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OZET

Aydmoglu, A.T., Inflamasyon 1le 1liskili Noromiiskiiler Hastaliklarda
Dolasimdaki Mitokondriyal DNA’nin Arastirllmasi, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019.
Noromiiskiiler hastaliklar, ¢ogu nadir genetik hastaliklar igerisinde yer almakla
beraber, direkt ya da dolayli olarak iskelet kas yapis1 ve islevinin etkilendigi ¢ok genis
sendrom ve hastaliklar grubunu i¢cermektedir. Giincel arastirmalar nadir hastaliklarin
patogenezinde rol oynayan ortak mekanizmalar1 tanimlayarak tedavi hedefleri bulma
lizerine yogunlasmis durumdadir. Farkli etmenlere bagli olarak ortaya ¢ikan
noromiiskiiler hastaliklarin ~ biiyilk ¢ogunlugunda inflamasyon One c¢ikan
ozelliklerdendir. Farkli hastaliklara yonelik yapilan arastirmalar, dolasimdaki serbest
mtDNA’nin (ccf-mtDNA) pro-inflamatuar bir faktor olarak dogal immiin yanit
olusumunda gorev aldigmmi gostermistir. Giliniimiize kadar, inflamasyonla iligkili
noromiiskiiler hastaliklarda ccf-mtDNA’nin varligini, miktarin1 veya inflamasyon
stirecindeki olas1 iglevini aragtirmaya yonelik bir ¢calisma yapilmamustir. Tez ¢aligsmasi
kapsaminda; (1) otoimmiin noéromiiskiiler hastaliklarda, (2) sekonder olarak kas
dokusunda inflamasyon bulgularinin saptandigi kalitsal néromiiskiiler hastaliklarda ve
(3) kas dokusunda inflamasyon gozlenmeyen kalitsal ndromiiskiiler hastaliga sahip
bireylere ait plazmadaki ccf-mtDNA miktarinin RT-gPZR ile absolut kantitasyonu
yapilmis ve sonucglar saglikli kontrol ornekler ile karsilastirmali olarak analiz
edilmistir. Otoimmiin hastaliklar grubunda yer alan MG’de; ek tedavi uygulamasi
yapilmayan hastalarda ccf-mtDNA kopya sayilarinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde 5,6 kat arttig1 saptanirken (p=0.0119), tedavi alan hastalarda 1,8 kat azaldigi
belirlenmistir (p=0.0476). Ikinci grupta yer alan FSHD ve LGMD2B hastalarindaki
ccf-mtDNA kopya sayilarinin kontrol 6rneklere kiyasla degismedigi saptanirken,
ticlincii grupta yer alan SMA hastaliginda ise istatistiksel olarak anlamli sekilde 2 kat
arttig1 sonucuna ulasilmistir (p=0.0017). Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Tarafindan desteklenmistir (Proje no: TYL-
2018-17372).

Anahtar Kelimeler: absolut kantitasyon, ccf-mtDNA, inflamasyon, néromiiskiiler
hastaliklar
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ABSTRACT

Aydmoglu, 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-gPCR 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. GIRIS

Okaryotik organeller arasinda 6zellesmis bir yapis1 ve kendine 6zgii genomu
olan mitokondri, hiicre metabolizmasinda anahtar iglevi olan, hiicre ve dokuya spesifik
morfoloji ve dinamik yapi sergileyen yar1 6zerk bir organeldir. Hiicre canliliginin
devami i¢in gerekli olan bu organel, ATP iiretiminden sorumlu olmasinin yani sira,
hiicre i¢i Ca*? homeostazinin saglanmasinda, sayisiz anabolik ve katabolik yolakta,
apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) sinyal
mekanizmalarinda da islevseldir. Ozellikle iskelet kast, kalp kasi ve noron gibi yiiksek
enerji kullanimina gereksinim duyan hiicre ve dokularda fazla sayida bulunmaktadir.

Agir ve hafif zincir olmak tizere ¢ift zincirden olusan ve halkasal yapida
bulunan mitokondriyal DNA (mtDNA), 16.569 baz ¢ifti (bg) uzunlugunda olup, 37
gen igermekte ve elektron transport zinciri (ETZ) nde gorevli bazi temel proteinlerin
yani sira, ATP sentaz enziminin belirli alt tinitelerini kodlamak suretiyle toplam 13
polipeptit ve mitokondriye 6zgii 22 tRNA ve 2 rRNA sentezinden sorumludur. %99’u
niikleer DNA (nDNA) tarafindan kodlanan ve sitozole gecerek mitokondriye taginan
mitokondrial proteom ise 1200 kadar proteinin biraraya gelmesiyle olusur. Hiicre
yagami ve Olimi i¢in kritik 6neme sahip bu organelin islevinin devam edebilmesi,
hiicre igerisinde her iki genomun koordineli olarak ¢alismasini saglayan bir¢ok faktor
tarafindan kontrol edilir. Histon proteinlerinin ve DNA tamir mekanizmalarinin
eksikligi, bunun yanisira mtDNA’nin ETZ’ye yakin yerlesimde bulunmasi organel
genomundaki mutasyon hizin1 arttirmakta ve birgok hastaligin patogenezinde etkin rol
oynamaktadir. Bunun yani sira, farkli genetik ve c¢evresel kokenleri olan kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve norodejeneratif hastaliklar vb. ¢esitli hastalik
gruplarinda da sekonder bir bulgu olarak organelde islev kayb1 gézlenmektedir. Bu
nedenle, mitokondrinin farkli islevlerini ve hastaliklarin patomekanizmasinin altinda
yatan aday mitopatojenik mekanizmalar1 tanimlamaya yonelik birgok bilimsel
arastirma yapilmaktadir. Ozellikle son yillarda, mitokondrinin sistemik dolasima
katilan DNA’s1 araciligiyla bir¢ok farkli hastalik grubunda dogal bagisiklik sisteminin
agonisti olarak inflamatuar patolojiyi etkiledigi saptanmistir.

Kan, idrar, tiikiiriik, eklem sivisi, beyin omurilik sivist vb. ¢esitli viicut
stvilarina katilan mtDNA, dolasimdaki serbest mtDNA (circulating cell-free
mtDNA/ccf-mtDNA) olarak adlandirilmaktadir. Normal fizyolojik kosullarda



mitokondri matriksinde bulunurken; organel morfolojisi ve mitokondriyal kalite
kontrol mekanizmalarindaki hasar, hiicresel stres, enfeksiyon, asir1 ROS {iretimi vb.
farkli patolojik etmenlerin de etkisiyle aktive olan apoptoz, nekroz ve NETozis
mekanizmalari, mtDNA’nin dolasima katilmasina neden olur.

Mitokondrinin bakteriden kdken almasi nedeniyle genomunda yaygin olarak
bulunan hipometile CpG motifleri, ccf-mtDNA’nin sistemik dolasimda yabanci bir
DNA molekiilii olarak taninmasina yol acarak, bagisiklik sistemin uyaran bir
‘otopatojen’ olarak islev gérmesine neden olur. Doku hasar1 sonrasinda hiicrelerden
sizarak dolasima katilan ve dogal bagisiklik sistemini uyaran molekiiller Hasarla
iliskili Molekiiler Yapilar [Damage Associated Molecular Patterns (DAMP)]
olarak adlandirilmaktadir. Dolasimda bulunan ¢ift zincirli ve fragmante haldeki
mtDNA, DAMP olarak islev gormekte ve CpG motifleri ile membrana bagli ya da
sitoplazmik DNA sensorleri olan ve patojen iligkili cevapta gorev alan Kalip Tamima
Reseptorleri [Pattern Recognition Receptors (PRR)]’'ne baglanmaktadir. ccf-
mtDNA, bu reseptorlerden 6zellikle lokositlerdeki Toll-like reseptorii 9 (TLR9)
aracilifiyla, dogal bagisiklik sistemini harekete gegirecek sinyal yolaklarini aktive
eder.

Ozellikle son yillarda farkli genetik ve ¢evresel temelleri bulunan nadir hastalik
gruplarinda ortak tedaviye yon verebilecek mekanizmalar1 ortaya ¢ikarabilme
potansiyeli olan ¢aligmalar (commonality approach) artis gostermistir. Birgok farkli
durum/hastalikta ve hayvan modellerinde dolasima g¢ikan ccf-mtDNA, inflamatuar
patoloji ile iligkilendirilmistir. Yapilmis olan arastirmalar, translasyonel bir
yaklasimla, ccf-mtDNA aracili inflamasyonun alternatif ve birgok farkli hastalik igin
ortak bir tedavi hedefi olma potansiyelini ortaya ¢ikarmistir.

Noromiiskiiler hastaliklar kas, sinir veya sinir-kas bileskesinin etkilendigi,
genis capta etki mekanizmalar1 olan ve ¢ogu nadir hastaliklar grubunda yer alan
hastalik grubudur. Genetik, g¢evresel ve immiinolojik faktorlerin bu hastalarin
gelisiminde ¢ok Onemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Bazilar1 direkt otoimmiin
hastalik grubuna dahil olmakla birlikte, birgogunun patogenezinde ise immiin sistem
farkl1 yolaklar araciligi ile devreye girmektedir. Ancak giiniimiize kadar hiicresel hasar

ve farkli inflamasyon bulgularinin goriildiigii nadir noromiiskiiler hastaliklarda



dolasimdaki (serum/plazma) mtDNA’nin varligmi, miktarim1 ve olast islevini
arastirmaya yonelik bir ¢calisma yapilmamistir.

Bu amagla tez calismasinda; (1) otoimmiin néromiiskiiler hastaliklarda, (2)
sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularinin saptandigi kalitsal
noromiiskiiler hastaliklarda, (3) kas dokusunda inflamasyon gézlenmeyen kalitsal
noromiiskiiler hastaliklarda, plazmadaki ccf-mtDNA kopya sayilari saglikli kontrol
orneklerle karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu dogrultuda; hasta ve kontrol
orneklere ait periferik kan drneklerinden plazma izolasyonu yapilmis ve devaminda
optimize edilen protokolle dolagimdaki total ccf-DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Dolagimda bulunan total ccf-DNA igerisindeki yalnizca mtDNA’y1 amplifiye edecek
0zgll primerler yardimiyla ger¢ek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
gPCR) gergeklestirilmis ve hasta gruplarina ait 6rneklerdeki bilinmeyen ccf-mtDNA
kopya sayilari, miktar1 bilinen dis standartlar yardimiyla ¢izilen kalibrasyon egrisi

yardimiyla kontrol 6rnekler ile karsilagtirmali olarak analiz edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mitokondri ve Mitokondiyal DNA (mtDNA)

Evrimsel geg¢misi yaklasik iki milyar yil o6nce var olmus bir alfa-
proteobakteriye dayanan ve Okaryotik hiicrelerin tamaminda bulunan mitokondri,
Ozellesmis bir yapist olan ve kendine 6zgii genetik sistem iceren yari-Ozerk bir
organeldir (1, 2). Temelde hiicresel metabolik faaliyetlerin devamlilig1 i¢in gerekli
ATP iiretiminden sorumlu olmakla birlikte, hiicre ici Ca*? dengesinin korunmasi,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi, demir (Fe)-stlfiir (S) biyogenezi, apoptoz,
niikleotit, aminoasit ve lipit metabolizmasi gibi bir¢ok hiicresel aktivitede rol
almaktadir (3, 4).

Diger organellerin aksine mitokondri, maternal olarak kalitilan 6zellesmis bir
genetik sisteme sahiptir. Cift zincirli ve halkasal yapida olan mitokondriyal DNA
(mtDNA), 16.569 baz ¢ifti (bg) uzunlugunda olup, 37 gen igerir ve 13 polipeptit
sentezler. Elektron transport zinciri (ETZ)’nde gorevli temel proteinlerin yanisira,
ATP sentaz enziminin bazi alt iinitelerinin ve mitokondriye 6zgiil 22 tRNA ve 2 rRNA
sentezinden sorumludur. Yaklagik 1200 kadar proteinden olusan mitokondriyal
proteomun yalnizca 1%’i mtDNA tarafindan kodlanmakta, geriye kalan proteinlerin
99%’u niikleer DNA (nDNA) tarafindan kodlanarak translasyon sonrasinda traslokaz
proteinleri yardimiyla sitozolden mitokondriye taginmaktadir (5) Bu nedenle organel
islevinin saglikli bir sekilde yerine getirebilmesi, mitokondri ve niikleer genomun
kendi aralarinda koordineli bir sekilde ¢alismasina baghdir (6).

Kas ve sinir gibi enerji ihtiyaci yiiksek olan hiicrelerde daha fazla olacak
sekilde, memeli somatik hiicrelerinde bulunan organel sayis1 ~80-2000 arasinda,
organel basina diisen mtDNA sayis1 da ~2-10 arasinda degisiklik gostermektedir (7,
8). Onemli bir 6zellik olarak histon proteinlerinin bulunmayisi ve mtDNA’nm ETZ’ye
daha yakin olmasi, organel genomunda meydana gelen mutasyon hizim1 niikleer
genoma kiyasla ~10 kat arttirmaktadir (9-12). mtDNA’da meydana gelen
mutasyonlarin oksidatif fosforilasyon ile enerji iiretimini sekteye ugratarak reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimi, oksidadif stres, hiicre 6liimii gibi durumlarla
sonuglanmakta ve birgok hastaligin patogenezinde etkin rol oynamaktadir (13).

Yiiksek miktarda organel stresine ve genom hasarina maruz kalan bu organelin islevsel



ve yapisal biitlinliigii; katlanmamis protein cevab1 (UPRmt), biyogenez, mitokondriyal
fizyon/ fisyon, mitofaji gibi bircok farkli mitokondriyal kalite kontrol
mekanizmasinin koordineli bir sekilde ¢aligsmasi ile kontrol edilmektedir (14).
Gelismekte olan genombilim teknolojileri, bircok hastaligin baslangici ve
ilerlemesinin altinda yatan temel nedenlerden birinin de hiicresel stres artigina bagh
olarak mitokondriyal kalite kontrol mekanizmalarinin iglevini dogru olarak yerine
getirememesi ve organelin islevini yitirmesi oldugunu ortaya koymaktadir (15).
Organelde meydana gelen islev kaybinin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet
ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok farkli patolojik durum ile iliskisi oldugu
bilinmektedir (16). Hiicre canliligi ve olimii ig¢in temel islevlere sahip olan bu
organelin, bilinen islevlerini korumaya ve hiicre igerisinde farkli mekanizmalardaki
rollerini aydinlatmaya yonelik bircok bilimsel ¢aligma yapilmaktadir. Bu calismalar
sayesinde, her gegen giin organelin hiicre icerisindeki bilinmeyen iglevlerine iliskin
edinilen bilgiler artmakta ve yeni arastirma alanlar1 dogmaktadir. Ozellikle 2010
yilindan bu yana agirlik kazanmis olarak, mitokondrinin, mtDNA araciligiyla cesitli
sinyal yolaklarmna eslik ederek inflamasyon olusumunda ve dogal bagisiklik sistemini

harekete gecirmede anahtar rol oynadigi ortaya ¢ikmustir (4, 17, 18).

2.2. Dolasimdaki Serbest mtDNA (circulating cell-free mtDNA/ccf-
mtDNA)

1990’Ih yillarda farkli kanser tiirlerinde yapilan bir¢cok farkli arastirma,
dolasimda serbest halde bulunan ve tiimor dokusundan koken alan nDNA’nin
hastalardaki miktarsal farkliliklarin1 ve mutasyon analizine imkan saglama
potansiyelini ortaya ¢ikarmistir. Bu sonuglar arastiricilari dolasimda bulunan serbest
DNA’nin (circulating cell-free DNA/ccf-DNA) hastaliklarin tan1 ve seyrini belirleme
amaciyla ‘likit biyopsi’ olarak kullanilabilme fikrini giindeme getirmistir (19-21).
Bunun iizerine, mtDNA’nin da dolasimda serbest olarak bulunabilme potansiyeli
lizerine arastirmalar yapimistir. Zhong ve ark. 2000 yilinda yapmis olduklari bir
aragtirmada, tip 2 diyabet hastalarina ait plazma ve serum orneklerinde mtDNA
varhigim ilk olarak saptanmis ve bu hastalarda yaygin olarak bulunan mt3243 A>G

mutasyon taramasini cCf-mtDNA ile gergeklestirebilmislerdir (22). Bu ¢alismadan



sonra, bir¢ok farkli hastalik grubunda ccf-mtDNA’nin varligini ve islevini belirlemeye
yonelik caligmalar ivme kazanmustir.

Normal fizyolojik kosullarda mitokondri matriksinde bulunurken, bazi
durumlarda organelden sitoplazmaya ve buradan da hiicre dis1 matrikse sizarak kan,
idrar, tiikiiriik, eklem sivisi, beyin omurilik sivist vb. ¢esitli viicut sivilarina katilan
mtDNA, dolasimdaki serbest mtDNA (circulating cell-free mtDNA/ccf-mtDNA)
olarak adlandirilmaktadir. Mitokondrinin bakteriden koken almasi sebebiyle,
mtDNA’da bakteri genomuna benzer nitelikte hipometile CpG motifleri bulundugu;
buna karsin memeli nDNA’sinin ise yaygin olarak metile CpG motifleri igerdigi
bilinmektedir. iki genom arasinda bulunan bu farkin, ccf-mtDNA’nin sistemik
dolagimda yabanci bir DNA molekiilii olarak taninmasina yol agarak, bagisiklik
sistemin uyaran bir ‘otopatojen’ olarak islev gormesine neden oldugu gosterilmistir
(23-25). Son yillarda yapilan ¢alismalar, farkli mekanizmalara bagli olarak dolasima
katilan ccf-mtDNA’nin inflamatuvar yolaklarin aktivasyonu ve immiin yanit olusum

mekanizmalari arasindaki baglantidaki islevleri lizerine yogunlasmistir.
2.2.1. ccf-mtDNA ve Sistemik Dolasima Katilma Mekanizmalar:

mtDNA’nin sistemik dolasima ¢ikma mekanizmasina iligkin detayli yolaklar
heniiz net olarak bilinmese de, glinlimiize kadar yapilmis olan arastirmalar temelde
apoptoz, nekroz ve NETozis mekanizmalarinin ccf-mtDNA’nin  dolasima
katilmasinda islevi oldugunu ortaya koymaktadir (26). Ote yandan; organel
morfolojisi ve mitokondriyal kalite kontrol mekanizmalarindaki hasarlarin, hiicresel
stres, enfeksiyon, asir1 ROS iretimi vb. farkli patolojik etmenlerin de bu
mekanizmalar1 tetikleyerek mtDNA salinimina zemin olusturabilecegi ileri
stiriilmektedir (18) (Sekil 2.1).



Mitokondri
Hiicresel Stres bitinlGginin bozulmasi

Enfeksiyon

Nekroz
Apoptoz
NETozis

Doku Hasari

- ccf-mtDNA
salinimi

Saglikl Hiicre -
Asiri ROS uretimi P
Hucre

‘ Patolojik Etmenler ‘ bltunlGginun bozulmasi

“
By
B

Sekil 2.1. ccf-mtDNA’nin sistemik dolasima katilma mekanizmalari

Dolagimdaki mtDNA’nin kaynagi doku hasarindan etkilenen hiicreler veya
inflamatuvar mekanizmalarda gorevli olan ¢esitli hiicreler olabilir. ccf-mtDNA’nin
dolasima salinmasindaki temel faktorlerden biri nekroz temelli hiicre Oliimiidiir.
Dokuda meydana gelen patoloji ve/veya hiicresel hasar, nekroz mekanizmasini
tetikleyerek mtDNA’nin hiicre disina salinmasina neden olmaktadir (18). Kronik
inflamasyon, mitokondride meydana gelen islev kayiplari ve agirt ROS iiretiminin de,
hiicreyi nekroza siiriikledigi bilinmektedir. (27). Nekroz sirasinda organel
biitiinligiiniin bozuldugu ve mitokondriden N-formilpeptit, mitokondriyal lipitler,
TFAM ve ATP molekiillerinin yan1 sira mtDNA’nin da dolagima saliniminin
gerceklestigi belirlenmistir (4). Akut Miyokard Infarktiisii (AKI), kardiyomiyositlerde
yogun nekrozun saptandig1 inflamatuvar bir hastalik olup, AK{ hastalarina ait plazma
orneklerinde yiiksek oranda ccf-mtDNA varlig1 saptanmustir (28, 29). Ayrica, travma
sonucu dokuda meydana gelen hasara bagli olarak, hiicre yapisinin ve mitokondrilerin
zarar gormesi sebebiyle mtDNA’nin dolasima salindigi belirlenmistir(30, 31).
Bakteriyal enfeksiyon durumunda o6len I0kositlerden de mtDNA  salinimi
gerceklesmektedir (32, 33). ilging bir bulgu olarak, kanser tadavisinde ilag tasiyic
olarak kullanilan katyonik nanotasiyicilarin, toksik etki sonucu hiicrelerde akut nekroz
sonucu mtDNA salinima sebep oldugu in vitro ve in vivo ¢alismalarla gosterilmistir
(34, 35). Bu ¢alisma, bazi ilaglarin mtDNA’nin dolasima salinma mekanizmalarina
etki edebilecegini gostermektedir.

ccf-mtDNA’nin  dolagima katilma mekanizmalarindan biri de apoptoz

mekanizmasidir. Apoptoz sirasinda mtDNA’nin fagosite olamayan apoptotik



cisimciklerin membranindan sizarak dolasima salinabilecegi belirtilmektedir (36).
Farkli bir ¢alismada, apoptoz sirasinda BCL-2 like protein 4 (BAX) ve BCL-2
homologous antagonist/killer (BAK) aracili mitokondri dis zar gegirgenliginin artmasi
nedeniyle, sitoplazmaya dis zardan siyrilarak ¢ikan i¢ zardan mtDNA’nin salindigi
tespit edilmistir (37, 38). Matrikste yer alan mtDNA’nin, gegirgenligi artan i¢ zardan
sitoplazmaya, buradan da ekstraseliiler bolgeye tasindigi belirlenmistir (39, 40).

Bagisiklik sisteminde gorevli notrofiller, apoptoz ve nekrozdan farkli olarak
NETozis olarak adlandirilan bir hiicre 6liim mekanizmasina sahiptirler. Viicuda giren
bakterileri yok etmek amaciyla, nDNA, histonlar ve antimikrobiyal proteinleri igeren
ve hiicre disina dogru olusan Notrofil Ekstraseliiler Tuzak (NET) adi verilen ags1
yapilar olustururlar. Olusan NET yapilari sayesinde bakterinin etrafini sararak etkisiz
hale getirir ve 6liim sirasinda i¢erdikleri DNA ve protein komplekslerini hiicre disina
salarlar (41). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, ilging olarak NET yapilarinin mtDNA
da igerdigi saptanmustir (42, 43). Notrofillerdeki ROS tiretimi artiginin, NET yapilarini
olusumunu tetikledigi ve bu yapilar araciligiyla mtDNA salinimini da gergeklestirdigi
gosterilmistir (44). Bu durum, nétrofillerin ccf-mtDNA’nin salinmasinda énemli bir
yeni kaynak olusturabilecegi fikrini dogurmustur.

Yapilan bir bagka arastirmada ise, dokuda hasarin olustugu bolgeye go¢ eden
polimorfoniikleer 16kositler (PMN), trombositler ve kok hiicreler tarafindan da nekroz
durumundan bagimsiz sekilde sekonder olarak mtDNA aktif saliniminin gerceklesme
olasiligindan bahsedilmistir (31). Saglikli bireylerden elde edilen orneklerde de ccf-
mtDNA’nin varhiginin gosterilmesi, mtDNA’nin normal fizyolojik durumda da
diizenli olarak sitoplazmaya gegerek hiicre dis1 matrise ve buradan da sistemik

dolasima katilmasina yol agan bir mekanizmanin var olabilecegini diisiindiirmektedir

(18)
2.2.2. ccf-mtDNA ve Sistemik Dolasimda Bulunma Sekilleri

ccf-mtDNA’nin, ¢ift zincirli uzun/kisa fragmanlar halinde ve yapi olarak
serbest ve/lveya mikrovezikiiller igerisinde dolasima katildigi belirtilmistir (18).
mtDNA’nin fragmantasyon mekanizmasi tam olarak bilinmese de, hiicrelerden
mtDNA salinimma neden olan mekanizmalarin kdkeninde yatan bir¢ok etmen

(enfeksiyon, hiicresel ve mitokondriyal stres vb.) organel genomunun stabilitesini de



etkileyerek fragmanlara ayrilmasina neden olmaktadir. Ornegin, sican bdbrek ve
karaciger dokularinda yapilan galigmalarda, ROS artistnin mtDNA stabilitesini
bozdugu ve oksidatif strese maruz kalan mtDNA’nin hidrolize olarak ~700-1000 bg.
olacak sekilde fragmanlara ayrildigi belirlenmistir (45, 46). Ote yandan viral
enfeksiyonlarda, mtDNA stabilitesinde rolii olan TFAM’mn ifadesinin azalmasi
sonucunda niikleoid yapilarinin zarar gérdiigii ve mtDNA’nin stabilitesinin bozuldugu
bildirilmistir (47).

ccf-mtDNA’nin dolagimda ¢ogunlukla serbest halde bulundugu belirtilse de,
dolagimda bulundugu bir diger formu mikropartikiiller igerisinde oldugu seklidir (18).
Mikrovezikiil ya da mikropartikiiller, ¢aplart 50-1000 nm arasinda degisen, hiicre
zarmmdan koken alarak hiicreler arasi  bosluga salinan vezikiillerdir (48).
Mikropartikiillerin iglevi tam olarak anlasilmamis olsa da, tipki diger ekstraseliiler
vezikiiller gibi hiicreler arasi iletisimde gorev aldiklari bilinmektedir. Dolayisiyla,
mikropartikiiller icerisinde bulunan mtDNA’nin da, bagisiklik sisteminin bir uyarini
olarak komsu hiicrelerde inflamatuvar yolaklar1 aktive ettigi diisiiniilmektedir (18).
Non-alkolik steatohepatit (NASH) hastalarina ait hepatosit hiicreleriyle yapilmig olan
calisma sonucunda okside haldeki mtDNA’nin, mikropartikiiller araciligiyla hiicre
digina salindig1 ve dolasimda bulunan endositik yolak ile PMN hiicrelerine internalize
oldugu belirtilmistir (49). Oksidatif hasar sonrasi sitozole salinan mtDNA’ni
mikropartikiill igerisine alinarak hiicreden uzaklagtirllma nedeninin, hiicre
homeostazini koruma amagli bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. (31, 50). Ote
yandan, temelde serbest halde bulunan ccf-DNA’nin inflamasyonla iligkili temel

yolaklar1 aktive eden pro-inflamatuvar bir faktor oldugu bilinmektedir.
2.3. ccf-mtDNA ve Inflamasyon Tliskisi

Gerek serbest halde, gerekse mikropartikiiller i¢inde olsun, ccf-mtDNA dogal
bagisiklik sistemi tarafindan tanmman kuvvetli bir tehlike sinyali olup inflamatuar
cevabi ayarlamada 6nemli bir isleve sahiptir. ccf-mtDNA’nin sistemik inflamasyon ve
mitokondriyal hasar arasindaki baglantida merkezi rol {istlenebilecegi gosterilmistir
(51).

Bilindigi tizere, doku hasar1 sonrasinda hiicrelerden sizarak dolasima katilan ve

dogal bagisiklik sistemini uyaran molekiiller Hasarla iliskili Molekiiler Yapilar
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[Damage Associated Molecular Patterns (DAMP)] olarak adlandirilmakta ve
bagisiklik sisteminde gorevli Kalip Tamima Reseptorleri [Pattern Recognition
Receptors (PRR)]’ne baglanarak dogal bagisiklik sistemini aktive edip immiin yanit
olusturulmasinda rol almaktadirlar (52). Mitokondriden organel disina ¢ikan ATP,
TFAM, N-Formilpeptit, mtDNA gibi mitokondriyal DAMP’lar dolasim sisteminde
yer alan gesitli PRR’lar1 uyarmaktadir (4). mtDNA, 6nemli bir DAMP molekiilii olup,
hiicre igerisinde ve disinda farkli yolaklar lizerinden immiin yanitin olusumunda rol
almaktadir. Bu yolakta gorevli baslica PRR molekiilleri; Nucleotide-binding
oligomerization domain-Like reseptor (NLR), sitozolik cyclic GMP-AMP synthase-
stimulator of intereferon genes (CGAS-STING) ve Toll-like reseptorii (TLR) olmakla
birlikte, ccf-mtDNA ile iliskili tizerinde en ¢ok ¢alisilmis olan yolak TLR9 aracili
olandir (53).

TLR ailesinin bir iiyesi olan TLR9; bagisiklik sisteminde gorevli dentritik
hiicreler, dogal oldiirticii [natural killer (NK)] hiicreler, B lenfositi ve makrofajlar
basta olmak iizere, karaciger ve akciger gibi farkli dokulara ait hiicrelerde de ifade
oldugu bilinen bir reseptor grubudur (54). TLRY, dinlenme halindeki hiicrede
endoplazmik retikulumda bulunmakta, viral veya bakteriyal DNA’ya 6zgiil hipometile
CpG motiflerinin endositoz araciligiyla hiicreye alinmasiyla aktif hale geldiginde ise,
lizozomal kompartmana tasinip ligandina baglanarak, hiicrede immiin sistemin
aktivasyonunu baglatmaktadir (55). ccf-mtDNA, bakteri genomuna benzer olarak
icerdigi hipometile CpG motifleri ile, TLRY ile direk interaksiyona girerek immiin
yanit olusumunda rol almaktadi(18, 32, 56, 57). ccf-mtDNA, dolasimdaki 16kositler
igerisine endositoz ile internalize olduktan sonra endolizozomal kompartmanda
TLR9’a baglanarak, TLR9- myeloid differentiation primary response protein 88
(MYD88)- nuclear factor-«B (NF-kB) sinyal yolagini uyarir. Bu yolak, tumour
necrosis factor (TNF), interleukin (IL)-6, interleukin (IL)-8 ve adhezyon molekiilleri
gibi pro-inflamatuar aracilarin iiretimini artirarak 16kosit farklilagsmasina ve dokuya
ekstravasyonuna sebep olur ve patolojinin gelismis oldugu doku hiicrelerinde Pro-
interleukin (IL)-1B aracili inflamazom olusumunu tetikler. inflamazom yapisinin
olustugu hiicreden salinan IL-1p ise bagisiklik sistemini uyararak, daha fazla sayida

16kosit aktivasyonuna sebep olur (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Dolagima katilan ccf-mtDNA ve pro-inflamatuar yanit olusumundaki rolii
(18, 58).

Bunun yan sira, hiicreden salinan mikropartikiiller icindeki ccf-mtDNAnin da
dokuda dinlenme halinde bulunan makrofajlardaki TLRO tarafindan taninarak NF«xB
sinyal yolagi aktivasyonuyla pro-inflamatuvar yanit1 baslattigi gosterilmistir (18). ccf-
mtDNA’nin TLRY aracili pro-inflamatuar cevap aktivasyonu hayvan modellerinde
yapilan c¢alismalarla da desteklenmistir (34).

ccf-mtDNA  disinda, oksidatif hasar igeren mtDNA’nin sitoplazmaya
¢ikmasinin da Nod-like receptor family pyrin domain-containing 3 (NLRP3)
inflamazomunun olusumunda anahtar rol istlendigi belirtilmigtir (59, 60).
Oligomerize olan NLRP3 inflamazomu, adaptdr bir protein olan Apoptosis-asociated
speck like protein with a CARD (ASC) araciligi ile kazpaz-1 ile etkilesime girerek
IL-1B ve IL-18’in kesimini ve salinimini tetikler ve farkli bir yolakla daha inflamatuar
cevabi aktive eder (Sekil 2.2)(18). Devaminda, aktiflesen NLRP3 inflamazomunun
pozitif geri besleme dongiisii ile daha ¢cok ccf-mtDNA’nin dolagima ¢ikmasina sebep

oldugu one siiriilmektedir (61).



12

TLR9 ve NLRP3 yolaklarina ek olarak mtDNA "nin aktive ettigi diger bir yolak
ise CGAS-STING yolagidir. Sitozolik DNA sensorii olan ¢cGAS, mitokondriden
sitoplazmaya ¢ikmis olan mtDNA fragmanlarinin baglanmasiyla aktive olur ve ikincil
mesajc1 olarak gorev yapan cyclic GMP-AMP dinucleotide (cGAMP) sentezini
katalizleyerek, endoplazmik retikulumda yerlesim gosteren STING’i aktive eder (62).
Aktif STING, protein kinazlar aracilif1 ile transkripsiyon faktorleri olan NF-kB ve
Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3)’i aktive eder. Bu sayede, Tip 1 interferon
(IFN1) ve Interferon-stimulated genes (ISG)’lerin ifadesi artar ve antiviral dogal

bagisiklik sistemi harekete gegmis olur (Sekil 2.3)(47).

Hasarli mROS ¢

Mitokondri
TFAMY¢
mtDNA

Okside

haldeki ‘ cGAS IRF3 Tip 1 IFN
mtDNA'nin - aktivasyonu salinimi

sitozole ! J

‘\ salinimi

Sekil 2.3. Hasarli mtDNA ile cCGAS-STING yolaginin aktivasyonu ve immiin cevabin
olusumu (58).

2.4. ccf-mtDNA ve Hastaliklarla iliskisi

Mitokondri, hiicre igerisinde iistlendigi pek ¢cok anahtar roliin yani sira, kendine
0zgiil DNA’s1 aracilifiyla ¢esitli sinyal yolaklarini uyararak hastaliklarin patogenezine
etki etmektedir. ccf-mtDNA gibi dolasimda serbest halde bulunan DNA’lar,
hastaliklarin erken tanisinda doku biyopsilerine nazaran elde edilmesi daha kolay olan
likit biyopsiler olarak islev gorebilmektedir. Birgok farkli kanser tiiriinde, ccf-
mtDNA’nin minimal invaziv diyagnostik ve prognostik biyobelirteg olma potansiyeli
ortaya ¢ikmigtir (61, 63). Buna ek olarak, ccf-mtDNA miktarinin kanser disindaki
farkli hastaliklarda da kontrol bireylere oranla istatistiksel olarak anlamli Sl¢ilide

degisiklik gosterdigi saptanmistir (Tablo 2.1).
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Son yillarda, ccf-mtDNA’nin inflamasyonla iligkili bir¢ok farkli hastalik
grubunda dogal bagisiklik sisteminin agonisti olarak inflamatuar patolojiyi etkiledigi
saptanmistir. Bu nedenle, organel DNA’sinin bir otopatojen olarak islev gordiigii ve
bagisiklik sistemininin uyarani oldugu ileri siiriilmektedir (61). Bir¢ok farkli hastaligin
yant sira, enfeksiyonlardan bagimsiz olarak yaslanma siirecinde goriilen kronik
inflamasyon tablosunda da (inflammaging) ccf-mtDNA’nin DAMP olarak islev
gordiigii, dolayisi ile yaslanma siirecinin otoimmiin hastalik benzeri bir yolak olarak
degerlendirilebilecegi one siiriilmistiir (51). Gerek otoimmiin, gerekse sekonder
inflamasyon bulgularinin saptanmis oldugu birgok farkli hastalik grubunda, ccf-
mtDNA’nin patogeneze etki eden potansiyel bir faktér olup olmadigi halen

bilinmemektedir.



Tablo 2.1. Farkli hastalik gruplarina ait viicut sivilarindan elde edilen 6rneklerde
ccf-mtDNA miktarindaki degisimler (58).

14

Hastalik Kategorisi Hastalik Analiz Edilen | ccf-mtDNA
Viicut Sivis1 | (artis/azahs
. )
Otoimmiin Romatoid ve Inflamatuar Artrit Plazma, Artis
Hastahklar Eklem Sivist
Graniilomatozis Polianjiitis Serum Artig
Hipertansiyon Plazma Artis
Ateroskleroz Plazma Artis
Kardiyovaskiiler Miyokard Infarktiisii Plazma Artig
Hastahklar Koroner Kalp Hastalig1 Plazma Artis
Iskemik Kalp Hastalig1 Serum Artig
Akut Karaciger Yetmezligi Serum Artig
Karaciger Nonalkolik Steatohepatit (NASH) Plazma Artis
Hastahklari Asetaminofen Dozasimina Bagli Olarak
Gelisen Karaciger Yetmezligi Serum Artis
Travma Plazma Artis
Travma Sistemik Inflamatuvar Yanit Sendromu Plazma Artis
(SIRS)
Coklu Organ Yetmezligi Sendromu Plazma Artig
(MODS)
Enfeksiyon Sepsis Plazma Artig
Meme Kanseri Plazma Azalig
Yumurtalik Kanseri Plazma Artig
Akciger Kanseri Plazma Artis
Testis Kanseri Serum Artis
Ewing Sarkomu Serum Azalis
Kanser Prostat Kanseri Plazma Artis
Urolojik Malignite Serum Artis
Adenokarsinom Plazma Artis
Renal Hiicreli Karsinom Plazma Artig
Hepatoseliiler Karsinom Serum Azalig
Norodejeneratif Alzheimer BOS Azalig
Hastaliklar Parkinson BOS Azalis
Yaslanma ile iliskili | Kronik Inflamasyon Plazma Artis
Hastahklar
Otizm Serum Artig
Bipolar Serum Artis
Hemodiyalize Bagli Kronik Plazma Artis
Diger Inflamasyon
Yaralanma Plazma Artis
Friedreich Ataksisi Plazma Azalis
Major Depresif Bozukluk Plazma Artis
Egzersiz Plazma Azalig
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2.5. inflamasyonla iliskili Néromiiskiiler Hastahklarda ccf-mtDNA’nin
Olasi Islevi

Noromiiskiiler hastaliklar, dogrudan veya dolayl olarak kol, bacak ve gévdeyi
hareket ettiren iskelet kaslarinin iglev ve aktivitesini etkileyen; ilerleyici kas zayifligi
ve bazilar1 erken donemde oliim ile karakterize ¢ok genis sendrom ve hastaliklar
grubunu igermektedir. Bu gruptaki hastaliklarin ¢ogu nadir genetik hastaliklar olmakla
beraber; motor néronu, periferik sinirleri ve sinir-kas kavsagini tutan hastaliklar olacak
sekilde li¢ ana smifta incelenirler (64). Gliniimiize kadar tanimlanmis 780 farkli
noromiiskiiler hastalik tipi ve 417 hastaliktan sorumlu gen bilgisi mevcut olmakla
beraber, tiim ndromiiskiiler hastaliklarin toplu olarak insidansi 1/3000 olarak
saptanmugtir (65). S6z konusu hastaliklarin birgogu erken yasta ortaya ¢ikmakta ve
yasa bagli olarak ilerleme gostermektedir (66). Genetik, gevresel ve immiinolojik
faktorlerin bu hastalarin gelisiminde ¢ok 6nemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Bazilari
direkt otoimmiin hastalik grubuna dahil olmakla birlikte, bir cogunun patogenezinde
ise immiin sistem farkl1 yolaklar araciligi ile devreye girmektedir (67). inflamatuvar
miyopatiler, distrofiler, metabolik ve ilaca bagli miyopatiler gibi bu gruba dahil farkl
hastalik gruplarinda da; apoptoz, nekroz ve otofaji mekanizmalarinin hasarli/rejenere
olan kas liflerinde bir arada gozlendigi saptanmistir (68). Bunun yani sira,
mitokondriyal sitopatiler disindaki genetik ve patolojik olarak farkli bir¢ok
noromiiskiiler hastalikta da ortak bir bulgu olarak mitokondri hasar1 gézlenmektedir
(69). Ancak, néromiiskiiler hastaliklara yonelik ortak ve etkin bir tedavi yaklagimi
olmamakla birlikte, tedavi secenekleri ¢ogunlukla tek gen-tek hedef yaklagimini
benimsemekte ve kisiye 0zgiil yenilik¢i tedavi seceneklerinin oniinli agacak klinik
Oncesi caligmalar sadece bazi hastaliklar i¢in bulunmaktadir. Bu amagla son yillarda
ozellikle farkli genetik ve ¢evresel temelleri bulunan bu tiir hastalik gruplarinda ortak
tedaviye yon verebilecek mekanizmalar1 ortaya c¢ikarabilme potansiyeli olan
calismalar (commonality approach) artis géstermistir.

Son yillarda ccf-mtDNA’nin, ¢esitli hastalik gruplarinda dogal bagisiklik
sisteminin agonisti olarak inflamatuar patolojiyi etkiledigi saptanmigtir. Yapilmig olan
arastirmalar, translasyonel bir yaklasimla, ccf-mtDNA aracili inflamasyonun alternatif
ve bir¢ok farkli hastalik i¢in ortak bir tedavi hedefi olabilecegini ortaya ¢ikarmistir

(61). Ancak giinlimiize kadar inflamasyonla iliskili farkli néromiiskiiler hastalik
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gruplarinda dolasimdaki (serum/plazma) mtDNA’nin varligini, miktarim1 ve
inflamasyon mekanizmasindaki olasi islevini arastirmaya yonelik bir c¢aligma
yapilmamustir.

Bu amagla tez cahsmasinda; (1) otoimmiin néromiiskiiler hastaliklarda, (2)
sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularmin saptandigi kalitsal
noromiiskiiler hastaliklarda, (3) kas dokusunda inflamasyon gézlenmeyen kalitsal
noromiskiiler hastaliklarda, serum ya da plazmadaki ccf-mtDNA miktarlarinin ger¢ek
zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) ile absolut (mutlak)
kantitasyonun yapilmasi ve sonuglarin saglikli kontrol drnekler ile karsilastirmali
olarak analiz edilmesi amac¢lanmistir.

Bu amaca yonelik olarak tez ¢aligmasi kapsaminda analiz edilen néromiiskiiler
hastalik gruplari su sekildedir;

Myastenia Gravis (MG) (OMIM: 254200): Otoimmiin ndromiiskiiler
hastaliklar periferik sinirlerin, sinir-kas bileskesinin veya dogrudan kasin etkilendigi
hastaliklardir. Bu hastaliklarin gelisiminde temel olarak bagisiklik sisteminde gorevli
T ve B lenfositlerin viicudun kendi yapilarini tanimadaki toleransini kaybetmesi ve bu
yapilara karst immiin yanit olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Kronik otoimmiin
noromiiskiiler hastaliklar gruplari arasinda patomekanizmasi en iy1 bilinenlerden olan
ve nadir hastalik grubunda yer alan MG’nin insidans1 30/1.000.000 olmakla birlikte,
bu oran ¢ocukluk ve adolesan donemde 1-5/1.000.000 civarinda gozlemlenmektedir
(70). Kas giigsiizliigii genellikle goz ve bulber kaslarda ve kol bacak kaslarimizin
viicuda yakin proksimal kaslarindadir. Myasthenia Gravis hastaliginin en ciddi
semptomu solunum giicliigiidiir. MG hastalarinin %87’inde postsinaptik bdlgede
bulunan Asetilkolin Reseptorii (AchR)’ne karsi otoantikor iiretilmektedir (71). Bu
antikora ek olarak MG hastalarinda Kasa Spesifik Tirozin Kinaz (MusK)’a ve
Lipoprotein Reseptor iliskili Protein 4 (Lrp4)’e karsi otoantikorlar iiretildigi de
belirtilmektedir (72, 73). Erken veya ge¢ yasta ortaya ¢gikan MG’de yaygin olarak timik
abnormaliteler, folikiiler hiperplazi ve timoma goriiliir (74).

Fasioskapulohumeral Kas Distrofisi (FSHD) (OMIM: 158900, 158901):
FSHD, otozomal dominant kalitim gdsteren ve prevelansi 1-9/100.000 olan nadir bir
kas distrofisidir (75).Yiiz, skapular, omuz, bacak, kal¢a kusagi kaslarinin yavas

ilerleyen giicsiizliigiiyle karakterize olmakla birlikte, FSHD’nin klinik olarak
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birbirinden ayirt edilemeyen iki tiirii bulunmaktadir. Hastaligin en sik goriilen tipi olan
FSHD1, 4935 bolgesinde bulunan D4Z4 tekrarlarindaki delesyonlar sonucunda
olusmakta, FSHD2 ise 18p11.32 kromozom bdlgesinde yerlesim gosteren Structural
maintenance of chromosomes flexible hinge domain containing 1 (SMCHD1)
genindeki mutasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. FSHD1’de, D4Z4 tekrar
bolgesindeki kisalmalar normalde hipermetile olan bdlgenin hipometile olmasina ve
buna bagli olarak Double homeobox protein 4 (DUX4) geninin ifade artisina neden
olmaktadir. SMCHD1 geninin ise, FSHD1’i modifiye edici bir faktér oldugu
diistinilmektedir. FSHD2’de gozlenen SMCHD1 mutasyonlar1 dolayli olarak
kromozom 4 ve 10 hipometilasyonu ile, FSHD1’deki gibi toksik DUX4 ifade artigina
neden olur. DUX4 ifade artisi, her iki durumda da pro-apoptotik proteinlerin
tiretilmesine sebep olur ve kas hiicrelerini 6liime siirtikler (76-78). Kas dokusunda
meydana gelen inflamasyon ortak bir histopatolojik 6zellik olarak FSHD hastaliginda
yer almaktadir.

FSHD hastalarina ait kas biyopsiyelerinde yapilan histopatolojik analizler
sonucunda, inflamatuvar mononiikleer hiicrelerin (T hiicreleri, B hiicreleri, NK
hiicreleri ve makrofajlar) fazla sayida oldugu ve bu artiga parallel olarak nekrotik kas
fibrillerinin arttig1 belirlenmistir (79).

Disferlinopati (Limb-Girdle Kas Distrofisi tip 2B/ LGMD2B) (OMIM:
253601): Kas distrofilerinin heterojen bir grubu olan otozomal resesif kalitimli Limb-
girdle (LGMD?2) kas distrofileri genetik ve patofizyolojik olarak heterojen bir hastalik
grubu olup, pelvik ve omuz kusagindaki proksimal kaslarda simetrik olarak ilerleyen
kas gii¢siizliigii ve yiiksek diizeyde serum-kreatin kinaz (CK) diizeyi ile karakterize,
cocukluk ve erigkin yas grubunda goriilen hastaliklardir. LGMD2B, LGMD2’ler
arasinda en yaygin goriilen tiplerden biri olmakla birlikte, prevelans1 1-9/1.000.000°dir
(75). Disferlin proteinini kodlayan DYSF geninde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda olusur. Yiksek miktarda kas dokusunda ifade oldugu bilinen, ayni
zamanda makrofaj ve endotel gibi farkli hiicre tiplerinde bulunan disferlin; vezikiiler
trafikte, sarlolemmal hasarmn tamirinde ve Ca*?> homeostazinda gorev olarak, kas
biitiinliigli ve fonksiyonunun korunmasina énemli islevlere sahip bir proteindir (80,

81).
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Hastalara ait kas biyopsilerinde yapilan histopatolojik analizler sonucunda,
siklikla nekrotik lifler ve T lenfosit agirlikli inflamasyon bulgular saptanmistir (82-
84). Ayrica, LGMD2B’nin patomekanizmasinda membran tamir mekanizmasi hasari
oldugundan, hiicre disina g¢ikan DAMP molekiillerinin bolgede inflamasyonu
tetikleyerek bagisiklik sistemini uyarma potansiyeli oldugu disiiniilmistiir (85, 86).

Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA) (OMIM: 253300, 253550, 253400, 271150):
Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA), omurilikte bulunan alfa motor noronlarin
dejenerasyonu ve ilerleyici kas atrofisinin gozlenlendigi otozomal resesif kalitilan
nadir bir ndromiiskiiler hastaliktir. Prevelansi 1-9/100.000 olan bu hastaligin siddetinin
azalmast ile sayinin arttigi farkli alt tipleri bulunmaktadir (SMA Tipl, Tipll, Tiplll,
TiplV). SMA hastaliginin patogenezinde Survival motor neuron 1 (SMN1) geninde
meydana gelen mutasyonlar rol oynamaktadir. Hastalarin %96'sinda SMN1 geninde
ekzon 7 ve 8'de homozigot delesyon bulunurken %4'linde birlesik heterozigot
mutasyonlar1 bulunmakta ve sadece ekzon 7 delesyonu tasiyan hastalar da
bulunmaktadir (87). SMN1’¢ ek olarak insan genomunda SMN proteini kodlayan diger
bir gen ise SMN2’dir. Bu iki gen %99 oraninda homoloji gostermekle birlikte, iki geni
birinden ayiran en 6nemli farklilik, 7. ekzonunun 6. pozisyonundaki sitozinin
niikleotitinin timine (C>T) donisiimiidiir. Bu transisyon sonucunda SMN2 geninde
Ekzonik Splicing Silencer (ESS) dizisi olusmakta ve ekzon 7 igermeyen ve stabil
olmayan SMN proteini iiretilmektedir (88). Uretilen proteinlerin %10’u islevsel
olmakla birlikte bu durum hastaligi 6nlemek igin yeterli degildir. SMN2 kopyasi
sayisina bagli olarak tretilen islevsel SMN protein miktarmin artmasi hastaligin
seyrini hafifleterek fenotipe etki etmektedir (89, 90).

Farkli kalitsal néromiiskiiler hastaliklarin aksine, SMA hastalarina it iskelet
kasinda inflamasyon bulgulari gézlenmemektedir. Son yillarda yapilan galigmalar
hastaligin patogenezinde rol alan motor ndron hiicre kayiplarina ek olarak; karaciger,
dalak, timus gibi periferik dokularda meydana gelen islev kayiplarinin hastaligin
patogenezine olan etkisi iizerine yogunlagmaktadir. SMA fare modellerinde yapilan
cesitli caligmalar SMA hastaliginda sistemik inflamasyon varligin1 kanitlamistir. Bu
inflamatuvar tablonun merkezi sinir sisteminde yer alan hiicreleri etkileyerek

noroinflamasyonda da rol oynabilecegi belirtilmektedir (91, 92).
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3. BIREYLER VE YONTEM
3.1. Bireyler

Tez ¢alismas1 kapsaminda belirlenen calisma gruplari, Hacettepe Universitesi
Tip Fakiitesi Noroloji Anabilim Dali’na basvuran, klinik ve laboratuvar bulgular
dogrultusunda noéromiiskiiler hastalik tanisi konmus 19 hasta ve 6 saglikli kontrol
bireyden olusmaktadir. Tez kapsaminda yapilacak c¢alismalar igin, Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayr (Tarih:
21.6.18 Karar No: GO 18/598-22) alinmis olup (Bkz. EK-1), ¢alismamiza katilan
bireylere ‘Biyobanka Onam Formu’ imzalattirilmigtir. Calisma gruplarini olusturan
hastalik tipleri ve ¢alismamiz kapsaminda toplanan 6rnekler asagida belirtilmis olup,
hasta ve saglikli kontrollere ait klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Grup 1- Otoimmiin noromiiskiiler hastaliklar: Bu gruba Myastenia Gravis
tanis1 almis olan 6 hasta dahil edilmistir.

Grup 2- Sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularinin
saptandig1 kalitsal néromiiskiiler hastahklar: Fasyoskapulohumeral Kas Distrofisi
(FSHD) tanis1 almig 3 ve Disferlinopati (LGMD-2B) tanis1 almis 3 hasta olacak
sekilde toplam 6 hasta bu grup kapsaminda analiz edilmistir.

Grup 3- Kas dokusunda inflamasyon gozlenmeyen kalitsal néromiiskiiler
hastaliklar: Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA) tip Ill tanis1 almis olan 7 hasta tez
calismamiza dahil edilmistir.

Grup 4- Saghkh kontrol bireyler: Herhangi bir inflamasyon bulgusunun
olmadigi, son iki aydir enfeksiyon ge¢irmedigi bilinen benzer yas gruplarindaki 6 birey

tez calismasina dahil edilmistir.



Tablo 3.1. Tez galismasi kapsaminda olusturulan ¢alisma gruplari ve hastalara ait
klinik/laboratuvar bulgulari

CALISMA Hasta Cinsiyet Yas | Tam | MGFA Skoru* | Antikor | lvig**+
GRUBU 1 No Yasi tipi Ek Tedavi
MG1 K 42 41 1B Musk Plazmaferez
Myastenia MG2 E 33 32 1A AchR -
Gravis (MG)
MG3 K 38 32 \% AchR Plazmaferez
MG4 K 36 11 1A AchR -
MG5 E 35 23 1A AchR -
MG6 E 71 55 1B AchR Metformin

* Myasthenia Gravis Foundation of America skoru
**Intravendz imiinoglobilin

CALISMA GRUBU 2 Hasta No Cinsiyet Yas Tani Ambulasyon | Tedavi
Yasi durumu
. FSHD1 E 31 25 Ambule -
Fasiyoskapulohumeral
Kas Distrofisi (FSHD) FSHD2 E 16 16 Ambule -
FSHD3 E 58 47 Ambule -
. . . LGMD2B-1 K 23 11 Non-Ambule -
Disferlinopati
(LGMD2B) LGMD2B-2 K 38 20 Ambule -
LGMD2B-3 K 35 8 Non-ambule -
SMN1 SMN2
gg{fgg‘ : HSSta Cinsiyet | Yas £2n11 HFMS .SI.IIVIA Genotipi Kopya | Tedavi
$ skoru* P (e7/e8) ** | Sayisi
SMA1 K 27 2 20 11 -/- 3 SMN2 -
. SMA2 K 28 8 4 1l -1+ 3 SMN2 -
Spinal
Miiskiiler | SMA3 E 34 |11 46 I -1+ 4 SMN2 -
Atrofi SMA4 E 39 |3 51 |1 -J- 4 SMN2 -
(SMA)
SMA5 E 20 3 16 1] -/- 3 SMIN2 -
SMAG K 59 11 44 1] -I+ 3 SMN2 -
SMA7 E 38 5 57 1] -/- 3 SMIN2 -

* Hammersmith Fonksiyonel Motor Skalasi Skoru
** (-) ve (+) SMNI1 genotipinde ekson 7 ve 8’de delesyon olma ve olmama durumlarim ifade eder.

CALISMA Kontrol No Cinsiyet Yas Tedavi
GRUBU 4
K1 E 26 -
Saghkh K2 K 29 -
Kontroller K3 K 31 N
K4 E 24 -
K5 K 40 -
K6 K 35 -
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3.2. Calismalarda Kullanilan Kimyasal Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar
3.2.1. Periferik Kandan Plazma/Serum izolasyonu

EDTA’l1 Tiip (10 ml/BD Vacutainer)
Kirmizi kapakli serum izolasyon tiipii (10 mI/BD Vacutainer)
Sogutmal1 Santrifiij (BOECO U320/R)

3.2.2. Plazma/Serum Orneklerinden ccf-DNA izolasyonu

QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit/Human Plasma and Serum (QIAGEN):
Kit icerisinde; guanidin tiyosiyanat iceren ACL lizis tamponu, ACB niikleik asit
baglama tamponu, guanidin hidrokloriir igeren ACW1 ve ACW2 yikama
tamponlar;, AVE eliisyon tamponu ve Proteinaz K ile niikleik asitlerin
membrana baglanmasini giiglendiren Carrier RNA bulunmaktadir.

QlAamp DNA Blood Mini (QIAGEN): Kit igerisinde; guanidin hidrokloriir
iceren AL lizis tamponu, guanidin hidrokloriir iceren AW1 yikama tamponu,
AW2 yikama tamponu, AE eliisyon tamponu ve Proteaz yer almaktadir.
Sogutmali Santrifiij (BOECO U320/R)

QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold with the QIAvac Connecting System
(QIAGEN)

Hibridizasyon Firini1 (Amersham Life Sciences)
3.2.3. ccf-DNA Konsantrasyon Ol¢iimii

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Scientific): Bu kit igerisinde; Qubit
dsDNA HS reaksiyon soliisyonu ve Qubit dsDNA HS diliisyon tamponu, Qubit
dsDNA HS Standart 1 (0 ng/uL) ve Standart 2 (10 ng/uL) bulunmaktadir.
Qubit Assay tiipleri (Thermo Fisher)

Qubit 2.0 Florometre (Invitrogen)

3.2.4. insan mtDNA’s1 ile D1s Standart Orneklerin Hazirlanmasi

Human Mitochondrial Standard Reference Material® 2392-1 (NIST/USA)
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e Konvansiyonel Polimeraz Zincir Raksiyonu (PZR) ile mtDNA’nin
amplifikasyonu:
10X Buffer (NH4)2SO4 (Thermo Fisher)
25mM MgCl> (Thermo Fisher)
Deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP) (Jena Biosysystem): 2,5 mM
dATP, 2,5 mM dCTP, 2,5 mM dGTP, 25 mM dTTP
mtDNA amplifikasyonu i¢in primer dizileri (Oligomer): Mitokondriyal
genomda 317-381. bazlar arasindaki 64 bg¢’lik D-loop bdlgesini
amplifiye etmektedir.
Mito-F: 5’>-CTTCTGGCCACAGCACTTAAAC-3’
Mito-R: 5’>-GCTGGTGTTAGGGTTCTTTGTTTT-3’
Tag DNA polimeraz (Thermo Fisher)
Distile Su
e PCR piirifikasyon kiti (Nucleospin Extract |1, Macherey-Nagel): Kit icerisinde;
guanidin tiyosiyanat iceren NT| baglama tamponu, NT3 yikama tamponu ve NE
ellisyon tamponu yer almaktadir.
e SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystems)
e Vorteks (V1 Plus, Biosan)
e Mini santrifiij (Multi Spin, Biosan)
e Sogutmali Santrifiij (BOECO U320/R)
e Nanodrop 1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific)

3.2.5. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
gPCR) ile ccf-mtDNA’nin Absolut (Mutlak) Kantitasyonu

e SYBR Green JumpStart Tag Ready Mix (Sigma)
e 25mM MgClI, (Sigma)

e Strip Tubes and Caps 250 (0.1 mI/QIAGEN)

e Rotor-Gene 6000™ (Corbett Research)

e Vorteks (V1 Plus, Biosan)

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

Agaroz (Sigma) : Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

Tris-asetat tamponu (TAE) (pH 8.0) : Tris baz (Merck) 2M
Glasiyal asetik asit (Merck) 1,14 ml
Na;EDTA (Merck) 0,5M

Yiikleme tamponu : Gliserol (Merck) 55ml
1X TAE tamponu (Merck) 4,5 ml
Orange G boya (Merck) 0,01g

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

Molekiiler agirlik belirleyicisi : Gene Ruler 50 bp DNA Ladder (Fermentas)

3.3. Yontemler

Tez ¢alismasi kapsaminda dolasimdaki ccf-DNA’y1 en yiiksek miktarda ve en
etkin sekilde izole edebilmek amaciyla, hasta orneklerinin toplanmasi 6ncesinde
optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Bu kapsamda, iki kontrol bireyde hem serum
hem de plazma izolasyonu yapilmis ve 6rneklerden farkli kit ve tekniklerle ccf-DNA
izolasyonu denenerek, elde edilen ccf-DNA miktarlar1 karsilastirilmistir. En uygun
protokol belirlendikten sonra, tim c¢alisma gruplarinda ayni yontemle ccf-DNA
izolasyon teknigi uygulanmis ve orneklerdeki ccf-mtDNA miktarlart RT-PZR ile

absolut kantitasyonun yardimiyla kontrol 6rnekler ile karsilastirilmistir.
3.3.1. Periferik Kandan Plazma/Serum izolasyonu
Plazma izolasyonu

e EDTA’l tiipe alinan 10 ml kan 1900xg’de, 10 dk 4°C’de santrifiij edilmis ve
iist fazda yer alan plazma 15 ml’lik falkon tiipline aktarilmistir.

e Pipet yardimiyla toplanan plazma (4-5 ml) 1,5 mI’lik ependorf tiiplerine 1’er
ml olacak sekilde dagitilmistir.

e Hazirlanan plazma Ornekleri eritrositlerden tamamen kurtulmak amaciyla
16.000xg’de, 10 dk 4 °C’de tekrar santrifiij edilmistir.

e ccf-DNA izolasyon kitlerinin uygun gordiigii miktardaki plazma (QlAamp
Circulating Nucleic Acid kit i¢in 2ml, QIAamp DNA Blood Mini kit i¢in 400
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ul) bekletilmeden ccf-DNA izolasyonu yapmak amaciyla ayrilmis, geriye
kalan 6rnek 500ul’lik hacimlerde kryotiiplere alikotlanarak -80°C’deki derin

dondurucularda saklanmuistir.
Serum izolasyonu

10 ml kan kirmiz1 kapakli serum izolasyon tiipiine alind1 ve oda sicakliginda
45 dk bekletildi.

2.000xg’de 10 dk 4°C'de santrifiij yapilda.

Santrifiij sonrasi list fazda eritrosit gozlendigi durumda, iist faz ayr1 bir 15'lik
falkona alinarak tekrar ayni1 sartlarda santrifiij uygulandi.

ccf-DNA izolasyon kitlerinin uygun gordiigii miktardaki serum (QIAamp
Circulating Nucleic Acid kit i¢in 2ml, QIAamp DNA Blood Mini kit i¢in 400
ul) bekletilmeden ccf-DNA izolasyonu yapmak amaciyla ayrilmis, geriye
kalan 6rnek 500ul’lik hacimlerde kryotiiplere alikotlanarak -80°C’deki derin

dondurucularda saklanmaistir.
3.3.2. Plazma/serum érneklerinden ccf-DNA izolasyonu

Plazma ve serum orneklerinden ccf-DNA izolasyonu igin iki farkli kitten

yararlanilmigtir.

QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit: izolasyon i¢in 2 ml plazma/serum kullanildi.

Izolasyonda kullanilacak olan Proteinaz K, silika membran bazli spin kolon ve
carrier RNA (cRNA) oda sicakligina getirildi. Izolasyon sirasinda RNAse Free
malzemeler ve DEPC’li pipet uglar1 kullanildi.

2 mI’lik plazma/serum 6rnegi i¢in 15 ml’lik falkon tiipii igerisine 1,8 ml ACL
lizis tamponu ve 5,6 pl cRNA eklendi ve kisa siire vortekslendi. Karisim daha
sonra kullanilmak amaciyla bekletildi.

Ayrt bir 50 mI’lik falkon tiipii igerisine sirastyla 200 ul Proteinaz K, 2 ml
plazma/serum 6rnegi ve hazirlanan ACL tamponu-cRNA karigimindan 1,6 ml
eklenerek 30 sn siireyle vortekslendi.

Hazirlanan karisim 60°C’de 30 dk inkiibe edildi.
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ccf-DNA’nin silika bazli membrana baglanmasini saglamak i¢in inkiibasyonu
tamamlanan karigimin lizerine 3,6 ml ACB tamponu eklenerek 15-30 sn siireyle
vortekslendi.

Karisim buz tizerinde 5 dk bekletildi.

Inkiibasyon sirasinda vakum sistemi (QIAvac 24 Plus with the QIAvac
Connecting System) hazirlandi. Vakum sistemi iizerine Vacconnector takildi.
Vacconector iizerine kit igerisindeki kolon yerlestirildi, Kolonun agzi1 agilarak
20ml’lik tube extender kolona sikica takildu.

Inkiibasyonu tamamlanan karisim, tube extender’a aktarildi. Vakum sistemi
caligtirildi ve tiim karisim kolondan gegince tube extender dikkatlice ¢ikarildi.
Kolon iizerine 600 pl ACW1 yikama tamponu eklendi. Kolonun kapag: acik
halde vakum sistemi galistirildi ve tiim tamponun kolondan gegmesi saglandi.
Kolon {iizerine 750 pl ACW2 yikama tamponu eklendi ve vakum sistemi
yardimiyla ayni1 sekilde kolondan gecirildi.

Kolon tizerine 750 pl EtOH (%96-100) eklendi ve vakum sistemi yardimiyla
kolondan gegirildi.

Kolonun kapag: kapatilarak 2 mI’lik ependorf tiipii icerisine alindi. 20.000xg
(14.000 rpm)’ de oda sicakliginda 3,5 dk santrifiij edildi.

Kolon yeni 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi ve membranin kurutulmasi igin
agz1 acik olacak sekilde 56°C’de 10 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi kolon 1,5 ml’lik eliisyon tiipiine aktarildi. Kolonun
i¢indeki membranin tizerine 30 pul AVE tamponu eklendi ve agz1 kapali sekilde
5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Agz1 kapatilan kolon 20.000xg (14.000 rpm)’de oda sicakhiinda 1,5 dk
santrifiij edilerek membrana baglanmis olan ccf-DNA eliisyon tiipii i¢erisinde

toplandi.

QlAamp DNA Blood Mini Kit: izolasyon i¢in 400 ul plazma/serum kullanildi.

Izolasyonda kullanilacak Proteaz K, slika membran bazli spin kolon oda
sicakligina getirildi. Kit igerisinde yer alan tamponlar vortekslendi.

1,5 ml’lik ependorf tiip igerisine 40 ul Proteaz K aktarildi. Uzerine 400 pl
plazma/serum 6rnegi eklendi ve 3-5 sn vortekslendi.

Karigim tizerine 400 ul AL lizis tamponu eklendi ve 15 sn vortekslendi.
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Karisim daha sonra hibridizasyon firinda 56°C’de 10 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyonu tamamlanan karisim iizerine 400 pl EtOH eklendi ve 15sn
vortekslendi.

Kolon ependorf tiipii igerisine yerlestirildi. EtOH’l1 karisim kolona aktarildi.
Kolonun kapagi kapatilarak 6000xg (8000 rpm)’de oda sicakliginda 1,5 dk
santrifiij edildi.

Kolon yeni ependorf tiipline aktarildi. Kolon {izerine 500 pul AW1 yikama
tamponu eklendi ve 6000xg (8000 rpm)’de oda sicakliginda 1,5 dk santrifiij
edildi.

Kolon tekrar yeni ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 500 ul AW2 yikama
tamponu eklendi ve 20.000xg (14.000 rpm)’de oda sicakliginda 3,5 dk santrifiij
edildi.

Membranin kurutulmasi amaciyla, kolon bos bir sekilde ayni sartlarda 1,5 dk
santrifij edildi.

Kolon yeni bir ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine daha énce 65°C’de 10 dk
1sitilmig olan 200 pl AE tamponundan 50 pl eklendi ve oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edildi.

6000xg (8000 rpm)’de oda sicakliginda 1,5 dk santrifiij edilerek kolonda
bulunan ccf-DNA ependorf tiip igerisine toplandi.

3.3.3. ccf-DNA Konsantrasyonunun Florometrik Olciimii

Orneklerdeki ccf-DNA konsantrasyonu Qubit dsDNA Assay Kit yardimiyla

Qubit 2.0 Florometre cihazinda Slglilmiistiir. Bu cihaz, konsantrasyon 6lgiimii igin ¢ift

zincirli DNA’ya baglanma 6zelligine sahip floresan boya kullanir. Boya c¢ift zincirli

DNA’ya bagladiginda floresan 1s1ma yayar. Elde edilen 1s1ma miktarinin ornekte

bulunan DNA konsantrasyonu ile dogru orantili olmasi temeline dayanilarak DNA

orneklerinin konsantrasyonu hesaplanir.

Kit igerisinde bulunan Qubit dSDNA HS reaksiyon soliisyonu 1:200 oraninda
Qubit dsDNA HS diliisyon tamponu ile seyreltilerek calisma ¢ozeltisi
hazirlandi.

Kalibrasyon egrisi ¢izimi igin, kit igerisinde yer alan Standart 1 (0 ng/uL) ve
Standart 2 (10 ng/uL) 6rneklerinden yararlanildi. Her bir standart ayr1 bir Qubit
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Assay tiipte; 10 pl standart 6rnegi ve 190 ul g¢alisma ¢ozeltisi olacak sekilde
hazirlanip 2-3 sn siire ile vortekslendi.

e Ornekler igin Qubit Assay tiipte toplam hacim 200 pl olacak sekilde; 2 pl ccf-
DNA, 198 pul galisma ¢ozeltisi ile karistirilirak 2-3 sn vortexlendi.

e Ornekler ve standartlar oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi.

e Qubit 2.0 florometre cihazinda dsDNA High Sensitivity Assay ile dlgim
yapildi. Standartlarin 6l¢timii ile ¢gizilen kalibrasyon egrisi yardimiyla, hasta ve
kontrol bireylere ait izole edilmis ccf-DNA’larin miktari, diliisyon faktorii ile

carpilarak hesaplandi.

3.3.4. Kalibrasyon Egrisi Cizimi icin Insan mtDNA’s1 ile Dis Standart

Orneklerin Hazirlanmasi

RT-qPZR deneyleri i¢in gerekli olan kalibrasyon egrisi ¢izimi i¢in, miktar
bilinen sertifikali insan mitokondri DNA’s1 (Human Mitochondrial Standard
Reference Material® 2392-1) kullanildi. Hedeflenen mtDNA bélgesi PZR yardimiyla
amplifiye edildi ve piirifiye edilen mtDNA fragmani standart 6rneklerin hazirlanmasi

amaciyla kullanildi.
Konvansiyonel PZR ile hedef bolgenin amplifikasyonu

PZR deneyi; 1x(NH4)2 SO4 tamponu, 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,4 uM
primer ciftleri, 0,03 U Tag DNA Polimeraz ve 1,4 ng mtDNA olacak sekilde
total hacim 50 ul’de yapildi. PZR reaksiyonu ise; 94°C'de 30 sn, 55°C'de 45 sn ve 72
oC'de 45 sn siire ile 35 dongii seklinde SimpliAmp™ Thermal Cycler cihazinda
gerceklestirildi.

PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Dis standartlarin hazirlanmasi amaciyla insan mtDNA’sindan amplifiye edilen
PZR iirtinii Nucleospin Extract 11 kiti ile piirifiye edildi
e DNA’nin silika bazli membrana baglanmasini saglamak i¢in kit igerisinde yer

alan NT tamponu, 1:2 oraninda PZR fiiriinii {izerine eklendi ve vortekslendi.
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e Omek karisimi ependorf tiipii icerisine yerlestirilen kolona aktarilarak
11.000xg’de oda sicakliginda 1 dk santrifiij edildi ve mtDNA’nin kolon
membranina baglanmasi saglandi.

e Yeni ependorf tiipii igerisine aktarilan kolon, iki asamali olacak sekilde NT3
yikama tamponu ile 11.000xg’de oda sicakliginda 1,5 dk santrifiij edilerek
yikand1 ve tekrar ependorf tiipii igerisine alindi.

e Memranin kurutulmas: amaciyla kolon bos bir sekilde 11.000xg’de oda
sicakliginda 2,5 dk santrifiij edildi.

e Kaolon yeni bir ependorf tiipline aktarildi ve iizerine 70°C’ de 1sitilmis olan 30
ul NE eliisyon tamponu eklendi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

e 11.000xg ’de oda sicakliginda 1,5 dk santrifiij edilerek membrana baglanmis
olan mtDNA eliisyon tiipii igerisinde toplandi.

e Elde edilen mtDNAnin konsantrasyonu Nanodrop 1000 Spektrofotometre ile

olciildii.
Dis Standart Orneklerin Hazirlanmasi

PZR amplifikasyonu sonrasi piirifiye edilen insan mtDNA’st (25 ng/pl)
yardimiyla aralarinda dilisyon farki bulunan 10 dis standart 6rnegi hazirlandi (Tablo
3.2). Her bir standart 6rnegin igerisinde yer alan mtDNA kopya sayisi ise asagida
belirtilen formiile gore hesaplandi (93).

ngx6.022x10%3
uzunlukx 10° x 650

Kopya Sayisi =

Tablo 3.2. RT-qPZR deneylerinde kullanilan dis standartlarin miktarlar: ve
icerdikleri mtDNA kopya sayis1

Standartlar STD1 STD2 STD3 STD4 STD5 |(STDé (STD7 (STD8 |STDS STD10

Dilisyonlar | 101 102 103 10 10°  [10®  |107 |10® |1/5x0% | 1/25x108
Miktar

25 0,25 0,025 0,0025 [25x10% |25x10% |25x107 | 25x10¢ | Sx10° 10°
(ng/ul)
Kopya 3619x10° | 3619x10¢ | 3.619x10° | 361.900 [36.190 |3.619 |362 [362 |74 145

Sayisi ful
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3.3.5. RT-qPZR ile Plazma Orneklerinde Bulunan ccf-mtDNA
Miktarmin Absoliit Kantitasyonu

Absoliit kantitasyon yontemi bir Ornegin miktarmi (kopyast sayisi,
konstanrasyon) kesin olarak belirlemek i¢in kullanilir. Bunun i¢in, miktar1 bilinen bir
ornekten seri diliisyonlar olusturularak standart ornekler hazirlanir. Miktar
belirlenecek Ornek ile standartlar ayni reaksiyon igerisine dahil edilerek, hedeflenen
bolge RT-gPZR ile ¢ogaltilir. Reaksiyon sonunda standartlar yardimiyla cizilen
kalibrasyon egrisinden faydalanilarak ornegin miktar1 kesin olarak saptanir. Tez
calismasinda, plazma Orneklerinde bulunan total ccf-DNA igerisindeki yalnizca
mtDNA’y1 amplifiye edecek 0zgiil primerler kullanilarak RT-qPZR reaksiyonu
gerceklestirilmis ve hasta gruplarina ait orneklerdeki bilinmeyen ccf-mtDNA
miktarlar, cizilen kalibrasyon egrisi yardimiyla kontrol 6rnekler ile karsilastirmali

olarak analiz edilmistir.
RT-gPZR reaksiyonu

e Calismamizda RT-qPZR deneyleri, 0,1 ml’lik PZR tiiplerinde (Strip Tubes and
Caps 250) Tablo 3.3’de belirtilen reaksiyon igerigi ve Tablo 3.4’de verilmis
olan kosullarda Rotor-Gene 6000™ PZR cihazinda gerceklestirildi.

e Tiim 6rnekler tiglii tekrarlar seklinde amplifiye edildi.

e Tez calismas1 kapsaminda hazirlanan ve mtDNA kopya sayilar1 bilinen dig
standart rneklerin ortalama Ct degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Calisma gruplarinda yer alan hasta ve kontrol bireylere ait ccf-mtDNA kopya
sayilari ¢izilen kalibrasyon egrisi yardimiyla RotorGene 6000 Series Software

1.7 Build 87 yazilimi ile hesaplandi.



Tablo 3.3. RT-qPZR bilesenleri (Bir reaksiyon i¢in)
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RT-PCR bilesenleri Hacim

SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix (100 rxn) Sul

MgCl2 (25 mM) 1,2 ul
Primer F (Mito F/ 10 uM) 0,3 ul
Primer R (Mito R/ 10 uM) 0,3 ul
ccf-DNA 2 ul

dH20 1,5ul
Toplam 10 ul

Tablo 3.4. RT-gqPZR reaksiyon kosullari

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
94°C 2 dk 1

940C 15sn -

60 °C 15sn

3.3.6. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Tez galismasi kapsaminda elde edilen sonuglar Graphpad Prism 5.0 yazilimi

kullanilarak istatistiksel agidan analiz edildi. Gruplar arasinda ccf-mtDNA kopya

sayisindaki kat degisimi analizi, Mann Whitney U testi kullanilarak yapildi ve p degeri

0,05 altinda kalan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez calismasi kapsaminda; (1) otoimmiin ndromiiskiiler hastaliklarda, (2)
sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularinin saptandigi kalitsal
noromuskiiler hastaliklarda, (3) kas dokusunda inflamasyon gézlenmeyen kalitsal
noromiiskiiler hastaliklarda, serum ya da plazmadaki ccf-mtDNA miktarlarinin RT-
qPZR ile absolut kantitasyonun yapilmasi ve sonuglarin saglikli kontrol drnekler ile

karsilastirmali olarak analiz edilmesi amaclanmaistir.
4.1. ccf-DNA izolasyon Protokoliiniin Optimize Edilmesi

Dolasimda bulunan ccf-DNA miktart ¢ok azdir (1-100 ng/ml) (94). ccf-
mtDNA analizine yonelik olarak literatiirde hem plazma hem de serum &rnekleri
kullanilarak yapilmig farkli aragtirmalar mevcut olmakla birlikte, ccf-DNA izolasyonu
icin standart olarak uygulanan bir protokol bulunmamaktadir. Bu nedenle hasta
orneklerini toplamaya gegmeden once; (1) ccf-DNA izole edilecek baslangic materyali
(plazma/ serum) se¢imine karar verilmis ve (2) ccf-DNA izolasyonu i¢in en uygun
protokol optimize edilmistir. Bu amagla kontrol orneklerde es zamanli olarak
denenmis olan fakli parametreler Tablo 4.1°de verilmistir. Her bir parametreye ait

sonuglar kendi igerisinde ayn1 6rnek ile karsilastirilmistir.
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Tablo 4.1. ccf-DNA izolasyon protokoliiniin optimize edilmesi i¢in denenmis olan

farkli parametreler

Deney Optimizasyonu Denenen Farkh Parametreler Sonu¢

1. ccf-DNA izolasyonu igin Plazma 48 ng/ml
kullanilacak baglangi¢
materyali Serum 145,6 ng/ml

2. Plazma izolasyon teknigi

Tek asamal1 santrifiij
(1900xg’de 10 dk 4°C)

Eritrosit kontaminasyonu
Lokositlerin ayrismamast

iki asamali santrifiij
(ilaveten 16.000xg’de 10 dk 4°C)

Eritrositlerden
arundirilmis saf plazma

3. Taze /6nceden izole edilip

dondurulmus olarak Taze dmek 65 ng/ml
-80°C’ de saklanan plazma
Ornegi Dondurulmus 6rnek 36 ng/ml
QlAamp DNA Blood Mini Kit 121 ng/ml
4. ccf-DNA izolasyonu i¢in (baslangic hacmi: 200 pl plazma)
kullanilacak kit
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit
(baslangi¢ hacmi: 2 ml plazma) 866 ng/ml

Nanodrop 1000 Spektrofotometre
5. ccf-DNA miktarinin (6lgiim sinir1: 2 ng/ml)

Ol¢timii

Hatal1 6l¢iim degerleri

Qubit 2.0 Florometre

(6l¢tim simirt: 0,2 ng/ul) Hassas 6l¢iim degerleri

Deneysel optimizasyon g¢aligmalarimizin sonucunda, serum 6rneginden elde
edilen ccf-DNA miktar1 (145,6 ng/ml) plazmadan elden ccf-DNA miktarina (48 ng/ml)
gore daha yiiksek ¢ikmistir. Ancak son yillarda yapilmis olan arastirmalar, plazmadaki
ccf-DNA miktarinin kan damarinda bulunan ccf-DNA miktarint daha dogru
yansitacagl ve serumda farkli hiicre kaynakli ccf-DNA kontaminasyonunun
olabilecegi yoniindedir (95) Bunun yani sira, inflamasyon durumunda pleteletlerin
aktivasyonu ile ccf-mtDNA salinimin arttigi bilinmektedir (96) Bu nedenle, tez
calismasina plazma ornekleri kullanilarak devam edilmesine karar verildi. Elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda (Tablo 4.1), tiim bireylerden EDTA’11 tiipe alinan 10
ml kandan, iki agamali santrifiij teknigi kullanilarak plazma izolasyonu yapilmasina
ve elde edilen taze plazma 6rneginin (-4-5 ml) 2 ml’sinden, QlAamp Circulating
Nucleic Acid kit yardimiyla ccf-DNA izolasyonu yapilmasi sonucuna varildi. S6z

konusu kit, daha yiiksek hacimde (2 ml) plazma kullanarak daha kisa siirede ve daha
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fazla miktarda ccf-DNA izolasyonu yapma imkani saglamis olup, kit igerisinde
bulunan carrier RNA, DNA’larin kolona baglanmasini kolaylastirarak izolasyon
basarisini yiikseltmistir. Calisma gruplarina ait ccf-DNA miktarlarinin ise, daha hassas
Ol¢iim yapabilme kapasitesine sahip olan Qubit 2.0 Florometre cihazi yardimiyla

analiz edilmesine karar verildi.

4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarina Ait Plazma Orneklerinden ccf-DNA

izolasyonu

Tim ¢alisma gruplarina ait bireylerden izole edilen plazma 6rneklerinden
QlAamp Circulating Nucleic Acid kit yardimiyla ccf-DNA izolasyonu yapilmis ve
elde edilen DNA miktarlar1 Qubit 2.0 Florometre cihazi ile dlgiilmiistiir (Tablo 4.2).
Dolasimda bulunan ccf-DNA miktarinin, gerek ayni gruplar icerisinde gerekse hasta
ve sagliklt kontrol bireyler arasinda heterojen bir dagilim gosterdigi gozlenmistir.
Toplam 25 birey arasinda, 2ml plazma drneginden en diisiik 136 ng/ml en yiiksek 1370
mg/ml olacak sekide ccf-DNA izolasyonu yapilmistir.
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Tablo 4.2. Tez kapsamindaki ¢alisma gruplarina ait plazmadan izole edilen ccf-DNA

miktarlar
Calisma Grubu Hastahk Hasta no SN il
(ng/mil)
MG1 547 ng/ml
GRUP 1: MG2 1370 ng/ml
Otoimmiin néromiiskiiler Myastenia MG3 226 ng/ml
hastahklar Gravis (MG) MG4 416 ng/ml
MG5 1150 ng/ml
MG6 540 ng/mi
. FSHD1 331 ng/mi
Fasiyoskapulohumeral
GRUP 2: Kas Distrofisi (FSHD) | FSHD2 769 ng/ml
Sekonder olarak kas dokusunda FSHD3 576 ng/ml
inflamasyon bulgularinin saptandigi LGMD2B-1 | 370 ng/ml
kalitsal noromiiskiiler hastaliklar Disferlinopati
(LGMD2B) LGMD2B-2 | 232 ng/ml
LGMD2B-3 | 763 ng/ml
SMAl 244 ng/ml
SMA2 290 ng/ml
GRUP 3:
SMA3 227 ng/ml
Kas dokusunda inflamasyon Spinal Miiskiiler Atrofi
gozlenmeyen kalitsal noromiiskiiler | (SMA) SMA4 246 ng/ml
hastaliklar SMA5 | 467 ng/ml
SMAG 416 ng/ml
SMA7 851 ng/ml
K1 136 ng/ml
Grup 4: K2 289 ng/ml
_____ K3 390 ng/ml
Saghkh kontroller
K4 215 ng/ml
K5 322 ng/ml
K6 240 ng/ml
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4.3. D1s Standart Ornekler ile Kalibrasyon Egrisi Cizimi

RT-qPZR ile plazma Orneklerinde bulunan ccf-mtDNA miktarmin absoliit
kantitasyon ile belirlenmesi igin kalibrasyon egrisi ¢izilmesi gerekmektedir. Bu
amagla, miktar1 bilinen sertifikali insan mitokondri DNA’s1 (Human Mitochondrial
Standard Reference Material® 2392-I) kullanildi. Ancak, ticari olarak temin edilen
DNA’nin miktart (65 pl) ve konsantrasyonu (1,4 ng/ul) ¢ok az oldugu ve deneylerin
tamamina yetmeyecegi i¢in, hedeflenen mtDNA bdlgesi PZR yardimiyla amplifiye
edildi ve piirifiye edilen mtDNA fragmani seri diliisyonlar olusturularak 10 standart
ornegin (Tablo 3.2) hazirlanmasi amaciyla kullanildi. Bir hasta ve bir kontrol 6rnek ile
yapilan RT-qPZR denemeleri sonucunda, hasta ve kontrol 6rneklere ait amplifikasyon
egrilerinin standart 7 ve 9 arasinda oldugu gozlemlendi (Sekil 4.1). Tez kapsaminda
calisilacak diger Orneklerin farkli miktarlarda cct-mtDNA kopya sayisi
igerebilecekleri de goz 6niinde bulundurularak, RT-gPZR deneylerinde STD 5, 6, 7, 8,
9 ve 10 (Tablo 3.2) olacak sekilde toplam 6 dis standartin kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 4.1. Dis standart 6rnekler (STD 5, 6, 7, 8, 9 ve 10) ile kalibrasyon egrisi ¢izimi.
(A) RT-qRZR amplifikasyon egrisi; (B) Erime egrisi; (C) Kalibrasyon
egrisi; (D) PZR fiirtinlerinin %3’liik agaroz jeldeki goriintiisii (H: FSHD3,
K: K5).
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4.4. RT-qPZR ile Cahsma Gruplarina Ait Plazma Orneklerinde Bulunan
ccf-mtDNA Miktarmin Absoliit Kantitasyonu

4.4.1. Otoimmiin Noromiiskiiler Hastaliklarda Plazmadaki ccf-mtDNA

Miktarmin Analizi

Otoimmiin néromiiskiiler hastalik grubunda yer alan 6 MG tanis1 almig
hastalarin plazma 6rneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarinin absolut kantitasyon ile
belirlenmesi amaciyla; mtDNA’y1 amplifiye edecek 6zgiil primerler ile MG hastalari
ve saglikli kontrol bireyler i¢in RT-qPZR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Ayni
reaksiyona dahil eden standartlar yardimiyla ¢izilen kalibrasyon egrisinden
faydalanilarak hasta ve kontrol bireylerin plazma orneklerindeki ccf-DNA kopya
sayilar1 saptanmis ve karsilagtirmali olarak analiz edilmistir.

Analizlerimiz sonucunda, MG hastalarina ait plazmadaki ccf-mtDNA
miktarlar1, hastalarin 1\VIg tedavisine ek bir tedavi uygulanma ve uygulanmama
durumlarina gore iki gruba ayrilarak degerlendirilmistir. Buna gore, tedavi uygulamasi
yapilmamis olan iic MG hastasina (MG2, MG4, MGS) ait plazma 6rneklerindeki ccf-
mtDNA kopya sayilarmin kontrol orneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde 5,6 kat arttigi saptanmistir (p=0,0119) (Sekil 4.2).

Buna ek olarak, kan 6rneklerinin alindigi donemde MG hasta grubuna dahil
edilen iki hastanin (MG1 ve MG3) plazma degisim tedavisi olarak bilinen plazmaferez
(97), bir hastanin ise (MG6) anti-inflamatuar eltisi oldugu bilinen (98) ve tip 11 diyabet
hastaliginin tedavisinde kullanilan (99) Metformin tedavisi gordiigii bilinmektedir.
MG ¢alisma grubu igerisinde yer alan ve tedavi uygulanan bu ti¢ hastanin (MG1, MG3,
MG6) plazma orneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarinin, tedavi uygulamasi
yapilmayan hastalarin aksine, kontrol drneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde 1,8 kat azaldig1 belirlenmistir (p=0,0476) (Sekil 4.2). RT-gRZR deneylerine
ait amplifikasyon, erime ve kalibrasyon egrileri ile PZR iiriinlerinin %3’likk agaroz

jeldeki gortintiisii EK 2°de verilmistir.
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ccf-mtDNA | 11,5 376,1 15,4 156,6 120,7 23,95
kopya KA K2 K3 Ka K5 K6
sayisi/ul
plazma 26 38,7 41,4 26,3 293 23,4

Sekil 4.2. MG hastalarinin plazma oOrneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarinin

RT-gPZR ile absolut kantitasyonu. (A) tedavi uygulanmayan (B) tedavi
uygulanan MG hastalarinin ccf-mtDNA kopya sayilarinin saglikli kontrol
orneklerle karsilastirilma grafigi (Mann Whitney U testi; *:p<0,05); (C)

hasta ve kontrol bireylere ait ortalama ccf-mtDNA kopya sayilart.
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4.4.2. Sekonder Olarak Kas Dokusunda inflamasyon Bulgularinin
Saptandigi Kalitsal Noromiiskiiler Hastaliklarda Plazmadaki ccf-
mtDNA Miktarinin Analizi

Bu ¢alisma grubuna, farkli genlerin hastaligin patogenezinden sorumlu oldugu
ve sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularinin gézlendigi 6 hasta dahil
edilmistir. Hastalardan ti¢li klinik ve histopatolojik kriterler dogrultusunda FSHD
tanist almakla birlikte, geriye kalan tigti LGMD2B tanisi almistir. ccf-mtDNA kopya
sayilarinin absolut kantitasyon ile belirlenmesi amaciyla; hastalar ve saglikli kontrol
bireyler i¢in mtDNA’y1 amplifiye edecek 6zgiil primerler ile RT-gPZR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Ayni reaksiyona dahil eden standartlar yardimiyla cizilen
kalibrasyon egrisinden faydalanilarak hasta ve kontrol bireylerin plazma
orneklerindeki ccf-DNA kopya sayilar1 saptanmis ve karsilastirmali olarak analiz
edilmistir.

Yapilan analizlerimiz sonucunda, ayni ¢alisma grubu igerisinde yer alan tiim
hastalara ait plazma 6rneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarinin kontrol rneklere
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degismedigi saptanmustir (Sekil 4.3).
Bunun yanisira, gerek FSHD gerekse LGMD2B hastalarina ait ccf-mtDNA kopya
sayilarinin da kendi alt grubu igerisinde heterojenlik gosterdigi gozlenmistir. RT-
gRZR deneylerine ait amplifikasyon, erime ve kalibrasyon egrileri ile PZR iiriinlerinin

%?3’liik agaroz jeldeki goriintiisii EK 3’de verilmistir.
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ccf-mtDNA | 11,8 29,7 437 233 54,5 62,7
kopya
T K1 K2 K3 K4 K5 K6
plazma 23,9 30,6 30,4 26,6 32,3 226

Sekil 4.3. FSHD ve LGMD2B hastalarinin plazma orneklerindeki ccf-mtDNA kopya
sayilarinin RT-qPZR ile absolut kantitasyonu. (A) hastalara ait ccf-mtDNA
kopya sayilarinin saglikli kontrol 6rneklerle karsilagtirilma grafigi; (B) hasta
ve kontrol bireylere ait ortalama ccf-mtDNA kopya sayilari.

4.4.3. Kas Dokusunda Inflamasyon Gozlenmeyen Kalitsal Noromiiskiiler
Hastaliklarda Plazmadaki ccf-mtDNA Miktarinin Analizi

Bu gruba; kas dokusunda inflamasyon bulgularinin saptanmadigi, klinik,
genetik ve histopatolojik bulgular dogrultusunda SMA tip 111 tanisi almig olan 7 hasta
dahil edilmistir. Bu gruptaki hastalar igerisinden dort tanesi (SMA-1, SMA-4, SMA-
5, SMA-7) SMNL1 geni ekson 7 ve 8 homozigot delesyonu igermekle beraber, {igii
(SMA-2, SMA-3, SMA-6) yalnizca homozigot olarak ekson 7 delesyonu igermektedir.
SMN2 kopya sayis1 3 veya 4 olan bu hastalarin plazma 6rneklerindeki ccf-mtDNA
kopya sayilari, absolut kantitasyon ile belirlenmis ve kontrol o&rnekler ile
karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

Analizlerimiz sonucunda, SMA hastalarina ait plazma orneklerindeki ccf-

mtDNA kopya sayilarinin kontrol 6rneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde
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2 kat arttig1 sonucuna ulagilmistir. (p=0,0017) (Sekil 4.4). RT-gRZR deneylerine ait

amplifikasyon, erime ve kalibrasyon egrileri ile PZR iirtinlerinin %3’liik agaroz jeldeki

gorintiisii EK 4’de verilmistir.
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Ortalama
ccf-mtDNA | 101 53,4 52,9 64,5 49 478 94,3
kopya K1 K2 K3 Kad K5 K6
sayisi/yl
plazma 24 33,5 39 26,3 252 24

Sekil 4.4. SMA hastalarinin plazma 6rneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarinin
RT-gPZR ile absolut kantitasyonu. (A) hastalara ait ccf-mtDNA kopya
sayilarinin saglikli kontrol 6rneklerle karsilastirilma grafigi (Mann Whitney
U testi; **:p<0,01); (B) hasta ve kontrol bireylere ait ortalama ccf-mtDNA

kopya sayilari.
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5. TARTISMA

ccf-mtDNA, otoimmiin hastaliklar, kardiyovasiiler hastaliklar, yaslanma,
enfeksiyon, dejeneratif hastaliklar vb. farkli genetik ve ¢evresel kokenleri olan birgok
hastalik/durumda inflamatuvar patoloji ile iliskilendirilmistir (18). Yapilmis olan
arastirmalar, translasyonel bir yaklasimla, ccf-mtDNA aracili inflamasyonun alternatif
ve birgok farkli hastalik i¢in ortak bir tedavi hedefi olabilecegini ortaya ¢ikarmigtir
(61). Ozellikle son yillarda, nadir hastaliklara yénelik yapilan birgok bilimsel ¢aligma,
hastaliklarin  patogenezinde rol oynayan ortak mekanizmalar1 tanimlama
(commonality) ve bu mekanizmalar iizerinden ortak tedavi hedefleri bulma {izerine
yogunlagmis durumdadir. Ancak, giiniimiize kadar nadir hastaliklar grubunda yer alan
ve farkli inflamasyon yolaklar1 ile iligkilendirilen ndromiiskiiler hastaliklarda
dolagimdaki ccf-mtDNA’nin varlifini, miktarin1 ve inflamasyon siirecindeki olasi
islevini arastirmaya yonelik bir ¢aligma yapilmamustir.

Tez calismasi1 kapsaminda; inflamasyonla iligkili farkli nadir néromiiskiiler
hastalik gruplarinda, dolagimda bulunan ccf-mtDNA kopya sayilarinin RT-gPZR ile
absolut kantitasyonun yapilmast ve sonuclarin saglikli kontrol &rnekler ile
karsilastirmali olarak analiz edilmesi amaglanmistir. Bu amagla se¢mis oldugumuz
hastalik gruplari; (1) otoimmiin néromiiskiiler hastaliklar, (2) sekonder olarak kas
dokusunda inflamasyon bulgularinin saptandigi kalitsal néromiiskiiler hastaliklar, (3)
kas dokusunda inflamasyon gdzlenmeyen kalitsal noromiiskiiler hastaliklar ve (4)
saglikli kontroller seklinde dort ana grup altinda toplanmaktadir.

Dolasiminda bulunan ccf-DNA miktar1 hastalik patolojisi durumunda degisim
gosterse de, miktarsal anlamda c¢ok azdir (1-100 ng/ml) (94). Giiniimiize kadar
yapilmis arastirmalara bakildiginda, izolasyon i¢in kullanilan standart ve yaygin bir
protokol bulunmamaktadir. Literatirde ccf-mtDNA analizine yonelik olarak hem
plazma hem de serum ornekleri kullanilarak yapilmis farkli arastirmalar mevcuttur. Bu
nedenle, tez ¢alismasiin ilk asamasinda ccf-DNA izole edilecek baslangi¢c materyali
(plazma/ serum) sec¢imine karar verilmis ve ccf-DNA izolasyonu i¢in en uygun
protokol optimize edilmistir. Son yillarda yapilan arastirmalarda plazmadaki ccf-DNA
miktarinin dolagimda bulunan ccf-DNA miktarin1 daha dogru yansitacagi ve serumda
farklr hiicre kaynakli ccf-DNA kontaminasyonunun olabilecegi yoniindeki veriler

bulunmaktadir (95) Bunun yani sira, inflamasyon durumunda pleteletlerin



43

aktivasyonuna bagli olarak ccf-mtDNA saliniminin arttigi bilinmektedir (96). Bu
nedenle, inflamasyon ile ilgili arastirmalarda plazma igerisinde bulunan platelet
kaynakli ccf-mtDNA’nin da izole edilmesi gerekmektedir. Optimizasyon ¢alismamiz
sonucunda, her ne kadar serum 6rneginden elde edilen ccf-DNA miktar1 (145,6 ng/ml)
plazmadan elden ccf-DNA miktarina (48 ng/ml) oranla daha yiiksek ¢iksa da (Tablo
4.1), calismamiz kapsaminda plazma 6rneklerinden ccf-DNA izole edilmesine karar
verilmistir. Buna ek olarak, plazma izolasyonu sirasinda kullanmis oldugumuz iki
asamali santrifiij teknigi eritrositlerden arindirilmis saf plazma elde etmemizi
saglamistir (Tablo 4.1). ccf-DNA izolasyonunun optimize edilmesi i¢in igin ise, hem
taze hem de onceden izole edilip dondurulmus olarak -80°C’ de saklanan plazma
ornegi kullanilmis ve dondurmanin izolasyon verimini yariya diisiirdiigii (taze 6rnek:
65 ng/ml, dondurulmus 6rnek: 36 ng/ml) sonucuna ulasilmigtir (Tablo 4.1). Yapilan
farkli ¢alismalarda da, bizim sonuc¢larimiza benzer sekilde 80°C’ de dondurulmus
olarak bekletilen plazma oOrneklerinden daha diisiik miktarda DNA izole edildigi
bildirilmistir (100).Bunun yani sira, ccf-DNA izolasyonu ig¢in, literatiirde siklikla
kullanilan QIAamp DNA Blood Mini kit ve QlAamp Circulating Nucleic Acid kit adi
verilen iki farkli kit denenmistir (101, 102). Calismalarimiz sonucunda, sadece
dolasimdaki DNA’lar1 izole edebilmek amaciyla gelistirilmis ikinci kitin daha yiiksek
hacimde (2 ml) taze plazma kullanarak daha kisa siirede ve daha fazla miktarda (866
ng/ml) (Tablo 4.1) ccf-DNA izolasyonu yapma imkani sagladigi saptanmistir. Izole
edilen ccf-DNA’larin da Nanodrop 1000 spektrofotometre’ye (6lgiim siniri: 2 ng/ml)
gore daha hassas Ol¢iim smirt olan Qubit 2.0 cihazi (6l¢lim smirt: 0,2 ng/pl) ile
florometrik olarak dl¢giilmesine karar verilmistir (Tablo 4.1).

Optimize etmis oldugumuz protokolle hasta ve kontrol gruplarina ait plazma
orneklerinden ccf-DNA izolasyonu yapilmis ve izole edilen 6rneklerden yalnizca ccf-
MtDNA’y1  amplifiye  edecek  Ozgiill primerler yardimiyla RT-gPZR
gerceklestirilmistir. RT-qPZR deneylerinde kullanilan primerlerin, mtDNA ve nDNA
arasinda homoloji gosteren dizileri hedef almasi sorun teskil etmektedir. Evrimsel
stirecte mtDNA’nin bir kisminin duplike olarak nDNA’ya entegre olmasi nedeniyle,
nDNA’da mtDNA ile benzer diziler i¢eren psddogenler bulunmaktadir. Malik ve ark.
2011 yilinda yapmis olduklar1 bir calisgmada mitokondriyal genomun %95’ inden

fazlasinin duplike olarak nDNA’ya entegre oldugunu belirlemis ve yalnizca
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mtDNA’ya 6zgii dizilerini hedef alan primer dizilerini tanimlamiglardir (103). Tez
calismast kapsaminda yapilan RT-qPZR analizlerinde bu primeler c¢iftlerinden
faydalanilmis ve dolasimdaki total ccf-DNA’lar igerisindeki yalnizca ccf-mtDNA’lar
amplifiye edilmistir. RT-qPZR sonucunda, miktar1 bilinen dis standartlar ile ¢izilen
kalibrasyon egrisi yardimiyla hasta gruplarina ait 6rneklerdeki bilinmeyen ccf-mtDNA
kopya sayilarinin absolut kantitasyonu yapilmis ve sonuclar kontrol ornekler ile
karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda ilk hastalik grubu olan otoimmiin ndromiiskiiler
hastaliklara dahil edilen 6 MG hastasina ait plazmadaki ccf-mtDNA miktarlar1 kontrol
orneklerle karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Calisma grubumuzdaki hastalarin
hepsine, dolasimdaki otoantikorlarin bloke edilmesi amaciyla IVIg tedavisi
uygulanmistir. Hastalardaki ccf-mtDNA kopya sayilari, hastalara standart olarak
uygulanan IVIg tedavisine ek bir tedavi uygulanma ve uygulanmama durumlarina gore
iki gruba ayrilarak degerlendirilmistir. Buna gore, ek tedavi uygulamasi yapilmamis
olan li¢ MG hastasina (MG2, MG4 ve MGS5) ait plazma 6rneklerindeki ccf-mtDNA
kopya sayilarinin kontrol drneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 5,6
kat arttig1 saptanirken (p=0,0119) (Sekil 4.1), plazmaferez veya Metformin tedavisi
uygulanan ii¢ hastanin (MG1, MG3 ve MG6) plazma 6rneklerindeki ccf-mtDNA
kopya sayilarinin, tedavi uygulamasi yapilmayan hastalarin aksine, kontrol 6rneklere
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 1,8 kat azaldig1 belirlenmistir (p=0,0476)
(Sekil 4.2).

Myasteni Gravis hastaligi, bagisiklik sisteminde gorevli T ve B lenfositlerin
viicudun kendi yapilarini tanimadaki toleransini kaybetmesi sonucunda olusan ve
noromiiskiiler bileskede bulunan AchR, MusK, Lrp4 reseptorlerine karsi iiretilen
otoantikorun ndroiletim bozuklugu olusturmasi sebebiyle kas kasilmasinin etkilendigi
nadir goriilen bir otoimmiin hastaliktir. MG hastalarinin biiyilik ¢ogunlugunda folikiiler
hiperplazi ve timoma gibi timik bozukluklar goriilmektedir (74). Ayrica, timik epitel
hiicreleri tarafindan salgilanan g¢esitli pro-inflamatuvar sitokinlerin hastaligin
patogenezinde goriilen kronik inflamasyon tablosuna etki ettigini belirtilmektedir
(104, 105). MG hastalarininda artmis olan ccf-mtDNA miktarinin, hastalikta goériilen

sistemik inflamasyon tablosuna etki eden faktorlerden biri oldugu diistiniilebilir.
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MG hastaliginda elde ettigimiz verilere benzer sekilde, Sistemik lupus
eritematozus (SLE), Romatoid artrit ve Graniilomatozis polianjiitis (GPA) gibi farkli
otoimmiin hastaliklara yonelik olarak yapilmis olan ¢alismalarda da, dolagimdaki ccf-
mtDNA miktarinin arttigi belirlenmistir (43, 105, 106). Bu artisin sebebinin, SLE ve
GPA patolojisinde ortak bir bulgu olarak gézlemlenen ve oksidatif strese bagli olarak
aktif hale gelen NETozis yapilariin oldugu saptanmistir (43, 107). NETozis yapilari
mtDNA’nin sistemik dolasima salinimina kaynak olusturan mekanizmalardan biridir
(108). MG hastalarinda serum proteinleri ve antioksidan molekiillerin seviyesine
bakilarak yapilan aragtirmalar, hastalarda oksidatif stres bulgularmin varligim
gostermektedir (109, 110) Bu bulgular, MG hastaliginda var olan oksidatif stresin,
diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi, NET yapilarinin aktivasyonuna neden
olarak dolasima salinan ccf-mtDNA miktarin1 arttirdigi diisiindiirebilir. Bunun
disinda, var olan oksidatif stres mitokondri ve devaminda hiicre hasarina neden olarak
ccf-mtDNA miktarini arttiyor olabilir.

MG hastalarimin ti¢linde saglikli kontrol 6rneklere kiyasla goriilen ccf-mtDNA
kopya sayisi azalisginin nedeninin ise, hastalara uygulanan ek tedavi yontemleri
olabilecegi distinlilmiistiir. MG hastalarinin ikisine (MG1 ve MG3) plazmaferez
tedavisi uygulanmistir. Plazmaferez, kanin plazma kisminin ayristirilarak filtreden
gecirildigi bir tedavi yontemi olup, MG hastaliginda iiretilen otoantikorlarin viicuttan
uzaklagtirllmast amaciyla kullanilmaktadir (97). Plazmaferez sirasinda uygulanan
filtre islemi, hastalarda var olan plazma igerigini yiiksek oranda degistirdiginden
plazmada bulunan ccf-mtDNA miktarini etkileyerek normalde yiiksek olan miktarin
azalmasma sebep olmus olabilir. Ote yandan, ccf-mtDNA miktarinin azaldi
gbozlemlenen diger MG hastasinin (MG6), tip 2 diyabet tanisinin bulundugu ve
Metformin kullandig1 tespit edilmistir. Metformin, karacigerde diiretilen glukoz
miktarini azaltarak diyabet hastaliginin tedavisinde kullanilan bir ilagtir (99). Son
yillarda otoimmiin hastaliklarin modellendigi in vitro galismalar, metforminin
otoimmiin hastaliklarda bozulmus olan immiin homoestazini diizenledigi ve immiin
sistemde gorevli birgok hiicre tipinin islevini diizenleyerek hastaliklarin siddetini
azalttig1 belirtilmistir (98, 111). Bu ¢alismalara bagli olarak, MG hastasinda kontrole
gore azalan ccf-mtDNA kopya sayisinin Metformin’in anti-inflamtuar etkisine bagh

oldugu diisiiniilebilir.
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Tez c¢alismasi kapsaminda analiz ettigimiz ikinci hastalik grubu, sekonder
olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularinin saptandigi kalitsal ndromiiskiiler
hastaliklar grubudur. Bu gruba sistemik inflamasyon bulgularinin goriilmedigi, ancak
histopatolojik olarak kas dokusunda nekroza ve inflamasyon bulgularinin saptandigi 3
FSHD ve 3 LGMD2B hastasi dahil edilmistir. Yapilan analizler sonucunda, hastalarin
plazma Orneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarmin, kontrol orneklere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedigi saptanmustir (Sekil 4.3). Hastalar
FSHD ve LGMD2B seklinde iki gruba ayrilarak analiz edildiginde bile hasta ve
kontrol bireyler arasindaki ccf-mtDNA kopya sayilarinda anlamli bir degisim
gozlenmemistir. Bu sonuglar, ccf-mtDNA miktari artisinin lokal olarak saptanmis olan
kas dokusu inflamasyonu bulgulari yerine, sistemik inflamasyon bulgulari ile iliskili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamiz kapsaminda analiz ettigimiz son hastalik grubu, kas dokusunda
inflamasyon gozlenmeyen kalitsal ndromiiskiiler hastaliklardan SMA hastaligidir.
Toplam 7 tip III SMA hastasina ait plazma 6rnegindeki ccf-mtDNA miktarlar1 absolut
kantitasyon ile saglikli kontrollerle karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. Yaptigimiz
analizler sonucunda, SMA hastalarinda plazmada bulunan ccf-mtDNA kopya
sayilarinin kontrol 6rneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde 2 kat arttigi
sonucuna ulasilmistir. (p=0,0017) (Sekil 4.4).

SMA hastaligr ile iligkili olarak son yillarda yapilan ¢aligsmalar; SMA
hastaliginin patogenezinde rol alan yolaklarin sadece motor néron dejenerasyonuyla
kisitli olmadigini, basta immiin sistemle iligkili organlardan timiis ve dalak olacak
sekilde, bir¢ok farkli hiicre ve doku tipinin de etkilendigini ortaya koymaktadir. Ayrica
hastaliginin patogenezinde sistemik inflamasyonla iligkili tanimlanan bulgularin
onemli rol oynadigini belirtilmektedir (92). Bunun yan1 sira, mekanizmasi heniiz net
bir sekilde ortaya konulamamis olsa da SMA hastaliginda noroinflamasyon
bulgularinin oldugu bildirilmektedir (112).

Agir fenotip gosteren SMA fare modellerinde yapilmis olan ¢alismalar, pro-
inflamatuvar sitokinlerin ifadesinin tiim dokularda erken semptomatik donemde
arttigin1 ve karacagerde akut faz cevabinin aktive oldugunu gostermektedir. Buna ek
olarak; norodejenerasyon, kas atrofisi, kardiyovaskiiler patoloji ve diyabet gibi SMA

fare modelinde de saptanmis olan bir¢ok farkli patolojide, nedeni bilinmeyen sistemik/
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kronik inflamasyon bulgular1 mevcuttur. Bu hastalikta, bagirsak epitel hiicrelerinin
gecirgenliginin -~ bozulmasina bagli  olarak  mikroorganizmalarin  dolagima
katilmasminin inflamasyon i¢in indiikleyici bir faktor oldugu disiiniilse de, ccf-
mtDNA artisinin da sistemik inflamasyon yolaginda etkisi oldugu diisiiniilebilir.
Ayrica, akut inflamasyon durumunda hedef bolgeye goc eden bagisiklik sisteminde
gorevli hiicreler, ROS, sodyum hipoklorit ve proteaz salinimina bagl olarak saglikli
hiicrelerde hasar olusturabilimektedir (91). Inflamasyon sonucu olusan bu hasar,
dolagima salinan ccf-mtDNA miktarimin daha fazla artisii tetikleyebilir. Bunun
yanisira, SMA patogenezinde farkl: hiicre tiplerinde saptanmis olan apoptoz ve/veya
nekroz mekanizmalarinin da ccf-mtDNA salinimina etki ederek sistemik inflamasyona
katki sagladigi diistiniilebilir (113).

Tez caligmasinin sonuglari, néromiiskiiler hastaliklarda saptanmis olan cct-
mtDNA artisinin kas dokusundaki lokal inflamasyondan bagimsiz olarak, sistemik
inflamasyon bulgulart ile iligkili olabilecegini gdstermektedir. Sadece sistemik
inflamasyon bulgular1 goriilen hastaliklarda (MG ve SMA) dolasimdaki miktarinin
artt1g1, ancak kas inflamasyonu ile kararterize FSHD ve LGMD2B hastaliklarinda
miktarinin degismedigi saptanmistir. Buna ek olarak, kas dokusunda inflamasyon
bulgular1 olmayan, ancak sistemik inflamasyon ile iliskilendirilen SMA hastaligindaki
miktarsal artis sonucumuzu destekler niteliktedir. Bu veriler bize sistemik inflamasyon
ile iligkilendirilen gerek noromiiskiiler, gerekse farkli hastalik gruplarinda da ortak bir
bulgu olarak ccf-mtDNA miktarinin artmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hastaliklarla iliskili yapilan arastirmalar, ccf-mtDNA aracili inflamasyonun,
farkli genetik ve cevresel kokenleri olan hastalik gruplarinda ortak bir tedavi hedefi
olma potansiyelini ortaya c¢ikarmisve translasyonel bir yaklasimla yeni tedavi
stratejilerinin ~ (ccf-mtDNA  salimiminin ~ Onlenmesi, mitokondriyal Kkalite
kontrol mekanizmalarinin aktive edilmesi, mtDNA’nin inflamatuar
potansiyelinin azaltilmast, ccf-mtDNA aracilt inflamatuar yolagin
aktivasyonunun engellenmesi vb.) onerilmesini saglamistir (46). Yapmis oldugumuz
tez caligmasi, sistemik inflamasyon bulgularinin goriildiigii farkli kokenleri olan
noromiiskiiler hastaliklarda, ccf-mtDNA’nin inflamasyon yolagina etki edebilecek
ortak bir molekiil oldugunu diisiindiirmektedir. Giinlimiizde, néromiiskiiler hastaliklar

icin ortak ve etkin bir tedavi yaklagimi olmamakla birlikte, tedavi secenekleri
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cogunlukla tek gen-tek hedef yaklagimini benimsemekte ve kisiye 0zgiil yenilikei
tedavi seceneklerinin Oniinii agacak arastirmalar sadece bazi hastaliklar ig¢in
bulunmaktadir. Farkli genetik/cevresel kokenleri olan bu hastaliklarin belli bir
grubunda saptanacak ortak yolaklar, ileri donemde hastaliklarin tedavisine
yon verecek islevsel analizlere yol agma potansiyeli tasimaktadir. Evrimsel ge¢cmisi
olan organel DNA’simin dogal bagisiklik sistemine detayl etkilerini ve anlayabilmek
icin ileri diizeyde c¢aligmalarin daha genis hastalik gruplarinda yapilmasi

gerekmektedir.



49

6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir.
Dolasimdaki ccf-mtDNA’nin analizine yonelik ¢alismalarda plazmanin daha
uygun bir biyolojik materyal oldugu sonucuna wulasildi. Serumla
kiyaslandiginda (145,6 ng/ml) plazmadan izole edilen ccf-DNA miktarinin
daha az (48 ng/ml) oldugu saptansa da, farkli hiicre kaynakli DNA
kontaminasyonunun olmamasi ve platelet igermesi nedeniye, kan
dolasimindaki ccf-DNA miktarin1 daha i1yi yansitacagi sonucuna varildi.
Calisma gruplarina ait tiim hasta ve saglikli kontrol bireylerden EDTA’11 tiipe
alinan 10 ml kandan, iki asamali santrifiij teknigi kullanilarak eritrositlerden
arinmis saf plazma izolasyonu yapilmasina karar verildi.

Taze plazma ornegiyle calismanin ccf-DNA izolasyon verimini arttirdigi
sonucuna ulasildi (taze 6rnek: 65 ng/ml, dondurulmus 6rnek: 36 ng/ml).
ccf-DNA izolasyonu igin gelistirilmis olan QlAamp Circulating Nucleic Acid
kitin, literatiirde ayn1 amagla siklikla kullanilan QlAamp DNA Blood Mini
kitine kiyasla; daha yiiksek hacimde (2ml) plazmadan daha kisa siirede ve daha
fazla miktarda (866 ng/ml) ccf-DNA izolasyonu yapma imkani sagladigi
sonucuna varildi.

Izole edilen ccf-DNA’larmn  miktar tayini icin; Nanodrop 1000
spektrofotometre (Sl¢lim sinirt: 2 ng/ml) yerine, daha hassas 6l¢tim yapabilme
kapasitesine sahip olan Qubit 2.0 florometrenin (Sl¢iim smirt: 0,2 ng/ul)
kullanilmasina karar verildi.

Tez calismas1 kapsamindaki tiim hasta ve saglikli kontrol bireylerden elde
edilen ccf-DNA miktarlarinin, gerek ayni grup igerisinde gerekse hasta ve
sagliklt kontrol bireyler arasinda heterojen bir dagilim gosterdigi gozlendi.
Toplam 25 birey arasinda, 2ml plazma 6rneginden en diisiik 136 ng/ml en
yiiksek 1370 mg/ml olacak sekide ccf-DNA izolasyonu gergeklestirildi.
Otoimmiin néromiiskiiler hastalik grubunda yer alan 6 MG hastasinin plazma
orneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilar1 absolut kantitasyon yontemiyle

belirlendi ve sonuglar saglikli kontrol 6rneklerle karsilastirmali olarak analiz
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edildi. Buna gore; 1VIg tedavisine ek bir tedavi uygulamasi yapilmamis olan
ic MG hastasinda, ccf-mtDNA kopya sayilarinin kontrol 6rneklere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 5,6 kat arttigi saptand1 (p=0,0119).
Plazmaferez veya Metformin tedavisi uygulanan ii¢ hastanin plazma
orneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarinin ise, kontrol érneklere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 1,8 kat azaldig1 belirlendi (p=0,0476).
Sekonder olarak kas dokusunda inflamasyon bulgularinin saptandigi kalitsal
noromiiskiiler hastaliklar grubunda yer alan 3 FSHD ve 3 LGMDZ2B olacak
sekilde toplam 6 hastanin plazma 6rneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilari
absolut kantitasyon ile belirlendi ve sonuglar saglikli kontrol orneklerle
karsilastirmali olarak analiz edildi. Buna gore; hastalarin plazma
orneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarinin, kontrol Orneklere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedigi saptandi.

Kas dokusunda inflamasyon gézlenmeyen kalitsal noromiiskiiler hastaliklar
grubunda yer alan 6 SMA tip 11l hastasinin plazma 6rneklerindeki ccf-mtDNA
kopya sayilar1 absolut kantitasyon ile belirlendi ve sonuglar saglikli kontrol
orneklerle karsilastirmali olarak analiz edildi. Buna gore; SMA hastalarina ait
plazma orneklerindeki ccf-mtDNA kopya sayilarinin kontrol 6rneklere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde 2 kat arttig1 sonucuna ulasildi (p=0,0017).
Tez caligmas1 kapsamindaki noromiiskiiler hastaliklarda saptanmis olan ccf-
mtDNA artisinin, kas dokusundaki lokal inflamasyondan bagimsiz olarak,

sistemik inflamasyon bulgulari ile iligkili olabilecegi sonucuna varildi.
6.2. Oneriler

Tez caligmasi sonucunda elde edilen bulgularin dogrulanmasi ve desteklenmesi

icin yapilabilecek ¢alismalar asagida belirtilmistir.

Calisma gruplarina ait plazmadaki ccf-mtDNA miktarina iliskin elde edilen
verilerin dogrulanabilmesi i¢in caligma gruplarini olusturan birey sayilari
arttirllarak analizler tekrarlanabilir.

Sistemik inflamasyon bulgularmin goriildiigii diger noromiiskiiler hastalik
gruplarinda da benzer bir calisma yapilarak, ccfmtDNA ve sistemik

inflamasyon iliskisi hakkinda daha detayl bilgi edinilebilir.
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Dolasimda ccf-mtDNA’nin  disinda, ccf-nDNA’nin  da  bulundugu
bilinmektedir. Ozellikle ccf-DNA miktarinin yiiksek oldugu gdzlenen bazi
bireylerde saptanmis olan disik ccf-mtDNA miktarlari, bu bireylerde
dolasima  salinan  ccf-nDNA  miktarimin  daha fazla  oldugunu
diistindiirmektedir. Bu sebeple, hasta ve kontrol grubuna ait 6rneklerdeki ccf-
nDNA miktarinin da analiz edilmesi elde edilecek sonuglarin anlamliligin
kuvvetlendirebilir.

MG hastaliginda saptanmis olan oksidatif stresin, diger otoimmiin
hastaliklarda oldugu gibi, NET yapilarimin aktivasyonuna ve ccf-mtDNA
salimimina etkisi arastirilabilir. Bu amagla ilk adim olarak, MG hastalarinda
gerek oksidatif stres gerekse NETozis belirtegleri analiz edilebilir.

Sistemik inflamasyon bulgularinin goriildiigiic SMA hastaligi patogenezinde;
farkl klinik tipteki SMA hastalar1 arasinda ccf-mtDNA kopya sayilar1 analiz
edilebilir.

ccf-mtDNA  kopya sayilart artmig olan ndromiiskiiler hastalia sahip
bireylerde, tedavi dncesi ve sonrasi kopya sayilar1 analiz edilerek uygulanan
tedavinin ccf-mtDNA salinimina etkisi arastirilabilir.

Noromiiskiiler hastaliklara yonelik olarak yapilacak islevsel analizler ile
apoptoz, nekroz, NETozis aracili hiicre 6liimlerinin ccf-mtDNA salinimina

olan etkisi arastirilabilir.
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EK-2. Myasteni Gravis (MG) Hastalarina Ait Plazma Orneklerinde Bulunan
ccf-mtDNA miktarmin Absoliit Kantitasyonu

Norm. Fluoro.

Sekil EK-2.1. RTg-PZR amplifikasyon egrisi (Mavi: MG hastalart; Yesil: saglikli
kontroller; Kirmizi: ccf-mtDNA kopya sayist bilinen dis standart 6rnekler).
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Sekil EK-2.2. RTg-PZR erime egrisi (Mavi: MG hastalari; Yesil: saglikli kontroller;
Kirmizi: ccf-mtDNA kopya sayisi bilinen dis standart 6rnekler).
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Sekil EK-2.3. RTq-PZR kalibrasyon egrisi (Kirmizi: MG hastalar1 ve saglikli
kontroller; Mavi: ccf-mtDNA kopya sayisi bilinen dig standart 6rnekler).
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Sekil EK-2.4. PZR iiriinlerinin %3’liik agaroz jeldeki goriintiisii (H: MG hastalar; K:
saglikli kontroller; STD: ccf-mtDNA kopya sayisi bilinen dis standart 6rnekler).



EK-3. Fasiyoskapulohumeral Kas Distrofisi (FSHD) ve Disferlinopati
(LGMD2B) Hastalarina Ait Plazma Orneklerinde Bulunan ccf-mtDNA

miktarinin Absoliit Kantitasyonu
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Sekil EK-3.1. RTg-PZR amplifikasyon egrisi (Mavi: FSHD ve LGMD2B hastalart;
Yesil:saglikli kontroller; Kirmizi: ccf-mtDNA kopya sayist bilinen dis standart

ornekler).

Sekil EK-3.2. RTg-PZR erime egrisi (Mavi: FSHD ve LGMD2B hastalar1; Yesil:
saglikli kontroller; Kirmizi: ccf-mtDNA kopya sayisi bilinen dig standart drnekler).
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Sekil EK-3.3. RTg-PZR kalibrasyon egrisi (Kirmizi: FSHD ve LGMD2B hastalar1 ve
saglikli kontroller; Mavi: ccf-mtDNA kopya sayisi bilinen dis standart rnekler).

Sekil EK-3.4. PZR iiriinlerinin %3’lik agaroz jeldeki goriintiisii (H: FSHD ve
LGMD2B hastalari; K: saglikli kontroller; STD: ccf-mtDNA kopya sayist bilinen dis

standart 6rnekler).




EK-4.Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA) Hastalarina Ait Plazma Orneklerinde
Bulunan ccf-mtDNA miktarinin Absoliit Kantitasyonu

Norm. Fluoro.
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Sekil EK-4.1. RTg-PZR amplifikasyon egrisi (Mavi: SMA hastalari; Yesil: saglikli
kontroller; Kirmizi: cef-mtDNA kopya sayisi bilinen dis standart 6rnekler).

Sekil EK-4.2. RTg-PZR erime egrisi (Mavi: SMA hastalari; Yesil: saglikli kontroller;
Kirmizi: ccf-mtDNA kopya sayisi bilinen dis standart drnekler).
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Sekil EK-4.3. RTg-PZR kalibrasyon egrisi (Kirmizi: SMA hastalar1 ve saglikli
kontroller; Mavi: ccf-mtDNA kopya sayis1 bilinen dig standart 6rnekler).
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Sekil EK-4.4. PZR {iriinlerinin %3 liikk agaroz jeldeki gortintiisii (H: SMA hastalari;

b

K: saglikli kontroller; STD: ccf-mtDNA kopya sayisi bilinen dis standart 6rnekler).
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