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ÖZET 

Aydınoğlu, A.T., İnflamasyon İle İlişkili Nöromüsküler Hastalıklarda 

Dolaşımdaki Mitokondriyal DNA’nın Araştırılması, Hacettepe Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi Biyoloji Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. 

Nöromüsküler hastalıklar, çoğu nadir genetik hastalıklar içerisinde yer almakla 

beraber, direkt ya da dolaylı olarak iskelet kas yapısı ve işlevinin etkilendiği çok geniş 

sendrom ve hastalıklar grubunu içermektedir. Güncel araştırmalar nadir hastalıkların 

patogenezinde rol oynayan ortak mekanizmaları tanımlayarak tedavi hedefleri bulma 

üzerine yoğunlaşmış durumdadır. Farklı etmenlere bağlı olarak ortaya çıkan 

nöromüsküler hastalıkların büyük çoğunluğunda inflamasyon öne çıkan 

özelliklerdendir. Farklı hastalıklara yönelik yapılan araştırmalar, dolaşımdaki serbest 

mtDNA’nın (ccf-mtDNA) pro-inflamatuar bir faktör olarak doğal immün yanıt 

oluşumunda görev aldığını göstermiştir. Günümüze kadar, inflamasyonla ilişkili 

nöromüsküler hastalıklarda ccf-mtDNA’nın varlığını, miktarını veya inflamasyon 

sürecindeki olası işlevini araştırmaya yönelik bir çalışma yapılmamıştır. Tez çalışması 

kapsamında; (1) otoimmün nöromüsküler hastalıklarda, (2) sekonder olarak kas 

dokusunda inflamasyon bulgularının saptandığı kalıtsal nöromüsküler hastalıklarda ve 

(3) kas dokusunda inflamasyon gözlenmeyen kalıtsal nöromüsküler hastalığa sahip 

bireylere ait plazmadaki ccf-mtDNA miktarının RT-qPZR ile absolut kantitasyonu 

yapılmış ve sonuçlar sağlıklı kontrol örnekler ile karşılaştırmalı olarak analiz 

edilmiştir. Otoimmün hastalıklar grubunda yer alan MG’de; ek tedavi uygulaması 

yapılmayan hastalarda ccf-mtDNA kopya sayılarının istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde 5,6 kat arttığı saptanırken (p=0.0119), tedavi alan hastalarda 1,8 kat azaldığı 

belirlenmiştir (p=0.0476). İkinci grupta yer alan FSHD ve LGMD2B hastalarındaki 

ccf-mtDNA kopya sayılarının kontrol örneklere kıyasla değişmediği saptanırken, 

üçüncü grupta yer alan SMA hastalığında ise istatistiksel olarak anlamlı şekilde 2 kat 

arttığı sonucuna ulaşılmıştır (p=0.0017). Bu tez Hacettepe Üniversitesi Bilimsel 

Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi Tarafından desteklenmiştir (Proje no: TYL-

2018-17372).  

Anahtar Kelimeler: absolut kantitasyon, ccf-mtDNA, inflamasyon, nöromüsküler 

hastalıklar 
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ABSTRACT 

Aydınoglu, A.T., Investigation of the Circulating Mitochondrial DNA in 

Inflammation Related Neuromuscular Diseases, Hacettepe University Graduate 

School of Health Sciences, Master Thesis of Medical Biology Programme, 

Ankara, 2019. Neuromuscular diseases, mostly being among the rare genetic diseases, 

include a wide range of syndromes and diseases in which directly or indirectly skeletal 

muscle structure and function are affected. Recent scientific research has focused on 

defining common mechanisms involved in the pathogenesis of rare diseases and 

identifying novel therapeutic targets. Inflammation is one of the prominent features of 

the majority of neuromuscular diseases. The research carried out on different diseases 

showed that circulating cell free mtDNA (ccf-mtDNA) takes part in the development 

of innate immune response as a pro-inflammatory factor. No studies to date have 

investigated the presence, amount and the potential function of ccf-mtDNA during 

inflammation process in the inflammatory neuromuscular diseases. In this thesis; 

absolute quantitation of the amount of ccf-mtDNA found in plasma of patients with 

(1) autoimmune neuromuscular diseases, (2) the hereditary neuromuscular diseases 

associated with muscle inflammation and (3) the hereditary neuromuscular diseases 

without muscle inflammation, was done by RT-qPCR and the results were analyzed in 

comparison with the healthy control samples. In MG, which is an autoimmune 

neuromuscular disease, a statistically significant increase in the copy number of ccf-

mtDNA by 5,6 fold (p=0,0119) were detected in the patients without any additional 

treatment compared to control, while there was a statistically significant 1,8 fold 

(p=0,0476) decrease in the copy number of ccf-mtDNA of the patients who received 

treatment compared to control.  In the second group, there was no statistically 

significant difference in the ccf-mtDNA copy number in FSHD and LGMD2B 

patients, while in the third group, there was a statistically significant 2-fold increase 

(p=0,0017) in SMA patients. This thesis was supported by Hacettepe University 

Scientific Research Projects Coordination Unit (Project no: TYL-2018-17372) 

 

Key words: absolute quantitation, ccf-mtDNA, inflammation, neuromuscular 

diseases. 
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1. GİRİŞ 

Ökaryotik organeller arasında özelleşmiş bir yapısı ve kendine özgü genomu 

olan mitokondri, hücre metabolizmasında anahtar işlevi olan, hücre ve dokuya spesifik 

morfoloji ve dinamik yapı sergileyen yarı özerk bir organeldir. Hücre canlılığının 

devamı için gerekli olan bu organel, ATP üretiminden sorumlu olmasının yanı sıra, 

hücre içi Ca+2 homeostazının sağlanmasında, sayısız anabolik ve katabolik yolakta, 

apoptoz mekanizmasının düzenlenmesinde ve reaktif oksijen türleri (ROS) sinyal 

mekanizmalarında da işlevseldir. Özellikle iskelet kası, kalp kası ve nöron gibi yüksek 

enerji kullanımına gereksinim duyan hücre ve dokularda fazla sayıda bulunmaktadır. 

Ağır ve hafif zincir olmak üzere çift zincirden oluşan ve halkasal yapıda 

bulunan mitokondriyal DNA (mtDNA), 16.569 baz çifti (bç) uzunluğunda olup, 37 

gen içermekte ve elektron transport zinciri (ETZ)’nde görevli bazı temel proteinlerin 

yanı sıra, ATP sentaz enziminin belirli alt ünitelerini kodlamak suretiyle toplam 13 

polipeptit ve mitokondriye özgü 22 tRNA ve 2 rRNA sentezinden sorumludur. %99’u 

nükleer DNA (nDNA) tarafından kodlanan ve sitozole geçerek mitokondriye taşınan 

mitokondrial proteom ise 1200 kadar proteinin biraraya gelmesiyle oluşur. Hücre 

yaşamı ve ölümü için kritik öneme sahip bu organelin işlevinin devam edebilmesi, 

hücre içerisinde her iki genomun koordineli olarak çalışmasını sağlayan birçok faktör 

tarafından kontrol edilir. Histon proteinlerinin ve DNA tamir mekanizmalarının 

eksikliği, bunun yanısıra mtDNA’nın ETZ’ye yakın yerleşimde bulunması organel 

genomundaki mutasyon hızını arttırmakta ve birçok hastalığın patogenezinde etkin rol 

oynamaktadır. Bunun yanı sıra, farklı genetik ve çevresel kökenleri olan kanser, 

kardiyovasküler hastalıklar, diyabet ve nörodejeneratif hastalıklar vb. çeşitli hastalık 

gruplarında da sekonder bir bulgu olarak organelde işlev kaybı gözlenmektedir. Bu 

nedenle, mitokondrinin farklı işlevlerini ve hastalıkların patomekanizmasının altında 

yatan aday mitopatojenik mekanizmaları tanımlamaya yönelik birçok bilimsel 

araştırma yapılmaktadır. Özellikle son yıllarda, mitokondrinin sistemik dolaşıma 

katılan DNA’sı aracılığıyla birçok farklı hastalık grubunda doğal bağışıklık sisteminin 

agonisti olarak inflamatuar patolojiyi etkilediği saptanmıştır. 

Kan, idrar, tükürük, eklem sıvısı, beyin omurilik sıvısı vb. çeşitli vücut 

sıvılarına katılan mtDNA, dolaşımdaki serbest mtDNA (circulating cell-free 

mtDNA/ccf-mtDNA) olarak adlandırılmaktadır. Normal fizyolojik koşullarda 



2 

mitokondri matriksinde bulunurken; organel morfolojisi ve mitokondriyal kalite 

kontrol mekanizmalarındaki hasar, hücresel stres, enfeksiyon, aşırı ROS üretimi vb. 

farklı patolojik etmenlerin de etkisiyle aktive olan apoptoz, nekroz ve NETozis 

mekanizmaları, mtDNA’nın dolaşıma katılmasına neden olur. 

Mitokondrinin bakteriden köken alması nedeniyle genomunda yaygın olarak 

bulunan hipometile CpG motifleri, ccf-mtDNA’nın sistemik dolaşımda yabancı bir 

DNA molekülü olarak tanınmasına yol açarak, bağışıklık sistemin uyaran bir 

‘otopatojen’ olarak işlev görmesine neden olur. Doku hasarı sonrasında hücrelerden 

sızarak dolaşıma katılan ve doğal bağışıklık sistemini uyaran moleküller Hasarla 

İlişkili Moleküler Yapılar [Damage Associated Molecular Patterns (DAMP)] 

olarak adlandırılmaktadır. Dolaşımda bulunan çift zincirli ve fragmante haldeki 

mtDNA, DAMP olarak işlev görmekte ve CpG motifleri ile membrana bağlı ya da 

sitoplazmik DNA sensörleri olan ve patojen ilişkili cevapta görev alan Kalıp Tanıma 

Reseptörleri [Pattern Recognition Receptors (PRR)]’ne bağlanmaktadır. ccf-

mtDNA, bu reseptörlerden özellikle lökositlerdeki Toll-like reseptörü 9 (TLR9) 

aracılığıyla, doğal bağışıklık sistemini harekete geçirecek sinyal yolaklarını aktive 

eder. 

Özellikle son yıllarda farklı genetik ve çevresel temelleri bulunan nadir hastalık 

gruplarında ortak tedaviye yön verebilecek mekanizmaları ortaya çıkarabilme 

potansiyeli olan çalışmalar (commonality approach) artış göstermiştir. Birçok farklı 

durum/hastalıkta ve hayvan modellerinde dolaşıma çıkan ccf-mtDNA, inflamatuar 

patoloji ile ilişkilendirilmiştir. Yapılmış olan araştırmalar, translasyonel bir 

yaklaşımla, ccf-mtDNA aracılı inflamasyonun alternatif ve birçok farklı hastalık için 

ortak bir tedavi hedefi olma potansiyelini ortaya çıkarmıştır.  

Nöromüsküler hastalıklar kas, sinir veya sinir-kas bileşkesinin etkilendiği, 

geniş çapta etki mekanizmaları olan ve çoğu nadir hastalıklar grubunda yer alan 

hastalık grubudur. Genetik, çevresel ve immünolojik faktörlerin bu hastaların 

gelişiminde çok önemli bir yeri olduğu bilinmektedir. Bazıları direkt otoimmün 

hastalık grubuna dahil olmakla birlikte, birçoğunun patogenezinde ise immün sistem 

farklı yolaklar aracılığı ile devreye girmektedir. Ancak günümüze kadar hücresel hasar 

ve farklı inflamasyon bulgularının görüldüğü nadir nöromüsküler hastalıklarda 
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dolaşımdaki (serum/plazma) mtDNA’nın varlığını, miktarını ve olası işlevini 

araştırmaya yönelik bir çalışma yapılmamıştır. 

Bu amaçla tez çalışmasında; (1) otoimmün nöromüsküler hastalıklarda, (2) 

sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularının saptandığı kalıtsal 

nöromüsküler hastalıklarda, (3) kas dokusunda inflamasyon gözlenmeyen kalıtsal 

nöromüsküler hastalıklarda, plazmadaki ccf-mtDNA kopya sayıları sağlıklı kontrol 

örneklerle karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. Bu doğrultuda; hasta ve kontrol 

örneklere ait periferik kan örneklerinden plazma izolasyonu yapılmış ve devamında 

optimize edilen protokolle dolaşımdaki total ccf-DNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Dolaşımda bulunan total ccf-DNA içerisindeki yalnızca mtDNA’yı amplifiye edecek 

özgül primerler yardımıyla gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-

qPCR) gerçekleştirilmiş ve hasta gruplarına ait örneklerdeki bilinmeyen ccf-mtDNA 

kopya sayıları, miktarı bilinen dış standartlar yardımıyla çizilen kalibrasyon eğrisi 

yardımıyla kontrol örnekler ile karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Mitokondri ve Mitokondiyal DNA (mtDNA)  

Evrimsel geçmişi yaklaşık iki milyar yıl önce var olmuş bir alfa-

proteobakteriye dayanan ve ökaryotik hücrelerin tamamında bulunan mitokondri, 

özelleşmiş bir yapısı olan ve kendine özgü genetik sistem içeren yarı-özerk bir 

organeldir (1, 2). Temelde hücresel metabolik faaliyetlerin devamlılığı için gerekli 

ATP üretiminden sorumlu olmakla birlikte, hücre içi Ca+2 dengesinin korunması, 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimi, demir (Fe)-sülfür (S) biyogenezi, apoptoz, 

nükleotit, aminoasit ve lipit metabolizması gibi birçok hücresel aktivitede rol 

almaktadır (3, 4).  

Diğer organellerin aksine mitokondri, maternal olarak kalıtılan özelleşmiş bir 

genetik sisteme sahiptir. Çift zincirli ve halkasal yapıda olan mitokondriyal DNA 

(mtDNA), 16.569 baz çifti (bç) uzunluğunda olup, 37 gen içerir ve 13 polipeptit 

sentezler. Elektron transport zinciri (ETZ)’nde görevli temel proteinlerin yanısıra, 

ATP sentaz enziminin bazı alt ünitelerinin ve mitokondriye özgül 22 tRNA ve 2 rRNA 

sentezinden sorumludur. Yaklaşık 1200 kadar proteinden oluşan mitokondriyal 

proteomun yalnızca 1%’i mtDNA tarafından kodlanmakta, geriye kalan proteinlerin 

99%’u nükleer DNA (nDNA) tarafından kodlanarak translasyon sonrasında traslokaz 

proteinleri yardımıyla sitozolden mitokondriye taşınmaktadır (5) Bu nedenle organel 

işlevinin sağlıklı bir şekilde yerine getirebilmesi, mitokondri ve nükleer genomun 

kendi aralarında koordineli bir şekilde çalışmasına bağlıdır (6). 

Kas ve sinir gibi enerji ihtiyacı yüksek olan hücrelerde daha fazla olacak 

şekilde, memeli somatik hücrelerinde bulunan organel sayısı ~80-2000 arasında, 

organel başına düşen mtDNA sayısı da ~2-10 arasında değişiklik göstermektedir (7, 

8). Önemli bir özellik olarak histon proteinlerinin bulunmayışı ve mtDNA’nın ETZ’ye 

daha yakın olması, organel genomunda meydana gelen mutasyon hızını nükleer 

genoma kıyasla ~10 kat arttırmaktadır (9-12). mtDNA’da meydana gelen 

mutasyonların oksidatif fosforilasyon ile enerji üretimini sekteye uğratarak reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) aşırı üretimi, oksidadif stres, hücre ölümü gibi durumlarla 

sonuçlanmakta ve birçok hastalığın patogenezinde etkin rol oynamaktadır (13). 

Yüksek miktarda organel stresine ve genom hasarına maruz kalan bu organelin işlevsel 
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ve yapısal bütünlüğü; katlanmamış protein cevabı (UPRmt), biyogenez, mitokondriyal 

füzyon/ fisyon, mitofaji gibi birçok farklı mitokondriyal kalite kontrol 

mekanizmasının koordineli bir şekilde çalışması ile kontrol edilmektedir (14).  

Gelişmekte olan genombilim teknolojileri, birçok hastalığın başlangıcı ve 

ilerlemesinin altında yatan temel nedenlerden birinin de hücresel stres artışına bağlı 

olarak mitokondriyal kalite kontrol mekanizmalarının işlevini doğru olarak yerine 

getirememesi ve organelin işlevini yitirmesi olduğunu ortaya koymaktadır (15). 

Organelde meydana gelen işlev kaybının kanser, kardiyovasküler hastalıklar, diyabet 

ve nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok farklı patolojik durum ile ilişkisi olduğu 

bilinmektedir (16). Hücre canlılığı ve ölümü için temel işlevlere sahip olan bu 

organelin, bilinen işlevlerini korumaya ve hücre içerisinde farklı mekanizmalardaki 

rollerini aydınlatmaya yönelik birçok bilimsel çalışma yapılmaktadır. Bu çalışmalar 

sayesinde, her geçen gün organelin hücre içerisindeki bilinmeyen işlevlerine ilişkin 

edinilen bilgiler artmakta ve yeni araştırma alanları doğmaktadır. Özellikle 2010 

yılından bu yana ağırlık kazanmış olarak, mitokondrinin, mtDNA aracılığıyla çeşitli 

sinyal yolaklarına eşlik ederek inflamasyon oluşumunda ve doğal bağışıklık sistemini 

harekete geçirmede anahtar rol oynadığı ortaya çıkmıştır (4, 17, 18). 

2.2. Dolaşımdaki Serbest mtDNA (circulating cell-free mtDNA/ccf-

mtDNA)  

1990’lı yıllarda farklı kanser türlerinde yapılan birçok farklı araştırma, 

dolaşımda serbest halde bulunan ve tümör dokusundan köken alan nDNA’nın 

hastalardaki miktarsal farklılıklarını ve mutasyon analizine imkan sağlama 

potansiyelini ortaya çıkarmıştır. Bu sonuçlar araştırıcıları dolaşımda bulunan serbest 

DNA’nın (circulating cell-free DNA/ccf-DNA) hastalıkların tanı ve seyrini belirleme 

amacıyla ‘likit biyopsi’ olarak kullanılabilme fikrini gündeme getirmiştir (19-21). 

Bunun üzerine, mtDNA’nın da dolaşımda serbest olarak bulunabilme potansiyeli 

üzerine araştırmalar yapımıştır. Zhong ve ark. 2000 yılında yapmış oldukları bir 

araştırmada, tip 2 diyabet hastalarına ait plazma ve serum örneklerinde mtDNA 

varlığını ilk olarak saptanmış ve bu hastalarda yaygın olarak bulunan mt3243 A>G 

mutasyon taramasını ccf-mtDNA ile gerçekleştirebilmişlerdir (22). Bu çalışmadan 
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sonra, birçok farklı hastalık grubunda ccf-mtDNA’nın varlığını ve işlevini belirlemeye 

yönelik çalışmalar ivme kazanmıştır.  

Normal fizyolojik koşullarda mitokondri matriksinde bulunurken, bazı 

durumlarda organelden sitoplazmaya ve buradan da hücre dışı matrikse sızarak kan, 

idrar, tükürük, eklem sıvısı, beyin omurilik sıvısı vb. çeşitli vücut sıvılarına katılan 

mtDNA, dolaşımdaki serbest mtDNA (circulating cell-free mtDNA/ccf-mtDNA) 

olarak adlandırılmaktadır. Mitokondrinin bakteriden köken alması sebebiyle, 

mtDNA’da bakteri genomuna benzer nitelikte hipometile CpG motifleri bulunduğu; 

buna karşın memeli nDNA’sının ise yaygın olarak metile CpG motifleri içerdiği 

bilinmektedir. İki genom arasında bulunan bu farkın, ccf-mtDNA’nın sistemik 

dolaşımda yabancı bir DNA molekülü olarak tanınmasına yol açarak, bağışıklık 

sistemin uyaran bir ‘otopatojen’ olarak işlev görmesine neden olduğu gösterilmiştir 

(23-25). Son yıllarda yapılan çalışmalar, farklı mekanizmalara bağlı olarak dolaşıma 

katılan ccf-mtDNA’nın inflamatuvar yolakların aktivasyonu ve immün yanıt oluşum 

mekanizmaları arasındaki bağlantıdaki işlevleri üzerine yoğunlaşmıştır.  

2.2.1. ccf-mtDNA ve Sistemik Dolaşıma Katılma Mekanizmaları 

mtDNA’nın sistemik dolaşıma çıkma mekanizmasına ilişkin detaylı yolaklar 

henüz net olarak bilinmese de, günümüze kadar yapılmış olan araştırmalar temelde 

apoptoz, nekroz ve NETozis mekanizmalarının ccf-mtDNA’nın dolaşıma 

katılmasında işlevi olduğunu ortaya koymaktadır (26). Öte yandan; organel 

morfolojisi ve mitokondriyal kalite kontrol mekanizmalarındaki hasarların, hücresel 

stres, enfeksiyon, aşırı ROS üretimi vb. farklı patolojik etmenlerin de bu 

mekanizmaları tetikleyerek mtDNA salınımına zemin oluşturabileceği ileri 

sürülmektedir (18) (Şekil 2.1). 
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Şekil 2.1. ccf-mtDNA’nın sistemik dolaşıma katılma mekanizmaları 

Dolaşımdaki mtDNA’nın kaynağı doku hasarından etkilenen hücreler veya 

inflamatuvar mekanizmalarda görevli olan çeşitli hücreler olabilir. ccf-mtDNA’nın 

dolaşıma salınmasındaki temel faktörlerden biri nekroz temelli hücre ölümüdür. 

Dokuda meydana gelen patoloji ve/veya hücresel hasar, nekroz mekanizmasını 

tetikleyerek mtDNA’nın hücre dışına salınmasına neden olmaktadır (18). Kronik 

inflamasyon, mitokondride meydana gelen işlev kayıpları ve aşırı ROS üretiminin de, 

hücreyi nekroza sürüklediği bilinmektedir. (27). Nekroz sırasında organel 

bütünlüğünün bozulduğu ve mitokondriden N-formilpeptit, mitokondriyal lipitler, 

TFAM ve ATP moleküllerinin yanı sıra mtDNA’nın da dolaşıma salınımının 

gerçekleştiği belirlenmiştir (4). Akut Miyokard İnfarktüsü (AKİ), kardiyomiyositlerde 

yoğun nekrozun saptandığı inflamatuvar bir hastalık olup, AKİ hastalarına ait plazma 

örneklerinde yüksek oranda ccf-mtDNA varlığı saptanmıştır (28, 29). Ayrıca, travma 

sonucu dokuda meydana gelen hasara bağlı olarak, hücre yapısının ve mitokondrilerin 

zarar görmesi sebebiyle mtDNA’nın dolaşıma salındığı belirlenmiştir(30, 31). 

Bakteriyal enfeksiyon durumunda ölen lökositlerden de mtDNA salınımı 

gerçekleşmektedir (32, 33). İlginç bir bulgu olarak, kanser tadavisinde ilaç taşıyıcı 

olarak kullanılan katyonik nanotaşıyıcıların, toksik etki sonucu hücrelerde akut nekroz 

sonucu mtDNA salınıma sebep olduğu in vitro ve in vivo çalışmalarla gösterilmiştir 

(34, 35). Bu çalışma, bazı ilaçların mtDNA’nın dolaşıma salınma mekanizmalarına 

etki edebileceğini göstermektedir. 

ccf-mtDNA’nın dolaşıma katılma mekanizmalarından biri de apoptoz 

mekanizmasıdır. Apoptoz sırasında mtDNA’nın fagosite olamayan apoptotik 
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cisimciklerin membranından sızarak dolaşıma salınabileceği belirtilmektedir (36). 

Farklı bir çalışmada, apoptoz sırasında BCL-2 like protein 4 (BAX) ve BCL-2 

homologous antagonist/killer (BAK) aracılı mitokondri dış zar geçirgenliğinin artması 

nedeniyle, sitoplazmaya dış zardan sıyrılarak çıkan iç zardan mtDNA’nın salındığı 

tespit edilmiştir (37, 38). Matrikste yer alan mtDNA’nın, geçirgenliği artan iç zardan 

sitoplazmaya, buradan da ekstraselüler bölgeye taşındığı belirlenmiştir (39, 40). 

Bağışıklık sisteminde görevli nötrofiller, apoptoz ve nekrozdan farklı olarak 

NETozis olarak adlandırılan bir hücre ölüm mekanizmasına sahiptirler. Vücuda giren 

bakterileri yok etmek amacıyla, nDNA, histonlar ve antimikrobiyal proteinleri içeren 

ve hücre dışına doğru oluşan Nötrofil Ekstraselüler Tuzak (NET) adı verilen ağsı 

yapılar oluştururlar. Oluşan NET yapıları sayesinde bakterinin etrafını sararak etkisiz 

hale getirir ve ölüm sırasında içerdikleri DNA ve protein komplekslerini hücre dışına 

salarlar (41). Son yıllarda yapılan çalışmalarda, ilginç olarak NET yapılarının mtDNA 

da içerdiği saptanmıştır (42, 43). Nötrofillerdeki ROS üretimi artışının, NET yapılarını 

oluşumunu tetiklediği ve bu yapılar aracılığıyla mtDNA salınımını da gerçekleştirdiği 

gösterilmiştir (44). Bu durum, nötrofillerin ccf-mtDNA’nın salınmasında önemli bir 

yeni kaynak oluşturabileceği fikrini doğurmuştur.  

Yapılan bir başka araştırmada ise, dokuda hasarın oluştuğu bölgeye göç eden 

polimorfonükleer lökositler (PMN), trombositler ve kök hücreler tarafından da nekroz 

durumundan bağımsız şekilde sekonder olarak mtDNA aktif salınımının gerçekleşme 

olasılığından bahsedilmiştir (31). Sağlıklı bireylerden elde edilen örneklerde de ccf-

mtDNA’nın varlığının gösterilmesi, mtDNA’nın normal fizyolojik durumda da 

düzenli olarak sitoplazmaya geçerek hücre dışı matrise ve buradan da sistemik 

dolaşıma katılmasına yol açan bir mekanizmanın var olabileceğini düşündürmektedir 

(18) 

2.2.2. ccf-mtDNA ve Sistemik Dolaşımda Bulunma Şekilleri 

ccf-mtDNA’nın, çift zincirli uzun/kısa fragmanlar halinde ve yapı olarak 

serbest ve/veya  mikroveziküller içerisinde dolaşıma katıldığı belirtilmiştir (18). 

mtDNA’nın fragmantasyon mekanizması tam olarak bilinmese de, hücrelerden 

mtDNA salınımına neden olan mekanizmaların kökeninde yatan birçok etmen 

(enfeksiyon, hücresel ve mitokondriyal stres vb.) organel genomunun stabilitesini de 
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etkileyerek fragmanlara ayrılmasına neden olmaktadır. Örneğin, sıçan böbrek ve 

karaciğer dokularında yapılan çalışmalarda, ROS artışının mtDNA stabilitesini 

bozduğu ve oksidatif strese maruz kalan mtDNA’nın hidrolize olarak ~700-1000 bç. 

olacak şekilde fragmanlara ayrıldığı belirlenmiştir (45, 46). Öte yandan viral 

enfeksiyonlarda, mtDNA stabilitesinde rolü olan TFAM’ın ifadesinin azalması 

sonucunda nükleoid yapılarının zarar gördüğü ve mtDNA’nın stabilitesinin bozulduğu 

bildirilmiştir (47).  

ccf-mtDNA’nın dolaşımda çoğunlukla serbest halde bulunduğu belirtilse de, 

dolaşımda bulunduğu bir diğer formu mikropartiküller içerisinde olduğu şeklidir (18). 

Mikrovezikül ya da mikropartiküller, çapları 50-1000 nm arasında değişen, hücre 

zarından köken alarak hücreler arası  boşluğa salınan veziküllerdir (48). 

Mikropartiküllerin işlevi tam olarak anlaşılmamış olsa da, tıpkı diğer ekstraselüler 

veziküller gibi hücreler arası iletişimde görev aldıkları bilinmektedir. Dolayısıyla, 

mikropartiküller içerisinde bulunan mtDNA’nın da, bağışıklık sisteminin bir uyarını 

olarak komşu hücrelerde inflamatuvar yolakları aktive ettiği düşünülmektedir (18). 

Non-alkolik steatohepatit (NASH) hastalarına ait hepatosit hücreleriyle yapılmış olan 

çalışma sonucunda okside haldeki mtDNA’nın, mikropartiküller aracılığıyla hücre 

dışına salındığı ve dolaşımda bulunan endositik yolak ile PMN hücrelerine internalize 

olduğu belirtilmiştir (49). Oksidatif hasar sonrası sitozole salınan mtDNA’nı 

mikropartiküll içerisine alınarak hücreden uzaklaştırılma nedeninin, hücre 

homeostazını koruma amaçlı bir mekanizma olduğu düşünülmektedir. (31, 50). Öte 

yandan, temelde serbest halde bulunan ccf-DNA’nın inflamasyonla ilişkili temel 

yolakları aktive eden pro-inflamatuvar bir faktör olduğu bilinmektedir. 

2.3. ccf-mtDNA ve İnflamasyon İlişkisi 

Gerek serbest halde, gerekse mikropartiküller içinde olsun, ccf-mtDNA doğal 

bağışıklık sistemi tarafından tanınan kuvvetli bir tehlike sinyali olup inflamatuar 

cevabı ayarlamada önemli bir işleve sahiptir. ccf-mtDNA’nın sistemik inflamasyon ve 

mitokondriyal hasar arasındaki bağlantıda merkezi rol üstlenebileceği gösterilmiştir 

(51).  

Bilindiği üzere, doku hasarı sonrasında hücrelerden sızarak dolaşıma katılan ve 

doğal bağışıklık sistemini uyaran moleküller Hasarla İlişkili Moleküler Yapılar 
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[Damage Associated Molecular Patterns (DAMP)] olarak adlandırılmakta ve 

bağışıklık sisteminde görevli Kalıp Tanıma Reseptörleri [Pattern Recognition 

Receptors (PRR)]’ne bağlanarak doğal bağışıklık sistemini aktive edip immün yanıt 

oluşturulmasında rol almaktadırlar (52). Mitokondriden organel dışına çıkan ATP, 

TFAM, N-Formilpeptit, mtDNA gibi mitokondriyal DAMP’lar dolaşım sisteminde 

yer alan çeşitli PRR’ları uyarmaktadır (4). mtDNA, önemli bir DAMP molekülü olup, 

hücre içerisinde ve dışında farklı yolaklar üzerinden immün yanıtın oluşumunda rol 

almaktadır. Bu yolakta görevli başlıca PRR molekülleri; Nucleotide-binding 

oligomerization  domain-Like reseptör (NLR), sitozolik  cyclic GMP-AMP synthase-

stimulator of intereferon  genes (cGAS-STING) ve Toll-like reseptörü (TLR) olmakla 

birlikte, ccf-mtDNA ile ilişkili üzerinde en çok çalışılmış olan yolak TLR9 aracılı 

olandır (53). 

TLR ailesinin bir üyesi olan TLR9; bağışıklık sisteminde görevli dentritik 

hücreler, doğal öldürücü [natural killer (NK)] hücreler, B lenfositi ve makrofajlar 

başta olmak üzere, karaciğer ve akciğer gibi farklı dokulara ait hücrelerde de ifade 

olduğu bilinen bir reseptör grubudur (54). TLR9, dinlenme halindeki hücrede 

endoplazmik retikulumda bulunmakta, viral veya bakteriyal DNA’ya özgül hipometile 

CpG motiflerinin endositoz aracılığıyla hücreye alınmasıyla aktif hale geldiğinde ise, 

lizozomal kompartmana taşınıp ligandına bağlanarak, hücrede immün sistemin 

aktivasyonunu başlatmaktadır (55). ccf-mtDNA, bakteri genomuna benzer olarak 

içerdiği hipometile CpG motifleri ile, TLR9 ile direk interaksiyona girerek immün 

yanıt oluşumunda rol almaktadı(18, 32, 56, 57). ccf-mtDNA, dolaşımdaki lökositler 

içerisine endositoz ile internalize olduktan sonra endolizozomal kompartmanda 

TLR9’a bağlanarak, TLR9- myeloid differentiation primary response protein 88 

(MYD88)- nuclear factor-κB (NF-κB) sinyal yolağını uyarır. Bu yolak, tumour 

necrosis factor (TNF), interleukin (IL)-6, interleukin (IL)-8 ve adhezyon molekülleri 

gibi pro-inflamatuar aracıların üretimini artırarak lökosit farklılaşmasına ve dokuya 

ekstravasyonuna sebep olur ve patolojinin gelişmiş olduğu doku hücrelerinde Pro-

interleukin (IL)-1β aracılı inflamazom oluşumunu tetikler. İnflamazom yapısının 

oluştuğu hücreden salınan IL-1β ise bağışıklık sistemini uyararak, daha fazla sayıda 

lökosit aktivasyonuna sebep olur (Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2. Dolaşıma katılan ccf-mtDNA ve pro-inflamatuar yanıt oluşumundaki rolü 

(18, 58). 

Bunun yanı sıra, hücreden salınan mikropartiküller içindeki ccf-mtDNA’nın da 

dokuda dinlenme halinde bulunan makrofajlardaki TLR9 tarafından tanınarak NFκB 

sinyal yolağı aktivasyonuyla pro-inflamatuvar yanıtı başlattığı gösterilmiştir (18). ccf-

mtDNA’nın TLR9 aracılı pro-inflamatuar cevap aktivasyonu hayvan modellerinde 

yapılan çalışmalarla da desteklenmiştir (34).  

ccf-mtDNA dışında, oksidatif hasar içeren mtDNA’nın sitoplazmaya 

çıkmasının da Nod-like receptor family pyrin domain-containing 3 (NLRP3) 

inflamazomunun oluşumunda anahtar rol üstlendiği belirtilmiştir (59, 60). 

Oligomerize olan NLRP3 inflamazomu, adaptör bir protein olan Apoptosis-asociated 

speck like protein with a CARD (ASC) aracılığı ile kazpaz-1 ile etkileşime girerek  

IL-1β ve IL-18’in kesimini ve salınımını tetikler ve farklı bir yolakla daha inflamatuar 

cevabı aktive eder (Şekil 2.2)(18). Devamında, aktifleşen NLRP3 inflamazomunun 

pozitif geri besleme döngüsü ile daha çok ccf-mtDNA’nın dolaşıma çıkmasına sebep 

olduğu öne sürülmektedir (61).   
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TLR9 ve NLRP3 yolaklarına ek olarak mtDNA’nın aktive ettiği diğer bir yolak 

ise cGAS-STING yolağıdır. Sitozolik DNA sensörü olan cGAS, mitokondriden 

sitoplazmaya çıkmış olan mtDNA fragmanlarının bağlanmasıyla aktive olur ve ikincil 

mesajcı olarak görev yapan cyclic GMP-AMP dinucleotide (cGAMP) sentezini 

katalizleyerek, endoplazmik retikulumda yerleşim gösteren STING’i aktive eder (62). 

Aktif STING, protein kinazlar aracılığı ile transkripsiyon faktörleri olan NF-κB ve 

Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3)’ü aktive eder. Bu sayede, Tip 1 interferon 

(IFN1) ve Interferon-stimulated genes (ISG)’lerin ifadesi artar ve antiviral doğal 

bağışıklık sistemi harekete geçmiş olur (Şekil 2.3)(47).  

 

 

Şekil 2.3. Hasarlı mtDNA ile cGAS-STING yolağının aktivasyonu ve immün cevabın 

oluşumu (58). 

2.4. ccf-mtDNA ve Hastalıklarla İlişkisi 

Mitokondri, hücre içerisinde üstlendiği pek çok anahtar rolün yanı sıra, kendine 

özgül DNA’sı aracılığıyla çeşitli sinyal yolaklarını uyararak hastalıkların patogenezine 

etki etmektedir. ccf-mtDNA gibi dolaşımda serbest halde bulunan DNA’lar, 

hastalıkların erken tanısında doku biyopsilerine nazaran elde edilmesi daha kolay olan 

likit biyopsiler olarak işlev görebilmektedir. Birçok farklı kanser türünde, ccf-

mtDNA’nın minimal invaziv diyagnostik ve prognostik biyobelirteç olma potansiyeli 

ortaya çıkmıştır (61, 63). Buna ek olarak, ccf-mtDNA miktarının kanser dışındaki 

farklı hastalıklarda da kontrol bireylere oranla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde 

değişiklik gösterdiği saptanmıştır (Tablo 2.1). 
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Son yıllarda, ccf-mtDNA’nın inflamasyonla ilişkili birçok farklı hastalık 

grubunda doğal bağışıklık sisteminin agonisti olarak inflamatuar patolojiyi etkilediği 

saptanmıştır. Bu nedenle, organel DNA’sının bir otopatojen olarak işlev gördüğü ve 

bağışıklık sistemininin uyaranı olduğu ileri sürülmektedir (61). Birçok farklı hastalığın 

yanı sıra, enfeksiyonlardan bağımsız olarak yaşlanma sürecinde görülen kronik 

inflamasyon tablosunda da (inflammaging) ccf-mtDNA’nın DAMP olarak işlev 

gördüğü, dolayısı ile yaşlanma sürecinin otoimmün hastalık benzeri bir yolak olarak 

değerlendirilebileceği öne sürülmüştür (51). Gerek otoimmün, gerekse sekonder 

inflamasyon bulgularının saptanmış olduğu birçok farklı hastalık grubunda, ccf-

mtDNA’nın patogeneze etki eden potansiyel bir faktör olup olmadığı halen 

bilinmemektedir. 
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Tablo 2.1. Farklı hastalık gruplarına ait vücut sıvılarından elde edilen örneklerde  

                  ccf-mtDNA miktarındaki değişimler (58). 

 

Hastalık Kategorisi 

 

Hastalık 

 

Analiz Edilen  

Vücut Sıvısı 

 

ccf-mtDNA 

(artış/azalış

) 

Otoimmün 

Hastalıklar 

Romatoid ve İnflamatuar Artrit  Plazma, 

Eklem Sıvısı 

Artış 

Granülomatozis Polianjiitis Serum Artış 

 

 

Kardiyovasküler 

Hastalıklar  

 

Hipertansiyon Plazma Artış 

Ateroskleroz Plazma Artış 

Miyokard İnfarktüsü Plazma Artış 

Koroner Kalp Hastalığı Plazma Artış 

İskemik Kalp Hastalığı Serum Artış 

 

Karaciğer 

Hastalıkları  

Akut Karaciğer Yetmezliği Serum Artış 

Nonalkolik Steatohepatit (NASH) Plazma Artış 

Asetaminofen Dozaşımına Bağlı Olarak 

Gelişen Karaciğer Yetmezliği 

 

Serum 

 

Artış 

 

Travma 

 

Travma Plazma Artış 

Sistemik İnflamatuvar Yanıt Sendromu 

(SIRS) 

Plazma Artış 

Çoklu Organ Yetmezliği Sendromu 

(MODS) 

Plazma Artış 

Enfeksiyon Sepsis Plazma Artış 

 

 

 

 

 

Kanser 

Meme Kanseri Plazma Azalış 

Yumurtalık Kanseri Plazma Artış 

Akciğer Kanseri Plazma Artış 

Testis Kanseri Serum Artış 

Ewing Sarkomu Serum Azalış 

Prostat Kanseri Plazma Artış 

Ürolojik Malignite Serum Artış 

Adenokarsinom Plazma Artış 

Renal Hücreli Karsinom Plazma Artış 

Hepatoselüler Karsinom Serum Azalış 

Nörodejeneratif  

Hastalıklar 

Alzheimer BOS Azalış 

Parkinson BOS Azalış 

Yaşlanma ile İlişkili 

Hastalıklar 

Kronik İnflamasyon Plazma 

 

Artış 

 

 

 

 

Diğer 

 

 

 

Otizm  Serum Artış 

Bipolar Serum Artış 

Hemodiyalize Bağlı Kronik 

İnflamasyon 

Plazma Artış 

Yaralanma  Plazma Artış 

Friedreich Ataksisi Plazma Azalış 

Majör Depresif Bozukluk Plazma Artış 

Egzersiz Plazma Azalış 
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2.5. İnflamasyonla İlişkili Nöromüsküler Hastalıklarda ccf-mtDNA’nın 

Olası İşlevi 

Nöromüsküler hastalıklar, doğrudan veya dolaylı olarak kol, bacak ve gövdeyi 

hareket ettiren iskelet kaslarının işlev ve aktivitesini etkileyen; ilerleyici kas zayıflığı 

ve bazıları erken dönemde ölüm ile karakterize çok geniş sendrom ve hastalıklar 

grubunu içermektedir. Bu gruptaki hastalıkların çoğu nadir genetik hastalıklar olmakla 

beraber; motor nöronu, periferik sinirleri ve sinir-kas kavşağını tutan hastalıklar olacak 

şekilde üç ana sınıfta incelenirler (64). Günümüze kadar tanımlanmış 780 farklı 

nöromüsküler hastalık tipi ve 417 hastalıktan sorumlu gen bilgisi mevcut olmakla 

beraber, tüm nöromüsküler hastalıkların toplu olarak insidansı 1/3000 olarak 

saptanmıştır (65). Söz konusu hastalıkların birçoğu erken yaşta ortaya çıkmakta ve 

yaşa bağlı olarak ilerleme göstermektedir (66). Genetik, çevresel ve immünolojik 

faktörlerin bu hastaların gelişiminde çok önemli bir yeri olduğu bilinmektedir. Bazıları 

direkt otoimmün hastalık grubuna dahil olmakla birlikte, bir çoğunun patogenezinde 

ise immün sistem farklı yolaklar aracılığı ile devreye girmektedir (67). İnflamatuvar 

miyopatiler, distrofiler, metabolik ve ilaca bağlı miyopatiler gibi bu gruba dahil farklı 

hastalık gruplarında da; apoptoz, nekroz ve otofaji mekanizmalarının hasarlı/rejenere 

olan kas liflerinde bir arada gözlendiği saptanmıştır (68). Bunun yanı sıra, 

mitokondriyal sitopatiler dışındaki genetik ve patolojik olarak farklı birçok 

nöromüsküler hastalıkta da ortak bir bulgu olarak mitokondri hasarı gözlenmektedir 

(69). Ancak, nöromüsküler hastalıklara yönelik ortak ve etkin bir tedavi yaklaşımı 

olmamakla birlikte, tedavi seçenekleri çoğunlukla tek gen-tek hedef yaklaşımını 

benimsemekte ve kişiye özgül yenilikçi tedavi seçeneklerinin önünü açacak klinik 

öncesi çalışmalar sadece bazı hastalıklar için bulunmaktadır. Bu amaçla son yıllarda 

özellikle farklı genetik ve çevresel temelleri bulunan bu tür hastalık gruplarında ortak 

tedaviye yön verebilecek mekanizmaları ortaya çıkarabilme potansiyeli olan 

çalışmalar (commonality approach) artış göstermiştir. 

Son yıllarda ccf-mtDNA’nın, çeşitli hastalık gruplarında doğal bağışıklık 

sisteminin agonisti olarak inflamatuar patolojiyi etkilediği saptanmıştır. Yapılmış olan 

araştırmalar, translasyonel bir yaklaşımla, ccf-mtDNA aracılı inflamasyonun alternatif 

ve birçok farklı hastalık için ortak bir tedavi hedefi olabileceğini ortaya çıkarmıştır 

(61). Ancak günümüze kadar inflamasyonla ilişkili farklı nöromüsküler hastalık 
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gruplarında dolaşımdaki (serum/plazma) mtDNA’nın varlığını, miktarını ve 

inflamasyon mekanizmasındaki olası işlevini araştırmaya yönelik bir çalışma 

yapılmamıştır. 

Bu amaçla tez çalışmasında; (1) otoimmün nöromüsküler hastalıklarda, (2) 

sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularının saptandığı kalıtsal 

nöromüsküler hastalıklarda, (3) kas dokusunda inflamasyon gözlenmeyen kalıtsal 

nöromüsküler hastalıklarda, serum ya da plazmadaki ccf-mtDNA miktarlarının gerçek 

zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) ile absolut (mutlak) 

kantitasyonun yapılması ve sonuçların sağlıklı kontrol örnekler ile karşılaştırmalı 

olarak analiz edilmesi amaçlanmıştır. 

Bu amaca yönelik olarak tez çalışması kapsamında analiz edilen nöromüsküler 

hastalık grupları şu şekildedir; 

Myastenia Gravis (MG) (OMIM: 254200): Otoimmün nöromüsküler 

hastalıklar periferik sinirlerin, sinir-kas bileşkesinin veya doğrudan kasın etkilendiği 

hastalıklardır. Bu hastalıkların gelişiminde temel olarak bağışıklık sisteminde görevli 

T ve B lenfositlerin vücudun kendi yapılarını tanımadaki toleransını kaybetmesi ve bu 

yapılara karşı immün yanıt oluşturmasından kaynaklanmaktadır. Kronik otoimmün 

nöromüsküler hastalıklar grupları arasında patomekanizması en iyi bilinenlerden olan 

ve nadir hastalık grubunda yer alan MG’nin insidansı 30/1.000.000 olmakla birlikte, 

bu oran çocukluk ve adolesan dönemde 1-5/1.000.000 civarında gözlemlenmektedir 

(70). Kas güçsüzlüğü genellikle göz ve bulber kaslarda ve kol bacak kaslarımızın 

vücuda yakın proksimal kaslarındadır. Myasthenia Gravis hastalığının en ciddi 

semptomu solunum güçlüğüdür. MG hastalarının %87’inde postsinaptik bölgede 

bulunan Asetilkolin Reseptörü (AchR)’ne karşı otoantikor üretilmektedir (71).  Bu 

antikora ek olarak MG hastalarında Kasa Spesifik Tirozin Kinaz (MusK)’a ve 

Lipoprotein Reseptör İlişkili Protein 4 (Lrp4)’e karşı otoantikorlar üretildiği de 

belirtilmektedir (72, 73). Erken veya geç yaşta ortaya çıkan MG’de yaygın olarak timik 

abnormaliteler, foliküler hiperplazi ve timoma görülür (74).  

Fasioskapulohumeral Kas Distrofisi (FSHD) (OMIM: 158900, 158901): 

FSHD, otozomal dominant kalıtım gösteren ve prevelansı 1-9/100.000 olan nadir bir 

kas distrofisidir (75).Yüz, skapular, omuz, bacak, kalça kuşağı kaslarının yavaş 

ilerleyen güçsüzlüğüyle karakterize olmakla birlikte, FSHD’nin klinik olarak 
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birbirinden ayırt edilemeyen iki türü bulunmaktadır. Hastalığın en sık görülen tipi olan 

FSHD1, 4q35 bölgesinde bulunan D4Z4 tekrarlarındaki delesyonlar sonucunda 

oluşmakta, FSHD2 ise 18p11.32 kromozom bölgesinde yerleşim gösteren Structural 

maintenance of chromosomes flexible hinge domain containing 1 (SMCHD1) 

genindeki mutasyonlara bağlı olarak ortaya çıkmaktadır. FSHD1’de, D4Z4 tekrar 

bölgesindeki kısalmalar normalde hipermetile olan bölgenin hipometile olmasına ve 

buna bağlı olarak Double homeobox protein 4 (DUX4) geninin ifade artışına neden 

olmaktadır. SMCHD1 geninin ise, FSHD1’i modifiye edici bir faktör olduğu 

düşünülmektedir. FSHD2’de gözlenen SMCHD1 mutasyonları dolaylı olarak 

kromozom 4 ve 10 hipometilasyonu ile, FSHD1’deki gibi toksik DUX4 ifade artışına 

neden olur. DUX4 ifade artışı, her iki durumda da pro-apoptotik proteinlerin 

üretilmesine sebep olur ve kas hücrelerini ölüme sürükler (76-78). Kas dokusunda 

meydana gelen inflamasyon ortak bir histopatolojik özellik olarak FSHD hastalığında 

yer almaktadır.  

FSHD hastalarına ait kas biyopsiyelerinde yapılan histopatolojik analizler 

sonucunda, inflamatuvar mononükleer hücrelerin (T hücreleri, B hücreleri, NK 

hücreleri ve makrofajlar) fazla sayıda olduğu ve bu artışa parallel olarak nekrotik kas 

fibrillerinin arttığı belirlenmiştir (79).  

Disferlinopati (Limb-Girdle Kas Distrofisi tip 2B/ LGMD2B) (OMIM: 

253601): Kas distrofilerinin heterojen bir grubu olan otozomal resesif kalıtımlı Limb-

girdle (LGMD2) kas distrofileri genetik ve patofizyolojik olarak heterojen bir hastalık 

grubu olup, pelvik ve omuz kuşağındaki proksimal kaslarda simetrik olarak ilerleyen 

kas güçsüzlüğü ve yüksek düzeyde serum-kreatin kinaz (CK) düzeyi ile karakterize, 

çocukluk ve erişkin yaş grubunda görülen hastalıklardır. LGMD2B, LGMD2’ler 

arasında en yaygın görülen tiplerden biri olmakla birlikte, prevelansı 1-9/1.000.000’dir 

(75). Disferlin proteinini kodlayan DYSF geninde meydana gelen mutasyonlar 

sonucunda oluşur.  Yüksek miktarda kas dokusunda ifade olduğu bilinen, aynı 

zamanda makrofaj ve endotel gibi farklı hücre tiplerinde bulunan disferlin; veziküler 

trafikte, sarlolemmal hasarın tamirinde ve Ca+2 homeostazında görev olarak, kas 

bütünlüğü ve fonksiyonunun korunmasına önemli işlevlere sahip bir proteindir (80, 

81). 
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Hastalara ait kas biyopsilerinde yapılan histopatolojik analizler sonucunda, 

sıklıkla nekrotik lifler ve T lenfosit ağırlıklı inflamasyon bulguları saptanmıştır (82-

84). Ayrıca, LGMD2B’nin patomekanizmasında membran tamir mekanizması hasarı 

olduğundan, hücre dışına çıkan DAMP moleküllerinin bölgede inflamasyonu 

tetikleyerek bağışıklık sistemini uyarma potansiyeli olduğu düşünülmüştür (85, 86). 

Spinal Müsküler Atrofi (SMA) (OMIM: 253300, 253550, 253400, 271150): 

Spinal Müsküler Atrofi (SMA), omurilikte bulunan alfa motor nöronların 

dejenerasyonu ve ilerleyici kas atrofisinin gözlenlendiği otozomal resesif kalıtılan 

nadir bir nöromüsküler hastalıktır. Prevelansı 1-9/100.000 olan bu hastalığın şiddetinin 

azalması ile sayının arttığı farklı alt tipleri bulunmaktadır (SMA TipI, TipII, TipIII, 

TipIV). SMA hastalığının patogenezinde Survival motor neuron 1 (SMN1) geninde 

meydana gelen mutasyonlar rol oynamaktadır. Hastaların  %96'sında SMN1 geninde 

ekzon 7 ve 8'de homozigot delesyon bulunurken %4'ünde birleşik heterozigot 

mutasyonları bulunmakta ve sadece ekzon 7 delesyonu taşıyan hastalar da 

bulunmaktadır (87). SMN1’e ek olarak insan genomunda SMN proteini kodlayan diğer 

bir gen ise SMN2’dir. Bu iki gen %99 oranında homoloji göstermekle birlikte, iki geni 

birinden ayıran en önemli farklılık, 7. ekzonunun 6. pozisyonundaki sitozinin 

nükleotitinin timine (C>T) dönüşümüdür. Bu transisyon sonucunda SMN2 geninde 

Ekzonik Splicing Silencer (ESS) dizisi oluşmakta ve ekzon 7 içermeyen ve stabil 

olmayan SMN proteini üretilmektedir (88). Üretilen proteinlerin %10’u işlevsel 

olmakla birlikte bu durum hastalığı önlemek için yeterli değildir. SMN2 kopyası 

sayısına bağlı olarak üretilen işlevsel SMN protein miktarının artması hastalığın 

seyrini hafifleterek fenotipe etki etmektedir (89, 90). 

Farklı kalıtsal nöromüsküler hastalıkların aksine, SMA hastalarına it iskelet 

kasında inflamasyon bulguları gözlenmemektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar 

hastalığın patogenezinde rol alan motor nöron hücre kayıplarına ek olarak; karaciğer, 

dalak, timus gibi periferik dokularda meydana gelen işlev kayıplarının hastalığın 

patogenezine olan etkisi üzerine yoğunlaşmaktadır. SMA fare modellerinde yapılan 

çeşitli çalışmalar SMA hastalığında sistemik inflamasyon varlığını kanıtlamıştır. Bu 

inflamatuvar tablonun merkezi sinir sisteminde yer alan hücreleri etkileyerek 

nöroinflamasyonda da rol oynabileceği belirtilmektedir (91, 92).  
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3. BİREYLER VE YÖNTEM 

3.1. Bireyler 

Tez çalışması kapsamında belirlenen çalışma grupları, Hacettepe Üniversitesi 

Tıp Fakütesi Nöroloji Anabilim Dalı’na başvuran, klinik ve laboratuvar bulguları 

doğrultusunda nöromüsküler hastalık tanısı konmuş 19 hasta ve 6 sağlıklı kontrol 

bireyden oluşmaktadır. Tez kapsamında yapılacak çalışmalar için, Hacettepe 

Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu onayı (Tarih: 

21.6.18 Karar No: GO 18/598-22) alınmış olup (Bkz.  EK-1), çalışmamıza katılan 

bireylere ‘Biyobanka Onam Formu’ imzalattırılmıştır.  Çalışma gruplarını oluşturan 

hastalık tipleri ve çalışmamız kapsamında toplanan örnekler aşağıda belirtilmiş olup, 

hasta ve sağlıklı kontrollere ait klinik ve laboratuvar bulguları Tablo 3.1’de verilmiştir. 

Grup 1- Otoimmün nöromüsküler hastalıklar: Bu gruba Myastenia Gravis 

tanısı almış olan 6 hasta dahil edilmiştir.  

Grup 2- Sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularının 

saptandığı kalıtsal nöromüsküler hastalıklar: Fasyoskapulohumeral Kas Distrofisi 

(FSHD) tanısı almış 3  ve Disferlinopati (LGMD-2B) tanısı almış 3 hasta olacak 

şekilde toplam 6 hasta bu grup kapsamında analiz edilmiştir. 

Grup 3- Kas dokusunda inflamasyon gözlenmeyen kalıtsal nöromüsküler 

hastalıklar: Spinal Müsküler Atrofi (SMA) tip III tanısı almış olan 7 hasta tez 

çalışmamıza dahil edilmiştir. 

Grup 4- Sağlıklı kontrol bireyler: Herhangi bir inflamasyon bulgusunun 

olmadığı, son iki aydır enfeksiyon geçirmediği bilinen benzer yaş gruplarındaki 6 birey 

tez çalışmasına dahil edilmiştir. 
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Tablo 3.1. Tez çalışması kapsamında oluşturulan çalışma grupları ve hastalara ait 

klinik/laboratuvar bulguları  

ÇALIŞMA 

GRUBU 1  

Hasta 

No 

Cinsiyet Yaş Tanı 

Yaşı 

MGFA Skoru* Antikor 

tipi 

Ivig**+ 

Ek Tedavi 

 

 

Myastenia  

Gravis (MG) 

MG1 K 42 41 IIIB Musk Plazmaferez 

MG2 E 33 32 IIA AchR - 

MG3 K 38 32 V AchR Plazmaferez 

MG4 K 36 11 IIIA AchR - 

MG5 E 35 23 IIIA AchR - 

MG6 E 71 55 IIIB AchR Metformin 

  * Myasthenia Gravis Foundation of America skoru 

  **İntravenöz imünoglobilin 
 

 

ÇALIŞMA 

GRUBU 3  

Hasta 

No 
Cinsiyet Yaş 

Tanı 

Yaşı 

 

HFMS

skoru* 

SMA 

Tip 

SMN1 

Genotipi 

(e7/e8) ** 

SMN2  

Kopya 

Sayısı 

Tedavi 

 

 

Spinal 

Müsküler  

Atrofi 

(SMA) 

SMA1 K 27 2 20 III -/- 3 SMN2 - 

SMA2 K 28 8 4 III -/+ 3 SMN2 - 

SMA3 E 34 11 46 III -/+ 4 SMN2 - 

SMA4 E 39 3 51 III -/- 4 SMN2 - 

SMA5 E 20 3 16 III -/- 3 SMN2 - 

SMA6 K 59 11 44 III -/+ 3 SMN2 - 

 SMA7 E 38 5 57 III -/- 3 SMN2 - 

  * Hammersmith Fonksiyonel Motor Skalası Skoru 

  ** (-) ve (+) SMN1 genotipinde ekson 7 ve 8’de delesyon olma ve olmama durumlarını ifade eder. 

 

ÇALIŞMA  

GRUBU 4 

Kontrol No Cinsiyet Yaş Tedavi 

 

 

Sağlıklı  

Kontroller   

K1 E 26 - 

K2 K 29 - 

K3 K 31 - 

K4 E 24 - 

K5 K 40 - 

K6 K 35 - 

  

ÇALIŞMA GRUBU 2 Hasta No Cinsiyet Yaş Tanı 

Yaşı 

Ambulasyon 

durumu 

Tedavi 

 

Fasiyoskapulohumeral   

Kas Distrofisi (FSHD) 

FSHD1 E 31 25 Ambule - 

FSHD2 E 16 16 Ambule - 

FSHD3 E 58 47 Ambule - 

 

Disferlinopati 

(LGMD2B) 

LGMD2B-1 K 23 11 Non-Ambule - 

LGMD2B-2 K 38 20 Ambule - 

LGMD2B-3 K 35 8 Non-ambule - 
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3.2. Çalışmalarda Kullanılan Kimyasal Malzeme, Solüsyon ve Cihazlar 

3.2.1. Periferik Kandan Plazma/Serum İzolasyonu 

 EDTA’lı Tüp (10 ml/BD Vacutainer) 

 Kırmızı kapaklı serum izolasyon tüpü (10 ml/BD Vacutainer) 

 Soğutmalı Santrifüj (BOECO U320/R) 

3.2.2. Plazma/Serum Örneklerinden ccf-DNA İzolasyonu 

 QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit/Human Plasma and Serum (QIAGEN): 

Kit içerisinde; guanidin tiyosiyanat içeren ACL lizis tamponu, ACB nükleik asit 

bağlama tamponu, guanidin hidroklorür içeren ACW1 ve ACW2 yıkama 

tamponları, AVE elüsyon tamponu ve Proteinaz K ile nükleik asitlerin 

membrana bağlanmasını güçlendiren Carrier RNA bulunmaktadır. 

 QIAamp DNA Blood Mini (QIAGEN): Kit içerisinde; guanidin hidroklorür 

içeren AL lizis tamponu, guanidin hidroklorür içeren AW1 yıkama tamponu, 

AW2 yıkama tamponu, AE elüsyon tamponu ve Proteaz yer almaktadır. 

 Soğutmalı Santrifüj (BOECO U320/R) 

 QIAvac 24 Plus Vacuum Manifold with the QIAvac Connecting System 

(QIAGEN) 

 Hibridizasyon Fırını (Amersham Life Sciences) 

3.2.3. ccf-DNA Konsantrasyon Ölçümü 

 Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Scientific): Bu kit içerisinde; Qubit 

dsDNA HS reaksiyon solüsyonu ve Qubit dsDNA HS dilüsyon tamponu, Qubit 

dsDNA HS Standart 1 (0 ng/µL) ve Standart 2 (10 ng/µL) bulunmaktadır. 

 Qubit Assay tüpleri (Thermo Fisher)  

 Qubit 2.0 Florometre (Invitrogen) 

3.2.4. İnsan mtDNA’sı ile Dış Standart Örneklerin Hazırlanması 

 Human Mitochondrial Standard Reference Material® 2392-I (NIST/USA) 
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 Konvansiyonel Polimeraz Zincir Raksiyonu (PZR) ile mtDNA’nın 

amplifikasyonu:  

10X Buffer (NH4)2SO4 (Thermo Fisher)  

25mM MgCl2 (Thermo Fisher)  

Deoksiribonükleotid trifosfat (dNTP) (Jena Biosysystem): 2,5 mM 

dATP, 2,5 mM dCTP, 2,5 mM dGTP, 2,5 mM dTTP 

mtDNA amplifikasyonu için primer dizileri (Oligomer): Mitokondriyal 

genomda 317-381. bazlar arasındaki 64 bç’lik D-loop bölgesini 

amplifiye etmektedir. 

Mito-F: 5’-CTTCTGGCCACAGCACTTAAAC-3’  

Mito-R: 5’-GCTGGTGTTAGGGTTCTTTGTTTT-3’ 

Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher) 

Distile Su 

 PCR pürifikasyon kiti (Nucleospin Extract II, Macherey-Nagel): Kit içerisinde; 

guanidin tiyosiyanat içeren NTI bağlama tamponu, NT3 yıkama tamponu ve NE 

elüsyon tamponu yer almaktadır. 

 SimpliAmpTM Thermal Cycler (Applied Biosystems) 

 Vorteks (V1 Plus, Biosan) 

 Mini santrifüj (Multi Spin, Biosan) 

 Soğutmalı Santrifüj (BOECO U320/R) 

 Nanodrop 1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific) 

3.2.5. Gerçek Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-

qPCR) ile ccf-mtDNA’nın Absolut (Mutlak) Kantitasyonu 

 SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix (Sigma)  

 25mM MgCl2 (Sigma) 

 Strip Tubes and Caps 250 (0.1 ml/QIAGEN) 

 Rotor-Gene 6000™ (Corbett Research) 

 Vorteks (V1 Plus, Biosan) 

 Mini santrifüj (Multi Spin, Biosan) 
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3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi 

Agaroz (Sigma)   : Moleküler biyoloji kullanımı saflığında 

Tris-asetat tamponu (TAE) (pH 8.0)  : Tris baz (Merck)    2 M 

  Glasiyal asetik asit (Merck)  1,14 ml 

              Na2EDTA (Merck)    0,5 M 

Yükleme tamponu    : Gliserol (Merck)    5,5 ml 

              1X TAE tamponu (Merck)   4,5 ml 

  Orange G boya (Merck)   0,01 g 

Etidyum bromür (Sigma)  : 10 mg/ml (w/v) distile su 

Moleküler ağırlık belirleyicisi  : Gene Ruler 50 bp DNA Ladder (Fermentas) 

3.3. Yöntemler 

Tez çalışması kapsamında dolaşımdaki ccf-DNA’yı en yüksek miktarda ve en 

etkin şekilde izole edebilmek amacıyla, hasta örneklerinin toplanması öncesinde 

optimizasyon çalışmaları yapılmıştır. Bu kapsamda, iki kontrol bireyde hem serum 

hem de plazma izolasyonu yapılmış ve örneklerden farklı kit ve tekniklerle ccf-DNA 

izolasyonu denenerek, elde edilen ccf-DNA miktarları karşılaştırılmıştır. En uygun 

protokol belirlendikten sonra, tüm çalışma gruplarında aynı yöntemle ccf-DNA 

izolasyon tekniği uygulanmış ve örneklerdeki ccf-mtDNA miktarları RT-PZR ile 

absolut kantitasyonun yardımıyla kontrol örnekler ile karşılaştırılmıştır. 

3.3.1. Periferik Kandan Plazma/Serum İzolasyonu 

Plazma izolasyonu 

 EDTA’lı tüpe alınan 10 ml kan 1900xg’de, 10 dk 4°C’de santrifüj edilmiş ve 

üst fazda yer alan plazma 15 ml’lik falkon tüpüne aktarılmıştır.  

 Pipet yardımıyla toplanan plazma (4-5 ml) 1,5 ml’lik ependorf tüplerine 1’er 

ml olacak şekilde dağıtılmıştır. 

 Hazırlanan plazma örnekleri eritrositlerden tamamen kurtulmak amacıyla 

16.000xg’de, 10 dk 4 °C’de tekrar santrifüj edilmiştir.  

 ccf-DNA izolasyon kitlerinin uygun gördüğü miktardaki plazma (QIAamp 

Circulating Nucleic Acid kit için 2ml, QIAamp DNA Blood Mini kit için 400 
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µl) bekletilmeden ccf-DNA izolasyonu yapmak amacıyla ayrılmış, geriye 

kalan örnek 500µl’lik hacimlerde kryotüplere alikotlanarak -80°C’deki derin 

dondurucularda saklanmıştır. 

Serum izolasyonu  

 10 ml kan kırmızı kapaklı serum izolasyon tüpüne alındı ve oda sıcaklığında 

45 dk bekletildi. 

 2.000xg’de 10 dk 4°C'de santrifüj yapıldı. 

 Santrifüj sonrası üst fazda eritrosit gözlendiği durumda, üst faz ayrı bir 15'lik 

falkona alınarak tekrar aynı şartlarda santrifüj uygulandı. 

 ccf-DNA izolasyon kitlerinin uygun gördüğü miktardaki serum (QIAamp 

Circulating Nucleic Acid kit için 2ml, QIAamp DNA Blood Mini kit için 400 

µl) bekletilmeden ccf-DNA izolasyonu yapmak amacıyla ayrılmış, geriye 

kalan örnek 500µl’lik hacimlerde kryotüplere alikotlanarak -80°C’deki derin 

dondurucularda saklanmıştır. 

3.3.2. Plazma/serum örneklerinden ccf-DNA İzolasyonu 

Plazma ve serum örneklerinden ccf-DNA izolasyonu için iki farklı kitten 

yararlanılmıştır.  

QIAamp Circulating Nucleic Acid kit: İzolasyon için 2 ml plazma/serum kullanıldı. 

 İzolasyonda kullanılacak olan Proteinaz K, silika membran bazlı spin kolon ve 

carrier RNA (cRNA) oda sıcaklığına getirildi. İzolasyon sırasında RNAse Free 

malzemeler ve DEPC’li pipet uçları kullanıldı. 

 2 ml’lik plazma/serum örneği için 15 ml’lik falkon tüpü içerisine 1,8 ml ACL 

lizis tamponu ve 5,6 µl cRNA eklendi ve kısa süre vortekslendi. Karışım daha 

sonra kullanılmak amacıyla bekletildi. 

 Ayrı bir 50 ml’lik falkon tüpü içerisine sırasıyla 200 µl Proteinaz K, 2 ml 

plazma/serum örneği ve hazırlanan ACL tamponu-cRNA karışımından 1,6 ml 

eklenerek 30 sn süreyle vortekslendi. 

 Hazırlanan karışım 60°C’de 30 dk inkübe edildi. 
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 ccf-DNA’nın silika bazlı membrana bağlanmasını sağlamak için inkübasyonu 

tamamlanan karışımın üzerine 3,6 ml ACB tamponu eklenerek 15-30 sn süreyle 

vortekslendi. 

 Karışım buz üzerinde 5 dk bekletildi. 

 İnkübasyon sırasında vakum sistemi (QIAvac 24 Plus with the QIAvac 

Connecting System) hazırlandı. Vakum sistemi üzerine Vacconnector takıldı. 

Vacconector üzerine kit içerisindeki kolon yerleştirildi, kolonun ağzı açılarak 

20ml’lik tube extender kolona sıkıca takıldı. 

 İnkübasyonu tamamlanan karışım, tube extender’a aktarıldı. Vakum sistemi 

çalıştırıldı ve tüm karışım kolondan geçince tube extender dikkatlice çıkarıldı. 

 Kolon üzerine 600 µl ACW1 yıkama tamponu eklendi. Kolonun kapağı açık 

halde vakum sistemi çalıştırıldı ve tüm tamponun kolondan geçmesi sağlandı. 

 Kolon üzerine 750 µl ACW2 yıkama tamponu eklendi ve vakum sistemi 

yardımıyla aynı şekilde kolondan geçirildi. 

 Kolon üzerine 750 µl EtOH (%96-100) eklendi ve vakum sistemi yardımıyla 

kolondan geçirildi. 

 Kolonun kapağı kapatılarak 2 ml’lik ependorf tüpü içerisine alındı. 20.000xg 

(14.000 rpm)’ de oda sıcaklığında 3,5 dk santrifüj edildi.  

 Kolon yeni 1,5 ml’lik ependorf tüpüne aktarıldı ve membranın kurutulması için 

ağzı açık olacak şekilde 56°C’de 10 dk inkübe edildi. 

 İnkübasyon sonrası kolon 1,5 ml’lik elüsyon tüpüne aktarıldı. Kolonun 

içindeki membranın üzerine 30 µl AVE tamponu eklendi ve ağzı kapalı şekilde 

5 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

 Ağzı kapatılan kolon 20.000xg (14.000 rpm)’de oda sıcaklığında 1,5 dk 

santrifüj edilerek membrana bağlanmış olan ccf-DNA elüsyon tüpü içerisinde 

toplandı. 

QIAamp DNA Blood Mini kit: İzolasyon için 400 µl plazma/serum kullanıldı. 

 İzolasyonda kullanılacak Proteaz K, slika membran bazlı spin kolon oda 

sıcaklığına getirildi. Kit içerisinde yer alan tamponlar vortekslendi. 

 1,5 ml’lik ependorf tüp içerisine 40 µl Proteaz K aktarıldı. Üzerine 400 µl 

plazma/serum örneği eklendi ve 3-5 sn vortekslendi. 

 Karışım üzerine 400 µl AL lizis tamponu eklendi ve 15 sn vortekslendi. 
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 Karışım daha sonra hibridizasyon fırında 56°C’de 10 dk inkübe edildi. 

 İnkübasyonu tamamlanan karışım üzerine 400 µl EtOH eklendi ve 15sn 

vortekslendi. 

 Kolon ependorf tüpü içerisine yerleştirildi. EtOH’lı karışım kolona aktarıldı. 

Kolonun kapağı kapatılarak 6000xg (8000 rpm)’de oda sıcaklığında 1,5 dk 

santrifüj edildi.  

 Kolon yeni ependorf tüpüne aktarıldı. Kolon üzerine 500 µl AW1 yıkama 

tamponu eklendi ve 6000xg (8000 rpm)’de oda sıcaklığında 1,5 dk santrifüj 

edildi. 

 Kolon tekrar yeni ependorf tüpüne aktarıldı. Üzerine 500 µl AW2 yıkama 

tamponu eklendi ve 20.000xg (14.000 rpm)’de oda sıcaklığında 3,5 dk santrifüj 

edildi. 

 Membranın kurutulması amacıyla, kolon boş bir şekilde aynı şartlarda 1,5 dk 

santrifüj edildi. 

 Kolon yeni bir ependorf tüpüne aktarıldı. Üzerine daha önce 65°C’de 10 dk 

ısıtılmış olan 200 µl AE tamponundan 50 µl eklendi ve oda sıcaklığında 5 dk 

inkübe edildi. 

 6000xg (8000 rpm)’de oda sıcaklığında 1,5 dk santrifüj edilerek kolonda 

bulunan ccf-DNA ependorf tüp içerisine toplandı. 

3.3.3. ccf-DNA Konsantrasyonunun Florometrik Ölçümü 

Örneklerdeki ccf-DNA konsantrasyonu Qubit dsDNA Assay Kit yardımıyla 

Qubit 2.0 Florometre cihazında ölçülmüştür. Bu cihaz, konsantrasyon ölçümü için çift 

zincirli DNA’ya bağlanma özelliğine sahip floresan boya kullanır. Boya çift zincirli 

DNA’ya bağladığında floresan ışıma yayar. Elde edilen ışıma miktarının örnekte 

bulunan DNA konsantrasyonu ile doğru orantılı olması temeline dayanılarak DNA 

örneklerinin konsantrasyonu hesaplanır. 

 Kit içerisinde bulunan Qubit dsDNA HS reaksiyon solüsyonu 1:200 oranında 

Qubit dsDNA HS dilüsyon tamponu ile seyreltilerek çalışma çözeltisi 

hazırlandı. 

 Kalibrasyon eğrisi çizimi için, kit içerisinde yer alan Standart 1 (0 ng/µL) ve 

Standart 2 (10 ng/µL) örneklerinden yararlanıldı. Her bir standart ayrı bir Qubit 
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Assay tüpte; 10 µl standart örneği ve 190 µl çalışma çözeltisi olacak şekilde 

hazırlanıp 2-3 sn süre ile vortekslendi. 

 Örnekler için Qubit Assay tüpte toplam hacim 200 µl olacak şekilde; 2 µl ccf-

DNA, 198 µl çalışma çözeltisi ile karıştırılırak 2-3 sn vortexlendi. 

 Örnekler ve standartlar oda sıcaklığında 2 dk inkübe edildi. 

 Qubit 2.0 florometre cihazında dsDNA High Sensitivity Assay ile ölçüm 

yapıldı. Standartların ölçümü ile çizilen kalibrasyon eğrisi yardımıyla, hasta ve 

kontrol bireylere ait izole edilmiş ccf-DNA’ların miktarı, dilüsyon faktörü ile 

çarpılarak hesaplandı. 

3.3.4. Kalibrasyon Eğrisi Çizimi için İnsan mtDNA’sı ile Dış Standart 

Örneklerin Hazırlanması  

RT-qPZR deneyleri için gerekli olan kalibrasyon eğrisi çizimi için, miktarı 

bilinen sertifikalı insan mitokondri DNA’sı (Human Mitochondrial Standard 

Reference Material® 2392-I) kullanıldı. Hedeflenen mtDNA bölgesi PZR yardımıyla 

amplifiye edildi ve pürifiye edilen mtDNA fragmanı standart örneklerin hazırlanması 

amacıyla kullanıldı. 

Konvansiyonel PZR ile hedef bölgenin amplifikasyonu  

PZR deneyi; 1x(NH4)2 SO4 tamponu, 1,5 mM MgCl2, 0,1 mM dNTP, 0,4 μM 

primer çiftleri, 0,03 U Taq DNA Polimeraz ve 1,4 ng mtDNA olacak şekilde 

total hacim 50 μl’de yapıldı. PZR reaksiyonu ise; 94ᵒC'de 30 sn, 55ᵒC'de 45 sn ve 72 

ᵒC'de 45 sn süre ile 35 döngü şeklinde SimpliAmpTM Thermal Cycler cihazında 

gerçekleştirildi. 

PZR Ürünlerinin Pürifikasyonu 

Dış standartların hazırlanması amacıyla insan mtDNA’sından amplifiye edilen 

PZR ürünü Nucleospin Extract II kiti ile pürifiye edildi 

 DNA’nın silika bazlı membrana bağlanmasını sağlamak için kit içerisinde yer 

alan NT tamponu, 1:2 oranında PZR ürünü üzerine eklendi ve vortekslendi. 
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 Örnek karışımı ependorf tüpü içerisine yerleştirilen kolona aktarılarak 

11.000xg’de oda sıcaklığında 1 dk santrifüj edildi ve mtDNA’nın kolon 

membranına bağlanması sağlandı.  

 Yeni ependorf tüpü içerisine aktarılan kolon, iki aşamalı olacak şekilde NT3 

yıkama tamponu ile 11.000xg’de oda sıcaklığında 1,5 dk santrifüj edilerek 

yıkandı ve tekrar ependorf tüpü içerisine alındı. 

 Memranın kurutulması amacıyla kolon boş bir şekilde 11.000xg’de oda 

sıcaklığında 2,5 dk santrifüj edildi. 

 Kolon yeni bir ependorf tüpüne aktarıldı ve üzerine 70°C’ de ısıtılmış olan 30 

µl NE elüsyon tamponu eklendi ve oda sıcaklığında 5 dk inkübe edildi. 

 11.000xg ’de oda sıcaklığında 1,5 dk santrifüj edilerek membrana bağlanmış 

olan mtDNA elüsyon tüpü içerisinde toplandı. 

 Elde edilen mtDNA’nın konsantrasyonu Nanodrop 1000 Spektrofotometre  ile 

ölçüldü. 

Dış Standart Örneklerin Hazırlanması 

PZR amplifikasyonu sonrası pürifiye edilen insan mtDNA’sı (25 ng/µl) 

yardımıyla aralarında dilüsyon farkı bulunan 10 dış standart örneği hazırlandı (Tablo 

3.2). Her bir standart örneğin içerisinde yer alan mtDNA kopya sayısı ise aşağıda 

belirtilen formüle göre hesaplandı (93). 

 

Tablo 3.2. RT-qPZR deneylerinde kullanılan dış standartların miktarları ve 

içerdikleri mtDNA kopya sayısı 
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3.3.5. RT-qPZR ile Plazma Örneklerinde Bulunan ccf-mtDNA 

Miktarının Absolüt Kantitasyonu 

Absolüt kantitasyon yöntemi bir örneğin miktarını (kopyası sayısı, 

konstanrasyon) kesin olarak belirlemek için kullanılır. Bunun için, miktarı bilinen bir 

örnekten seri dilüsyonlar oluşturularak standart örnekler hazırlanır. Miktarı 

belirlenecek örnek ile standartlar aynı reaksiyon içerisine dahil edilerek, hedeflenen 

bölge RT-qPZR ile çoğaltılır. Reaksiyon sonunda standartlar yardımıyla çizilen 

kalibrasyon eğrisinden faydalanılarak örneğin miktarı kesin olarak saptanır. Tez 

çalışmasında, plazma örneklerinde bulunan total ccf-DNA içerisindeki yalnızca 

mtDNA’yı amplifiye edecek özgül primerler kullanılarak RT-qPZR reaksiyonu 

gerçekleştirilmiş ve hasta gruplarına ait örneklerdeki bilinmeyen ccf-mtDNA 

miktarları, çizilen kalibrasyon eğrisi yardımıyla kontrol örnekler ile karşılaştırmalı 

olarak analiz edilmiştir. 

RT-qPZR reaksiyonu  

 Çalışmamızda RT-qPZR deneyleri, 0,1 ml’lik PZR tüplerinde (Strip Tubes and 

Caps 250) Tablo 3.3’de belirtilen reaksiyon içeriği ve Tablo 3.4’de verilmiş 

olan koşullarda Rotor-Gene 6000™ PZR cihazında gerçekleştirildi. 

 Tüm örnekler üçlü tekrarlar şeklinde amplifiye edildi. 

 Tez çalışması kapsamında hazırlanan ve mtDNA kopya sayıları bilinen dış 

standart örneklerin ortalama Ct değerleri kullanılarak kalibrasyon eğrisi çizildi. 

Çalışma gruplarında yer alan hasta ve kontrol bireylere ait ccf-mtDNA kopya 

sayıları çizilen kalibrasyon eğrisi yardımıyla RotorGene 6000 Series Software 

1.7 Build 87 yazılımı ile hesaplandı. 
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Tablo 3.3. RT-qPZR bileşenleri (Bir reaksiyon için) 

 RT-PCR bileşenleri Hacim 

SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix (100 rxn) 5 μl 

MgCl2 (25 mM) 1,2 μl 

Primer F (Mito F/ 10 μM) 0,3 μl 

Primer R (Mito R/ 10 μM) 0,3 μl 

ccf-DNA 2 μl 

dH2O 1,5 μl 

Toplam 10 μl  

Tablo 3.4. RT-qPZR reaksiyon koşulları  

Sıcaklık  Süre  Döngü Sayısı 

94°C 
2 dk   1 

94°C 
15 sn   

  30 
60 °C 

15 sn 

 

3.3.6. Verilerin Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analiz 

Tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar Graphpad Prism 5.0 yazılımı 

kullanılarak istatistiksel açıdan analiz edildi. Gruplar arasında ccf-mtDNA kopya 

sayısındaki kat değişimi analizi, Mann Whitney U testi kullanılarak yapıldı ve p değeri 

0,05 altında kalan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

Tez çalışması kapsamında; (1) otoimmün nöromüsküler hastalıklarda, (2) 

sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularının saptandığı kalıtsal 

nöromüsküler hastalıklarda, (3) kas dokusunda inflamasyon gözlenmeyen kalıtsal 

nöromüsküler hastalıklarda, serum ya da plazmadaki ccf-mtDNA miktarlarının RT-

qPZR ile absolut kantitasyonun yapılması ve sonuçların sağlıklı kontrol örnekler ile 

karşılaştırmalı olarak analiz edilmesi amaçlanmıştır. 

4.1. ccf-DNA İzolasyon Protokolünün Optimize Edilmesi 

Dolaşımda bulunan ccf-DNA miktarı çok azdır (1-100 ng/ml) (94). ccf-

mtDNA analizine yönelik olarak literatürde hem plazma hem de serum örnekleri 

kullanılarak yapılmış farklı araştırmalar mevcut olmakla birlikte, ccf-DNA izolasyonu 

için standart olarak uygulanan bir protokol bulunmamaktadır. Bu nedenle hasta 

örneklerini toplamaya geçmeden önce; (1) ccf-DNA izole edilecek başlangıç materyali 

(plazma/ serum) seçimine karar verilmiş ve (2) ccf-DNA izolasyonu için en uygun 

protokol optimize edilmiştir. Bu amaçla kontrol örneklerde eş zamanlı olarak 

denenmiş olan faklı parametreler Tablo 4.1’de verilmiştir. Her bir parametreye ait 

sonuçlar kendi içerisinde aynı örnek ile karşılaştırılmıştır. 
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Tablo 4.1. ccf-DNA izolasyon protokolünün optimize edilmesi için denenmiş olan 

farklı parametreler 

Deney Optimizasyonu  Denenen Farklı Parametreler Sonuç 

1. ccf-DNA izolasyonu için 

kullanılacak başlangıç 

materyali  

 

Plazma 
48 ng/ml 

Serum 145,6 ng/ml 

2. Plazma izolasyon tekniği 

Tek aşamalı santrifüj 

(1900xg’de 10 dk 4°C) 

Eritrosit kontaminasyonu 

Lökositlerin ayrışmaması 

İki aşamalı santrifüj 

(ilaveten 16.000xg’de 10 dk 4°C) 

Eritrositlerden 

arundırılmış saf plazma 

3. Taze /önceden izole edilip 

dondurulmuş olarak 

-80°C’ de saklanan plazma 

örneği 

Taze örnek 65 ng/ml 

Dondurulmuş örnek 36 ng/ml 

4. ccf-DNA izolasyonu için 

kullanılacak kit 

 

QIAamp DNA Blood Mini Kit 

(başlangıç hacmi: 200 µl plazma) 

 

121 ng/ml 

 

QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit 

(başlangıç hacmi: 2 ml plazma) 

 

866 ng/ml 

5. ccf-DNA miktarının 

ölçümü 

 

Nanodrop 1000 Spektrofotometre 

(ölçüm sınırı: 2 ng/ml) 

 

 

Hatalı ölçüm değerleri 

Qubit 2.0 Florometre 

(ölçüm sınırı: 0,2 ng/µl) 

 

Hassas ölçüm değerleri 

 

Deneysel optimizasyon çalışmalarımızın sonucunda, serum örneğinden elde 

edilen ccf-DNA miktarı (145,6 ng/ml) plazmadan elden ccf-DNA miktarına (48 ng/ml) 

göre daha yüksek çıkmıştır. Ancak son yıllarda yapılmış olan araştırmalar, plazmadaki 

ccf-DNA miktarının kan damarında bulunan ccf-DNA miktarını daha doğru 

yansıtacağı ve serumda farklı hücre kaynaklı ccf-DNA kontaminasyonunun 

olabileceği yönündedir (95) Bunun yanı sıra, inflamasyon durumunda pleteletlerin 

aktivasyonu ile ccf-mtDNA salınımın arttığı bilinmektedir (96) Bu nedenle, tez 

çalışmasına plazma örnekleri kullanılarak devam edilmesine karar verildi. Elde 

ettiğimiz sonuçlar doğrultusunda (Tablo 4.1), tüm bireylerden EDTA’lı tüpe alınan 10 

ml kandan, iki aşamalı santrifüj tekniği kullanılarak plazma izolasyonu yapılmasına 

ve elde edilen taze plazma örneğinin (˜4-5 ml) 2 ml’sinden, QIAamp Circulating 

Nucleic Acid kit yardımıyla ccf-DNA izolasyonu yapılması sonucuna varıldı. Söz 

konusu kit, daha yüksek hacimde (2 ml) plazma kullanarak daha kısa sürede ve daha 
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fazla miktarda ccf-DNA izolasyonu yapma imkanı sağlamış olup, kit içerisinde 

bulunan carrier RNA, DNA’ların kolona bağlanmasını kolaylaştırarak izolasyon 

başarısını yükseltmiştir. Çalışma gruplarına ait ccf-DNA miktarlarının ise, daha hassas 

ölçüm yapabilme kapasitesine sahip olan Qubit 2.0 Florometre cihazı yardımıyla 

analiz edilmesine karar verildi.  

4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarına Ait Plazma Örneklerinden ccf-DNA 

İzolasyonu 

Tüm çalışma gruplarına ait bireylerden izole edilen plazma örneklerinden 

QIAamp Circulating Nucleic Acid kit yardımıyla ccf-DNA izolasyonu yapılmış ve 

elde edilen DNA miktarları Qubit 2.0 Florometre cihazı ile ölçülmüştür (Tablo 4.2). 

Dolaşımda bulunan ccf-DNA miktarının, gerek aynı gruplar içerisinde gerekse hasta 

ve sağlıklı kontrol bireyler arasında heterojen bir dağılım gösterdiği gözlenmiştir. 

Toplam 25 birey arasında, 2ml plazma örneğinden en düşük 136 ng/ml en yüksek 1370 

mg/ml olacak şekide ccf-DNA izolasyonu yapılmıştır. 
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Tablo 4.2. Tez kapsamındaki çalışma gruplarına ait plazmadan izole edilen ccf-DNA 

miktarları  

Çalışma Grubu Hastalık Hasta no 
ccf-DNA miktarı 

(ng/ml)  

GRUP 1: 

 

Otoimmün nöromüsküler 

hastalıklar 

 

 

Myastenia  

Gravis (MG) 

MG1 547 ng/ml 

MG2 1370 ng/ml 

MG3 226 ng/ml 

MG4 416 ng/ml 

MG5 1150 ng/ml 

MG6 540 ng/ml 

  

  

 GRUP 2: 

 

Sekonder olarak kas dokusunda 

inflamasyon bulgularının saptandığı 

kalıtsal nöromüsküler hastalıklar 

  

  

  

 

Fasiyoskapulohumeral  

Kas Distrofisi (FSHD) 

 

FSHD1 331 ng/ml 

FSHD2 769 ng/ml 

FSHD3 576 ng/ml 

 

Disferlinopati 

(LGMD2B) 

LGMD2B-1 370 ng/ml 

LGMD2B-2 232 ng/ml 

LGMD2B-3 763 ng/ml 

  

  

 GRUP 3: 

 

Kas dokusunda inflamasyon 

gözlenmeyen kalıtsal nöromüsküler 

hastalıklar 

 

  

  

Spinal Müsküler Atrofi 

(SMA) 

SMA1 244 ng/ml 

SMA2 290 ng/ml 

SMA3 227 ng/ml 

SMA4 246 ng/ml 

SMA5 467 ng/ml 

SMA6 416 ng/ml 

SMA7 851 ng/ml 

  

 Grup 4: 

 

Sağlıklı kontroller 

  

  

  

----- 

 

K1 136 ng/ml 

K2 289 ng/ml 

K3 390 ng/ml 

K4 215 ng/ml 

K5 322 ng/ml 

K6 240 ng/ml 
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4.3. Dış Standart Örnekler ile Kalibrasyon Eğrisi Çizimi  

RT-qPZR ile plazma örneklerinde bulunan ccf-mtDNA miktarının absolüt 

kantitasyon ile belirlenmesi için kalibrasyon eğrisi çizilmesi gerekmektedir. Bu 

amaçla, miktarı bilinen sertifikalı insan mitokondri DNA’sı (Human Mitochondrial 

Standard Reference Material® 2392-I) kullanıldı. Ancak, ticari olarak temin edilen 

DNA’nın miktarı (65 μl) ve konsantrasyonu (1,4 ng/μl) çok az olduğu ve deneylerin 

tamamına yetmeyeceği için, hedeflenen mtDNA bölgesi PZR yardımıyla amplifiye 

edildi ve pürifiye edilen mtDNA fragmanı seri dilüsyonlar oluşturularak 10 standart 

örneğin (Tablo 3.2) hazırlanması amacıyla kullanıldı. Bir hasta ve bir kontrol örnek ile 

yapılan RT-qPZR denemeleri sonucunda, hasta ve kontrol örneklere ait amplifikasyon 

eğrilerinin standart 7 ve 9 arasında olduğu gözlemlendi (Şekil 4.1). Tez kapsamında 

çalışılacak diğer örneklerin farklı miktarlarda ccf-mtDNA kopya sayısı 

içerebilecekleri de göz önünde bulundurularak, RT-qPZR deneylerinde STD 5, 6, 7, 8, 

9 ve 10 (Tablo 3.2) olacak şekilde toplam 6 dış standartın kullanılmasına karar verildi. 
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Şekil 4.1. Dış standart örnekler (STD 5, 6, 7, 8, 9 ve 10) ile kalibrasyon eğrisi çizimi. 

(A) RT-qRZR amplifikasyon eğrisi; (B) Erime eğrisi; (C) Kalibrasyon 

eğrisi; (D) PZR ürünlerinin %3’lük agaroz jeldeki görüntüsü (H: FSHD3, 

K: K5). 
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4.4. RT-qPZR ile Çalışma Gruplarına Ait Plazma Örneklerinde Bulunan 

ccf-mtDNA Miktarının Absolüt Kantitasyonu 

4.4.1. Otoimmün Nöromüsküler Hastalıklarda Plazmadaki ccf-mtDNA 

Miktarının Analizi 

Otoimmün nöromüsküler hastalık grubunda yer alan 6 MG tanısı almış 

hastaların plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının absolut kantitasyon ile 

belirlenmesi amacıyla; mtDNA’yı amplifiye edecek özgül primerler ile MG hastaları 

ve sağlıklı kontrol bireyler için RT-qPZR reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Aynı 

reaksiyona dahil eden standartlar yardımıyla çizilen kalibrasyon eğrisinden 

faydalanılarak hasta ve kontrol bireylerin plazma örneklerindeki ccf-DNA kopya 

sayıları saptanmış ve karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. 

Analizlerimiz sonucunda, MG hastalarına ait plazmadaki ccf-mtDNA 

miktarları, hastaların IVIg tedavisine ek bir tedavi uygulanma ve uygulanmama 

durumlarına göre iki gruba ayrılarak değerlendirilmiştir. Buna göre, tedavi uygulaması 

yapılmamış olan üç MG hastasına (MG2, MG4, MG5) ait plazma örneklerindeki ccf-

mtDNA kopya sayılarının kontrol örneklere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde 5,6 kat arttığı saptanmıştır (p=0,0119) (Şekil 4.2).  

Buna ek olarak, kan örneklerinin alındığı dönemde MG hasta grubuna dahil 

edilen iki hastanın (MG1 ve MG3) plazma değişim tedavisi olarak bilinen plazmaferez 

(97), bir hastanın ise (MG6) anti-inflamatuar eltisi olduğu bilinen (98) ve tip II diyabet 

hastalığının tedavisinde kullanılan (99) Metformin tedavisi gördüğü bilinmektedir. 

MG çalışma grubu içerisinde yer alan ve tedavi uygulanan bu üç hastanın (MG1, MG3, 

MG6) plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının, tedavi uygulaması 

yapılmayan hastaların aksine, kontrol örneklere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde 1,8 kat azaldığı belirlenmiştir (p=0,0476) (Şekil 4.2). RT-qRZR deneylerine 

ait amplifikasyon, erime ve kalibrasyon eğrileri ile PZR ürünlerinin %3’lük agaroz 

jeldeki görüntüsü EK 2’de verilmiştir. 
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Şekil 4.2. MG hastalarının plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının      

RT-qPZR ile absolut kantitasyonu. (A) tedavi uygulanmayan (B) tedavi 

uygulanan MG hastalarının ccf-mtDNA kopya sayılarının sağlıklı kontrol 

örneklerle karşılaştırılma grafiği (Mann Whitney U testi; *:p<0,05); (C) 

hasta ve kontrol bireylere ait ortalama ccf-mtDNA kopya sayıları.  
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4.4.2. Sekonder Olarak Kas Dokusunda İnflamasyon Bulgularının 

Saptandığı Kalıtsal Nöromüsküler Hastalıklarda Plazmadaki ccf-

mtDNA Miktarının Analizi 

Bu çalışma grubuna, farklı genlerin hastalığın patogenezinden sorumlu olduğu 

ve sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularının gözlendiği 6 hasta dahil 

edilmiştir. Hastalardan üçü klinik ve histopatolojik kriterler doğrultusunda FSHD 

tanısı almakla birlikte, geriye kalan üçü LGMD2B tanısı almıştır. ccf-mtDNA kopya 

sayılarının absolut kantitasyon ile belirlenmesi amacıyla; hastalar ve sağlıklı kontrol 

bireyler için mtDNA’yı amplifiye edecek özgül primerler ile RT-qPZR reaksiyonu 

gerçekleştirilmiştir. Aynı reaksiyona dahil eden standartlar yardımıyla çizilen 

kalibrasyon eğrisinden faydalanılarak hasta ve kontrol bireylerin plazma 

örneklerindeki ccf-DNA kopya sayıları saptanmış ve karşılaştırmalı olarak analiz 

edilmiştir. 

Yapılan analizlerimiz sonucunda, aynı çalışma grubu içerisinde yer alan tüm 

hastalara ait plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının kontrol örneklere 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde değişmediği saptanmıştır (Şekil 4.3). 

Bunun yanısıra, gerek FSHD gerekse LGMD2B hastalarına ait ccf-mtDNA kopya 

sayılarının da kendi alt grubu içerisinde heterojenlik gösterdiği gözlenmiştir. RT-

qRZR deneylerine ait amplifikasyon, erime ve kalibrasyon eğrileri ile PZR ürünlerinin 

%3’lük agaroz jeldeki görüntüsü EK 3’de verilmiştir. 
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Şekil 4.3. FSHD ve LGMD2B hastalarının plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya 

sayılarının RT-qPZR ile absolut kantitasyonu. (A) hastalara ait ccf-mtDNA 

kopya sayılarının sağlıklı kontrol örneklerle karşılaştırılma grafiği; (B) hasta 

ve kontrol bireylere ait ortalama ccf-mtDNA kopya sayıları.  

4.4.3. Kas Dokusunda İnflamasyon Gözlenmeyen Kalıtsal Nöromüsküler 

Hastalıklarda Plazmadaki ccf-mtDNA Miktarının Analizi 

Bu gruba; kas dokusunda inflamasyon bulgularının saptanmadığı, klinik, 

genetik ve histopatolojik bulgular doğrultusunda SMA tip III tanısı almış olan 7 hasta 

dahil edilmiştir. Bu gruptaki hastalar içerisinden dört tanesi (SMA-1, SMA-4, SMA-

5, SMA-7) SMN1 geni ekson 7 ve 8 homozigot delesyonu içermekle beraber, üçü 

(SMA-2, SMA-3, SMA-6) yalnızca homozigot olarak ekson 7 delesyonu içermektedir. 

SMN2 kopya sayısı 3 veya 4 olan bu hastaların plazma örneklerindeki ccf-mtDNA 

kopya sayıları, absolut kantitasyon ile belirlenmiş ve kontrol örnekler ile 

karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. 

Analizlerimiz sonucunda, SMA hastalarına ait plazma örneklerindeki ccf-

mtDNA kopya sayılarının kontrol örneklere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı şekilde 
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2 kat arttığı sonucuna ulaşılmıştır. (p=0,0017) (Şekil 4.4). RT-qRZR deneylerine ait 

amplifikasyon, erime ve kalibrasyon eğrileri ile PZR ürünlerinin %3’lük agaroz jeldeki 

görüntüsü EK 4’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.4. SMA hastalarının plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının    

RT-qPZR ile absolut kantitasyonu. (A) hastalara ait ccf-mtDNA kopya 

sayılarının sağlıklı kontrol örneklerle karşılaştırılma grafiği (Mann Whitney 

U testi; **:p<0,01); (B) hasta ve kontrol bireylere ait ortalama ccf-mtDNA 

kopya sayıları.  
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5. TARTIŞMA 

ccf-mtDNA, otoimmün hastalıklar, kardiyovasüler hastalıklar, yaşlanma, 

enfeksiyon, dejeneratif hastalıklar vb. farklı genetik ve çevresel kökenleri olan birçok 

hastalık/durumda inflamatuvar patoloji ile ilişkilendirilmiştir (18). Yapılmış olan 

araştırmalar, translasyonel bir yaklaşımla, ccf-mtDNA aracılı inflamasyonun alternatif 

ve birçok farklı hastalık için ortak bir tedavi hedefi olabileceğini ortaya çıkarmıştır 

(61). Özellikle son yıllarda, nadir hastalıklara yönelik yapılan birçok bilimsel çalışma, 

hastalıkların patogenezinde rol oynayan ortak mekanizmaları tanımlama 

(commonality) ve bu mekanizmalar üzerinden ortak tedavi hedefleri bulma üzerine 

yoğunlaşmış durumdadır. Ancak, günümüze kadar nadir hastalıklar grubunda yer alan 

ve farklı inflamasyon yolakları ile ilişkilendirilen nöromüsküler hastalıklarda 

dolaşımdaki ccf-mtDNA’nın varlığını, miktarını ve inflamasyon sürecindeki olası 

işlevini araştırmaya yönelik bir çalışma yapılmamıştır. 

Tez çalışması kapsamında; inflamasyonla ilişkili farklı nadir nöromüsküler 

hastalık gruplarında, dolaşımda bulunan ccf-mtDNA kopya sayılarının RT-qPZR ile 

absolut kantitasyonun yapılması ve sonuçların sağlıklı kontrol örnekler ile 

karşılaştırmalı olarak analiz edilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla seçmiş olduğumuz 

hastalık grupları; (1) otoimmün nöromüsküler hastalıklar, (2) sekonder olarak kas 

dokusunda inflamasyon bulgularının saptandığı kalıtsal nöromüsküler hastalıklar, (3) 

kas dokusunda inflamasyon gözlenmeyen kalıtsal nöromüsküler hastalıklar ve (4) 

sağlıklı kontroller şeklinde dört ana grup altında toplanmaktadır. 

Dolaşımında bulunan ccf-DNA miktarı hastalık patolojisi durumunda değişim 

gösterse de, miktarsal anlamda çok azdır (1-100 ng/ml) (94). Günümüze kadar 

yapılmış araştırmalara bakıldığında, izolasyon için kullanılan standart ve yaygın bir 

protokol bulunmamaktadır. Literatürde ccf-mtDNA analizine yönelik olarak hem 

plazma hem de serum örnekleri kullanılarak yapılmış farklı araştırmalar mevcuttur. Bu 

nedenle, tez çalışmasının ilk aşamasında ccf-DNA izole edilecek başlangıç materyali 

(plazma/ serum) seçimine karar verilmiş ve ccf-DNA izolasyonu için en uygun 

protokol optimize edilmiştir. Son yıllarda yapılan araştırmalarda plazmadaki ccf-DNA 

miktarının dolaşımda bulunan ccf-DNA miktarını daha doğru yansıtacağı ve serumda 

farklı hücre kaynaklı ccf-DNA kontaminasyonunun olabileceği yönündeki veriler 

bulunmaktadır (95) Bunun yanı sıra, inflamasyon durumunda  pleteletlerin 
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aktivasyonuna bağlı olarak ccf-mtDNA salınımının arttığı bilinmektedir (96). Bu 

nedenle, inflamasyon ile ilgili araştırmalarda plazma içerisinde bulunan platelet 

kaynaklı ccf-mtDNA’nın da izole edilmesi gerekmektedir. Optimizasyon çalışmamız 

sonucunda, her ne kadar serum örneğinden elde edilen ccf-DNA miktarı (145,6 ng/ml) 

plazmadan elden ccf-DNA miktarına (48 ng/ml) oranla daha yüksek çıksa da (Tablo 

4.1), çalışmamız kapsamında plazma örneklerinden ccf-DNA izole edilmesine karar 

verilmiştir. Buna ek olarak, plazma izolasyonu sırasında kullanmış olduğumuz iki 

aşamalı santrifüj tekniği eritrositlerden arındırılmış saf plazma elde etmemizi 

sağlamıştır (Tablo 4.1). ccf-DNA izolasyonunun optimize edilmesi için için ise, hem 

taze hem de önceden izole edilip dondurulmuş olarak -80°C’ de saklanan plazma 

örneği kullanılmış ve dondurmanın izolasyon verimini yarıya düşürdüğü (taze örnek: 

65 ng/ml, dondurulmuş örnek: 36 ng/ml) sonucuna ulaşılmıştır (Tablo 4.1). Yapılan 

farklı çalışmalarda da, bizim sonuçlarımıza benzer şekilde 80°C’ de dondurulmuş 

olarak bekletilen plazma örneklerinden daha düşük miktarda DNA izole edildiği 

bildirilmiştir (100).Bunun yanı sıra, ccf-DNA izolasyonu için, literatürde sıklıkla 

kullanılan QIAamp DNA Blood Mini kit ve QIAamp Circulating Nucleic Acid kit adı 

verilen iki farklı kit denenmiştir (101, 102). Çalışmalarımız sonucunda, sadece 

dolaşımdaki DNA’ları izole edebilmek amacıyla geliştirilmiş ikinci kitin daha yüksek 

hacimde (2 ml) taze plazma kullanarak daha kısa sürede ve daha fazla miktarda (866 

ng/ml) (Tablo 4.1) ccf-DNA izolasyonu yapma imkanı sağladığı saptanmıştır. İzole 

edilen ccf-DNA’ların da Nanodrop 1000 spektrofotometre’ye (ölçüm sınırı: 2 ng/ml) 

göre daha hassas ölçüm sınırı olan Qubit 2.0 cihazı (ölçüm sınırı: 0,2 ng/µl) ile 

florometrik olarak ölçülmesine karar verilmiştir (Tablo 4.1). 

Optimize etmiş olduğumuz protokolle hasta ve kontrol gruplarına ait plazma 

örneklerinden ccf-DNA izolasyonu yapılmış ve izole edilen örneklerden yalnızca ccf-

mtDNA’yı amplifiye edecek özgül primerler yardımıyla RT-qPZR 

gerçekleştirilmiştir. RT-qPZR deneylerinde kullanılan primerlerin, mtDNA ve nDNA 

arasında homoloji gösteren dizileri hedef alması sorun teşkil etmektedir. Evrimsel 

süreçte mtDNA’nın bir kısmının duplike olarak nDNA’ya entegre olması nedeniyle, 

nDNA’da mtDNA ile benzer diziler içeren psödogenler bulunmaktadır. Malik ve ark. 

2011 yılında yapmış oldukları bir çalışmada mitokondriyal genomun %95’inden 

fazlasının duplike olarak nDNA’ya entegre olduğunu belirlemiş ve yalnızca 



44 

mtDNA’ya özgü dizilerini hedef alan primer dizilerini tanımlamışlardır (103). Tez 

çalışması kapsamında yapılan RT-qPZR analizlerinde bu primeler çiftlerinden 

faydalanılmış ve dolaşımdaki total ccf-DNA’lar içerisindeki yalnızca ccf-mtDNA’lar 

amplifiye edilmiştir. RT-qPZR sonucunda, miktarı bilinen dış standartlar ile çizilen 

kalibrasyon eğrisi yardımıyla hasta gruplarına ait örneklerdeki bilinmeyen ccf-mtDNA 

kopya sayılarının absolut kantitasyonu yapılmış ve sonuçlar kontrol örnekler ile 

karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. 

Tez çalışması kapsamında ilk hastalık grubu olan otoimmün nöromüsküler 

hastalıklara dahil edilen 6 MG hastasına ait plazmadaki ccf-mtDNA miktarları kontrol 

örneklerle karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. Çalışma grubumuzdaki hastaların 

hepsine, dolaşımdaki otoantikorların bloke edilmesi amacıyla IVIg tedavisi 

uygulanmıştır. Hastalardaki ccf-mtDNA kopya sayıları, hastalara standart olarak 

uygulanan IVIg tedavisine ek bir tedavi uygulanma ve uygulanmama durumlarına göre 

iki gruba ayrılarak değerlendirilmiştir. Buna göre, ek tedavi uygulaması yapılmamış 

olan üç MG hastasına (MG2, MG4 ve MG5) ait plazma örneklerindeki ccf-mtDNA 

kopya sayılarının kontrol örneklere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 5,6 

kat arttığı saptanırken (p=0,0119) (Şekil 4.1), plazmaferez veya Metformin tedavisi 

uygulanan üç hastanın (MG1, MG3 ve MG6) plazma örneklerindeki ccf-mtDNA 

kopya sayılarının, tedavi uygulaması yapılmayan hastaların aksine, kontrol örneklere 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 1,8 kat azaldığı belirlenmiştir (p=0,0476) 

(Şekil 4.2).  

Myasteni Gravis hastalığı, bağışıklık sisteminde görevli T ve B lenfositlerin 

vücudun kendi yapılarını tanımadaki toleransını kaybetmesi sonucunda oluşan ve 

nöromüsküler bileşkede bulunan AchR, MusK, Lrp4 reseptörlerine karşı üretilen 

otoantikorun nöroiletim bozukluğu oluşturması sebebiyle kas kasılmasının etkilendiği 

nadir görülen bir otoimmün hastalıktır. MG hastalarının büyük çoğunluğunda foliküler 

hiperplazi ve timoma gibi timik bozukluklar görülmektedir (74). Ayrıca, timik epitel 

hücreleri tarafından salgılanan çeşitli pro-inflamatuvar sitokinlerin hastalığın 

patogenezinde görülen kronik inflamasyon tablosuna etki ettiğini belirtilmektedir 

(104, 105). MG hastalarınında artmış olan ccf-mtDNA miktarının, hastalıkta görülen 

sistemik inflamasyon tablosuna etki eden faktörlerden biri olduğu düşünülebilir. 
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MG hastalığında elde ettiğimiz verilere benzer şekilde, Sistemik lupus 

eritematozus (SLE), Romatoid artrit ve Granülomatozis polianjiitis (GPA) gibi farklı 

otoimmün hastalıklara yönelik olarak yapılmış olan çalışmalarda da, dolaşımdaki ccf-

mtDNA miktarının arttığı belirlenmiştir (43, 105, 106). Bu artışın sebebinin, SLE ve 

GPA patolojisinde ortak bir bulgu olarak gözlemlenen ve oksidatif strese bağlı olarak 

aktif hale gelen NETozis yapılarının olduğu saptanmıştır (43, 107).  NETozis yapıları 

mtDNA’nın sistemik dolaşıma salınımına kaynak oluşturan mekanizmalardan biridir 

(108). MG hastalarında serum proteinleri ve antioksidan moleküllerin seviyesine 

bakılarak yapılan araştırmalar, hastalarda oksidatif stres bulgularının varlığını 

göstermektedir (109, 110) Bu bulgular, MG hastalığında var olan oksidatif stresin, 

diğer otoimmün hastalıklarda olduğu gibi, NET yapılarının aktivasyonuna neden 

olarak dolaşıma salınan ccf-mtDNA miktarını arttırdığı düşündürebilir. Bunun 

dışında, var olan oksidatif stres mitokondri ve devamında hücre hasarına neden olarak 

ccf-mtDNA miktarını arttıyor olabilir. 

MG hastalarının üçünde sağlıklı kontrol örneklere kıyasla görülen ccf-mtDNA 

kopya sayısı azalışının nedeninin ise, hastalara uygulanan ek tedavi yöntemleri 

olabileceği düşünülmüştür. MG hastalarının ikisine (MG1 ve MG3) plazmaferez 

tedavisi uygulanmıştır. Plazmaferez, kanın plazma kısmının ayrıştırılarak filtreden 

geçirildiği bir tedavi yöntemi olup, MG hastalığında üretilen otoantikorların vücuttan 

uzaklaştırılması amacıyla kullanılmaktadır (97). Plazmaferez sırasında uygulanan 

filtre işlemi, hastalarda var olan plazma içeriğini yüksek oranda değiştirdiğinden 

plazmada bulunan ccf-mtDNA miktarını etkileyerek normalde yüksek olan miktarın 

azalmasına sebep olmuş olabilir. Öte yandan, ccf-mtDNA miktarının azaldığı 

gözlemlenen diğer MG hastasının (MG6), tip 2 diyabet tanısının bulunduğu ve 

Metformin kullandığı tespit edilmiştir. Metformin, karaciğerde üretilen glukoz 

miktarını azaltarak diyabet hastalığının tedavisinde kullanılan bir ilaçtır (99). Son 

yıllarda otoimmün hastalıkların modellendiği in vitro çalışmalar, metforminin 

otoimmün hastalıklarda bozulmuş olan immün homoestazını düzenlediği ve immün 

sistemde görevli birçok hücre tipinin işlevini düzenleyerek hastalıkların şiddetini 

azalttığı belirtilmiştir (98, 111). Bu çalışmalara bağlı olarak, MG hastasında kontrole 

göre azalan ccf-mtDNA kopya sayısının Metformin’in anti-inflamtuar etkisine bağlı 

olduğu düşünülebilir. 
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Tez çalışması kapsamında analiz ettiğimiz ikinci hastalık grubu, sekonder 

olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularının saptandığı kalıtsal nöromüsküler 

hastalıklar grubudur. Bu gruba sistemik inflamasyon bulgularının görülmediği, ancak 

histopatolojik olarak kas dokusunda nekroza ve inflamasyon bulgularının saptandığı 3 

FSHD ve 3 LGMD2B hastası dahil edilmiştir. Yapılan analizler sonucunda, hastaların 

plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının, kontrol örneklere kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişim göstermediği saptanmıştır (Şekil 4.3). Hastalar 

FSHD ve LGMD2B şeklinde iki gruba ayrılarak analiz edildiğinde bile hasta ve 

kontrol bireyler arasındaki ccf-mtDNA kopya sayılarında anlamlı bir değişim 

gözlenmemiştir. Bu sonuçlar, ccf-mtDNA miktarı artışının lokal olarak saptanmış olan 

kas dokusu inflamasyonu bulguları yerine, sistemik inflamasyon bulguları ile ilişkili 

olabileceğini düşündürmektedir. 

Çalışmamız kapsamında analiz ettiğimiz son hastalık grubu, kas dokusunda 

inflamasyon gözlenmeyen kalıtsal nöromüsküler hastalıklardan SMA hastalığıdır. 

Toplam 7 tip III SMA hastasına ait plazma örneğindeki ccf-mtDNA miktarları absolut 

kantitasyon ile sağlıklı kontrollerle karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. Yaptığımız 

analizler sonucunda, SMA hastalarında plazmada bulunan ccf-mtDNA kopya 

sayılarının kontrol örneklere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı şekilde 2 kat arttığı 

sonucuna ulaşılmıştır. (p=0,0017) (Şekil 4.4). 

SMA hastalığı ile ilişkili olarak son yıllarda yapılan çalışmalar; SMA 

hastalığının patogenezinde rol alan yolakların sadece motor nöron dejenerasyonuyla 

kısıtlı olmadığını, başta immün sistemle ilişkili organlardan timüs ve dalak olacak 

şekilde, birçok farklı hücre ve doku tipinin de etkilendiğini ortaya koymaktadır. Ayrıca 

hastalığının patogenezinde sistemik inflamasyonla ilişkili tanımlanan bulguların 

önemli rol oynadığını belirtilmektedir (92). Bunun yanı sıra, mekanizması henüz net 

bir şekilde ortaya konulamamış olsa da SMA hastalığında nöroinflamasyon 

bulgularının olduğu bildirilmektedir (112). 

Ağır fenotip gösteren SMA fare modellerinde yapılmış olan çalışmalar, pro-

inflamatuvar sitokinlerin ifadesinin tüm dokularda erken semptomatik dönemde 

arttığını ve karacağerde akut faz cevabının aktive olduğunu göstermektedir. Buna ek 

olarak; nörodejenerasyon, kas atrofisi, kardiyovasküler patoloji ve diyabet gibi SMA 

fare modelinde de saptanmış olan birçok farklı patolojide, nedeni bilinmeyen sistemik/ 
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kronik inflamasyon bulguları mevcuttur. Bu hastalıkta, bağırsak epitel hücrelerinin 

geçirgenliğinin bozulmasına bağlı olarak mikroorganizmaların dolaşıma 

katılmasınının inflamasyon için indükleyici bir faktör olduğu düşünülse de, ccf-

mtDNA artışının da sistemik inflamasyon yolağında etkisi olduğu düşünülebilir. 

Ayrıca, akut inflamasyon durumunda hedef bölgeye göç eden bağışıklık sisteminde 

görevli hücreler, ROS, sodyum hipoklorit ve proteaz salınımına bağlı olarak sağlıklı 

hücrelerde hasar oluşturabilimektedir (91). İnflamasyon sonucu oluşan bu hasar, 

dolaşıma salınan ccf-mtDNA miktarının daha fazla artışını tetikleyebilir. Bunun 

yanısıra, SMA patogenezinde farklı hücre tiplerinde saptanmış olan apoptoz ve/veya 

nekroz mekanizmalarının da ccf-mtDNA salınımına etki ederek sistemik inflamasyona 

katkı sağladığı düşünülebilir (113). 

Tez çalışmasının sonuçları, nöromüsküler hastalıklarda saptanmış olan ccf-

mtDNA artışının kas dokusundaki lokal inflamasyondan bağımsız olarak, sistemik 

inflamasyon bulguları ile ilişkili olabileceğini göstermektedir. Sadece sistemik 

inflamasyon bulguları görülen hastalıklarda (MG ve SMA) dolaşımdaki miktarının 

arttığı, ancak kas inflamasyonu ile kararterize FSHD ve LGMD2B hastalıklarında 

miktarının değişmediği saptanmıştır. Buna ek olarak, kas dokusunda inflamasyon 

bulguları olmayan, ancak sistemik inflamasyon ile ilişkilendirilen SMA hastalığındaki 

miktarsal artış sonucumuzu destekler niteliktedir. Bu veriler bize sistemik inflamasyon 

ile ilişkilendirilen gerek nöromüsküler, gerekse farklı hastalık gruplarında da ortak bir 

bulgu olarak ccf-mtDNA miktarının artmış olabileceğini düşündürmektedir. 

Hastalıklarla ilişkili yapılan araştırmalar, ccf-mtDNA aracılı inflamasyonun, 

farklı genetik ve çevresel kökenleri olan hastalık gruplarında ortak bir tedavi hedefi 

olma potansiyelini ortaya çıkarmış ve translasyonel bir yaklaşımla yeni tedavi 

stratejilerinin (ccf-mtDNA salınımının önlenmesi, mitokondriyal kalite 

kontrol mekanizmalarının aktive edilmesi, mtDNA’nın inflamatuar 

potansiyelinin azaltılması, ccf-mtDNA aracılı inflamatuar yolağın 

aktivasyonunun engellenmesi vb.) önerilmesini sağlamıştır (46). Yapmış olduğumuz 

tez çalışması, sistemik inflamasyon bulgularının görüldüğü farklı kökenleri olan 

nöromüsküler hastalıklarda, ccf-mtDNA’nın inflamasyon yolağına etki edebilecek 

ortak bir molekül olduğunu düşündürmektedir. Günümüzde, nöromüsküler hastalıklar 

için ortak ve etkin bir tedavi yaklaşımı olmamakla birlikte, tedavi seçenekleri 
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çoğunlukla tek gen-tek hedef yaklaşımını benimsemekte ve kişiye özgül yenilikçi 

tedavi seçeneklerinin önünü açacak araştırmalar sadece bazı hastalıklar için 

bulunmaktadır. Farklı genetik/çevresel kökenleri olan bu hastalıkların belli bir 

grubunda saptanacak ortak yolaklar, ileri dönemde hastalıkların tedavisine 

yön verecek işlevsel analizlere yol açma potansiyeli taşımaktadır. Evrimsel geçmişi 

olan organel DNA’sının doğal bağışıklık sistemine detaylı etkilerini ve anlayabilmek 

için ileri düzeyde çalışmaların daha geniş hastalık gruplarında yapılması 

gerekmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

6.1. Sonuçlar 

Tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıda belirtilmiştir. 

 Dolaşımdaki ccf-mtDNA’nın analizine yönelik çalışmalarda plazmanın daha 

uygun bir biyolojik materyal olduğu sonucuna ulaşıldı. Serumla 

kıyaslandığında (145,6 ng/ml) plazmadan izole edilen ccf-DNA miktarının 

daha az (48 ng/ml) olduğu saptansa da, farklı hücre kaynaklı DNA 

kontaminasyonunun olmaması ve platelet içermesi nedeniye, kan 

dolaşımındaki ccf-DNA miktarını daha iyi yansıtacağı sonucuna varıldı. 

 Çalışma gruplarına ait tüm hasta ve sağlıklı kontrol bireylerden EDTA’lı tüpe 

alınan 10 ml kandan, iki aşamalı santrifüj tekniği kullanılarak eritrositlerden 

arınmış saf plazma izolasyonu yapılmasına karar verildi.  

 Taze plazma örneğiyle çalışmanın ccf-DNA izolasyon verimini arttırdığı 

sonucuna ulaşıldı (taze örnek: 65 ng/ml, dondurulmuş örnek: 36 ng/ml). 

 ccf-DNA izolasyonu için geliştirilmiş olan QIAamp Circulating Nucleic Acid 

kitin, literatürde aynı amaçla sıklıkla kullanılan QIAamp DNA Blood Mini 

kitine kıyasla; daha yüksek hacimde (2ml) plazmadan daha kısa sürede ve daha 

fazla miktarda (866 ng/ml) ccf-DNA izolasyonu yapma imkanı sağladığı 

sonucuna varıldı. 

 İzole edilen ccf-DNA’ların miktar tayini için; Nanodrop 1000 

spektrofotometre (ölçüm sınırı: 2 ng/ml) yerine, daha hassas ölçüm yapabilme 

kapasitesine sahip olan Qubit 2.0 florometrenin (ölçüm sınırı: 0,2 ng/µl) 

kullanılmasına karar verildi. 

 Tez çalışması kapsamındaki tüm hasta ve sağlıklı kontrol bireylerden elde 

edilen ccf-DNA miktarlarının, gerek aynı grup içerisinde gerekse hasta ve 

sağlıklı kontrol bireyler arasında heterojen bir dağılım gösterdiği gözlendi. 

Toplam 25 birey arasında, 2ml plazma örneğinden en düşük 136 ng/ml en 

yüksek 1370 mg/ml olacak şekide ccf-DNA izolasyonu gerçekleştirildi. 

 Otoimmün nöromüsküler hastalık grubunda yer alan 6 MG hastasının plazma 

örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayıları absolut kantitasyon yöntemiyle 

belirlendi ve sonuçlar sağlıklı kontrol örneklerle karşılaştırmalı olarak analiz 
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edildi. Buna göre; IVIg tedavisine ek bir tedavi uygulaması yapılmamış olan 

üç MG hastasında, ccf-mtDNA kopya sayılarının kontrol örneklere kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 5,6 kat arttığı saptandı (p=0,0119). 

Plazmaferez veya Metformin tedavisi uygulanan üç hastanın plazma 

örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının ise, kontrol örneklere kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 1,8 kat azaldığı belirlendi (p=0,0476). 

 Sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularının saptandığı kalıtsal 

nöromüsküler hastalıklar grubunda yer alan 3 FSHD ve 3 LGMD2B olacak 

şekilde toplam 6 hastanın plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayıları 

absolut kantitasyon ile belirlendi ve sonuçlar sağlıklı kontrol örneklerle 

karşılaştırmalı olarak analiz edildi. Buna göre; hastaların plazma 

örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının, kontrol örneklere kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişim göstermediği saptandı. 

 Kas dokusunda inflamasyon gözlenmeyen kalıtsal nöromüsküler hastalıklar 

grubunda yer alan 6 SMA tip III hastasının plazma örneklerindeki ccf-mtDNA 

kopya sayıları absolut kantitasyon ile belirlendi ve sonuçlar sağlıklı kontrol 

örneklerle karşılaştırmalı olarak analiz edildi. Buna göre; SMA hastalarına ait 

plazma örneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayılarının kontrol örneklere kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde 2 kat arttığı sonucuna ulaşıldı (p=0,0017). 

 Tez çalışması kapsamındaki nöromüsküler hastalıklarda saptanmış olan ccf-

mtDNA artışının, kas dokusundaki lokal inflamasyondan bağımsız olarak, 

sistemik inflamasyon bulguları ile ilişkili olabileceği sonucuna varıldı. 

6.2. Öneriler 

Tez çalışması sonucunda elde edilen bulguların doğrulanması ve desteklenmesi 

için yapılabilecek çalışmalar aşağıda belirtilmiştir. 

 Çalışma gruplarına ait plazmadaki ccf-mtDNA miktarına ilişkin elde edilen 

verilerin doğrulanabilmesi için çalışma gruplarını oluşturan birey sayıları 

arttırılarak analizler tekrarlanabilir. 

 Sistemik inflamasyon bulgularının görüldüğü diğer nöromüsküler hastalık 

gruplarında da benzer bir çalışma yapılarak, ccfmtDNA ve sistemik 

inflamasyon ilişkisi hakkında daha detaylı bilgi edinilebilir. 
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 Dolaşımda ccf-mtDNA’nın dışında, ccf-nDNA’nın da bulunduğu 

bilinmektedir. Özellikle ccf-DNA miktarının yüksek olduğu gözlenen bazı 

bireylerde saptanmış olan düşük ccf-mtDNA miktarları, bu bireylerde 

dolaşıma salınan ccf-nDNA miktarının daha fazla olduğunu 

düşündürmektedir. Bu sebeple, hasta ve kontrol grubuna ait örneklerdeki ccf-

nDNA miktarının da analiz edilmesi elde edilecek sonuçların anlamlılığını 

kuvvetlendirebilir. 

 MG hastalığında saptanmış olan oksidatif stresin, diğer otoimmün 

hastalıklarda olduğu gibi, NET yapılarının aktivasyonuna ve ccf-mtDNA 

salınımına etkisi araştırılabilir. Bu amaçla ilk adım olarak, MG hastalarında 

gerek oksidatif stres gerekse NETozis belirteçleri analiz edilebilir. 

 Sistemik inflamasyon bulgularının görüldüğü SMA hastalığı patogenezinde; 

farklı klinik tipteki SMA hastaları arasında ccf-mtDNA kopya sayıları analiz 

edilebilir. 

 ccf-mtDNA kopya sayıları artmış olan nöromüsküler hastalığa sahip 

bireylerde, tedavi öncesi ve sonrası kopya sayıları analiz edilerek uygulanan 

tedavinin ccf-mtDNA salınımına etkisi araştırılabilir. 

 Nöromüsküler hastalıklara yönelik olarak yapılacak işlevsel analizler ile 

apoptoz, nekroz, NETozis aracılı hücre ölümlerinin ccf-mtDNA salınımına 

olan etkisi araştırılabilir. 
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