinda elde
edilen bilgilere gore, oranlar kan ve kasta %67 iken, idrarda %61’dir (Tablo 4-20). Ion
Reporter, kasin diger dokular iizerinde varyant saptama acisindan {istiin oldugunu
gosterse de, IGV incelemesi, ii¢ dokunun da tiim varyantlar agisindan benzer oranda

verimli oldugunu gostermektedir.

SNV tipi varyantlarin Ion Reporter’a gore kan, kas ve idrarda bulunma yiizdeleri
sirasiyla %11, %33, %56, IGV’ye gore, %33, %33, %67 dir (Tablo 4-20). SNV lerin
idrarda saptanma oraninin diger doku tiplerine gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Indel tipi varyantlarin dokularda saptanma yiizdesi kan, kas ve idrar igin sirasiyla,
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Ion Reporter’a gore %22, %78, %22’dir. IGV’ye gore ise kan ve kasta saptanma
yiizdesi %100 iken, idrarda saptanma yiizdesi %56’dir (Tablo 4-20). Indel tipi
varyantlar icin kan ve kas iizerinden calismak, bu sonuglara gore idrarda calismaktan

avantajh goriildi.

Table 4-20: Goniillii 2 (G2)’nin kan, kas ve idrar orneklerinden elde edilen varyantlarin
tiplerine gore sayisal dokiimii ve oranlari

VARYANT SAYISI

DE(:}i$__iM

TURU VARYANT KAN KAS IDRAR
YO N IOV O oy N ey
TOTAL 18 3 12 10 12 7 11
% 17 67 56 67 39 61
SNV 9 1 3 3 3 5 6
% 11 33 33 33 56 67
INDEL 9 2 9 7 9 2 5
% 22 100 78 100 22 56

TOTAL: SNV + INDEL

Goniilli-2 (G2)’nin kan, kas ve idrar orneklerinden elde edilen ortak
varyantlarin tiplerine gore frekans bilgileri Tablo 4-21°de ve bu varyantlarin sayisal

dokimii ve oranlar1 Tablo 4-22’de sunulmaktadir.

Frekans degerlendirmesinin dogru yapilabilmesi icin dokularin hepsinde
bulunan varyantlar incelenmistir. G2’nin toplam bes adet varyant1 tiim dokularda tespit
edilmigtir ve tamaminin indel tipli oldugu goriilmiistiir. Frekans toplami oranlari
incelendiginde, Ion Reporter’a gore kanin kasa orami 1,1, idrara orami 2,6; kasin idrara
orani 2,4’tiir. IGV’ye gore ise, veriler sirayla, 1,1, 1,3 ve 1,1’dir (Tablo 4-21). IGV’ye
gore dokularin frekans degerleri birbirine yakindir ancak kanin diger dokulardan az bir
farkla yiiksek oldugu g6zlenmistir. Ion Reporter’a gore ortak varyantlarin kan ve idrarda
saptanma orani %40 iken, kasta bulunma orani ise %60’tir. IGV ile ise bu varyantlarin

tiimiiniin dokularda mevcut oldugu gézlenmistir (Tablo 4-22).
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Table 4-21: Goniillii-2 (G2)’nin kan, kas ve idrar o6rneklerinden elde edilen ortak
varyantlarin tiplerine gore frekans bilgileri

ORTALAMA HETEROPLAZMIi ORANI (%)

DEGISIM VARYANT KAN KAS IDRAR
TURU SAYISI ON oy ON oy ON oy
REPORTER REPORTER REPORTER
TOTAL 5 2,6 6,8 2,4 6 1 5,2
SNV 0 0 0 0 0 0 0
INDEL 5 2,6 6,8 2,4 6 1 5,2

TOTAL: SNV + INDEL

Ion Reporter raporunda bulunan varyantlarin doku karsilastirmalarinin IGV ile
yapilmas1 sonrasi elde edilen varyant sayilari dokiimii, doku bazinda olusturuldu

(Tablo 4-22).

Table 4-22: Goniillii-2 (G2)’nin kan, kas ve idrar érneklerinden elde edilen ortak
varyantlarin tiplerine gore ortak varyantlarin sayisal dokiimii ve oranlari

DE CiSiM VARYANT SAYISI

TURU VARYANT KAN KAS IDRAR
YOZDE N n 16V N 16V O oy
TOTAL 5 2 5 3 5 2 5
% 40 100 60 100 40 100
SNV 0 0 0 0 0 0 0
% 0 0 0 0 0 0
INDEL 5 2 5 3 5 2 5
% 40 100 60 100 40 100

TOTAL: SNV + INDEL

Goniilli-2 (G2)’nin kan ve kas orneklerinden elde edilen ortak varyantlarin

tiplerine gore frekans bilgileri Tablo 4-23’te sunulmaktadir.

G2’nin kan ve kas dokularinda ortak olarak bulunan varyantlarin tamaminin
indel tipi oldugu, IGV’den edinilen bilgilere gore, frekans toplam sonuclarinda, kas

frekans toplaminin kandan 1,4 kat yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 4-23).
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Table 4-23: Goniillii-2’nin kan ve kas dokularinda saptanmis ortak varyantlarin frekans
ortalama sonuclari

ORTALAMA HETEROPLAZMI ORANI (%)

DEGIiSiM  VARYANT

TURU SAYISI KAN KAS
ION REPORTER IGV ION REPORTER IGV
TOTAL 4 0 4,5 6,8 6,5
SNV 0 0 0 0 0
INDEL 4 0 4,5 6,8 6,5

TOTAL: SNV + INDEL

Goniilli-2 (G2)’nin kan ve idrar 6rneklerinden elde edilen ortak varyantlarin

tiplerine gore frekans bilgileri Tablo 4-24’te sunulmaktadir.

Table 4-24: Goniillii-2’nin kan ve idrar dokularinda saptanmis ortak varyantlarin frekans
ortalama sonuclari

ORTALAMA HETEROPLAZMi ORANI (%)

DEGIiSiM  VARYANT

TURU SAYISI KAN IDRAR
ION REPORTER IGV  ION REPORTER IGV
TOTAL 2 0 1 1 1
SNV 2 0 1 1 1
INDEL 0 0 0 0 0

TOTAL: SNV + INDEL

Goniilli-2 (G2)’nin kas ve idrar orneklerinden elde edilen ortak varyantlarin

tiplerine gore frekans bilgileri Tablo 4-25’te sunulmaktadir.

G2’deki ii¢ doku calismasinda ortak SNV saptanamadigindan frekans
degerlendirmesi yapilamamistir ancak ikili eslesmelerde gézlenmistir. Kan ve idrarda
ortak oldugu tespit edilen iki farkli SNV’nin IGV’deki degerlendirmesinde, iki
varyantin da ayni oranda frekans verdigi gortilmiistiir (Tablo 4-24). Kas ve idrarda ortak
bulunan SNV sayis1 bir olup, IGV’ye gore iki dokudan da aynm oranda frekans degeri
elde edilmistir (Tablo 4-25).
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Table 4-25: Goniillii-2’nin kas ve idrar dokularinda saptanmis ortak varyantlarin frekans
ortalama sonuclari

ORTALAMA HETEROPLAZMI ORANI (%)

DEGIiSiM  VARYANT

TURU SAYISI KAS IDRAR
ION REPORTER IGV ION REPORTER IGV
TOTAL 1 1 1 0 1
SNV 1 1 1 0 1
INDEL 0 0 0 0 0

TOTAL: SNV + INDEL

Gonilli 2 (G2)’nin kan, kas ve idrar dokularinda yapilan mtDNA YND
calismasinda sadece bir dokusunda gézlenen buna karsin diger dokusunda saptanmayan

es varyantlarin sayisal dokiimii ve oranlari Tablo 4-26’da sunulmaktadir.

G2’de, dokularin yalnizca birinde gosterilen varyantlarin tamami SNV tiplidir.

Bu varyantlarin %50’si idrarda, %33’1i kasta, %17’si kanda bulunmustur (Tablo 4-26).

Table 4-26: Goniillii 2 (G2)’nin yalmzca bir dokusunda goriillen buna karsin diger
dokularda saptanmayan varyantlarin tiplerine gore sayisal dokiimii ve oranlar:

DEGiSiM VARYANT SAYISI
TORU ~ VARYANT KAN KAS IDRAR
vomwe REpORTER '©V  pEporTER 'SV REpoRTER 16V
TOTAL 6 1 1 5 5 ] 5
% 17 17 33 33 50 50
SNV 6 1 1 ) ) 3 ]
% 17 17 33 33 50 50
INDEL 0 0 0 0 0 0 0
% 0 0 0 0 0 0

TOTAL: SNV + INDEL
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4.2. Veri Madenciligi ve Makine Ogrenmesi Calismalarinin Sonuglar:

MITOMAP veri tabani araciligiyla m.3243A>G degisiminin gectigi akademik
yayinlarin arastirilmasi sonucunda 445 yayina ulasildi. Yayinlardan elde edilen bilgiler
(hastalarin doku heteroplazmi oranlar, klinik o6zellikleri, aile 6ykiisii, demografik
ozellikler, biyokimyasal test sonuclari, beyin goriintiileme sonuclar1 ve kas histokimya
sonuclar1) veri setine siitunlar halinde eklendi. Bu incelemeler sonucunda siitun sayisi

52, hasta sayis1 744 olarak kaydedildi.

Veri madenciligi ve makine 6grenmesi caligmalarinin asamalar1 Sekil 4-2’de

verildigi gibidir.



445 Yayn
{Kaynak: MITOMAP)

Anahtar kelime taramas: ile iglenmemis veri seti olugturma

Veri seti
(744 sanr, 52 stirm)

Veri @in isleme

Veri setd
(744 sanr, 27 siitun)
Kas heteroplazmi bilgi sorgulamas:
YOK VAR
| J Y
Kas heteroplazmi bilgisi Kas heteroplazmi bilgisi
olmayan veri seti olan veri sefi
(323 satir, 26 siitun) (421 sanr, 27 siitun)
Coklu dofrusal regresyon analizi
Kas helen!p]azmi verisini
Model-1 ile tamamlama Model-1
- | (Ayarlanms R-kare: 047 -l
F- istatistik: 15.51)
Y
Tamamlanan veri seti
(323 satir, 27 siitum)
Veri seti birlegtirme
Veri setd

(744 san, 27 siitun)

Coklu dogrusal regresyon analizi

Y

Model-2

(Ayarlanmmg R-kare: 0.72
F- istatistik: 72.88)

Sekil 4-2: Veri madenciligi ve makine 6grenmesi calismalarinda izlenen adimlar

66
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4.2.1. Veri Yiikleme ve On-isleme Uygulamalar:
1. Veri seti, Pandas kiitiiphanesi read_csv fonksiyonu kullanilarak yiiklendi ve df

isimli bir degigkene atand.
2. Veri seti boyutu, shape fonksiyonuyla kontrol edildi.

e df veri seti boyutu: 744, 52 (satir sayisi, siitun sayisi) (hasta sayisi, 6znitelik

sayisl)

3. Siitun isimleri Pandas kiitiiphanesi rename metodu ile diizenlendi ve

columns.values metodu ile yazdirildi (Sekil 4-3).

array(['hasta_no', 'cinsiyet', 'yas', 'vyasam_durumu', ‘'miyopati’,
‘dafinik_kirmizi lifler', 'ensefalopati', 'epilepsi',
'laktik_asidoz', 'inme_benzeri epizodlar',
'sensdrindral_igitme kaybi', 'diyabet’,
'"bozulmus_glukoz_toleransi', ‘endokrin sistem hastaliklari',
'girme_bozukludu', 'makiler_dejenerasyon', 'cpec', 'pitozis’,
'kardiyomiyopati', 'kalp_ritim bozuklugu', ‘'kronik kalp hastalaigi',
'iskemik_Kkalp ve koroner_arter_hastaliklari',
'konjenital_kalp_hastaligi', 'nefropati', 'proteinuri’,
'son_evre_bobrek hastaligi', 'noropati’,
'fokal _kortikal defektler', 'jeneralize kortikal defektler',
'serebellar_defektler', ‘'hareket bozukluklari',
'bazal_ganglion kalsifikasyonu', ‘'kognitif hastaliklar',
'mental_hastaliklar', 'bas_afjrisi', 'kusma',
'gastrointestinal_disfonksiyonlar', 'solunum yetmezlidi',
'gelisme_gerilifi', 'hipertansiyon', 'iskelet kasi', 'kan',
'beyin_kan_akimi', ‘'kalp', 'beyin', 'karacider', 'pankreas’,
'fibroblast', 'idrar', 'bobrek', 'bukkal_mukoza',
'k1l_folikilleri'], dtype=object)

Sekil 4-3: Ham veri setindeki (df) siitunlar (6znitelik) (52 adet)

4. Sayisallastirma islemleri yapildi.
e NumPy kiitliphanesi replace fonksiyonu kullanilarak:
o Klinik 6zellikler siitunlarindaki NaN degerleri sifirla (0) degistirildi.
© yasam_durumu siitunundaki 6lii: 0, hayatta: 1 degerleriyle degistirildi.

o cinsiyet siitununda erkek: 0, disi: 1 degerleriyle degistirildi.
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5. Veri, hasta_no siitununa gore, Pandas set_index fonksiyonuyla dizinlendi

(index).

e df veri seti boyutu 744, 51 (satir, siitun) olarak kaydedildi (hasta_no siitunu

indeks olarak kullanildigi icin siitun sayisi 51 (52 — 51) oldu.).

6. Tiim veri tiirleri ondalik say1 olacak sekilde, astype(float) fonksiyonuyla tek tipe

ayarlandi.
7. Kayip degerlerin giderilmesi i¢in bir takim islemler uygulandi.

744 hastanin tamamu i¢in bilgilerin tiimii mevcut degildi. Bu durum, olusturulan
veri setinde kayip verilerin varligina neden oldu. Bu denli klinik cesitliligin, ne kadar
cok sayida hasta bilgisi iizerinde calisilirsa ancak aciklanabilecegi diisiiniilerek veri
kaybetmek istenmedi. Olanakli oldugu durumlarda, bulgular gozetilerek, siitunlardaki
veri sayisimi arttirmak amaciyla klinik gruplamalar yapildi. Eksik verilerin oldugu
satirlar1 ¢ikarmak yerine, bosluklarin mantikh sekilde doldurulabilmesi igin istatistiksel
calismalar yiiriitiildi. Klinik ve beyin goriintiileme sonuclar1i yayinlarda sayet
belirtilmediyse veya eksik belirtildiyse, eksik veri miktarinin bilinenden daha da yiiksek

olabilecegi g6z 6niinde bulunduruldu.

e Missingno goriintiileme kiitiiphanesinin matrix fonksiyonu kayip degerlerin
genel goriiniimii icin, heatmap fonksiyonu ise kayip degerler arasindaki
iligkinin belirlenmesi icin kullanildi. Matrix fonksiyonu sonu¢ goriintiisii
Sekil 4-4’te, heatmap (1s1 haritas1) fonksiyonu sonug goriintiisti Sekil 4-5’te

gosterilmektedir. Is1 haritasi yorumlamasina érnek olarak:

o veri setinde kan x iskelet_kasi verilerinin birlikte veri bulundurma degeri

-0,6°dur.

o kan sitununda veri varken iskelet kasi siitununda veri bulunmamas:

durumunun oram %60°tir.
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Sekil 4-4: Ham veri setine (df) uygulanan Missingno goriintiilleme kiitiiphanesi matrix
fonksiyonu goriintiileme sonucu

Bu sekilde veri setinin goriintiisii sunulmaktadir. Beyaz renkler kayip verileri gosterirken, siyah renkler veri varhigin
gostermektedir.

cinsiyet

yag 01 .,
dadinik_kirmizi_lifler 0.1 0.2

laktik_asidoz 0.2

iskelet_kasi 0.1

kan 01
beyin_kan_akimi 0.1
kalp 0.1 0.1 0.2
-oo
beyin 0.1 01 01
karaciger 0.1 -0.1 0.2
pankreas 0.4 0.4 ﬂ
--04
fibroblast 0.1 0.1

idrar 01 ©1 902 01 ©£2 01 01 01

bukkal_mukoza ©1 01 02 01 02 Ol 01 01 -8
kil_folikilleri 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2
a 3 4 > o S & < o 5 3 S S 3
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Sekil 4-5: Ham veri setine (df) uygulanan Missingno goriintiileme kiitiiphanesi heatmap
fonksiyonu goriintiileme sonucu

Bu sekildeki goriintii, yalmizca kayip veri bulunan siitunlar gostermektedir. Sag tarafta goriilen dikey cubukta,
lacivert renk, aynmi anda veri bulundurma oramimin %100, bordo renk %0 oldugunu belirtmektedir. Bosluk
korelasyonu -1 ve 1 arasinda degerler alir. -1 negatif korelasyondur ve bir degiskende veri varsa diger degiskende
veri kesin yoktur seklinde yorumlanir. 0 korelasyonun olmadigini gosterir ve bir degiskende verinin olup olmamasi
diger degiskeni etkilemez seklinde yorumlanir. 1 pozitif korelasyonu belirtir ve bir degiskende veri varsa diger
degiskende de kesin veri vardir seklinde yorumlanir.
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e Her bir siitunun igerdigi NaN degerlerinin toplami ve yiizdeleri isnull.sum ve
len fonksiyonlariyla hesaplandi. Siitunlardaki kayip veri miktar ve yiizdeleri

Tablo 4-27’de sunulmaktadir.

Yayinlarda heteroplazmi calismalar1 hangi dokular {izerinden yapildiysa,
patojenik varyant yiikleri veri setine, her bir doku tipi icin ayr siitunlar olusturularak
eklendi. Kan ve kas disindaki doku tiplerine ait olan siitunlarda, %90’dan fazla kayip
veri oldugu gozlendi (Tablo 4-27). Bu siitunlar ilerideki asamalardan birinde

kullanilmak tizere simdilik kaldirilmadi.

Table 4-27: df veri seti siitunlarindaki kayip veri miktarlar ve yiizdeleri

SUTUN KAYIP VERI MIKTARI KAYIP VERI YUZDESI
cinsiyet 54 7,258065
yas 92 12,365591
kan 314 42,204301
iskelet_kasi 323 43,413978
laktik_asidoz 373 50,134409
dagimk_kirmizi_lifler 406 54,569892
idrar 707 95,026882
bukkal mukoza 710 95,430108
kil_folikiilleri 711 95,564516
bobrek 724 97,311828
kalp 726 97,580645
fibroblast 726 97,580645
beyin 727 97,715054
karaciger 727 97,715054
beyin_kan_akimi 737 99,05914
pankreas 738 99,193548

e MELAS hastaligiyla dogrudan iliskili olmayan klinik 6zelliklerin (bagimsiz
degiskenler), 6znitelik varken (1) ve yokken (0), iskelet kas1 heteroplazmi
oranina etkileri, describe fonksiyonuyla istatistiksel dokiim olusturularak

incelendi.
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Yayinlarda gecen klinik bulgu ve belirtiler, laboratuvar ve beyin goriintiileme
sonuclarinin her biri igin olusturulmus siitun sayisi ¢alismanin basinda 51 idi ve bu ana
baslik altinda yer alan 3. maddede belirtilen bagliklardan olusmakta idi. Calismanin
basinda belli bir 6zellik icin bilgi elde edilebilecek olgu sayis1 bilinmediginden,
hastalarda goriilen ozelliklerin her biri icin siitun olusumu yapilmig idi. Veri seti
tamamlandiktan sonra, toplam olgu sayisinin yeterli olmadig: siitunlar veri setinden
cikartildi (Tablo 4-28). Bazi yakin iliskili siitunlar birlestirildi (Tablo 4-29, Tablo 4-30).
m.3243A>G varyant1 ile iliskilendirilmis 6zellikler icin olusturulan siitunlarda siitun

birlegtirmeye gidilmedi.

Calismanin basinda diyabet, bozulmus_glikoz_toleransi ve
endokrin_sistemi_hastaliklart  siitunlar,, endokrin_sistemi_hastaliklart  siitununda
birlestirilmek yerine, ii¢ ayr siitun olarak korundu. Klinik olarak, bozulmus glikoz
toleransina sahip hastalarin yalnizca bir kisminda, ilerleyen yaslarda diyabetin gelistigi
bildirilmistir [150][151]. diyabet ve bozulmus_glikoz_toleransi siitunlarinin ayri
tutulmasi ile, diyabet 6ncesinde goriilebilen bu intoleransa sahip hastalarin ve diyabet
hastalarinin heteroplazmi yiiklerinin ortaya cikarlabilecek iligkisi ile, intoleransin
diyabete doniismesi durumunun tahmininin yapilip yapilamayacag aragtirilmak istendi.
Ancak, bir cok bagka klinik bulgular1 olan, heteroplazmi oram yiiksek raporlanan,
glikoz intoleransi goriilen ve diyabeti olmayan hastalarin varligi ve glikoz intoleransina
sahip olgu sayisinin ¢ok diisiik olmasi, bu yaklagimin dogru tahminlere gétiirmeyecegini
diisiindiirdii. Benzer gerekcelerle, bozulmus glikoz toleransinin, heteroplazmi yiikii ve
diyabet ile iliskisinin de irdelenmesi olasi goriilmedi ve bozulmus_glikoz_toleransi
siitunu veri setinden cikartildi. Diyabet, m.3243A>G varyanti saptanan hastalarda sik
goriilen bir kliniktir [152] ve olgu sayisi yiiksektir. Bu sebeple diyabet siitunu korundu.
Endokrin sistem hastaliklarinin ise bu varyantla direk bir iligkisi bildirilmemistir [152]
ve veri setindeki olgu sayis1 da diisiik bulundugu icin endokrin_sistemi_hastaliklari

siitunu da veri setinden c¢ikartildi.

© Veri sayisinin yetersiz olmasi nedeniyle bagimh degiskeni agiklamakta
yeterli goriilmeyen bagimsiz degiskenler veri setinden Pandas
kiitiiphanesi drop fonksiyonu ile ¢ikartildi (Tablo 4-28). Veri sayisi diisiik

ancak bagimh degiskenle iligkili oldugu bilinen siitunlar birakildi.
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Table 4-28: df veri setinden veri sayis1 yetersizligi sebebiyle cikartilan siitunlar

SUTUN YOK VAR
bozulmus_glukoz_toleransi 726 18
endokrin_sistem_hastaliklar 712 32
kronik_kalp_hastalig1 730 14
iskemik_kalp_ve_koroner_arter_hastaliklar 741
konjenital_kalp_hastalig1 740 4

(@]

Veri sayis1 az olan bobrek rahatsizliklan ile ilgili siitunlar, ortak bir
siitunda birlestirildi. son_evre_bdbrek_hastaligi siitununda bulunan
1 (var) degerlerinin tamami nefropati siitununda zaten 1 idi. proteintiri
siitunundaki 1 degerlerinin bir kismi nefropati siitununda 1 idi.
proteiniiri’de 1 ancak nefropati’de 0 olan bes deger nefropati siitununda
1 olarak degistirildi. Yetersiz veri sayisi nedeniyle nefropati siitununda
birlestirilen siitunlar Tablo 4-29°da, nefropati siitununun son hali ise

Tablo 4-30’da sunulmaktadir.

Table 4-29: df veri setinde yetersiz veri sayisi sebebiyle birlestirilen siitunlar

SUTUN YOK VAR
nefropati 704 40
proteintiri 723 21
son_evre_bobrek_hastalig1 732 12

Table 4-30: Tablo 4-29’da belirtilen birlestirme isleminin sonucu

SUTUN

YOK VAR

nefropati

699 45
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o df veri seti boyutu: 744, 44 (satir, siitun) (siitun sayisi: 51 — 44)

= df veri setindeki siitunlarin isimleri Sekil 4-6’da verilmistir.

array(['cinsiyet', 'yas', 'vasam_durumu', 'miyopati',
‘dafjinik_kirmizi _lifler', 'ensefalopati', 'epilepsi’',
"laktik_asidoz', 'inme_benzeri epizodlar',
'sensorindral_isitme kaybi', 'diyabet', 'gdrme_bozukludu',
'‘makller_dejenerasyon', ‘'cpeo', 'pitozis', ‘'kardiyomiyopati',
'kalp_ritim bozuklugu', 'nefropati', 'noropati’,
'fokal_kortikal_defektler', 'jeneralize_kortikal_defektler',
'serebellar_defektler', 'hareket bozukluklari',
'bazal_ganglion_kalsifikasyonu', 'kognitif hastalaklar',
'‘mental_hastaliklar', 'bas_agrisi', 'kusma',
'gastrointestinal_ disfonksiyonlar', 'solunum yetmezligi',
'gelisme_gerilifi', 'hipertansiyon', 'iskelet_kasi', 'kan',
'beyin_kan_akimi', 'kalp', 'beyin', 'karacider', 'pankreas’,
'fibroblast', 'idrar', 'bobrek', 'bukkal mukoza',
'k1l_folikulleri'], dtype=object)

Sekil 4-6: df veri setindeki siitunlar (6znitelik) (44 adet)

e Sirasiyla %7,3 ve %12,4 oraninda kayip veri iceren cinsiyet ve yas
siitunlarindaki eksik degerler, describe fonksiyonuyla hesaplanan ortalama
degerini (mean) bozmayacak sekilde dolduruldu. yas siitunundaki doldurma
isleminde hastanin aile agacindaki konumu, yasa bagli heteroplazmi oranlar1
verisinin  saghikli sekilde degerlendirilebilmesi icin g6z Oniinde

bulunduruldu. Anne ve birinci ¢ocuk arasindaki yas farki ~20 alind.

Tim bu islemleri takiben, kayip veri goriintii sonucu Sekil 4-7°de, kayip

verilerin iligki durumu ise 1s1 haritasi seklinde Sekil 4-8’de gosterilmektedir.
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Sekil 4-7: df veri setine uygulanan Missingno kiitiiphanesi matrix fonksiyonu kayip deger
goriintiilleme sonucu

Bu sekilde veri setinin goriintiisti sunulmaktadir. Beyaz renkler kayip verileri gosterirken, siyah renkler veri varhigim

aActormoltoadir

e NaN degeri (eksik veri / bosluk) iceren laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler
stitunlan icin heatmap fonksiyonunun sonuglar1 degerlendirildi ve ayn1 anda veri
bulundurma durumu iskelet_kasi siitununda (sirasiyla 0,7, 0,4) kan siitununa
(swrasiyla -0,3, -0,2) oranla daha fazla oldugu icin bosluk doldurma isleminin, df
veri setini bolme isleminden sonra yapilmasina karar verildi (Sekil 4-8).
laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarinda bulunan kayip veri sayilari

Tablo 4-31’de sunulmaktadir.

Table 4-31: df veri setinde laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarinda bulunan
kayip veri miktarlari

SUTUN KAYIP VERI MiKTARI
laktik_asidoz 373
dagmik_kirmmzi_lifler 406
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dadinik_kirmizi_lifler

laktik_asidoz o8

iskelet kasi
kan

04
0.1

beyin_kan_akimi

kalp 0.1 0.1 0.2
beyin 0.1 0.1
-oo
karaciger 0.1 0.1 0.2
pankreas 0.4 0.4
fibroblast 0.1 0.1
--0.4
idrar 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1
bukkal mukoza 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 08
kil_foliklleri 0.1 0.1 0.2
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Sekil 4-8: df veri setine uygulanan Missingno kiitiiphanesi heatmap fonksiyonuyla kayip
degerlerin aym anda veri bulundurma durumunun gériintilleme sonucu. Kirmzi
diktortgen icine alinmis degerler iskelet_kasi ve kan siitunlarimin, daginik_kirmizi_lifler
ve laktik_asidoz siitunlari ile ayni anda veri bulundurma degerlerini vermektedir.

Bu sekildeki goriintii, yalmzca kayip veri bulunan siitunlar1 gostermektedir. Sag tarafta goriilen dikey cubukta,
lacivert renk, aynmi anda veri bulundurma oraninin %100, bordo renk %0 oldugunu belirtmektedir. Bosluk
korelasyonu -1 ve 1 arasinda degerler alir. -1 negatif korelasyondur ve bir degiskende veri varsa diger degiskende
veri kesin yoktur seklinde yorumlanir. 0 korelasyonun olmadigim gosterir ve bir degiskende verinin olup olmamast
diger degiskeni etkilemez seklinde yorumlanir. 1 pozitif korelasyonu belirtir ve bir degiskende veri varsa diger
degiskende de kesin veri vardir seklinde yorumlanir.

8. df veri setinin bélme iglemi yapildi.

Kas heteroplazmi oranini iceren ve icermeyen satirlar ayrilarak, kas_df ve

nan_kas_df olarak isimlendirilen iki farkli veri seti olusturuldu.

e iskelet_kast siitununda NaN olmayan degerler notnull fonksiyonu ile

filtrelendi, kas_df isimli degiskene atandi.

© kas_df veri seti boyutu: 421, 44 (satir, siitun)

e jskelet_kasi siitunundaki hiicrelerin bos oldugu satirlar isnull fonksiyonu ile

filtrelenerek nan_kas_df isimli degiskene atandi.

© nan_kas_df veri seti boyutu: 323, 44 (satir, siitun)
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degerler icin tammlayici istatistik calisma uygulandi.
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laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki NaN degerler icin kas

verisi tizerinden doldurma islemleri yapildi.

kas_df’te bulunan laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki kayip

e Her iki siitun icin (laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler) loc fonksiyonuyla

oznitelik varken (1) ve yokken (0), iskelet kas1 heteroplazmi oranlarinin tepe

degeri, ortalama degeri ve ortanca degeri (mode, mean, median) describe

fonksiyonu ile belirlendi (Tablo 4-32).

Table 4-32: laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki farklhh durumlar icin
iskelet kas1 heterolazmi oranlarinin istatiktiksel dékiimii

laktik_asidoz = 0

laktik_asidoz = 1

dagmik_kirmuzi_lifler=0

dagmik_kirmmzi_lifler=1

count
mean
std
min
25%
50%
75%
max

72,000000
49,895139
21,279925

0,200000
34,750000
54,000000
68, 250000
86, 000000

count

mean
std
min
25%
50%
75%
max

219, 000000
72,847489
18,218484

3,000000
63, 500000
77,000000
85, 750000

100, 0000060

count
mean
std
min
25%
50%
75%
max

49, 000000
52,760204
27,550399
0,200000
30, 000000
55, 000000
76, 000000
95, 000000

count 261,000000

mean 69,543678
std 19,174440
min 3,000000
25% 57,000000
50% 75,000000
75% 84, 000000
max 100, 000000

Count = miktar, mean = ortalama, std = standart sapma, min = minimum say1 degeri, 25% = %25 oranindaki
yogunluk, 50% = %50 oranindaki yogunluk, 75% = %75 oranindaki yogunluk, max = maksimum say1 degeri

e Her bir durum igin iskelet kasi heteroplazmi oranlarinin dagilimi incelendi.

Degerlendirme sonrasinda laktik asidoz icin 45, daginik kirmizi lifler icin 60

sinir deger olarak alind.

e Buna gore, iskelet kas1 heteroplazmi orani:

e}

O

(e]

e}

> 45 ise laktik asidoz var (=1)
< 45 ise laktik asidoz yok (=0)
> 60 ise daginik kirmizi lifler var (=1)

< 60 ise daginik kirmizi lifler yok (=0)

olarak kabul edildi ve laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki bos

hiicreler (NalN) bu sekilde dolduruldu.
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10. nan_kas_df veri setindeki laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki
kayip degerler icin, iskelet kasi heteroplazmi orami bilgisi olmadigindan diger
dokulardan elde edilen heteroplazmi bilgileri kullanilarak doldurma islemleri

uygulandu.

¢ Yalnizca kan dokusu heteroplazmi orani bulunan satirlarda, loc fonksiyonu
ile laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler 6znitelikleri varken (1) ve yokken
(0) kan dokusu heteroplazmi oraninin tepe degeri, ortalama degeri ve ortanca

degeri (mode, mean, median) describe fonksiyonu ile gosterildi (Tablo 4-33).

Table 4-33: laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki farkli durumlar icin kan
heterolazmi oranlarinin istatiktiksel dokiimii

laktik_asidoz = 0 laktik_asidoz = 1 dagmik_kirmuzi_lifler=0 dagmik_kirmzi_lifler=1
count 145,000000 count 142,000000 count 198, 000000 count 89, 000000
mean 14,786207 mean 39,678873 mean 17,042424 mean 49,483146
std 10,490655 std 16,369305 std 9,224571 std 13,776860
min 0,000000 min 2,000000 min 0,000000 min 28, 000000
25% 7,000000 25% 28,125000 25% 9,475000 25% 39, 000000
50% 14, 000000 50% 36, 000000 50% 17,000000 50% 46,000000
75% 19, 000000 75% 49,000000 75% 25,000000 75% 58, 000000
max 60, 000000 max 91, 000000 max 35,200000 max 91, 000000

count = miktar, mean = ortalama, std = standart sapma, min = minimum say1 degeri, 25% = %25 oranindaki
yogunluk, 50% = %50 oranindaki yogunluk, 75% = %75 oranindaki yogunluk, max = maksimum say1 degeri

© Her bir durum icin kan heteroplazmi oranlarinin dagilimi degerlendirildi

ve laktik asidoz icin 25, daginik kirmizi lifler icin 35 sinir deger olarak

alind.

© Boylece, kan heteroplazmi orani:
= > 25 ise laktik asidoz var (=1)
= <25 ise laktik asidoz yok (=0)
= > 35 ise daginik kirmizi lifler var (=1)
= < 35 ise daginik kirmizi lifler yok (=0)

olarak kabul edildi ve laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki bog
hiicreler (NalN) bu sekilde dolduruldu.
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e Kan dokusu heteroplazmi orani bilgisi olmayan satirlar icin diger dokularin

heteroplazmi orani bilgileri kullanildi.

O

idrar, bukkal_mukoza, kil_folikiilleri, bobrek,fibroblast, kalp, karaciger,
beyin, beyin_kan_akimi, pankreas siitunlardaki verinin azlig1 nedeniyle

istatistiksel bir islem uygulanamadi.

Bu siitunlardaki degerlerle ayni satirda bulunan kas ve kan oranlarinin

tutarhlig1 degerlendirildi.

Kas heteroplazmi oranina yakin degerler veren oranlar icin madde 9’da

belirtilen 45 ve 60 sinir degerleri kullamldi.

Kan heteroplazmi oranina yakin degerler veren oranlar icin ise bu

maddede belirtilen 25 ve 35 degerleri sinir olarak kullanildi.

nan_kas_df’te laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki bos

kalan son hiicreler de boylece dolduruldu.

11. Siitun kaldirma iglemi yapildi.

Veri kayb1 %90°den fazla olan siitunlar, kas verilerinin olmadig1 veri setinde

(nan_kas_df), kan heteroplazmi oraninin verilmedigi satirlarda, laktik_asidoz ve

daginik_kirmizi_lifler siitunlarindaki kayip verilerin doldurma isleminde kullanildiktan

sonra kas_df ve nan_kas_df veri setlerinden c¢ikartildi (Tablo 4-27, Tablo 4-34,

Tablo 4-35).

e Veri kayb1 %90’den fazla olan siitunlar, drop fonksiyonuyla, kas_df ve

nan_kas_df veri setlerinden kaldirildi.

e kan sttunu her iki veri setinden kaldirilds.

e iskelet_kasi siitunu, kas_dften olusturulacak olan regresyon modelinin,

nan_kas_df veri setinde uygulanabilmesi i¢in, nan_kas_df’ten kaldirildu.

O

kas_df’ten kaldirilan siitunlar:

= kan, beyin_kan_akimi, kalp, beyin, karaciger, pankreas, fibroblast,

idrar, bobrek, bukkal_mukoza, kil_folikiilleri

= kas_df veri seti boyutu: 421, 33 (satir, siitun)
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© nan_kas_df’ten kaldirilan siitunlar:

= jskelet_kasi, kan, beyin_kan_akimi, kalp, beyin, karaciger, pankreas,

fibroblast, idrar, bébrek, bukkal_mukoza, kil_folikiilleri
= nan_kas_df veri seti boyutu: 323, 32 (satir, siitun)

kas_df ve nan_kas_df veri setlerindeki kayip degerlerin miktar1 ve yiizdeleri

sirasiyla Tablo 4-34’te ve Tablo 4-35’te sunulmaktadir.

Table 4-34: kas_df veri setindeki kayip degerlerin miktarlar: ve yiizdeleri

SUTUN KAYIP VERI MiKTARI KAYIP VERi YUZDESi
kan 278 66,033254
beyin 404 95,961995
karaciger 407 96,674584
kalp 408 96,912114
fibroblast 408 96,912114
bobrek 409 97,149644
kil_folikiilleri 411 97,624703
idrar 416 98,812352
pankreas 416 98,812352
bukkal mukoza 418 99,287411
beyin_kan_akimi 419 99,524941

Table 4-35: nan_kas_df veri setindeki kayip degerlerin miktarlari ve yiizdeleri

SUTUN KAYIP VERI MiKTARI KAYIP VERI YUZDESI
kan 36 11,145511
idrar 291 90,092879
bukkal mukoza 292 90,402477
kil_folikiilleri 300 92,879257
bobrek 315 97,52322
fibroblast 318 98,452012
kalp 318 98,452012
beyin_kan_akimi 318 98,452012
karaciger 320 99,071207
pankreas 322 99,690402
beyin 323 100

iskelet_kasi 323 100
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12. Anlamli olmayan bagimsiz degiskenlerin kaldirilmasi islemi yapildi.

e MELAS hastalig: ile direk iligkisi bulunmayan, model denemesinde %95
giiven araliginda sifir (0) degeri bulunan (Sekil 4-11) ve p-degeri 0,05’ten
yiiksek (Sekil 4-12) olan klinik 6zellikler drop fonksiyonu ile her iki veri

setinden cikartildi.

© (Cikartilan siitunlar: mental_hastaliklar, hipertansiyon,

solunum_yetmezligi, yasam_durumu, kalp_ritim_bozuklugu, kusma
o kas_df veri seti boyutu: 421, 27 (satir, siitun) (Sekil 4-9)

= kas_df veri setindeki siitunlarin isimleri Sekil 4-9’da verilmistir.

array(['cinsiyet', 'vyas', 'miyopati', 'dadinik_kirmizi_lifler’,
‘ensefalopati', 'epilepsi', 'laktik_asidoz',
‘inme_benzeri_epizodlar', 'senscrindral_isitme kaybi', 'diyabet’',
‘gorme_bozuklugu', 'makller_dejenerasyon', 'cpeo', 'pitozis’,
'kardiyomiyopati', ‘'nefropati', 'noropati’',
'fokal_kortikal defektler', 'jeneralize kortikal defektler',
'serebellar_defektler', 'hareket bozukluklari',
'bazal_ganglion_kalsifikasyonu', 'kognitif hastaliklar',
'bag_afrisi', 'gastrointestinal disfonksiyonlar',
‘gelisme _geriligi', 'iskelet kasi'], dtype=object)

Sekil 4-9: kas_df veri setindeki siitunlar (6znitelik) (27 adet)

© nan_kas_df veri seti boyutu: 323, 26 (satir, siitun)

= nan_kas_df veri setindeki siitunlarin isimleri Sekil 4-10’da

verilmistir.

array(['cinsiyet', 'yas', 'miyopati', 'dadinik_kirmizi_lifler',
‘ensefalopati', 'epilepsi', 'laktik _asidoz',
‘inme_benzeri epizodlar', 'sensorinoral_igitme kaybi', 'diyabet’,
'gorme_bozuklugu', 'makiler dejenerasyon', 'cpeo', 'pitozis’,
'kardiyomiyopati', 'nefropati', 'noropati’,
'fokal_kortikal defektler', 'jeneralize kortikal defektler',
'serebellar_defektler', 'hareket bozukluklari',
'bazal_ganglion_kalsifikasyonu', 'kognitif hastaliklar',
'bas_adrisi', 'gastrointestinal disfonksiyonlar',
'gelisme_geriligi'], dtype=object)

Sekil 4-10: nan_kas_df veri setindeki siitunlar (6znitelik) (26 adet)
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MELAS hastalarinda goriilen énemli klinik 6zellikler, giiven araliginda sifir

(0) degeri bulunsa da ve p-degeri 0,05’ten yiiksek olsa da ¢ikartilmadi.

Egim giiven araligt degerleri, 4.2.3.1. Regresyon  Modelinin
Degerlendirilmesi, lyilestirilmesi ve Sonuglari bashginin 7. maddesi olan
Giiven araligi (Confidence Intervals) hesaplamasi baghg altinda hesaplandi.
Belirtilen siitunlarin cikartilmasina karar verildikten sonra model revize

edildi.

%95 giiven aralig1 hesaplama sonuclar1 Sekil 4-11’de sunulmaktadir.



0 1
const 31.496059 |50.791182
cinsiyet 0.086973 |6.759600
yas -0.372185 |-0.135507
yasam_durumu -8.954510 |5.837087
miyopati 3.400178 |10.628419
daginik_kirmizi_lifler 11.493242 |20.231804
ensefalopati -3.866792 |6.152304
epilepsi -1.670439 |7.766407
laktik_asidoz 14.098088 |22.627666
inme_benzeri_epizodlar -4.450360 |4.431822
sensdrindral_igitme_kaybi -2.051594 |5.263655
diyabet -2.409417 | 5.691385
gorme_bozuklugu -15.129625 | -1.412641
makiiler_dejenerasyon -4.842126 |7.175528
cpeo -13.643913 | -1.077083
pitozis -5.986625 |7.405590
kardiyomiyopati -2.883518 |7.017510
kalp_ritim_bozuklugu -6.558600 |6.486773
nefropati -11.010674 | 5.027294
néropati -3.135621 |7.669722
fokal_kortikal_defektler -1.958450 |9.814548
jeneralize_kortikal_defektler -19.267110|-3.737697
serebellar_defektler -3.666440 |16.960837
hareket_bozukluklan -6.826971 |2.197912
bazal_ganglion_kalsifikasyonu |-3.259379 |8.788764
kognitif_hastaliklar 2.028333 |11.154453
mental_hastaliklar -18.393747 |9.125811
bas _agnsi -3.393346 |7.570133
kusma -9.838274 |3.412750
gastrointestinal_disfonksiyonlar |-18.696593 | 0.400459
solunum_yetmezligi -10.848409 | 11.804656
gelisme_geriligi -4.673054 |3.070625
hipertansiyon -21.740918 | 12.304353
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Sekil 4-11: Model-1 bagimsiz degiskenlerinin katsayr degerlerinin giiven

araligi (%95) hesaplama sonuclar (siitun diisiirme isleminden énce)

MELAS hastalig ile direk iligkisi bulunmayan, model denemesinde %95 giiven araliginda sifir
(0) degeri bulunan klinik o6zellikler: mental hastaliklar, hipertansiyon, solunum_yetmezligi,
yasam_durumu, kalp_ritim_bozuklugu, kusma
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e P-degerleri, 4.2.3.1. Regresyon Modelinin Degerlendirilmesi, lyilestirilmesi
ve Sonuglart baghginin 8. maddesi olan P-degeri hesaplamasi baglig1 altinda
hesaplandi. Degerlendirme sonrasinda siitun ¢ikarma islemi yapildi ve model

revize edildi. P-degeri hesaplama sonuglar Sekil 4-12’de sunulmaktadir.

est.pvalues

const .564992e-16
cinsiyet .434718e-02
yas .079878e-05
yasam_durumu .788322e-01
miyopati .579491e-04
daginik kirmizi lifler .71333%e-12
ensefalopati .540428e-01
epilepsi .048264e-01

laktik_asidoz
inme_benzeri epizodlar
sensorindral_isitme_kayb1
diyabet

.343889e-16
.967279e-01
.885058e-01
.261991e-01

gorme_bozuklugu .822551e-02
makiiler_dejenerasyon .028568e-01
cpeo .180066e-02
pitozis .350899e-01

kardiyomiyopati
kalp_ritim_bozuklugu
nefropati

noropati

fokal kortikal defektler

jeneralize kortikal defektler

serebellar_defektler
hareket bozukluklari

bazal ganglion kalsifikasyonu

kognitif hastaliklar
mental hastaliklar
bas_agrisi

kusma

gastrointestinal disfonksiyonlar

solunum_yetmezligi
gelisme geriligi
hipertansiyon
dtype: float64

oo WRULEWWNWEREAEROEAEOIN NFRF RWDODUNORREOWRO

.122005e-01
.913684e-01
.636919e-01
.098721e-01
.903035e-01
.792800e-03
.058562e-01
.138629e-01
.674431e-01
.748499e-03
.082754e-01
.542908e-01
.409910e-01
.036115e-02
.338985e-01
.843392e-01
.860941e-01

Sekil 4-12: P-degeri hesaplama sonuclari (siitun diisiirme isleminden 6nce)

Model-1 bagimsiz degiskenleri ile bagimh degisken arasindaki iliskinin sorgulanmasi icin
hesaplanan p-degeri 0,05’ten biiyiikse iliski yoktur, 0,05’ten kiiclikse iligki vardir seklinde
yorumlanir.

MELAS hastalhig ile direk iliskisi bulunmayan, model denemesinde %95 giiven araliginda sifir
(0) degeri bulunan klinik ozelliklerin (mental_hastaliklar, hipertansiyon, solunum_yetmezligi,
yasam_durumu, kalp_ritim_bozuklugu, kusma) p-degerleri de ytiksektir.

13. Veri dosyasi, kayp verilerden ve fazla siitunlardan arindirildi. Missingno
goriintilleme kiitiiphanesi matrix ve Pandas kiitiiphanesi isnull fonksiyonlar

araciligiyla veri setlerinin NaN degerler icermedigi dogrulandi. Uygulanan
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islemler sonucunda eksik verileri giderilen kas_df (421 satir, 27 siitun) ve

nan_kas_df (323 satir, 26 siitun) veri setlerinin doluluk gorseli sirasiyla

Sekil 4-13 ve Sekil 4-14’te sunulmaktadir.
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Sekil 4-13: kas_df veri seti doluluk goriintiisii
Bu sekilde veri setinin goriintiisii sunulmaktadir. Beyaz renkler kayip verileri gosterirken, siyah renkler veri varligin
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gostermektedir.
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$ekll 4-14: nan_kas_df veri seti doluluk gériintiisii
Bu sekilde veri setinin goriintiisii sunulmaktadir. Beyaz renkler kayip verileri gosterirken, siyah renkler veri varhigin

gostermektedir.
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Ham veri setinde, toplam 50 olan bagimsiz degisken sayisi, son veri setinde
26’ya kadar diisiiriildii. Yeterli veri icermeyen siitunlarin kaldirilmasinin yani sira,
p-degeri yiiksek olan yani, bagimli degiskenle iligkisi anlamli olmayan ve klinik agidan
m.3243A>G patojenik varyant1 ile direkt iliskisi bildirilmemis siitunlar da ¢ikartildi.
Varyant ile direk iligkisi bildirilmis énemli klinik &zelliklerin iskelet kas1 heteroplazmi
oraniyla iliskisi veri setine gore anlamli bulunmasa da (p-degeri > 0,05), bu durum
yetersiz veri sayisina baglandi ve bu klinik 6zellikler icin olusturulan siitunlar veri
setinden cikartilmadi (Sekil 4-12). iskelet_kast bagimh degiskenini tanimlamakta yeterli

goriilen tiim bagimsiz degiskenler disindaki siitunlar ¢ikartilmig oldu.

Makine ©6grenmesi yontemlerinin uygulanacagi veri setlerinde, asiri uyum
gosterme (overfitting) durumunun 6niine gecilmesi i¢gin siitun sayisinin olabildigince az
tutulmas1 gerekmektedir. Veri setine gereginden fazla sayida bagimsiz degisken
eklemek, bagimli degiskenin gereginden fazla bagimsiz degiskene bagli olarak
hesaplanmasi anlamina gelir. Bu durum, degiskenler arasindaki iliskilerin ortaya
cikarilmasim giiclestirebilir ve olusturulacak modelin 6grenme siirecine engel olup
tahminlerin ezbere dayali yapilmasina yol agabilir. Cok fazla degisken oldugunda,
modelin, var olan iligkileri 6grenmektense, egitim verisindeki her bir senaryoyu
ezberleyecegi ve test verisinde bu senaryolara denk gelmezse sonuglara goére tahminde
basarisiz olacagi belirtilmektedir [153, p. 170]. Bu sebeple, veri setini anlamli olmayan
veya eksik veri iceren siitunlardan arindirmak modelin iyi islemesine katki

saglayacaktir.
14. Regresyon modeli olusturmak iizere kas_df veri seti kullanildi.

Heteroplazmi oram1 tahmin modeli temelinde kurgulanan veri madenciligi
calismasi sonucunda elde edilen veri seti, istenen tahminlerin hangi doku iizerinden
yapilacaginin 6nceden degerlendirilmesinin gerekliligini gosterdi. Literatiirde en fazla
veri kas ve kan icgin sunulmustu. Olusturulan veri seti bilgisine goére 744 hastanin

421’inde iskelet kas1, 430’unda kan heteroplazmi orani bilgisi mevcuttu.

Kan hiicrelerinin proliferasyonunun yiiksek olmasi nedeniyle heteroplazmi
oranlarinin yas ilerledikce degisebildigi bilindiginden, klinik iliskilendirme icin ideal bir
doku olarak goriilmemektedir [154]. Yiiksek enerji gereksinimi olan iskelet kasi, yiiksek
mitokondri sayisina sahiptir. Mitokondriyal solunum zincirindeki olas1 hasar

durumunda, hastalifa sebep olan varyantin iskelet kasinda yiiksek oranda saptanmasi,
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hastalardaki agir klinik tablolarla iligkilendirilmistir [154]. Iskelet kasimn tan
testlerinde kullanimiyla, heteroplazmi oram ile klinik arasindaki iliskinin daha gercekci
olarak kurulabilmesi saglanmaktadir. Kas ve idrar dokularn ile kan dokusu
karsilagtirmalarinda, kan dokusundan elde edilen oranin diger iki dokudan daha az
oldugu goriilmistiir [155]. Tim bu bilgiler degerlendirilerek, heteroplazmi oram ve
klinik o6zelliklerin iligkilendirilmesi yoluyla olusturulacak tahmin programi icin kas

dokusunun kullanilmasinin daha uygun olacagi belirlendi.

744 satirhik df veri setinden bir regresyon modeli olusturabilmek igin 6ncelikle
veri setinde hi¢ bosluk bulunmamasi, iskelet_kasi siitunundaki bosluklarin doldurulmasi
gerekti [156]. Bu nedenle, kas heteroplazmi oranlarinin verildigi satirlardan olusturulan
veri seti (kas_df) kullamlarak olusturulacak Model-1 ile bu oranin verilmedigi
satirlardan olusturulan veri setindeki (nan_kas_df) kayip verilerin doldurulmasi
hedeflendi.

4.2.2. Veri Setinde Yapilan Testler ve Sonuclari
IIk modelin olusturulmasinda kas_df veri seti kullamldi. Model olusturma
isleminden 6nce, veri setinin model olusumuna uygunlugunu tespit etmek icin, veri seti

coklu esdogrusallik ve ug deger testlerinden gecirildi.

4.2.2.1. Coklu Esdogrusallik (Multicollinearity) Testi ve Sonuclari

Bagimh degiskenlerin birbirleri arasindaki dogrusal (lineer) iliskiyi dislamak
amaciyla, coklu esdogrusallik kontrolii yapildi. Veri setinde tiim bagimsiz degiskenlerin
bagimh degiskenle iliskisi olmali ancak bagimsiz degiskenlerin birbirleri arasinda iliski
olmamalidir [157]. Bu durumun tespiti i¢in korelasyon matrisi olusturuldu (Sekil 4-15)
ve varyans biylitme faktorii (VIF, variance inflation factor) o6lcegi kullanild
(Sekil 4-16). Korelasyon degerleri kontrol edilerek, veri noktalar1 arasindaki olasi iliski
hakkinda bilgi elde edildi. VIF sonuclarina gore, bagimsiz degiskenlerin birbirleri
arasindaki iligki diglandi. iskelet_kasi siitununun, korelasyon matrisinde, diger
siitunlarla iliskisini renklere bakarak anlamak miimkiindiir. iskelet_kasi siitununun yas
siitunuyla iliskisinin en diisiik, laktik_asidoz siitunuyla iligkisinin en yiiksek oldugu
goriilmektedir (Sekil 4-15). VIF sonuglari, bagimh degisken olarak kabul edilecek olan
iskelet_kasi’nin, bagimsiz degiskenlerle arasinda giiclii bir korelasyon bulunmadigini

gosterdi (2,03 < 5) (Sekil 4-16). Ancak zayif olsa da bir iligkinin oldugu ve veri setinin
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coklu dogrusal (multi-lineer) regresyon analizi icin uygun oldugu sonucuna ulagildu.

Uygulanan islemler asagidaki akis dogrultusunda gerceklestirildi:

1. Bir degiskenin diger degiskenlerle iliskisinin belirlenebilmesi icin, Pandas

kiitiiphanesi corr fonksiyonuyla korelasyon matrisi olusturuldu.

2. Korelasyon matrisi Seaborn kiitiiphanesi 1s1 haritas1 fonksiyonu olan heatmap

kullanilarak goriintiilendi (Sekil 4-15).

3. Degiskenlerin standart hataya etkisi, bir esdogrusallik o6lcegi olan VIF ile

variance_inflation_factor fonksiyonu kullanilarak belirlendi.

4. Bulunan VIF degerleri 5’ten kiiciik ise coklu esdogrusallik digland: (Sekil 4-16).

dnsiyet
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miyopati
dadink_kirrizi_lifler
ensefalopati -

epilepsi -

laktik_asidoz -
inme_benzeri_epizodlar
sensorindral_igitme_kaybi
diyabet
gérme_bozuklugu
makiler_dejenarasyon -
e 1

pitozis
kardiyomiyopati

nefropati -

néropati
fokal_kortikal_defektler §
jeneralize_kortikal_defektler
serebellar_defektler
hareket_bozukluklan
bazal_ganglion_kalsifikasyonu -
kognitif_hastaliklar

bas_adrsi -
gastrointestinal_disfonksiyonlar 5
gelisme_geriligi -
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makiler dejenerasyon -

dnsiyet -
laktik_asidoz -

gastrointestinal_disfonksiyonlar -

inme_benzeri_epizodlar -

nefropati - . .

noropati -

fokal_kortikal defektler -
jeneralize_kortikal_defektler -
serebellar_defektler -
hareket_bozukluklan -
bas_agrsi -

I isit_me kaybl -

bazal ganglion_kalsifikasyonu -

kognitif hastaliklar -
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Sekil 4-15: kas_df veri setinin korelasyon matrisi goriintiileme sonucu

(bordo renk) korelasyonun %0 oldugunu, cubugun ortasi (beyaz renk) ise ortalama bir iliskiyi belirtmektedir.
Matriste capraz gecen lacivert renkler, ayni siitunun x ve y diizlemindeki kesisim noktalaridir. Iskelet kasi siitunu y
ekseninin en altinda yer almaktadir ve x ekseni boyunca diger siitunlarla olan iliskisi renklerle anlasilmaktadir.
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VIF < 5 kosulunun saglandig1 o6znitelikler icin ¢oklu esdogrusallik dislandi
(Sekil 4-16).

const 24,390185
cinsiyet .189861
yas .581739
miyopati . 415862
daginik kirmizi lifler .510587
ensefalopati . 245542
epilepsi .185951

laktik asidoz
inme_benzeri epizodlar
sensorindral_isitme kayb1
diyabet

608523
. 933027
. 403564
. 359969

gorme_bozuklugu . 471038
makiiler_dejenerasyon . 395882
cpeo .314700
pitozis . 404471
kardiyomiyopati .184748
nefropati .191796
noropati . 457097

fokal kortikal defektler
jeneralize kortikal defektler
serebellar _defektler

hareket bozukluklari

bazal ganglion kalsifikasyonu
kognitif hastaliklar

bas agrisi

gastrointestinal disfonksiyonlar
gelisme geriligi

iskelet kasi

dtype: float64

. 275682
. 903944
. 698647
.294599
. 396200
. 771069
. 498262
.185783
. 221365
.027436
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Sekil 4-16: kas_df veri setinin coklu esdogrusallik testi sonuclar

4.2.2.2. Ug Deger (Outliers) Testi ve Sonucu
Uc deger testi ile, veri setinin u¢ degerler icerip icermediginin kontrolii yapildi

[158]. Yapilan islemler su sekildedir:

1. Regresyon dogrusunda sapmaya neden olabilecek olasi u¢ degerlerin varlig

test edildi.

2. Veri setine describe fonksiyonu uygulanarak istatistiksel 6zet ¢ikartildi.
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3. Bulunan standart sapma degerleri 3 ile carpildi. Sonug, ortalamadan
cikartildi ve ortalamaya eklendi. Boylece, taban ve tavan degerleri elde
edildi. Taban degerinin altinda kalan ve tavan degerinin iistiinde kalan
degerler, u¢ deger olarak kabul edildi. Her bir degisken icin, u¢ deger

sorgulamasi yapildu.

Kontroller sonucunda veri setinin u¢ deger icermedigi gortildii.

4.2.3. Regresyon Modeli Uygulamasi

kas_df veri setinin %80’i kullanilarak, iskelet_kasi bagiml degiskeninin
bagimsiz degiskenlerle (iskelet_kasi disindaki tiim degiskenler) olan iliskisi, coklu
dogrusal (multi-lineer) regresyon modeli esitligine oturtuldu [158]. Esitlik

Denklem 4-1’de gosterilmektedir.

V=00t Bixi + Boxo+ ... + PosXos T € 4-1)

y: Bagimh degisken

B0 y-kesen degeri

X1,X2, ..., X26: Bagimsiz degiskenler
B1,B2 ..., Bs: Katsayr degerleri

€: Hata degeri

Esitlikte [, olarak gecen y-kesen degeri, yani tiim bagimli degiskenler sifir iken,
y degerinin esit oldugu deger 38,08 bulundu. Bu deger, olusturulan modele gore,
herhangi bir klinik bulgusu olmayan ancak iskelet kasinda varyanti tasiyan bir olgunun
heteroplazmi oranidir. Her bir bagimsiz degisken (xi, X», ..., X26) (iskelet_kasi disindaki
tim siitunlar), degeri sifir (0) degilse, negatif veya pozitif olabilen katsay1 degerleri
(B1, B2, ..., B2s) ile esitlige etki edecek ve bagimli degisken degerini (iskelet kasi
heteroplazmi oram) yiikseltecek ya da diistirecektir. Katsay1 degeri, her bir degisken icin
0zel olup, bir degiskenin bir birimlik degisiminde, diger tiim degiskenlerin etkisi
sifirken, bagimh degiskendeki tahmini degisimdir. €, hata degeridir. Hata, bagimh
degisken birimiyle ifade edilir. Yukarida verilen denklemdeki y-kesen degeri, bagimsiz
degiskenlerin degerleri ve katsayr degerleri, y bagimh degiskeninin bir kismini
aciklamakta yeterli olur. Aciklanamayan varyasyonlar ise hata degerine yansir. Bu
deger, veri noktalarinin regresyon cizgisine olan ortalama uzakhigidir. Veri noktalarinin,

olusturulan regresyon cizgisi etrafinda ne kadar yogunlastiginin bilgisini verir. Hata



90

degeri ne kadar diisiikse, veri noktalari regresyon cizgisine ne kadar yakinsa, regresyon

modeli o kadar iyi calisiyor anlamina gelmektedir [158].

Yapilan islemler sirasiyla su sekildedir:

1.

iskelet_kas1 bagimli degiskenini tahmin etmekte kullanilacak olan bagimsiz
degiskenler, iskelet_kasi siitunu drop fonksiyonu ile disiiriildiikten sonra X

degiskenine atandi.
iskelet_kasi bagimlh degiskeni Y degiskenine atandi.

X ve Y degiskenlerinin egitim ve test verisi,

sklearn.model_selection.train_test_split fonksiyonuyla olusturuldu.

e Varsayilan olarak, egitim icin kas_df veri setinin %80’i, test icin geri kalan

920’si kullanmilda.

X ve Y egitim verileri sklearn.linear_model.LinearRegression fonksiyonu

kullanilarak regresyon modeline yerlestirildi ve Model_1 olusturulmus oldu.

Tiim bagimsiz degiskenlerin bagimh degiskene etkisi sifirken bagimh

degiskenin kesen degeri, intercept fonksiyonu ile yazdirildi.

e iskelet_kasi bagimh degiskenin y-kesen degeri (3, = y-intercept): 38,08
Diger bagimsiz degiskenler sabitken, her bir bagimsiz degiskendeki bir birimlik
degisime bagli olarak bagimli degiskenin tahmini degisimi olan katsay1
degerleri, coef fonksiyonu ile yazdirildi.

Olusturulan regresyon modeli, predict fonksiyonuyla X_test veri setine

uyguland: ve test verisindeki bagimsiz degiskenler kullanilarak bagimh degisken

olan kas heteroplazmi orani tahmin ettirildi.

Tahminlerin gercek veriye yakinlhigi, regresyon cizgisine yakinligi, modelin

anlamlilig1 durumlarini degerlendirmek iizere sonraki adima gecildi.
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4.2.3.1. Regresyon Modelinin Degerlendirilmesi, iyilestirilmesi ve Sonuclar:

Veri noktalarinin tamaminin iizerinden gecen bir dogrunun ¢izimi miimkiin
degildir ve olusturulan regresyon ¢izgisi milkemmel olmayacaktir. Bulunan y degerleri
(Denklem 4-1) yaklasik degerler olacaktir, her biri birer tahmin sonucudur. Amag,
gercek degere en yakin sonucu veren bir regresyon modeli olusturmak, veri setine en iyi
uyum saglayan dogruyu bulmaktir. Popiilasyonun tamamini test etmek olanak disidir.
Bu nedenle genel uygulamada, eldeki o6rnek veriyle, popiilasyon parametrelerinin
tahmini sonuglarina ulagsmak hedeflenir. Bilinmeyen bu parametrelerin, yani bagimsiz
degiskenlerin katsay1 degerlerinin (B1, B2, ..., B2s) ve kesen-degerin (o) (Denklem 4-1)
en optimal degerlerine ulasmak icin, en kiiciik kareleri tahmin edici yontemlerinden
birinin kullanilmas1 gerekmektedir. Amac, gézlemlenen veri noktalar ile tahmin edilen
veri noktalarnn arasindaki farklarin karelerinin toplaminin en aza indirilmesini
saglamaktir. Gauss-Markov teoreminin, en diisiik 6rnekleme varyansina sahip oldugu
icin, en iyi dogrusal yansiz tahmin araci olarak degerlendirdigi OLS (Ordinary Least
Squares = siradan en kiiciik kareler) metodu, Model_1 i¢in kullanildi. Ancak OLS’nin
kullanilabilmesi i¢in birtakim 6n sartlarin saglanmis olmasi gerekmektedir [153]. Bu 6n

sartlar asagida belirtilen dért madde altinda 6zetlenmektedir:

® Veri setinin homoskedastik olmasi yani hata degerlerinin yaklasik olmasi
beklenir. Veri seti heteroskedastik olamamali yani hata degerleri regresyon

cizgisinin belli b6liimiinde artis ya da azalma géstermemelidir.
e Hatalann iligkili olmamasi istenir. Bu yiizden otokorelasyon dislanmalidir.
e Artiklar normal dagiliml olmaldir.
e Artiklarin ortalamasi sifira esit olmali veya sifira yakin bir deger vermelidir.

Yapilan islemler sirasiyla asagida verildigi gibidir:

1. icerdigi fonksiyonlar sayesinde, modelin degerlendirilmesi siirecinde

hesaplamalar kolaylastiran, Python statsmodels paketi kullanildi.

2. OLS fonskiyonu kullanilarak bagimh degisken ve bagimsiz degiskenler modele

yerlestirildi. Sonraki testler bu model iizerinden yapildi.
3. OLS metodunun varsayimlarinin kontrolii yapildi.

e Varsayim_1: Heteroskedastisite (degisen varyans sorunu) yok.
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Heteroskedastisite, bir degiskenin standart hatasinin belli bir zaman araliginda

sabit olmamasi durumudur. Heteroskedastisite durumunda katsayr tahminlerindeki

degiskenlik (varyans) artar. OLS fonksiyonu artan degiskenligi tespit edemez ve gercek

olandan daha diisiik olan degiskenlik degerini kullanir. Katsay1 degerlerinin tahmini

degeri, p-degeri, t-degeri ve F-degeri olmasi gerektiginden daha diisiik bulunmus

olabilir. Model anlamli degilken anlamhi olarak degerlendirilmesine yol acabilir.

Heteroskedastisite durumu varsa, OLS fonksiyonu kullanilamaz [153].

(o]

Heteroskedastisite, genellikle yatay kesit verileriyle tahmin yapildiginda

ortaya cikmaktadir, bu sebeple model degerlendirmesi i¢in kontrol edildi.

Varsayim_1’in  kontrolii icin  statsmodels.stats.diagnostic  paketi
kullanildi. Bu paket test fonksiyonlar1 icerir. Daha genel durumlar icin
kullanilan Breusch-Pagan testi icin diag.het_breuschpagan fonksiyonu,
daha spesifik durumlar icin kullanilan White testi icin diag.het_white

fonksiyonu kullanilmak iizere iki test {izerinden kontrol yapildi.

Sifir hipotez (Hy) ve alternatif hipotez (H;) iiretildi.

= Hj: Standart hatadaki degiskenlikler birbirine esittir (Denklem 4-2).

Ho: 021 = 02 (4-2)

H, = Sifir hipotez, o, = Varyans degeri

= H;: Standart hatadaki degiskenlikler birbirine esit degildir
(Denklem 4-3).

Hi: 02 # 03 (4_3)

H; = Alternatif hipotez, o,: Varyans degeri

Standart hatalarin esit olmasi durumu, heteroskedastisiteyi diglamak igin
istenilen durumdur ve p-degerinin 0,05’ten yiiksek olmasi

(H; hipotezinin diglanmasi) beklenir.

Test sonucunda heteroskedastisite durumunun olmadig1 goriildii

(Tablo 4-36).
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Table 4-36: Heteroskedastisite testleri ve sonuclari

TEST P-DEGERI SONUC
White Testi 0,07699 HETEROSKEDASTISITE YOK
Breusch-Pagan Testi 0,09608 HETEROSKEDASTISITE YOK

e Varsayim_2: Otokorelasyon yok.

Veri setinde, zamansal veya uzaysal olarak siralanmis degerler arasinda serisel
iligki olabilmektedir. Bu iliski ile sonraki sayinin, olusturulan modelden bagimsiz olarak
tahmin edilebilir olmasi durumu otokorelasyon olarak tanimlanir. Ornegin, sicaklik
degerlerinin bir ay icerisinde birbirini takip eden giinlerde yakin degerler vermesi veya
belli bir degiskenin cografi yakinlik durumunda benzer sonuclar vermesi gibi. OLS’nin
kullanilabilmesi igin verideki degerlerin bagimsiz olmasi, degerler arasinda bir
oriintlintin  bulunmamasi1  gerekmektedir. Otokorelasyon durumunda, 6rneklerin
bagimsizlig1 6n sarti ihlal edilmis olur ve OLS’nin kullanilmasi durumunda, bulunan
standart hata ve p-degerleri yaniltici olabilir. En diisiik varyansla katsay1 degerlerinin

tahmini bagarili olamaz [159, p. 24].

Bu tez calismasinda olusturulan veri setinde, ornekler birbirinden bagimsiz
oldugu diisiiniilerek otokorelasyon durumu beklenmedi. Yine de ayn degiskenin serisel
degerleri arasinda korelasyon varligin1 dislamak amaciyla otokorelasyon kontrolii

yapildu.

o Otokorelasyon kontrolii statsmodels.stats.diagnostic paketi ile yapildi.
Ljung-Box testi icin paketin icerisinde yer alan acorr_ljungbox

fonksiyonu kullanildi.

© Ljung-Box testi, sezonsal olmayan zaman serileri icin belirlenen gecikme

(lag) sayist kullanildi (Denklem 4-4).

test edilen gecikme sayis1 = minimum(10, (X degiskeninin uzunlugu // 5)) (4-4)

© acorr_ljungbox fonksiyonuna model artik bilgileri (residuals) verildi.
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o Test kapsaminda sifir hipotez (Ho) ve alternatif hipotez (H,) tiretildi.
= Hy: Veri rastgeledir.
= H;: Veri rastgele degildir.

©  Verinin rastgele olmasi (H, hipotezi) istenilen durumdur. Otokorelasyonu
dislamak igin hesaplanan p-degerinin 0,05’ten yiiksek olmasi

(H; hipotezinin diglanmasi) gerekir.

o Otokorelasyonun gorsel testi, statsmodels.graphics paketinin tsa.plot_acf
fonksiyonuna modelin artik degerlerinin (residuals) bilgisi verilerek

yapildu.

o Test sonucuna gore otokorelasyonun var oldugu goriildii (Tablo 4-37,

Sekil 4-17).

Table 4-37: Otokorelasyon testi ve sonucu

TEST GECIKME EN KUCUK P_DEGERI SONUC
Ljung-Box testi 10 4,46e-11 OTOKORELASYON VAR

Autocorrelation

0.3 1
0.6 4
0.4
02

HIhLL_”“”“m._

o 3 10 15 20 25

Sekil 4-17: Model-1’in otokorelasyon testi gorsel sonucu

x ekseni: gecikmeler. v ekseni: korelasvonlar
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Yapilan testler heteroskedastisitenin olmadigimi (Tablo 4-36), ancak
otokorelasyonun varhgini gosterdi (Tablo 4-37). Bu sebeple, bu tez calismasinda OLS
yerine, bir GLS* metodu olan GLSAR®* metodu kullamldi. Bir tahmin edici olarak
GLSAR’1n otokorelasyon ve heteroskedastisite (degisen varyans) durumlarinda elverisli

bir metot oldugu bildirilmistir [160].
4. Artiklarin normal dagihim kontrolii yapildi.
e Grafik ¢izimi icin ¢izim kiitiiphanesi PyLab kullanildi.
e Artik bilgileri grafige statsmodels paketinin sm.qqgplot fonksiyonu ile verildi.

e Verilerin regresyon ¢izgisine yakin, normal bir dagilhim gostermesi beklendi.

Sample Quantiles

-2 -1 0 1 2
Theoretical Quantiles

Sekil 4-18: Artik degerlerin regresyon cizgisi etrafindaki
dagiliminin gérsel sonucu (Model-1)

Kirmizi cizgi: regresyon dogrusu, mavi noktalar: veri noktalari

Artiklarin normal dagilim kontrolii igin cizilen grafikte, beklenildigi gibi

regresyon cizgisine yakin olan veri noktalarinin dagilimi goriilmektedir (Sekil 4-18).

* GLS: Genellestirilmis en kiigiik kareler (generalized least squares) [160]

% GLSAR: Otoregresif kovaryans yapisi ile genellestirilmis en kiiciik kareler (generalized least squares with AR
(autoregressive) covariance structure) [160]
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5. Artik ortalamasinin sifira esit olup olmadiginin kontrolii yapildu.

e Ortalama hesaplamasi artiklarin toplaminin artik sayisina béliinmesi ile

bulundu.

e Artik ortalamasi, hata degerleri yuvarlama isleminden gectigi icin

cogunlukla sifira esit olmaz. Bulunan degerin sifira yakin olmasi beklendi.
e Artik Ortalama Degeri: -0,00122

Artik ortalama degeri sifira yakin bir deger vermistir. Bu da istenilen deger
olmugtur. Regresyon dogrusunun iki tarafinda kalan veri noktalarinin tahmin degerlerine
yani regresyon dogrusuna olan uzakliklarinin degerlerinin toplami sifir olmahdir. Ancak
gercek diinya verisiyle sifir elde edilemeyecegi, deger sifira yakin bir degerse kabul

gorecegi bildirilmistir [153].
6. Hata degerleri hesaplandi.

Regresyonda amag, veri noktalar1 boyunca bir dogru olusturmak ve bunu
yaparken artik degerlerini olabildigince kiiciik tutmaktir. Artik deger, gézlemlenen veri
noktasi ve regresyon dogrusuyla elde edilen tahmini veri noktas1 arasindaki mesafeyi
(hata degeri) belirtir. Islemlerde bu mesafenin karesi alinir. Bunun sebebi fark degerinin
tamamini pozitif yapmak ve gozlemlenen veri degerinden biiyiik oranda sapma gosteren
tahmin veri degerlerinin vurgulanmasini saglamaktir. Tim veri noktalar icin hesaplanan
artik degerlerin kareleri toplanir ve modelin uyumu hakkinda bilgi verici olan artiklarin
kareleri toplam1 (SSE, Sum of Squared Error) degeri elde edilir. Ortalama mutlak hata
(MAE, Mean Absolute Error), gbzlemlenen ve tahmin edilen degerlerin farkinin mutlak
degerinin, (n-k)**’ya boliinmesiyle elde edilir. k degeri artiklarin serbestlik derecesi olup
kurulan regresyon esitliginde tahmin edilen tim parametrelerin sayisidir. Bu
parametreler, katsay1 degerleri (B1, B2, ..., B2s) Ve y-kesen (o) degeridir. MAE, hatanin
ortalama biiyiikliigiinii verir. Tiim hata degerlerini ortalama {izerinden degerlendirecegi
icin, biiyiik hata degerlerinin goz ardi edilmesine neden olabilir. Tahmin etme isleminin
basar giiciinii belirlemek icin ortalama kare hata (MSE, Mean Squared Error) degeri
kullamlir. Tahmin degerlerin gercek degerlerden uzaklhiginin karesinin ortalama
degeridir. Biiyiikk sapma gosteren degerlerin karesinin alinmasi yoluyla, sapma

degerlerinin biiyiikliikleri vurgulanir. Ancak ortalama deger oldugu icin biiylik hata

* n = 6rnek sayisi, k = artiklarin serbestlik derecesi (degrees of freedom)
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degerlerinin cezai degeri hesaba katilmamig olur. Hata biiyiikliigiiniin 6l¢iilmesinde
MAE ve MSE’den daha cok kabul goren hata degeri, ortalama kare hatanin karekok
degeridir (RMSE, Root Mean Squared Error) ve bu deger regresyon modelinin ne
kadar iyi tahmin yapabildiginin bilgisini verir. Standart hata olarak da bilinir. RMSE
degeri de hatanin ortalama biiyiikliiglinti verir ancak biiyiik hata degerlerine ceza degeri
ekler. Bu yiizden degeri MAE’den daha yiiksektir. RMSE, veri noktalarinin regresyon
dogrusu etrafinda ne kadar yayilldiginin bilgisini verir. Hata degerleri sifirdan sonsuza
kadar her degeri alabilir. Bu degerlerin sifir olmasi hi¢ hata olmadiginin gostergesidir.

Iyi bir performans gostergesi icin hata degerlerinin sifira yakin olmasi beklenir [158].

Bu bilgiler 1s181nda, olusturulan regresyon dogrusunun veriye uyumu, bu hata
hesaplamalarn ile degerlendirildi. iskelet kas1 heteroplazmi orani test verisi iizerinden,

gercek heteroplazmi oranlar1 ve tahmin edilen heteroplazmi oranlar karsilastirildi.

e Kullanilan metrikler:
© Ortalama mutlak hata (MAE, Mean Absolute Error):

= Gercek ve tahmin degerleri arasindaki farkin mutlak degeri

sklearn.metrics.mean_absolute_error fonksiyonuyla hesaplandi.

© Ortalama kare hata (MSE, Mean Squared Error)

= Sklearn.metrics.mean_squared_error fonksiyonu kullanmilarak

hesaplandi.

o Kok ortalama kare hata (RMSE, Root Mean Squared Error)

= Hata biiytkligiiniin 6lciilmesinde kullanilan bu metrik MSE
degerinin karekokiiniin alinmasi ile hesaplandi. Python Math

paketinin sqrt fonksiyonu kullanilarak bulundu.

e Hata degeri hesaplama sonuglar1 Tablo 4-38’de sunulmaktadur.

Table 4-38: Model-1 icin hata degerleri hesaplama sonuclari

MAE 12,0
MSE 2,78E+02
RMSE 16,7

MAE = Ortalama mutlak hata (Mean Absolute Error), MSE = Ortalama kare hata (Mean Squared Error),
RMSE = Kok ortalama kare hata (Root Mean Squared Error)
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Model-1 i¢gin yapilan hata hesaplamalar1 sonucunda veri noktalar1 ve regresyon
cizgisi arasindaki mesafenin sifira yeteri kadar yakin olmadig1 goriildii. Sonuclar, 6rnek
veri ile olusturulan regresyon modelinin tahmin edecegi sonuclar ile gercek sonuclar
arasinda ortalama %12 fark olacagim gosterdi (Tablo 4-38). Ancak biiyiik hata
degerlerinin agirhik verildigi RMSE degerine gore, veri noktalar1 ve regresyon dogrusu
arasindaki mesafenin ortalama degeri %16,7 idi (Tablo 4-38). Buradaki yiizde, bagiml
degiskenin birimidir. Model-1’in ulastig1 iskelet kasi heteroplazmi oraninin, gercek

orandan ortalama 16,7 sapma gosterecegi anlamina gelir.

7. Giiven aralig1 (Confidence Intervals) hesaplamasi yapildi.

Bagimh degiskenin her bir bagimsiz degiskenle anlamli dogrusal bir iliskisinin
olup olmadiginin test edilmesi gerekmektedir. Bagimli degiskenlerin anlamliliginin
anlasilmasi icin, her bir bagimsiz degiskenin bagimli degiskeni etkileme derecesi olan
egim degerlerinin sifira esit olmadig1 gosterilmelidir. Bunun icin egimin %95 giiven
aralig1 icerisinde verilen en kiiciik ve en biiyiik degerleri arasinda sifir (0) degerinin
varlig1 kontrol edildi. Regresyon calismalarinda yapilan iglemler 6rnek veri iizerinden
yapildig1 icin bulunan degerler tahminden ibaret olur. Bu yiizden bulunan degerlerin
etrafinda baska olasi degerlerin de dogru olabilecegini gosteren bir giiven aralifi
olusturulur. Giiven araligi, veri orneklerinin popiilasyon icinden secimi 100 kez
yapildigr durumda 95’inde dogru katsay1 degerlerine ulasilacagi anlamina gelir. %95
oraninda verilen araligin dogru katsayr degerini icerdigine giiven duyulur. %95’lik
dilime giren, dogru sayilabilecek tiim katsayl degerlerinin en kiiciik ve en biiyiik
degerleri aralik seklinde ifade edilir. Bu aralik iginde sifir degeri varsa, o bagimsiz
degiskenin 6rnek veri {izerinden bagimli degiskeni hic etkilemedigi sonucuna da ulagsilir.
Bu istenmeyen durumdur ve test edilerek dislanmahdir [158]. Yapilan katsayr giiven
aralig1 olusturma islemi sonucuna gore, bircok bagimsiz degiskenin eldeki veri ile

bagimh degiskeni aciklamakta yetersiz oldugu goriildii (Sekil 4-19).
® %95 giiven araligi, statsmodel paketi conf_int fonksiyonuyla hesaplandi.

e Giiven aralig1 hesaplama sonugclan Sekil 4-19°da verilmektedir.



0 1
const 33.363408 (46.024458
cinsiyet -0.103362 |6.469347
yas -0.367272 (-0.138996
miyopati 3.290491 10.434409
dagimik_kirmizi_lifler 11.678571 |20.275037
ensefalopati -4.180472 |5.666396
epilepsi -1.471354 | 7.848270
laktik_asidoz 14.156573 |22.600560
inme_benzeri_epizodlar -4.351393 |4.389448
sensorindral_isitme_kaybi -1.859582 |5.309522
diyabet -2.145524 (5.835229
gorme_bozuklugu -13.997820 |-0.977508
makiiler_dejenerasyon -4.864682 |7.041348
cpeo -13.829709 |-1.443478
pitozis -5.538834 | 7.5789827
kardiyomiyopati -2.572832 |6.BBEETE
nefropati -11.218036 | 4.256909
néropati -2.825602 |7.814218
fokal_kortikal_defektler -2.455459 |8.527877
jeneralize_kortikal_defektler -18.948736 -4.200351
serebellar_defektler -3.354457 |16.871776
hareket_bozukluklan -6.707564 |2.223093
bazal ganglion_kalsifikasyonu |-3.598633 |8.236871
kognitif_hastaliklar 1.705976 |10.538906
bas_agnsi -4.187394 |5.368252
gastrointestinal_disfonksiyonlar|-18.054499 [ 0.192975
gelisme_geriligi -4.929405 |2.524701
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Sekil 4-19: Model-1 bagimsiz degiskenlerinin katsayr degerlerinin giiven

arahg (%95) hesaplama sonuclari (stitun diisiirme isleminden sonra)

MELAS hastalig ile direk iligkisi bulunmayan, model denemesinde %95 giiven aralifinda sifir
(0) degeri bulunan klinik o©zellikler (mental hastaliklar, hipertansiyon, solunum_yetmezIligi,
yasam_durumu, kalp_ritim_bozuklugu, kusma) diistirtildiikten sonra yapilan giiven araligi

hesaplamasidir (siitunlar diisiirilmeden 6nceki hesaplama degerleri Sekil 4-11’dedir.).
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. P-degeri hesaplamasi yapildi.

Bulunan tahmini katsay1 degerlerinin anlamhliginin kontrolii statsmodel

paketi pvalues fonksiyonuyla yapildi.

Sifir hipotez (Ho) ve alternatif hipotez (H,) tiretildi.

© Hy: Bagimli degisken ve bagimsiz degiskenler arasinda iliski yok.
© H;: Bagimli degisken ve bagimsiz degiskenler arasinda iligki var.

P-degeri 0,05’ten biiyiikse H, kabul edildi. Bagimh degisken ve bagimsiz
degisken arasinda iliski yoktur, katsayr degeri sifira (0) esittir, seklinde

yorumlandi.

P-degeri 0,05’ten kiiciikse H; kabul edildi. Bagimli degisken ve bagimsiz
degisken arasinda iliski vardir, katsay1 degeri sifira (0) esit degildir, seklinde

yorumlandu.

Bu asama kontrol amachdir. Islem bir kere gerceklestirildikten sonra,
bulunan p-degerleri degerlendirilip, degerin 0,05’ten ¢ok yiiksek oldugu
siitunlarin varligr saptandi ve bu siitunlarin ¢ikarilmasina karar verildi
(Sekil 4-12). Bu asamadan, 4.2.1. Veri Yiikleme ve On-Isleme Uygulamalart
baghginin 12. maddesi olan Anlamli olmayan bagimsiz degiskenlerin
kaldirilmas: boliimiine gidildi. Kararlastirllan siitunlar ¢ikartilarak model

revize edildi. Kontrol bu asamaya gelindiginde yeniden yapildi.

P-degerinin hesaplama sonuglan Sekil 4-20’de sunulmaktadir.



est.pvalues

const 9.564364e-30
cinsiyet 5.761626e-02
yas 1.661765e-05
miyopati 1.832005e-04
daginik kirmizi lifler 1.528744e-12
ensefalopati 7.668686e-01
epilepsi 1.793018e-01
laktik asidoz 2.609610e-16
inme_benzeri epizodlar 9.931751e-01
sensdrindral _isitme kayb1 3.446820e-01
diyabet 3.639386e-01
gorme bozuklugu 2.429173e-02
makiiler_dejenerasyon 7.194677e-01
cpeo 1.579018e-02
pitozis 7.598676e-01
kardiyomiyopati 3.705582e-01
nefropati 3.770328e-01
noropati 3.572021e-01
fokal kortikal defektler 2.777190e-01
jeneralize kortikal defektler 2.173300e-03
serebellar defektler 1.896454e-01
hareket bozukluklari 3.241405e-01
bazal ganglion kalsifikasyonu 4.414859e-01
kognitif hastaliklar 6.708580e-03
bas_agrisi 8.080277e-01
gastrointestinal disfonksiyonlar 5.502170e-02
gelisme geriligi 5.262931e-01

dtype: float64
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Sekil 4-20: P-degeri hesaplama sonuclar1 (Model-1) (stitun diisiirme
isleminden sonra)

Model-1 bagimsiz degiskenleri ile bagimli degisken arasindaki iligkinin sorgulanmasi igin
hesaplanan p-degeri 0,05’ten biiyiikse iliski yoktur, 0,05’ten kiiclikse iligki vardir seklinde
yorumlanir. (Stitun diisiiriilme isleminden 6nceki hesaplama degerleri Sekil 4-12’dedir.)

Giliven araligr degerlendirme sonucunda ulasilan, bir¢ok bagimsiz degiskenin
bagimh degiskeni aciklanmakta yetersiz oldugu sonucu, hesaplanan p-degeri
sonuclarinda da acik sekilde goriilmektedir (Sekil 4-20). P-degeri 0,05’ten yiiksek olan
bagimsiz degiskenlerin bagimh degiskenle dogrusal bir iliskisi, 6rnek veriye gore
bulunmamaktadir. Ancak bulunan p-degeri sonuclarina gére, bagimli degiskenle
arasinda iliski bulunamamis bagimsiz degiskenler, m.3243A>G patojenik varyanti ile

iligkili olan belirgin klinik 6zelliklerden ise, bu siitunlarin kalmasina karar verildi.
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9. Regresyon modelinin 6zet tablosu olusturuldu.
¢ Model-1’in 06zet tablosunu olusturmak icin statsmodel.api paketinin

summary fonksiyonu kullanildi. Degerlendirme OLS fonksiyonuna gore

yapildi (Sekil 4-21).

0OLS Regression Results

Dep. Variable: iskelet_kas1i R-squared: 0.507
Model: OLS Adj. R-squared: 0.474
Method: Least Squares F-statistic: 15.57
Date: Thu, 06 Aug 2020 Prob (F-statistic): 1.09e-45
Time: 13:49:42  Log-Likelihood: -1743.5
No. Observations: 421 AIC: 3541,
Df Residuals: 394 BIC: 3650.
Df Model: 26
Covariance Type: nonrobust

coef std err t P> t] [0.825 0.975]
const 39.6917 3.215 12.346 0.000 33.371 46.013
cinsiyet 3.1844 1.669 1.908 0.057 -0.096 6.465
yas -0.2531 0.058 -4.366 0.000 -0.367 -0.139
miyopati 6.8651 1.813 3.788 0.000 3.302 10.429
daginik_kirmizi lifler 15.9766 2,183 7.317 0.000 11.684 20.269
ensefalopati 0.7412 2,500 0.296 0.767 -4.175 5.657
epilepsi 3.1838 2.361 1.348 0.178 -1.459 7.826
laktik asidoz 18.3763 2,143 8.573 0.000 14.162 22.590
inme_benzeri_epizodlar 0.0232 2.216 0.010 06.992 -4,334 4.380
sensorindral isitme kaybi 1.7232 1.820 0.947 0.344 -1.855 5.301
diyabet 1.8456 2,027 0.911 0.363 -2.139 5.831
gorme_bozuklugu -7.4830 3.304 -2.265 0.024 -13.978 -0.988
makiiler dejenerasyon 1.0918 3.022 0.361 0.718 -4,849 7.033
cpeo -7.6373 3.146 -2.428 0.016 -13.822 -1.452
pitozis 1.0209 3.332 0.306 0.759 -5.530 7.572
kardiyomiyopati 2.1586 2.401 0.899 0.369 -2.563 6.880
nefropati -3.4808 3.931 -0.886 0.376 -11.208 4.247
noropati 2.4961 2,702 0.924 0.356 -2.816 7.808
fokal_kortikal_defektler 3.0456 2,773 1.098 0.273 -2.406 8.497
jeneralize_kortikal_defektler -11.5823 3.738 -3.099 0.002 -18.930 -4,234
serebellar_defektler 6.7322 5.065 1.329 0.185 -3.225 16.689
hareket_bozukluklari -2,2385 2,265 -0.988 0.324 -6.692 2,215
bazal_ganglion_kalsifikasyonu 2.3093 2.989 0.773 0.440 -3.567 8.186
kognitif hastaliklar 6.1159 2,233 2.738 0.006 1.725 10.507
bas_agrisi 0.5917 2.427 0.244 0.808 -4.180 5.364
gastrointestinal_disfonksiyonlar -8.9286 4.634 -1.927 0.055 -18.040 0.182
gelisme geriligi -1.1991 1.890 -0.634 9.526 -4,916 2.517
Omnibus: 41.006  Durbin-Watson: 1.553
Prob (Omnibus): 0.000 Jarque-Bera (JB): 57.294
Skew: -0.696 Prob(JB): 3.62e-13
Kurtosis: 4.154 Cond. No. 294,

Warnings:
[1] Standard Errors assume that the covariance matrix of the errors is correctly specified.

Sekil 4-21: OLS fonksiyonu ile olusturulan Model-1’in 6zet tablosu
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e OLS degerlendirme metodunun ©n sartlarindan birinin (otokorelasyon)
saglanmadig1 goriildiikten sonra (Tablo 4-37), degerlendirmenin dogru
yapilabilmesi icin, heteroskedastisite ve otokorelasyon durumlarinda

kullanilan GLSAR degerlendirme metodu kullanildi. Tiim hesaplamalar,

GLSAR fonksiyonuyla olusturulan modelle tekrar yapildi (Sekil 4-22).

GLSAR Regression Results

Dep. Variable: iskelet_kas1 R-squared: 0.507
Model: GLSAR  Adj. R-squared: 0.474
Method: Least Squares F-statistic: 15,51
Date: Mon, 13 Jul 2020 Prob (F-statistic): 1.65e-45
Time: 22:44:53 Log-Likelihood: -1739.9
No. Observations: 420  AIC: 3534,
Df Residuals: 393 BIC: 3643,
Df Model: 26
Covariance Type: nonrobust

coef std err t P=>| t| [0.025 0.975]
const 39.6939 3.220 12.327 0.000 33.363 46.024
cinsiyet 3.1830 1.672 1.904 0.058 -0.103 6.469
yas 0.2531 0.058 -4.360 0.000 -0.367 -0.139
miyopati 6.8624 1.817 3.777 0.000 3.290 10.434
daginik kirmizi lifler 15.9768 2.186 7.308 0.000 11.679 20.275
ensefalopati 0.7430 2.504 0.297 0.767 -4.180 5.666
epilepsi 3.1890 2.370 1.345 0.179 -1.471 7.849
laktik_asidoz 18.3786 2.147 8.558 0.000 14.157 22.601
inme benzeri epizodlar 0.0190 2,223 0.009 0.993 -4,351 4,389
sensorindral isitme kaybi 1.7250 1.823 0.946 0.345 -1.860 5.310
diyabet 1.8449 2.030 0.909 0.364 -2.146 5.835
gorme_bozuklugu 7.4877 3.311 -2.261 0.024 -13.998 -0.978
makiiler_dejenerasyon 1.0883 3.028 0.359 0.719 -4,865 7.041
cpeo 7.6366 3.150 -2.424 0.016 -13.830 -1.443
pitozis 1.0205 3.336 0.306 0.760 -5.,539 7.580
kardiyomiyopati 2.1564 2.405 0.896 0.371 -2.573 6.886
nefropati 3.4806 3.936 -0.884 0.377 -11.218 4,257
néropati 2.4943 2,706 0.922 0.357 -2.826 7.814
fokal kortikal defektler 3.0362 2,793 1.087 0.278 -2.455 8.528
jeneralize kortikal defektler -11.5745 3.751 -3.086 0.002 -18.949 -4.,200
serebellar defektler 6.7587 5.144 1.314 0.190 -3,354 16.872
hareket_bozukluklari 2.2422 2.271 -0.987 0.324 -6.708 2.223
bazal_ganglion_kalsifikasyonu 2.3191 3.010 0.770 0.441 -3.599 8.237
kognitif_hastaliklar 6.1224 2,246 2,725 0.007 1.706 10.539
bas_agrisi 0.5909 2,430 0.243 0.808 -4,187 5.369
gastrointestinal disfonksiyonlar 8.9308 4.641 -1.924 0.055 -18.054 0.193
gelisme_geriligi 1.2024 1.896 -0.634 0.526 -4.,929 2.525
Omnibus: 40.749  Durbin-Watson: 1.552
Prob(Omnibus): 0.000 Jarque-Bera (JB): 56,721
Skew: -0.695  Prob(JB): 4.82e-13
Kurtosis: 4,144  Cond. No. 295,
Warnings:

[1] Standard Errors assume that the covariance matrix of the errors is correctly specified.

Sekil 4-22: GLSAR fonksiyonu ile olusturulan Model-1’in 6zet tablosu
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Model degerlendirme, veri setinin giincellenmesi, GLSAR ile en dogru
regresyon dogrusunu belirleme islemleri sonrasinda olusturulan regresyon modeli igin
0zet tablosu olusturuldu (Sekil 4-22). OLS regresyon dogrusu ile elde edilmis 6zet tablo
yalmzca karsilastirma amach eklendi (Sekil 4-21). GLSAR regresyon sonug tablosu

degerlendirmede esas alindi.

R-kare (R-Squared) ve ayarlanmis R-kare (adjusted R-squared) degerleri, 6rnek
veri setindeki bagimsiz degiskenlerin, bagimh degiskendeki varyanslarin ne kadarim
aciklayabildiginin yani veri setinin modele uyumunun bilgisini verir. Degerler 1’e ne
kadar yakinsa, modelin o kadar basarili oldugu, érnek veri ile olusturulan modelin
bagimh degisken tahminlerini o kadar iyi yaptig1 sonucuna ulasilir [158]. R-kare
sonucu, olusturulan regresyon modelinin, iskelet kasi heteroplazmi oranindaki
degiskenliklerin %51’ini agiklayabildigini gosterdi. Ancak R-kare degeri siitun sayisi
arttikca artan bir degerdir. Anlamli olmayan siitunlarin eklenmesi dahi bu degeri arttirir.
Ayarlanmis R-kare, yiiksek bagimsiz degisken sayisinin cezai degerinin, R-kare
degerinden diigiiriildigli degerdir. Bu yiizden bagimsiz degisken sayisinin yiiksek
oldugu veri setlerinden olusturulan modelin basarisi ayarlanmis R-kare degeriyle
olciiliir. Cezai degerin R-kare degerinden diisiiriilmesiyle, modelin basari oran1 %47

bulundu (Sekil 4-22).

Tablonun alt bélimiinde tiim bagimsiz degiskenler icin katsayr yani egim
(coefficient (coef) = slope), standart hata (standard error (std err)), t, p ve giiven aralig1
degerleri verilmistir. Katsayr degerleri her bir degiskenin diger tiim bagimsiz
degiskenlerin etkisi sifirken bagimlh degiskeni bir birimlik degisimde etkileme degeridir.
Standart hata, MSE degerinin kare kokiidiir, yani RMSE degeridir. Bagimli degisken
birimiyle ifade edilir. Gozlemlenen veri noktalarinin regresyon ¢izgisi ile arasindaki
ortalama mesafedir. Bagimh degiskenin etkilenme derecesi, katsay1 degeridir. Bulunan
sonucun gercek degerden sapma degerini veren ise standart hata degeridir. Ornegin
hastada miyopati varsa, bu durum kas heteroplazmi oranim 1,8 sapma degeriyle 6,9
degerinde arttirmaktadir. Matematiksel ifade ile 6,9 + 1,8’dir. Eksi katsayr degerine
sahip olanlarin ise, heteroplazmi oranini azaltan yonde etki ettigi kurulan iligki sonucu
ortaya ¢cikmistir. CPEO klinik durumu mevcutsa, kas heteroplazmi oranm 3,1 sapma ile
7,6 degerinde azalmaktadir. Tablo sonuclarinda, iskelet_kasi degerini en ¢ok arttiran

bagimsiz degiskenin, 18,4 + 2,1 katsay1 degeriyle laktik_asidoz oldugu goriilmektedir.



105

y degerini negatif yonde en cok etkileyen bagimsiz degiskense, 11,6 + 3,7 katsay1
degeriyle jeneralize_kortikal_defektler olmustur (Sekil 4-17). Her bir degisken icin
verilen standart hata yani RMSE degeri, modelin ne kadar iyi tahmin yapabildiginin

olciistidiir [158].

Bagimh degisken ve bagimsiz degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli,
dogrusal bir iliski olup olmadiginin bilgisini F-istatistik (F-statistic) ve t-testi sonuclar1
verir. F-testi icin 0,05 varsayllan sinirdan yiiksek deger veren sonuclar anlamlidir.
Modelin verdigi 15,51 F-istatistik degeri, 0,05’ten yiiksektir ve modelin anlamliligini
belirtir. T-testinde, her bir bagimsiz degisken ve bagiml degisken arasindaki iligki
sorgulanir. Her bir bagimsiz degiskenin egim degerinin sifira esit olup olmadiginin
sorgusu yapilir. T-testi sonucu, egim degerinin, egimin sapma degerine béliinmesiyle
bulunur. Sifir hipotezde (H,), her bir bagimsiz degisken icin, bagimsiz degiskenin
regresyon dogrusunun egimi sifirdir ve bagimli degiskenle arasinda anlaml dogrusal bir
iliski yoktur, savunmasi yapilir ve dislanmasi icin test sonucunun t-kritik degerinden
yiiksek olmasi gerekir. T-test degeri, regresyonun serbestlik derecesi ve t-tablosundan
elde edilecek olan t-kritik degeri ile p-degeri belirlenir. P-degeri 0,05’ten kiiciikse sifir
hipotez diglanmig olur ve bagimsiz degisken ile bagiml degisken arasinda dogrusal bir
iliski oldugu, bagimsiz degisken egim degerinin sifira esit olmadig1 sonucuna ulasilir.
Egim icin bulunan giiven araliginda sifir degerinin bulunup bulunmadig: ifade edilmis

olur. Bagimsiz degiskenlerin anlamlilig1 bu noktada degerlendirilebilir [161].

Ozet tabloda belirtilen p-degerlerinin bir ¢ogu 0,05’ten yiiksektir. Bagimh
degiskenle arasinda bir iliski kurulamamis olan bagimsiz degiskenler, m.3243A>G
varyanti saptanan olgularda gozlenen belirgin klinik 6zellikler veya bulgu ve
belirtilerdir. P-degeri yiiksek olan bu siitunlarin ¢ikartilmasi ¢alismanin amacini ortadan
kaldirmak olacagindan bu yonde bir islem yapilmadi. Gercek hayatta iligkili oldugu
bilinen tiim 6zellikler i¢in degiskenlik cok fazlaydi ve bu degiskenlikleri aciklayabilmek
icin 421 hasta sayisinin yeterli gelmedigi diisiiniildii. Ayarlanmis R-kare degerine gore,
var olan ornek veri ile kas heteroplazmi oranindaki degiskenliklerin %47 oraninda

aciklanabildigi gortildi (Sekil 4-17).
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4.2.3.2. Diger Model Denemeleri ve Sonuclari

df veri setindeki veri sayisimi arttirabilmek ve bu veri setiyle bir model
(Model-2) olusturabilmek amaciyla, kas_df veri setiyle olusturulan Model-1 tahmin
modeli kullanilarak, nan_kas_df veri setinde tamami bos olan iskelet_kasi siitununun
doldurulup, nan_kas_df veri setinin de Model-2 tahmin modeli olusturma islemine dahil
edilmesi istendi. Bu veri setindeki bos iskelet kas1 heteroplazmi orani bilgilerini dogru
degerlere en yakin degerlerle doldurabilmek icin, 6zellikler arasindaki iligkiyi en dogru
sekilde kuran, dogruluk oranmi daha yiiksek bir model arastirmasi igin kas_df veri seti
kullanilarak iki model denemesi daha yapildi. Bu denemelerle ayrica laktik_asidoz ve
daginik_kirmizi_lifler siitunlarinda yapilan doldurma isleminin gerekliliginin ortaya
konulmasi hedeflendi. Ayrica kas yerine kan verisi iizerinden gidilerek kan heteroplazmi
oraninin veri setindeki bagimsiz degiskenlerle uyumu arastirildi ve olusturulan modelin
tahmin giicii 6l¢iildii. Tiim bu modellerin optimizasyonu GLSAR fonksiyonu ile yapildi.

Sonuglar Tablo 4-39°da 6zetlenmektedir.
Model-3:

kas_df veri setinde, laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlarinda bosluk
doldurma islemi yapilmadi ancak diger miidahalelerin tamami yapildi. Bu siitunlarin her
ikisinde birden deger bulunan satirlar filtrelendi. Olusturulan yeni veri setiyle (veri seti

boyutu: 258, 27 (satir, siitun)) regresyon modeli olusturuldu ve sonuglari degerlendirildi.

Model-1’den tek farki, satir sayisinin azalmasi oldu. Ayarlanmis R-kare degeri
0,38 olarak bulundu. RMSE degerinin artmis oldugu, hata orani yiikseldigi, F-istatistik
degerinin yani modelin anlamliliginin diistiigii goriildii. Bu sonug, iki siitunda yapilan
doldurma islemiyle satir sayisinin arttirllmasinin, Model-1’in iliski kurma yeterliligini
arttirdigin1 gostermektedir. Ayrica, Model-1’in satir sayisinin azligindan dolay: iligki

kurmada yetersiz kalmis olma olasiligin1 dogrular nitelikle olmustur.
Model-4:

kas_df veri setinin son halinden, laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlari
drop fonksiyonu ile diisiiriilerek (veri seti boyutu: 421, 25 (satir, siitun)) model

olusturuldu ve degerlendirildi.

Ayarlanmis R-kare degerinin biiyiik bir diisiis gosterdigi goriildi. RMSE

degeriyle, hata oranlarinin Model-1’e gore yiiksek oldugu goriildii. Modelin anlamlilig1
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da (F-istatistik) diisiik bulundu. Bu sonugla, laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler
siitunlarinin bagimli degiskeni aciklamakta etkili oldugu goriildii ve eksik verilerinden

dolay1 bu iki siitunun ¢ikartilmasi durumunun dogru bir hamle olmayacag: goriildi.
Model-5:

Kan heteroplazmi oranlarinin bagimsiz degiskenlerle iliskisi aragtirildi. kan
siitununda, bos deger icermeyen satirlar filtrelendi ve ayr bir degiskene atandi. Bu veri
setiyle (veri seti boyutu: 430, 27 (satir, siitun)) bir model olusturuldu ve sonugclar

degerlendirildi.

laktik_asidoz ve daginik_kirmizi_lifler siitunlar1 ic¢in bogluk doldurma islemi,

4.2.1. Veri Yiikleme ve On-Isleme Uygulamalari bashginin 10. maddesine gére yapildi.

Ayarlanmis R-kare degeri 0,53 olan bu model, kan heteroplazmi oram ile
bagimsiz degiskenler arasindaki uyumun, kas oram ile yapilan iligkilendirme
calismasindan daha basarili oldugunu gosterdi. Hata oraninin ise 1 puan daha diisiik
oldugu goriildii. F-istatistik degeri de sonu¢ olarak daha yiiksek c¢ikmis oldu. Kan
heteroplazmi oraninin tahmin edildigi Model-5, iskelet kasi heteroplazmi oraninin
tahmin edildigi Model-1’e gére %6 oraninda daha iyi sonu¢ vermistir. Ancak kan
heteroplazmi oranlarinin tahmininde nispeten daha basarili olunsa da, kan oranlarinin
kasa gore daha diisiik oranlar verdigi bilinmektedir [154] ve bu tez ¢alismasinin birinci
basamagindaki laboratuvar sonuglariyla da benzer sonuglara ulasilmistir. Gergek
uygulamada invazif bir islem olmasina karsin, kas heteroplazmi orani hastaligin siddeti
hakkinda daha dogru bilgi verici oldugu icin, kas heteroplazmi orani tahmini tizerinden
gidilmesine ve nan_kas_df veri setindeki tahminlerin kas heteroplazmi orani iizerinden
Model-1 ile yapilmasina karar verildi. nan_kas_df veri setinin iskelet kas1 heteroplazmi
oraninin tahmini yapildi. Boylece hasta sayisi df veri setinde yaklasik iki katina

cikartilmis oldu.
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Table 4-39: Diger model denemelerinin sonuclari

Model 3 4 5
y-kesen degeri 50,12 57,15 27,09
Heteroskedastisite YOK YOK VAR
Otokorelasyon VAR VAR VAR
Artiklarin Ortalamasi 0,009004 0,01472 0,004598
MSE 419 291 250
MAE 15,2 13,9 11,3
RMSE 20,5 17,1 15,8
R-Kare 0,444 0,303 0,558
Ayarlanmis R-Kare 0,381 0,261 0,53
F-Istatistik 7,066 7,165 19,53

4.2.3.3. Modelin Kaydedilmesi
Degerlendirme sonucunda, 0,474 ayarlanmigs R-kare ve 15,51 F-istatistik

degerine sahip regresyon modeli, Model-1 secildi (Sekil 4-22).

e Pickle paketi pickle.dump fonksiyonu kullanilarak with open fonksiyonu ile

acilan .sav uzantili dosyaya regresyon modeli kaydedildi.

e _sav uzantil regresyon modeli dosyasi regresyon_modeli_tahmin isimli bir
degiskene atandi. predict fonksiyonu, X_Test satirlarina uygulandi. Modelin

tahmin ettigi degerler ve gercek degerler karsilastirildi.

e Kaydedilen model, bir sonraki asamada nan_kas_df veri setinin kayip iskelet
kas1 heteroplazmi oranlarinin tahmini icin kullanilarak, tiim veri setinin veri

eksigi olmadan kullanilabilir hale getirilmesini sagladi.
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4.2.4. Veri Setinin Hazirlanmasi

e Kaydedilen regresyon modeli tahmin araci1 nan_kas_df veri setine uygulandi.

e kas_df ve nan_kas_df degiskenleri ayr1i ayr1i Pandas Kkiitliphanesi to_csv

fonksiyonuyla kaydedildi.

e Tahmin araci sonuglar diizenlenerek, olusturulan nan_kas_df isimli .csv uzantili

dosyada yeniden olusturulan iskelet_kasi siitununa yerlestirildi ve kaydedildi.

e nan_kas_df dosyasi ayni degisken ismiyle, Pandas kiitiiphanesi read_csv

fonksiyonu kullanilarak yiiklendi.

e hasta_no, nan_kas_df degiskenine set_index fonksiyonu ile indeks olarak atandi.

e kas_df ve nan_kas_df dosyalarinin satir ve siitun sayilarin, siitun isimlerinin

uyusup uyusmadigi kontrol edildi.

e Siitun isimlerinin eslestigi dogrulanan iki dosya, Pandas kiitiiphanesi concat
fonksiyonu kullanilarak birlestirildi ve df isimli veri seti tipindeki degiskene

atand.
e FElde edilen df veri setinin satir ve siitun sayilar1 kontrol edildi.
o df veri seti boyutu: 744, 27 (satir sayisl, siitun sayisi)
e (Coklu esdogrusallik (coklu baglanti) testi yapildi.
© Pandas kiitiiphanesi corr fonksiyonuyla korelasyon matrisi olusturuldu.

o Korelasyon matrisi Seaborn kiitiiphanesi heatmap fonksiyonu kullanilarak

gorsellestirildi.

© Coklu esdogrusallik 6lcegi olan varyans biiyiitme faktorii (VIF = Variance

Inflation Factor) kullanildi.

©  Coklu esdogrusallig1 diglamak icin, VIF < 5 kosulu uygulandi.
e Ugc deger kontrolii tiim degiskenler iizerinde uygulandi.

© Pandas kiitiiphanesi describe fonksiyonu kullanildi. Standart sapma

degerleri 3 ile carpilarak ortalamadan c¢ikartildi ve ortalamaya eklendi.
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Boylece, taban ve tavan degerleri bulundu. Taban degerinin altinda kalan ve

tavan degerinin {istiinde kalan degerler, u¢ deger olarak kabul edildi.
© Ug deger varlig1 kontrol edildi.

df veri setinin korelasyon matrisi 1s1 haritas1 Sekil 4-23’te sunulmaktadir.
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Sekil 4-23: df veri setinin korelasyon matrisi goriintiilleme sonucu

Sag kenardaki renk gecis cubugunda: Cubugun en {istii (lacivert renk), korelasyonun %100 oldugunu, cubugun en
alti (bordo renk) korelasyonun %0 oldugunu, ¢ubugun ortasi (beyaz renk) ise ortalama bir iligkiyi belirtmektedir.
Matriste capraz gegen lacivert renkler, aym siitunun x ve y diizlemindeki kesisim noktalaridir. Iskelet kas siitunu y
ekseninin en altinda yer almaktadir ve x ekseni boyunca diger siitunlarla olan iliskisi renklerle anlasilmaktadir.
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VIF < 5 kosulu saglaniyorsa ¢oklu esdogrusallik dislandi. Coklu esdogrusallik

sonuclar1 Sekil 4-24’te sunulmaktadir.

const 24.676290
cinsiyet 1.146654
yas 1.574991
miyopati 1.606121
daginik kirmizi lifler 2.156554
ensefalopati 1.208142
epilepsi 2.124978
laktik asidoz 2.177426
inme benzeri epizodlar 2.193222
sensorinoral isitme kaybi 1.406513
diyabet 1.383214
gérme_bozuklugu 1.397069
makiiler dejenerasyon 1.238401
cpeo 2.103811
pitozis 2.119590
kardiyomiyopati 1.174062
nefropati 1.121361
noropati 1.482055
fokal kortikal defektler 2.069617
jeneralize kortikal defektler 1.611618
serebellar defektler 1.476280
hareket bozukluklari 1.368674
bazal ganglion kalsifikasyonu 1.321538
kognitif hastaliklar 1.809977
bas agrisi 1.275822
gastrointestinal disfonksiyonlar 1.121555
gelisme geriligi 1.160288
iskelet kasi 3.649129

dtype: float64

Sekil 4-24: df veri setinin ¢oklu esdogrusallik testi sonuclari

4.2.4.1. Regresyon Modelinin Uygulanmasi
e iskelet_kasi siitunu df veri setinden drop fonksiyonu kullanilarak diisiiriildii ve X

degiskenine atandi.

e df veri setindeki iskelet_kasi siitunu secildi ve Y degiskenine atandi.

e X ve Y degiskenlerinin egitim ve test verilerine  ayrimi

sklearn.model_selection.train_test_split fonksiyonuyla yapildi.
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® sklearn.linear_model.LinearRegression fonksiyonu regresyon_modeli isimli

degiskene atandi.

e X ve Y egitim verileri, fit fonksiyonu aracihigiyla LinearRegression fonksiyonuna

uygulandi. Béylece Model-2 olusturulmus oldu.
e Kesen deger ve katsay1 kontrolii yapildi.
o iskelet_kasi bagimh degiskenin y-kesen degeri (o = y-intercept): 39,53

Kesen deger (y-intercept) sonucu, patojenik varyanta sahip olup klinik bir bulgu

vermeyen bir hastanin heteroplazmi oraninin 39,53 oldugunu gostermektedir.
e Olusturulan model, predict fonksiyonu kullanilarak, X_Test verisine uygulandi.
e Tahmin ve gercek degerlerin degerlendirilmesi GLSAR fonksiyonuyla yapildi.
e Model-1 uygulamasinda oldugu gibi degerlendirme testleri uygulandi.
o Heteroskedastisite (degisen varyans sorunu) testi

= Test sonucunda heteroskedastisite ~durumunun oldugu goriildi

(P-degeri < 0,05) (Tablo 4-40).

Table 4-40: Model-2 icin heteroskedastisite testleri ve sonuclari

TEST P-DEGERIi SONUC
White Testi 0,0001065 HETEROSKEDASTISITE VAR
Breusch-Pagan Testi 0,03853 HETEROSKEDASTISITE VAR

o Otokorelasyon testi

= Test sonucuna gore otokorelasyonun var oldugu  goriildi

(P-deeri < 0,05) (Tablo 4-41, Sekil 4-25).

Table 4-41: Model-2’nin otokorelasyon testi ve sonucu

TEST GECIKME EN KUCUK P_DEGERI SONUC
Ljung-Box testi 10 7,51e-20 OTOKORELASYON VAR
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Sekil 4-25: Model-2’nin otokorelasyon testi gorsel sonucu

x ekseni: gecikmeler, y ekseni: korelasyonlar

Artiklarin normal dagilim kontrolii yapildi (Sekil 4-26).

Sample Quantiles

3 = 1 0 1 2 3
Theoretical Quantiles

Sekil 4-26: Artik degerlerin regresyon cizgisi etrafindaki
dagiliminin gorsel sonucu (Model-2)

Kirmizi ¢gizgi: regresyon dogrusu, mavi noktalar: veri noktalar1

Artik ortalamasinin sifira egit olup olmadigina bakildi.

© Artik Ortalama Degeri: -0,0006762

Verilerin regresyon modeline uyumu hata degerleriyle degerlendirildi. Sonuclar

Tablo 4-42’de sunulmaktadir.
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Table 4-42: Model-2 icin hata degerleri hesaplama sonuclari

MAE 6,99
MSE 1,34e+02
RMSE 11,6

MAE = Ortalama mutlak hata (Mean Absolute Error), MSE = Ortalama kare hata (Mean Squared Error),
RMSE (Kok ortalama kare hata (Root Mean Squared Error)

Hata hesaplamalar1 sonucu veri noktalari ve regresyon cizgisi arasindaki
mesafenin sifira, Model-1’e kiyasla, yaklastigin1 gosterdi. MAE degeri, tahmin ve
gercek degerler arasinda ortalama %7 fark olacagim soylemektedir. Biiyiik hata
degerlerine agirhk veren RMSE degeri, veri noktalar1 ve regresyon cizgisi arasindaki
mesafenin ortalama degerinin %11,6 oldugunu gostermektedir. Degerdeki yiizde isareti
tahmin edilen bagimh degiskenin birimidir. Bu deger, bagimli degiskenin yani iskelet
kas1 heteroplazmi oraninin tahmininde ortalama %11,6 sapma olacagini belirtmektedir

(Tablo 4-42).
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e GLSAR fonksiyonu ile optimize edilen Model-2’nin 6zet tablosu olusturuldu

(Sekil 4-27).

GLSAR Regression Results

Dep. Variable: iskelet_kasi R-squared: 0.726
Model: GLSAR  Adj. R-squared: 0.716
Method: Least Squares F-statistic: 72.88
Date: Tue, 14 Jul 2020 Prob (F-statistic): 1.74e-181
Time: 00:24:33 Log-Likelihood: -2868.4
No. Observations: 743  AIC: 5791.
Df Residuals: 716  BIC: 5915.
Df Model: 26
Covariance Type: nonrobust

coef std err t P=| t| [0.025 0.975]
const 38.8143 1.563 24.839 0.000 35.746 41.882
cinsiyet 3.0162 0.926 3.258 0.001 1.199 4,834
yas -0.2540 0.031 -8.300 0.000 -0.314 -0.194
miyopati 6.4389 1.081 5.954 0.000 4.316 8.562
daginik_kirmizi_lifler 17.5302 1.120 15.654 0.000 15.332 19.729
ensefalopati 0.2777 1.720 0.161 0.872 -3.098 3.654
epilepsi 3.2505 1.433 2.268 0.024 0.436 6,065
laktik_asidoz 19.1061 1.168 16.354 0.000 16.812 21.400
inme_benzeri_epizodlar -0.0964 1.444 -0.067 0.947 -2,932 2.739
sensdrinoral isitme kaybi 1.1577 1.018 1.138 0.256 -0.840 3.156
diyabet 2.3572 1.093 2.157 0.031 0.212 4,503
gorme_bozuklugu -6.5771 1.908 -3.448 0.001 -10.323 -2.832
makiiler dejenerasyon 1.6091 1.668 0.965 0.335 -1.666 4,884
cpeo -7.6271 1.967 -3.877 0.000 -11.490 -3.765
pitozis 0.7376 1.964 0.376 0.707 -3.118 4,594
kardiyomiyopati 1.6050 1.447 1.109 0.268 -1.235 4,445
nefropati -2.9985 1.903 -1.575 0.116 -6.735 0,738
noropati 2.4150 1.714 1.409 0.159 -0.949 5.779
fokal_kortikal_defektler 2.0143 1.663 1.212 0.226 -1.250 5.279
jeneralize kortikal defektler -16.5395 2.336 -4.512 0.000 -15.125 -5.954
serebellar defektler 5.3783 3.106 1.732 0.084 -0.719 11.475
hareket_bozukluklaris -2.3795 1.490 -1.597 0.111 -5.306 0.547
bazal ganglion kalsifikasyonu 1.8052 1.998 0.904 0.367 -2.117 5.728
kognitif hastaliklar 6.0973 1.390 4,387 0.000 3.369 8.826
bas_agrisi 0.6789 1.254 0.541 0.588 -1.784 3.141
gastrointestinal_disfonksiyonlar -6.7873 2.417 -2.808 0.005 -11.533 -2,042
gelisme geriligi -1.3816 1.098 -1.258 0.209 -3.538 0.775
Omnibus: 162.608 Durbin-Watson: 1.552
Prob (Omnibus): 0.000 Jarque-Bera (JB): 736.990
Skew: -0.926  Prob(JB): 9.22e-161
Kurtosis: 7.514 Cond. No. 311.

Warnings:
[1] Standard Errors assume that the covariance matrix of the errors is correctly specified.

Sekil 4-27: df veri seti ile olusturulan coklu-regresyon modeli, Model-2’nin sonuclar

Ayarlanmis R-kare degerine gore, modelin kas heteroplazmi oranimi tahmin
etmekteki giiciiniin 0,72, istatistiksel olarak anlamliligini belirten F degerinin ise 72,9
oldugu goriildii. Heteroplazmi oramimi pozitif yonde en c¢ok etkileyen siitun
laktik_asidoz ~siitunu olmustur. Laktik asidoz varhiginin, heteroplazmi oranini
19,10 + 1,2 birim artrdigr goriildii. Negatif yonde en ¢ok etkileyen siitun ise
jeneralize_kortikal_defektler olmustur, heteroplazmi oraminda 10,5 + 2,3 birim

eksilmeye neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4-27). Veri sayisimin hala, MELAS
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hastaliginin 6nemli bulgularn olan ensefalopati ve inme benzeri epizodlar durumlarini
aciklamakta yeterli olmadigi, bu iki bagimsiz degiskenin p-degerleri, %5 anlamlilik
seviyesinden daha yiiksek deger verdikleri icin anlamli olmadiklarinin savunuldugu sifir

hipotezini hakli ¢cikarmaktadir.

e Regresyon modeli, pickle.dump fonksiyonuyla, with_open ile agilan .sav uzantili

dosyaya kaydedildi ve kullanima hazir hale getirildi.

e Sonug¢ olarak, m.3243A>G patojenik varyantina sahip hastalarin verilen
ozellikleri ile (features), kas heteroplazmi oranlarinin tahminini yapabilen bir

model gelistirilmis oldu.
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5. TARTISMA

Mitokondri, niikleus yapisi olan tiim hiicrelerin endoplazmik retikulumuna bagh
bir organeli olup, primer fonksiyonu hiicrenin biyokimyasal enerjisi icin gerekli
kimyasal enerjiyi ATP molekiilii olarak iiretmek ve barindirmaktir. Her bir hiicrenin
enerji ihtiyaci ile icerdigi mitokondri sayisi dogru oranti gosterir. Sayilarinin, somatik
hiicrelerde ~80-2000 arasinda oldugu bildirilmistir [28]. Diizenli egzersiz yapan
kisilerde egzersiz tiiriine bagh olarak mitokondri miktarinda artis gézlenmistir [162]
[163]. Ayn1 hiicre icerisindeki miktar degisimi, bu dinamik organellerin devaml olarak
boliinme veya birlesme gostermesiyle olur. Bu nedenle farkli dokularin hiicrelerinde
bulunan mitokondrilerin tam sayisini belirlemek olanakl degildir [164]. Calismalarda,
hiicrelerin icerdigi mitokondrilerin miktari, mitokondrilerin hiicrelerde kapladig1 hacmin

orani ile ifade edilmistir [31][32].

Mitokondri diger hiicre ici organellerden farkli olarak, niikleer genomdan ayri
bir genoma sahiptir. Her bir mitokondri, yine hiicrelerin aktiflikleri ile iligkili olarak

1-15 arasinda mtDNA igerir [55].

Mitokondrilerin dinamik yapisi, farkl hiicre tiplerindeki miktarinin ve igerdigi
mtDNA miktarlarinin  degiskenligi, mitokondriyal genom varyant calismalarinda
homoplazmi ve heteroplazmi kavramlarini dogurmustur. Heteroplazmik durumlarda
mtDNA’daki tekli veya coklu niikleotid degisimlerinin frekansindan bahsedilir. Doku
icinde ve dokular aras: frekans cesitliligi s6z konusudur [165]. Mitokondriyal hastaliga
sahip, m.3243A>G patojenik varyant1 saptanmis yetiskin monozigotik ikizlerde yapilan
otopsi calismasi, 23 farkli dokudan alinan orneklerde, dokular arasi heteroplazmi
farkliliklarin1 ortaya koymustur. Benzer klinik 6zelliklere sahip olduklar1 goriilse de,
ikizlerin aym1 dokularindaki oranlarin da farkli oldugu goriilmiistiir [166]. Cesitli
sebeplerle 6lmiis 152 bireyin 12 farkli dokusunda YND ile yapilan mtDNA dizileme
calismasinda, heteroplazmi oranlarinin dokularda farkli oldugu gosterilmis ve farkh
dokulardaki farkli mtDNA pozisyonlarindaki yiiksek heteroplazmi oranlarina dikkat
cekilmigstir. MtDNA’da yasa bagli varyant birikimlerinin oldugu ve belli dokularin belli
pozisyonlarinda saptanan varyantlarin olumlu yonde etki eden pozitif, patojenik etki
gosteren negatif veya hicbir etkisi olmayacak sekilde notral secimler olabilecegi

belirtilmistir. Karacigerde goriilen ve mitokondri fonksiyonunu azaltacak yonde etki
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eden bir degisimin, pozitif bir secim oldugu diisiiniilmis ve mitokondri
metabolizmasinin zararli yan ({iriinlerini azaltmak icin yapilan bir secim olarak
degerlendirilmistir [167]. Yine YND ile 100 bireyin 9 farkli dokusunda gerceklestirilen
baska bir calismada, farkli dokularda ayni varyantlar icin farkl heteroplazmi oranlarinin
goriildligli ve en yiiksek oranlarin kas ve karaciger dokularinda oldugu belirtilmistir

[148].

Bu tez calismasinin amaci, veri madenciligi ve makine 6grenmesi yontemlerini
kullanarak, mitokondriyal genomda giiniimiize kadar tamimli hastalik iligkili
degisimlerin klinik bulgularini, homoplazmi ya da heteroplazmi temelinde dijital olarak
ortaya cikarmak ve ayni zamanda, alinan dokulardaki mtDNA varyantlarinin
heteroplazmik yapilarini karsilagtirmali olarak inceleyerek, dokularin bilgi vericiligini
arastirmaktir. Gliniimiizde mtDNA’da hastalik iligkisi bilinen 300’iin iizerinde varyant
tanimlanmig olup her biri i¢in cok sayida makale ve arastirma calismasi yayimlanmustir.
Bu tez calismasinda, iizerinde en cok yayin ve arastirma yapilmis olan m.3243A>G
varyant1 secildi. Veri madenciligi ve makine 6grenmesi, bu varyantin iligkili bulgular
ve heteroplazmik yapilar1 temelinde uygulandi. Ayrica heteroplazmi karsilagtirilmasi,
aln farkli goniilliden alinan atik dokulardan elde edilen niikleik asit izolatlarinda

mtDNA’nin YND teknolojisi kullanilarak elde edilen verilerin {izerinde gerceklestirildi.

5.1. Laboratuvar Sonuclarinin Degerlendirmesi

Calismanin birinci basamaginda, goniillii bireylerin farkli dokularinda mtDNA
varyant taramalar1 yapilarak, calisilan dokularda bulunan toplam varyant miktar
tizerinden, dokularin varyant sayisinin, frekans yogunlugunun (heteroplazmi oraninin)
ve ortak varyantlarinin frekans (heteroplazmi oran1) farkhihginin gosterilmesi
hedeflendi. Ortak olmayan varyantlarin ise hangi dokuda bulundugu, bu varyantlarin
tiirti ve hangi dokunun icerdigi varyant miktarinin fazla oldugu belirlenmek istendi. Bu
analiz goniilli bireylerin dokular arasindaki varyant yiikii (heteroplazmi orani) ve
sayllarinin  karsilastirnlmasina  imkan  sagladi.  Mitokondriyal  hastaliklarda,
genotip-fenotip iliskilendirme ¢alismalarinda, elde edilen frekans degerlerinin ve hangi
dokunun daha bilgi verici oldugunun g6zlenmesinin, tanisal yaklasimlarda, kanita
dayal bilgi saglamasi bakimindan o6nemli olacagi ve literatiire katki saglayacagi

diisiiniilddi.
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Dokular arasinda gozlemlenen varyant farklhiliklari ve aym varyantlarin farkh
dokulardaki farkli heteroplazmi oranlari, hastalik durumlarinda tek bir doku iizerinden
calisma yapildiginda patojenik varyantin bakilan dokudaki frekans: diisiik oldugu icin
hi¢ tespit edilememesi, tespit edilse dahi diisiik frekans durumunun klinik durumla
uyusmadigl durumlarin 6niine gecilmesi amaciyla birden fazla doku iizerinde calisma
yapmanin avantajlarini ortaya koymasi acisindan énemli goriildii. Farkli dokularda aym

varyant iizerinde yapilan calismalar bu yorumu destekler niteliktedir [148][168].

Farklilagma siirecini tamamlamis olgun hiicreler, metabolik olarak aktif
hiicrelerdir ve genellikle hiicre boliinme dongiisiiniin disinda, dinlenme evresinde (GO0)
bulunurlar. Bu tiir hiicrelere post-mitotik hiicreler adi verilir [169]. Metabolik olarak
aktif olduklarindan enerji ihtiyaclarn diger dokulara kiyasla fazladir ve bu yiizden
mitokondri sayilarini fizyon ile arttirirlar [167][170]. Replikasyon siirecinde, yabanil tip
mtDNA’nin ¢ogalmasinin yani sira, varyant kazanmis bir mtDNA’'nin da cogaldig:
gozlenen bir durum olarak bildirilmistir [171]. Kan gibi devaml béliinen hiicrelerde
olusabilecek mtDNA varyantlarina sahip hiicrelerin bdéliinme asamasinda mitotik
segregasyonla mutant mtDNA’larinin elenmesi durumunun miimkiin olabilecegi ancak
kas gibi boliinmeyen hiicrelerin bdyle bir avantaji olmadig1 icin zamanla varyant
birikiminin meydana gelebilecegi belirtilmistir [74][172]. Dokularda saptanan varyant
sayilarinin fazlalig: literatiirde ayrica yasla iligkilendirilmistir. Yas ilerledikce somatik
mtDNA varyantlarinin birikim gosterdigi belirtilmistir [173]. Bu bilgiler, erigkin olan
goniilli bireylerde saptanan ve patojenik olmadigi veri tabanlar1 araciligl ile
dogrulanmis tek veya coklu niikleotid degisimlerinin neden ve nasil meydana geldiginin
anlasilmasim saglamaktadir. Ozellikle mitokondri sayisimin yiiksek oldugu bilinen
iskelet kasi1 dokusunda, mtDNA replikasyon islemi buna bagh olarak fazla olacagindan
ve kas hiicreleri boliinmeyen hiicreler oldugu icin mitotik segregasyon ile mutant
mtDNA sayisim azaltamayacagindan, bu calismada saptanan varyant miktarlarinin ve
heteroplazmi oranlarinin diger dokulara kiyasla kas dokusunda daha fazla olmasi

anlamli bulunmustur.

Bu projede kan ve kas dokulari {izerinde yapilan caligmalar, mtDNA’daki SNV
ve indel varyantlar temelinde, SNV icin kasta calismanin, hem sayisal hem de frekans
olarak daha yiiksek degerlere ulasilabildigini ve bu bakimdan daha yiiksek bilgi

vericilik barindirdigim géstermektedir. Indel tipi degisimler igin ise, kan dokusunun kas
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dokusuna gore varyant adedi olarak hafif bir {istiinligli olsa da, frekans agisindan kas

dokusunun kiiciik bir farkla iistiin oldugunu gostermektedir.

Calismalar devamli béliinme gosteren kan hiicrelerinde, yabanil tipli
mtDNA’larin  segildigini gostermistir [174]. Delesyon tipi patojenik varyantlarin,
cogunlukla mtDNA replikasyonunda olusan hatalardan degil, diger degisimlerin tamir
islemleri siirecinde ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir [175]. Bu tez calismasindaki bulgulara
paralel olarak, kanda 6zellikle yabanil tipli mtDNA’nin seciminin yapilmasi igin, olasi
noktasal (SNV) degisimlerin tamir edilmesi ve fakat bu islemler yapilirken de delesyon
tipli varyantlarin ortaya ¢ikmasi, kanda neden indel degisimlerin kasa kiyasla fazla
oldugunu destekler niteliktedir. Bu durumda kanda bir asamada heteroplazmik bir
varyant mevcut olsa bile, yabanil mtDNA’nin secilmesi nedeniyle, olasi varyantlarin
frekans1 diisecek ve saptama hassasiyetinin altinda kalacaktir. Hasta ¢alismalarinda da
kandaki heteroplazmi oranlarinin yas ilerledikce yabanil tip lehine azaldig: bildirilmistir
[176]. m.3243A>G patojenik varyantina sahip hastalarin dahil edildigi bir calismada,
hastalardan belirli zaman araliklarinda kan ornekleri alinmis, heteroplazmi oranlari

belirlenmis ve yilda %2,3 oraninda azalmanin gozlemlendigi belirtilmistir [180].

Uc¢ doku karsilastirma sonuglarinda, idrarin, kan ve kastan daha diisiik frekans
degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak calismalar, kasin, idrar ve kan {izerinde,
idrarinsa kan iizerinde frekans konusunda istiinliigii oldugunu ve kasa en yakin frekans
degerini veren dokunun idrar oldugunu bildirmektedir [177]-[179]. R.G. Whittaker ve
ark.’nin (2009), m.3243A>G patojenik varyantina sahip 24 hastada yapilan doku
karsilastirma calismasinda, kasin idrar ile heteroplazmi oranlarinin birbirine yakin
oldugu, hatta baz1 hastalarda idrar oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [177]. Bu
tez calismasinda, {i¢ farkli doku calismasi sadece bir goniilliide yapilabildiginden, genel
bir kanaate varmak icin yetersizdir. Kan ve kas dokusundaki ortak varyantlarin frekans
degerleri karsilastirmasinda IGV’ye gore iki goniillide kanin kastan daha yiiksek
frekans degeri verdigi, ancak toplam goniillii sayisi iizerinden yapilan hesaplamada
kasin daha yiiksek frekans degerleri verdigi gozlenmistir. Bu sebeple, iic doku
karsilastirmasinin yapilacagt mtDNA varyant arastirmalarinda da, doku o&rnekleri
alinacak goniillii sayisinin arttirilmasi, istatistiksel acidan dogruluk oranini arttiracak bir
unsur olacaktir. Yalnizca bir dokuda tespit edilen varyantlarin sayilar1 incelendiginde en

az iki doku ile yapilacak calismalarin avantajindan bahsetmek miimkiindiir. Grady ve
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ark.’larinin ¢alismasinda (2018) kan dokusunda tespit edilemeyen patojenik bir
varyantin idrar dokusu ile tespit edilebildigi ve tam1 konabildigi belirtilmistir [180]. Bir
baska calismada kan dokusunun az sayida mutant mtDNA iceriyor olmasi nedeniyle
mitokondriyal hastalik siiphesi varken, kanda yapilan patojenik varyant taramasinin
sonucu negatif ise, taramanin baska bir doku 6rnegi kullanilarak yapilmasi onerilmistir

[181].

Bu calismada elde edilen sonugclar icin iki ayr1 yazilimin kullanilmasi, verilerin
giivenilirliginin arttirilmasi acgisindan 6nemli goriildii. Ion Reporter ¢iktisinin mutlaka
IGV iizerinden kontrol edilmesinin gerekliligi anlasildi. Farkhh dokularda mtDNA
heteroplazmik varyant Kkarsilastirmalar1 yapilirken, ayni goniilliide, Ion Reporter
sonuclarina gore, bir dokuda heteroplazmi bilgisi verilen bir varyantin diger dokuda
saptanamadig1 goriildiigiinde, saptanamayan dokuda varyantin IGV iizerinden
incelemesi yapildiginda, aslinda ilgili varyantin bu dokuda da var oldugu gosterildi. Bu
onemli detay, mitokondriyal analizlerde en az iki dokuda inceleme yapilmasinin
gerekliligini vurgularken, analizlerde IGV iizerinde de kontrol yapilmasinin énemini

gostermistir.

Gontilliilerde genel olarak kas dokusunun, saptanan varyant sayisi ve yiikii
bakimindan en giiclii 6rnegi olusturdugu ortaya konmustur. Ozellikle SNV tipli
varyantlarin kasta daha yogun oldugu gozlenmistir. U¢ doku karsilastirmasi ise sadece
bir goniillii iizerinde yapilabildiginden yeterli bir sonuca ulagilamamistir. Goniillii
sayisinin arttirilmasiyla yapilacak olan calismalar daha dogru oranlara ulasilmasini

saglayacaktir.

5.2. Veri Madenciligi ve Makine Ogrenmesi Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Mitokondriyal hastaliklar, mitokondrinin islevsel, sayisal ya da yapisal
fonksiyonu icin 6nemli mtDNA’dan ve/veya nDNA’dan kodlanan genlerde gézlenen
patojenik degisimler sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. MtDNA iliskili hastaliklarda,
dokulardaki heteroplazmi oranlarinin ya da patojenik varyant yiiklerinin, gézlenen
fenotipik spektrumla iliskili oldugu bilinmektedir [85][182][154]. Farkl kisilerde, ayni
mtDNA patojenik varyanti, ayni dokuda, ayni yiikte tespit edilse dahi, hi¢ bir klinik
bulgunun olmamasi halinden, ¢ok agir klinige kadar uzanan genis bir fenotip spektrumu
gozlenebilmektedir [183][184]. Bu durumun, diger dokulardaki patojenik varyant

yikiiniin farkliligi, hastalarin yas, cinsiyet gibi demografik 6zellikleri, aile 6ykiisii gibi
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bircok etmene bagli olarak gelistigi bildirilmekte ve seyreden klinik degiskenlik,
genetik damsmayr oldukca zorlayan bir durum olmaktadir. Ayrica bir kisideki
heteroplazmi oraninin da yasa bagh olarak degistigi gosterilmistir [123]. Hastalardaki
kan Ornekleri iizerinde yapilan ¢alismalarda yas ilerledikce patojenik varyant yiikiinde
meydana gelen degisimlerin, hastaligin klinik tablosu ile uyumsuzluk olusturdugu,
yiikiin azalmasina karsin klinigin agirlastig1 [182] veya beklendigi {izere hafifledigi de
izlenebilmektedir [185]. Tim bu durumlar, hastalik tani1 ve takibinde zorluk

yaratmaktadir.

Mitokondrinin islev kaybi ya da islevindeki azalma, major olarak yasam igin
enerji metabolizmasina yiiksek ihtiyac duyulan organlar etkilemektedir. Bu nedenle
hastaliga sebep olan patojenik degisimler farkli olsa dahi, etkilenmis pek cok hastanin
bulgulari birbirine benzer olabilmekte ve tan1 koymak giiclesmektedir [152]. Bu duruma
karsin patojenik varyantin saptanmasi ve saptanan varyantin yiikiiniin incelenmesi
hastaligin boyutu hakkinda bilgi verebilmektedir. Ozellikle etkilenmis dokudaki
mitokondriyal genomun incelenmesi, tanisal olarak yiiksek deger tasisa da,
ulagilamayan ya da biyopsisi yapilamayan beyin, kalp, bobrek gibi dokular icin bu
yaklasim imkansiz olmaktadir. Prensip olarak genetik tani testlerinin kas gibi enerji
ihtiyac1 yliksek dokularda yapilmasi 6nerilmektedir. Mitokondriyal hastaliklarin tanm ve
tedavisinde bircok degiskenin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Genetik
danmigsmanlik verilmesini de zorlastiran klinik bulgular, demografik 6zellikler ve dokusal
patojenik varyant yiikii iligkisi gibi degisken unsurlari, bir arada degerlendirebilen,
akilcl tahminler yapan ya da kolaylastiran metodolojilere biiyiik ihtiya¢ duyulmaktadir
[123].

Bu tez caligmasinin ikinci basamaginda, veri madenciligi ve makine 6grenmesi
metotlan kullanilarak, fenotip ve patojenik varyant yiikii arasindaki iliskiyi saptamak
yoluyla, hastalardan elde edilen bilgilerle, iskelet kasi heteroplazmi orani tahmini
yapabilen bir regresyon modeli gelistirmek hedeflendi. Bu amacla, ilk asamada
patojenik mtDNA varyantlar1 icin MITOMAP veri tabaninda toplanmig makale sayilari
incelendi. En yiiksek sayida makale iceren, Gorman ve ark.’larinin ¢alismasinda,
mitokondriyal hastaliga sebep olan en yaygin patojenik varyant oldugu goriilmis [121],
MELAS hastaligi ile iligkilendirilmis [129], m.3243A>G varyanti secildi. Bu varyant ile

ilgili kaynak sayisinin cok olmasi, varyantin saptandig1 ¢ok sayida hastanin arastirilmis
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ve verisinin hakemli dergilerde yayimlanmis olmasindandir. Ayn1 zamanda, klinik
ozelliklerin aymi aile bireylerinde dahi cesitlilik godstermesi durumunun, bu tez
calismasinin verimliligini arttirici bir unsur olacagi diisiiniildii. Tahmin araglarinin
gelistirilmesinde, ne kadar ¢ok hastadan bilgi toplanabilirse, patojenik varyant yiikii ile
hastadan elde edilen bilgiler arasindaki iligskinin o denli gercege yakin tahmin verecegi
ongoriildii. Bilgi elde edilebilecek kaynaklar kisith oldugundan, bilgi saglanan
olgularin, klinik bulgularinin ve belirtilerinin, biyokimyasal test sonuglarinin, beyin
goriintilleme sonuclarinin, kas histoloji sonuglarinin eksiksiz olmasinin énemli oldugu
diistiniildii. Belirtilen unsurlar dogrultusunda olusturulan veri seti iizerinde calisma

gerceklestirildi.

Veri setinde bulunan degiskenlerin birbirleri arasindaki iliski boyutunu sayisal
olarak belirten VIF sonuglarina gore, iskelet_kasi siitununun bagimsiz degiskenlerle
iligkisinin giiclii olmadig1 gozlendi. Bu sonucun, bagimsiz degiskenlerdeki cesitliligin
fazla olmasi durumu ve hasta sayisinin az olmasi durumu ile iligkili olabilecegi
diistintildii. Eksik verilerden arindirilan df veri setinde VIF sonucunun yiikselmis olmasi
bu c¢ikarimi dogrular nitelikte bulunmustur. Model sonuclar: incelendiginde de varyant
ile iligkili goriilen bircok klinik 6zelligin iskelet kasi heteroplazmi oranlan ile iligkili
olmadig1 goriilebilmektedir. Ensefalopati, inme benzeri epizodlar, sensoérinoral isitme
kaybi, makiiler dejenerasyon, pitoz, kardiyomiyopati gibi bulgularin p-degerleri
0,05’ten yiiksek bulunmustur. Mancuso ve ark.’larinin, m.3243A>G patojenik varyanti
goriilen 126 hasta tizerinde yaptigi calismada, hastalarda siklikla goriilen klinik
bulgularin patojenik varyant yiikii ile iliskisinin olmadig1 gériilmiistiir. inme benzeri
epizodlar, diyabet, isitme kaybi, migren ve kognitif bozukluk bulgularinin hastaligin
tanisini destekledigi belirtilmistir ancak heteroplazmi oranlar ile bulgular arasinda bir
iligki bulunamadigi, patojenik varyantin saptandigi hastalarin klinik 6zelliklerinin
tahmin edilebilirliginin olmadig1 belirtilmistir. Bu durumun, ayni klinik 6zellige sahip
hastalarin heteroplazmi oranlarinin deger araliginin genis olmasinin bir sonucu
olabilecegi diisiiniildii. Deger aralig1 genis oldugu icin ve belli bir degerde yogunluk
gozlenmedigi icin iliskilendirme calismasi da basarisiz olmaktadir [153]. Calisma

sonuglari, bu tez calismasinda olusturulan model sonuclarini destekler niteliktedir [178].

Bir tahmin modeli olusturmak {izere hazirlanan veri setinde art arda gelen

orneklerin ayn1 merkezden toplanmis olma durumu vardir. Yayinlarda belli klinik
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ozellikler izerinde calisma yapilmis olmasi ve bu klinik &zelliklere sahip hastalarin
yakin degerlerde heteroplazmi orani vermis olmasi durumunun, yapilan testler
sonucunda ortaya c¢ikan otokorelasyon varligim (Tablo 4-37, Tablo 4-41)

aciklayabilecegi diisiiniildii.

ikinci model denemesi icin kullamlan veri setinde otokorelasyonun yam sira
heteroskedastisite durumu da goriilmiistiir. Genellikle u¢ deger varliginda gozlemlenen
bu durum degerler araliginin genis olmasi ile de iliskilendirilmistir [153]. Benzer klinik
ozelliklerin goriildiigii hastalarda dahi gézlemlenen en kiiciik ve en biiyiik heteroplazmi
degerleri arasindaki farkin biiyiikk olmasi, gozlemlenen ve tahmin edilen degerler
arasindaki fark olan hata degerlerinde goriilen degiskenligin sabit olmamasi yani

heteroskedastisite durumunu aciklayabilecegi diisiiniildii.

Olusturulan Model-1 sonuclarina goére, bagimsiz degiskenlerin heteroplazmi
oranindaki degiskenlikleri aciklama basaris1 %47 (ayarlanmis R-kare)’dir. Grady ve
ark.’lar1 benzer bir calisma yapmis ve m.3243A>G patojenik varyanti kaynakh hastalik
yiikiindeki cesitliligi, coklu dogrusal (multi-lineer) regresyon analizi uygulayarak kas
heteroplazmi yiikii, yas ve mtDNA kopya sayis1 bagimsiz degiskenleri ile agiklamaya
caligmiglar ve caligmanin sonucu olarak R-kare degerlerini %40 (P<0,01) bulmusglardir
[180]. Belirtilen hastalik yiikii bilgisi NMDAS skorlama sisteminden gelmektedir [186].
Bu sonuclar, calismamizdaki sonuclari  destekler nitelikte  bulunmustur.
Ayarlanmis R-kare degerindeki diisiikliik, varyantin sebep oldugu klinik spektrumun
genisliginden kaynakli olarak yorumlanmistir [180]. Model-2’de degerin yiikselmesi

(ayarlanmis R-kare degeri) veri sayisinin artmasi ile iliskili bulunmustur.

Literatiirde verilen m.3243A>G patojenik varyantina sahip oldugu belirlenen
hastalarin klinik o6zellikleri toplanarak, elde edilen veri setiyle, kas heteroplazmi
oraninin tahminini yapabilen bir regresyon modeli iizerine c¢alisildi. Modelleme
sonuclar1 ve yapilan degerlendirmeler sonucunda veri sayisinin, hastalarda goriilen
klinik ozelliklerdeki, bulgulardaki ve belirtilerdeki cesitliligi aciklamakta yetersiz
kaldig1 goriildii. Yine de eldeki verilerle % 47 oraninda dogruluk veren Model-1’in
tahmin giicti kullanilarak, kas heteroplazmi bilgisinin bulunmadig1 (nan_kas_df) veri
setindeki eksik veri tamamlanmis ve boylece kullanilabilir veri sayis1 %100 olan df veri
setinden olusturulan Model-2 ile %72’lik dogruluk orami elde edilmistir. Dogruluk

oranindaki artig, acikca veri sayisinin artmasi ile iligkiliyken, eksik veriler icin yapilan
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miidahalenin baska bir modele bagh oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir. Kullanilan
yayinlarda eksik veri varliginin fazla oldugu, ¢cok sayidaki farkli yayinda, klinik verinin
es detayda paylasilmamis oldugu gézlenmisti. Bu durum, bu tez calismasinda uygulanan
veri madenciligi arastirmasindaki en biiyiik sorunu olusturmustur. Literatiirden yapilan
metin taramalar ve ulasilan yayinlarin titizlikle okunmasiyla elde edilen veriler, gerek
standart olmamasi gerekse kullanilan laboratuvar yontemlerinin farkli olmasi nedeniyle,
gercek iskelet kasi heteroplazmi oranina en yakin tahmini iiretme isleminde yetersiz
kalmistir. Bu calisma, gelistirdigimiz regresyon modelinin, dogruluk orami yiiksek
tahminler verebilmesi icin ulusal ve uluslararasi standartlara uygun ve giincelligini
koruyacak bicimde, verilerin kayit altinda tutulmasinin ve veri banka sistemlerinin

Onemini gostermistir.
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