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OZET

HepG2 HUCRE KULTURLERINDE OUABAININ MITOKONDRIYAL
GENOM UZERINDEKI ETKILERININ MOLEKULER YONTEMLERLE
ARASTIRILMASI

Ouabain, konjestif kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan, kardiyotonik steroitler
sinifina ait spesifik Na'/K'-ATPaz inhibitoriidiir. Ouabainin insan karaciger kanser
hiicrelerinde apopitoz gelisiminde ve reaktif oksijen tiriinleri (ROU) olusumunda rol
aldign yapilan ¢aligmalarla gosterilmigtir. Ancak, ouabainin mitokondriyal DNA

(mtDNA) tizerine etkileri tam olarak bilinmemektedir.

Glukoz yoksunlugu, solid tiimérlerin merkezi bdlgesinde olusan ve
kemoterapiye rezistansi indiikleyen bir durumdur. Glukoz yoksunlugu olusturan 2-

Deoksiglukoz (2-DG) glikolizi inhibe eden sentetik bir glukoz analogudur.

ROU, DNA iizerinde tek ve gift zincir kiriklar, modifiye piirin ve pirimidin
bazlar1 olusumu gibi degisik lezyonlara yol agarak hasar olusturabilmektedir.
mtDNA’da goriilen yaygin delesyon 4977 baz uzunlugundadir ve mtDNA’nin
replikasyonu sirasinda olusabilecegi gibi serbest radikallerin tretilmesi ile de iliskili
olabilir. mtDNA*7" delesyonu ve mtDNA lezyon frekansi genellikle oksidatif hasarin

belirteci olarak kullanmilmaktadir.

Bu ¢alismadaki amacimiz, HepG2 hiicrelerinde mtDNA"" delesyonunu ve
mtDNA lezyon frekansini inceleyerek ouabainin mitokondriyal DNA {lizerine olan
etkilerini arastirmaktir. Bu amagla HepG2 hiicreleri 96-kuyucuklu pleytte (5x10°
hiicre/kuyucuk) bir gece kiiltiire edildi ve ardindan 10 mM 2-DG varhginda ve
yoklugunda 0.75 nM, 7.5 nM, 75 nM ve 750 nM ouabain ile 24 saat muamele edildi.
Ayrica 10 mM 2-DG verilen grup ve herhangi bir ilacin uygulanmadig kontrol grubu
olusturuldu. HepG2 hiicrelerinden niikleer ve mitokondriyal DNA izolasyonu yapildi.
Long PCR ve kantitatif PCR yontemleri ile numunelerin mtDNA*"" delesyon frekanst,

lezyon frekansi ve hiicre basina diisen mitokondriyal DNA kopya sayilar1 bulundu.

Calismamizda, tek basina 2-DG uygulanan grupta, mtDNA kopya sayis1 1.49 kat
ve mtDNA lezyon frekansi 1.9 kat artarken mtDNA""" delesyon frekans: degismedi.
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Tek basina 75 nM ouabain mtDNA kopya sayisini 0.75 kat azaltirken, 7,5 nM ve 0,75
nM ouabain dozlar ise sirastyla 1.67 ve 1.95 kat arttirdi. 2-DG ile kombine tiim ouabain
dozlarinda mtDNA kopya sayist yaklasik 1.4 kat artt1. Tek basina 750 nM, 75 nM ve 7.5
nM ouabain dozlart mtDNA""" delesyonunu sirasiyla 1.39, 1.92 ve 1.44 kat arttird1. 2-
DG ile kombine 750 nM ve 75 nM ouabain dozlari mtDNA*"" delesyonunu sirasiyla
4.94 ve 1.57 kat arttinrken kombine 7,5 nM ouabain dozunda anlaml bir degisiklik
olmadi. Tek basma 750 nM ve 75 nM ouabain dozlart mtDNA lezyon frekansini 2.5 ve
1.5 kat arttird1. 2-DG ile kombine 750 nM ouabain dozu mtDNA lezyon frekansini 2.28
kat arttintken kombine 75 nM ouabain dozunda anlaml bir degisiklik olmadi. Tek
basina ve 2-DG ile kombine 7,5 nM ouabain dozu mtDNA lezyon frekansim sirasiyla
0.67 ve 0.45 kat azaltt1.

Sonug olarak, ouabain hem tek basina hem de 2-DG ile kombine iken mtDNA
lezyon frekansim ve mtDNA*"7 delesyonunu arttirmaktadir ve bu artis ouabainin
oksidatif stres olusturarak DNA Thasar1 ve apopitozisi indiikledigi savim

desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Ouabain, Delesyon, 2-Deoksiglukoz, Reaktif Oksijen Uriinleri,

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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SUMMARY

STUDYING THE EFFECTS OF OUABAIN ON MITOCHONDRIAL GENOME
IN HepG2 CELL CULTURES BY MOLECULAR METHODS

Ouabain, which is used for congestive heart failure treatment, is a specific
Na'/K'-ATPaz inhibitor and it belongs to class of cardiotonic steroids. It has been
indicated in the studies that ouabain plays a role on developing apoptosis in human liver
cancer cells and in the formation of reactive oxygen species (ROS). But, the effects of

ouabain on mitochondrial DNA (mtDNA) are not completely known yet.

Absence of glucose is a condition that occurs in the centre of solid tumour and
induces resistance to chemotherapy. 2-deoxyglucose (2-DG) developing absence of

glucose is a synthetic glucose analogous inhibiting glycolysis.

ROS leading different lesions such as modified purine and pyrimidine bases, can
cause damage single and double chain breaks on DNA. Common deletion which has
been seen in mtDNA is 4977 base length and it might be occured during replication of
mtDNA as well as it might be related to generation of free radicals. mtDNA*" deletion
and mtDNA lesion frequency are generally used as reagents of oxidative damage.

Our purpose in this study is to research the effects of ouabain on mitochondrial
DNA by analysing mtDNA*""" deletion and mtDNA lesion frequency in HepG2 cells.
For this purpose, HepG2 cells were cultured in 96 well culture plates (5x10° cell/well)
overnight and then they were treated with ouabain of 0.75 nM, 7.5 nM, 75 nM and 750
nM in the presence and absence of 10 mM 2-DG. Also a group that was given 10 mM
2-DG and a control group that was not received any medication were created. Nuclear
and mitochondrial DNA isolation from HepG2 cells were implemented. mtDNA*"

deletion frequency, lesion frequency and mitochondrial DNA copy numbers for per cell

of the samples were determined by long PCR and quantitative PCR methods.

In our study, in the group that applied 2-DG alone, while the copy number of
mtDNA has increased 1.49 times and lesion frequency of mtDNA has increased 1.9
times, deletion frequency of mtDNA*"" has not been changed. 75 nM ouabain alone has
decreased the copy number of mtDNA 0.75 times, alone 7,5 nM and 0,75 nM ouabain

doses have increased respectively 1.67 and 1.95 times. Inturns in all ouabain doses with
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2-DG, copy number of mtDNA has increased approximately 1.4 times. 750 nM, 75 nM
and 7,5 nM ouabain doses alone have increased mtDNA*"7 deletion respectively 1.39,
1.92 and 1.44 times. While 750 nM and 75 nM ouabain doses combined with 2-DG
have increased mtDNA*"" deletion respectively 4.94 and 1.57 times, there was no
significant change in combined 7,5 nM ouabain. 750 nM and 75 nM ouabain doses have
alone increased the lesion frequency of mtDNA 2.5 and 1.5 times. While 750 nM
ouabain dose combined with 2-DG has increased the lesion frequency of mtDNA 2.28
times, there was not occured significant change in combined 75 nM ouabain dose. 7,5
nM ouabain dose combined with 2-DG has alone decreased the lesion frequency of
mtDNA respectively 0.67 and 0.45 times.

As a result, ouabain both alone and when combined with 2-DG increases
mtDNA lesion frequency and mtDNA*7" deletion and this increase supports the thesis

that ouabain generate oxidative stress and induces DNA damage and apoptosis.

Key Words: Ouabain, Deletion, 2-Deoxyglucose, Reactive Oxygen Species,

Polymerase Chain Reaction
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1. GIRIS VE AMAC

Mitokondri, hiicre genomundan farkli olan ve mitokondriyal DNA (mtDNA)
olarak adlandirilan kendisine ait genetik sistem i¢cermektedir (23). mtDNA, ¢ift zincirli,
kapali sirkiiler yapiya sahip bir DNA molekiilti olup 16569 baz ¢ifti (bg)
uzunlugundadir. Her bir mitokondri, 2-10 kopya mtDNA bulundurur. mtDNA,
mitokondriyal elektron transport zincirine (ETZ) ait 13 protein, 22 tRNA (transfer
RNA) ve 2 rRNA (ribozomal RNA) olmak tizere toplam 37 gen kodlamaktadir (32,
107, 124, 130).

Aerobik hiicrelerde serbest radikal tiretiminin en 6nemli kismini1 mitokondriyal
ETZ ve endoplazmik retikulum (ER) olusturur (81). Hiicredeki oksijenin %90’dan
fazlas1 mitokondride tiiketilir ve tiiketilen oksijenin yaklasik %2’si siiperoksit radikali
olusumu ile sonuglanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni ETZ’de bulunan kompleks I
ve kompleks IIT"ten elektron kagagi olmasidir (76). Yiiksek konsantrasyondaki Reaktif
Oksijen Uriinleri (ROU) hiicre bilesenlerinden DNA, RNA, proteinler, aminoasitler,
karbonhidratlar ve lipitlerde hasara yol agabilmektedir (25, 76). ROU, DNA iizerinde
tek ve ¢ift zincir kiriklar1 ile modifiye piirin ve pirimidinleri i¢eren birgok lezyona yol

acarak hasar olusturabilmektedir (81).

Cesitli hiicre tiplerinde oksidatif stresin mtDNA’da nDNA’dan 3-10 kat daha
fazla hasara neden oldugu gdésterilmistir (103, 104, 142). mtDNA’nin oksidanlarin
olustugu mitokondri i¢ zarina yakin yerlesimli olmasi, histon proteinlerini igermemesi
ve DNA tamir sisteminin zayif olmasi oksidan hasarlara karg1 daha duyarli olmasina yol

acmaktadir (70, 123, 143).

Serbest radikaller nokta mutasyonu, delesyon gibi c¢esitli DNA sekans
degisikliklerine yol acabilmektedir (81). Birkag bazdan birka¢ kilobaza kadar farkh
uzunluklarda olabilen mtDNA delesyonlarinin, mtDNAnin replikasyonu sirasinda veya
oksidatif hasarin tetikledigi tek veya cift zincir DNA kiriklar1 sonucunda olustugu
disiiniilmektedir (62, 70). 4977 b¢ uzunlugundaki delesyon, yiiksek insidansi nedeniyle
yaygin delesyon (mtDNA*""7 delesyonu, common deletion) olarak adlandiriimaktadir.
Bu delesyon, mtDNA’da 8470-8482 ve 13447-13459 niikleotidler arasinda 13 bg
uzunlugundaki tekrar dizilerinde bir kirilma ile ortaya ¢ikmaktadir (50, 59, 143).



Ouabain, kardiyotonik steroitler (KTS) sinifina ait pozitif inotropik etkileri olan
bir ilagtir ve membran Na'/K"-ATPaz pompasini dogrudan inhibe ederek hiicre i¢i Na'
konsantrasyonunu yiikseltip plazma membraninda yerlesik olan Na'/Ca®" degistirici
pompay1 aktive ederek hiicre i¢i Ca’" artigmna neden olmaktadir. Ouabain Na™/K'
gradientini etkilemeden, ¢ok sayida sinyal yolaginmi da aktiflemektedir (43). Ouabain’in
etkisi sonucu aktiflenen sinyal yolaklari; Src kinaz aktivasyonu, Src tarafindan EGFR
transaktivasyonu; Ras/Raf/MEK/ERK1/2 yolunun aktivasyonu ve mitokondriyal ROU
olusumunu kapsar (60). Ortaya ¢ikan etkiler hiicre tipine ve doza bagh olarak
degismektedir (139). Ouabainin farkli hiicre tiplerinde ROU olusumunu indiikledigi ve
kanser hiicrelerinde doza bagh olarak hem proliferasyonu hem de apopitozu uyardig
gosterilmistir (22, 49, 54, 64, 73, 141). Ouabainin hepatoseliiler karsinom (HepG2)
hiicrelerinde apopitotik oldugu ve ROU artisina yol agtigi daha 6nce gosterilmistir
ancak etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (89, 141). Ouabainin hiicre i¢i Ca*"
ve ROU artigina yol acarak c¢ift iplikcik DNA kiriklarna ve buna bagli hiicre
apopitozuna neden oldugu iddia edilmektedir (141). Literatiirde ouabainin mtDNA
tizerine olan etkilerini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz ¢alismada
uyguladiginmz ouabain protokoliinii ve dozlarim literatiirdeki diger kanser hiicre kiiltiirii

calismalarini esas alarak belirledik (71, 87, 121, 141).

2-Deoksiglukoz (2-DG), glukoz analogu ve glikolizin yarigmali inhibit6riidiir
(92). 2-DG hekzokinazi inhibe ederek Ozellikle mitokondriyal solunum defekti olan
kanser hiicrelerinde veya hipoksik hiicrelerde glukoz yoksunlugu olusturmaktadir (7,
21, 77). Solid tiimorlerin kotii vaskiilarize kanser hiicrelerinde, siirekli ya da aralikli
olarak hipoksinin yami sira glukoz yoksunlugu da mevcuttur (90). Hipoglisemi ve
hipoksinin kemoterapiye rezistans: indiiklemesi, solid tiimérlerin tedavisinde en 6nemli
problemi olusturmaktadir (90). Calismamizda 2-DG kullanma amacimiz, HepG2
hiicrelerinde normoksik ortamda hipoglisemi sartlar1 olusturmaktir. 2-DG dozunu

literatiirdeki hiicre kiiltiir alismalarini géz oniine alarak belirledik (40, 102).

Boliimiimiizde daha 6nce yapilan ¢alismada ouabainin HepG?2 hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki gosterdigi ve hiicresel stres varligim gosteren Hem Oksijenaz-1 (HO-1)
gen ekspresyonunda artis yaptigi saptanmustir (89). Bu bilgilerin 1s13inda QPCR

(kantitatif real-time polimeraz zincir reaksiyon) ve Long PCR (XL-PCR) yontemleri ile



farkli dozlardaki ouabainin HepG2 hiicrelerinde tek basina ve 2-DG ile kombine iken
mtDNA iizerine olan etkilerini; mtDNA kopya sayisi, mtDNA""" delesyonu ve mtDNA
lezyon frekansi iizerinden arastirmayi amacladik. Ayrica bu ¢aligmay1 yaparken XL-
PCR iiriinlerini QPCR ile kantite ederek DNA lezyon analizinde daha sonraki

calismalara temel olacak bir protokol olusturmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Na'/K'-ATPaz POMPASI

Na'/K'-ATPaz (EC 3.6.3.9) P-tip ATPaz ailesine ait sodyum pompasidir. {1k kez
1957 yilinda J. Skou tarafindan sinir hiicrelerinde tanimlanmustir (136). Biitiin Skaryotik
hiicrelerde bulunan ve hiicre membraninda lokalize bir proteindir.

Na'/K"-ATPaz pompasi adenozin trifosfat (ATP) molekiiliiniin hidrolizi ile
hiicreden 3 Na' ¢ikisi ve hiicreye 2 K girisini saglar. Sodyum ve potasyum degisimi
esnasinda olusan elektrokimyasal gradiyent, fosfat, aminoasitler ve sekerlerin tasinmasi
icin itici gii¢ olusturur. Na’/K"-ATPaz ayrica membran proteinleri ile de etkilesir ve
sinyal proteinlerinin sitozolik kaskadlara katilmasini saglayan bir sinyal reseptorii

olarak da gorev yapar (87, 141).

2.1.1 Na+/K+-ATPaz Yapisi

Na'/K'-ATPaz iki majér polipeptidin nonkovalent etkilesiminden olusan
oligomerik bir proteindir. Memelilerde bu majér polipeptidler dért yapisal varyant: olan
alfa polipeptit (a1, a2, a3, o4) ve li¢ yapisal varyant1 olan beta polipeptit (f1, B2, p3)
olarak tanimlanmaktadir. Farkli alfa ve beta polipeptid varyantlarinin beraberligi 6zgiin
fonksiyonel ozellikler ve doku spesifik ekspresyon paterni gésteren gesitli Na'/K'-
ATPaz izozimlerinin olusmasi saglar (87). Sekil 1°de Na'/K'-ATPaz pompasi
altiiniteleri gosterilmisgtir.

a altiinite, 110 kDa agirligindadir ve enzimin katalitik iinitesidir. a altiinite 10
transmembran (TM) segmente sahiptir, sodyum ve kardiyotonik steroitler (K'TS) igin
ekstraseliller segmentte, potasyum ve ATP ig¢in ise intraseliiler luplarda baglanma
bolgesi igerir. B altiinite, 31,5 kDa agirh@inda glikozile bir proteindir ve pompa
aktivitesini kontrol eden {iinitedir. Diizenleyici B altiinitesi tek bir TM segmente sahiptir
(8, 138). o ve B altiinite varyantlarinin dokulardaki ekspresyon dagilimlar1 Tablo I’de

gosterilmistir.



Tablo I: a ve P altiinite varyantlarinin dokulardaki ekspresyon dagilimlar

o altiinite p altiinite

al | tiim dokular p1 | tiim dokular

kalp, damar diiz kasi, iskelet kasi,
a2 | beyin, adiposit, kartilaj doku ve | B2 | kalp, beyin, kartilaj doku ve eritrosit

kemik

santral ve periferal sinir sistemi ile

kalp iletim sistemi B3 | akciger, beyin, kartilaj doku ve eritrosit

ad | testis

ap kompleksine kolokalize bulunan ve FXYD olarak adlandirilan 7
transmembran protein tamimlanmistir. Bu proteinlerden biri olan FXYD2, Na'/K’-
ATPaz’in gama (y) altiinitesi olarak bilinmektedir. 7,3 kDa agirhgindaki bu protein af
kompleksinin spesifik domainleri ile etkileserek Na'/K -ATPaz’in katalitik 6zelliklerini
diizenlemektedir (8).
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Sekil 1: Na'/K*-ATPaz pompas! altiiniteleri (8)




2.1.2 Na'/K'-ATPaz Fonksiyonu
Cesitli hiicresel faaliyetler ve normal istirahat membran potansiyeli ig¢in

sitoplazmada yiiksek K" ve diisiik Na" gereklidir. Bunun olusturulmasi ve korunmasi
Na'/K'-ATPaz tarafindan saglanir. Iyonik homeostazin saglanmasi hiicre biiyiimesi,
farklilagmasi, hiicre sagkalimi, hiicre migrasyonunun modiilasyonu ve hiicre-hiicre
etkilesimleri i¢in énemlidir (141). Na'/K'-ATPaz’in pompa, enzim ve KTS icin reseptdr
olmak tizere 3 klasik 6zelligi bulunmaktadir (8).

KTS, Na/K'-ATPaz’in o altbirimine baglanip pompayr inhibe ederek
intraseliller Na® arisma ve bunun sonucunda Na'-Ca’ degistirici aracilifiyla da
intraseliiler Ca" artigina yol agar. Diisiik konsantrasyonda KTS, intraseliiler Na“ ve K"
degisiminden bagimsiz olarak bir¢ok sinyal iletim yolunu aktifler. Bu sinyal yollar1 Src
kinaz aktivasyonu, Src tarafindan epidermal biiylime faktorii reseptér (EGFR)
transaktivasyonu ve Rat sarcoma/Rapidly Accelerated Fibrosarcoma/Mitogen-activated
protein kinases/extracellular-signal-regulated kinases (Ras/Raf/MEK/ERK1/2) yolunun
aktivasyonu ve mitokondriyal reaktif oksijen iirtinlerinin (ROU) olusumunu kapsar.
Cesitli sinyal yollarinin aktivasyonu farkli genlerin ekspresyonunu diizenler ve hiicre
biiytimesini uyarir (138, 139, 141, 147).

KTS veya dijital benzeri Na'/K'-ATPaz inhibitorleri, Na'/K -ATPaz’ i al
ekstraseliiler segmentindeki spesifik baglanma bélgesi (TM1-TM2, TM5-TM6 ve TM7-
TMB) ile etkilesir. Ekstraseliiler TM1-TM2’deki 111-122 sekanslardaki amino asitler
KTS baglanmasinda en énemli kismu olusturur. Izoformlardaki amino asit sekans
farkliligit ile o ve P izoformlarimin doku spesifik dagilimi pompanin KTS’lere
sensivitesinde farkliliga yol agar (8).

Na'/K'-ATPaz kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gére daha fazla eksprese
olur ve boylece KTS i¢in daha fazla baglanma bélgesi saglamir. Yapilan ¢alismalarda
Na’/K"™-ATPaz al altbiriminin insan prostat kanseri hiicreleri (PC-3, DU 145), insan
kiictik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri (A549), glioblastoma hiicreleri (Hs683,
U87-MG, U373-MG, T98G) ve meme kanseri hiicreleri (MCF-7) gibi malign
hiicrelerde yiiksek miktarda eksprese oldugu gosterilmistir. Enerji metabolizmasi, iyon
dengesi ve sinyal iletiminde 6nemli rolii olan al altbiriminin potansiyel bir antikanser

hedef olabilecegi diisiiniilmektedir (141).



2.2 KARDIYOTONIK STEROITLER

KTS, konjestif kalp yetmezligi ve atriyal fibrilasyon tedavisinde kullanilan ve
kalp kasi kasilmasim uyarici (pozitif inotropik) etkileri olan ilaglardir. Yapilan
calismalar sonucu memeli dokularinda endojen KTS bulunmustur. Adrenal bezden
salgilanan bu bilesikler hormon benzeri etki gosterir ve reseptorleri olan Na'/K '-ATPaz
ile etkileserek bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkiler (86).

KTS 200 yil énce William Withering tarafindan konjestif kalp yetmezligi
tedavisi i¢in kullanilan ilag olarak tamimlanmistir. Ringer 1885 yilinda kardiyak
kontraksiyon stimiilasyonu yapan dijital glikozitlere benzer endojen bir bilesik
oldugunu one siirmiigtiir. Sdney Smith 1930 yilinda Digitalis lanata bitkisinden
digoksini izole etmistir (86). 1953°de, Albert Szent-Gyorgyi memelilerde endojen bir
dijital varligini ortaya atmistir ve aym yil Schatzmann KTS’in sodyum pompasinin
spesifik inhibitérii oldugunu ve plazma membraninda Na'/K'-ATPaz’1n dijital reseptorii
oldugunu kesfetmistir. 1960’larda memeli kalp kasinda Na“/Ca®" exchanger (NCX)
pompa kesfedilmis ve KTS’in indiikledigi pozitif inotropik etkiye aracilik ettigi
gosterilmistir (112, 115).

Kardiyak glikozitler kardenolidler ve bufadienolidler olarak iki grupta
siniflandinlir. KTS in yapisi genel olarak 5 veya 6 tiyeli lakton halkasinin bagh oldugu
bir steroit c¢ekirdekten olusur ve baz1 KTS’de seker bileseni bulunmaktadir.
Kardenolidler bitkilerde, bufadienolidler ise karakurbagasi zehirinde tanimlanmistir.
Kardenolid benzeri bilesiklerden ouabain ve digoksin insan plazmasinda endojen olarak
bulunmaktadir. 19-Norbufalin, bufenolid, proscillaridin A, marinobufagenin ve
telosicobufagin insan dokularinda bulunmus endojen bufadienolidlerdir (24, 86). Sekil

2’de endojen KTS’in yapis1 gosterilmistir.



Cardenolides Bufadienolides

Quabain

HO
Ok
Telocinobufagin

Digoxin
R = 3 Digitoxoses

19-Norbufalin

Sekil 2: Endojen kardiyotonik steroitlerin yapisi (114)

KTS, Na/K'-ATPaz pompasina yiiksek afinite ile baglanir ve enzimin
pompalama fonksiyonunu inhibe eder. KTS’nin Na'/K"-ATPaz pompasina baglanmasi
Na'/K'-ATPaz/Src kompleksinin inaktif konformasyondan aktif konformasyona
doniismesini saglayarak tirozin fosforilasyonuna ve bunu takip eden sinyal
komplekslerinin olusumuna yol agar. Endojen KTS normal fizyolojik durumlarda
nanomolar diizeyin altindaki konsantrasyonlarda bulunur ve bu diisiik konsantrasyonda
hiicre yiizeyindeki Na'/K'-ATPaz’in %] ine baglanir. Bir¢ok memeli hiicresinin hiicre
basina yaklasik 1 milyon pompa igerdigi goz Oniine alindiginda az miktarda pompa
inhibisyonu intraseliiler Na” ve K™ konsantrasyonunda degisiklige yol agmamaktadir.
KTS ile %1 oraminda Na'/K'-ATPaz pompasinin inhibisyonu, Na'/K'-ATPaz/Src
kompleksinin olusturdugu sinyalizasyon ile hiicre basina binlerce aktif molekiiliin

olusumu i¢in yeterlidir (138)

2.3 OUABAIN

Ouabain kardenolid grubu kardiyak glikozittir. Ik olarak 1991 yilinda Hamlyn
ve ark. tarafindan insan plazmasinda nanomolar diizeyde endojen ouabain oldugu
bulunmustur (41). 1998 yilinda Schneider ve ark. ouabainin sigir adrenal bezinden
salgilandigim  gostermistir (113). Pregnenolon ve progesteron endojen ouabainin

prekiirsorleridir ve biyosentezi adrenal zona fasikiilata hiicrelerinde olur. Ekzojen



ouabain bir Afrika ok zehiri olan Ouabaio agacindan ve Strophanthus gratus bitkisinden
elde edilir (115).

Ouabain major olarak adrenal bezde sentezlenip depolanir ve salinimi hormonal
stimiilasyon ile olmaktadir. Sigir adrenokortikal hiicre kiiltiiriinde anjiyotensin IT ve
adrenokortikotropik hormona (ACTH) cevap olarak ouabainin salindigi gosterilmistir
(86, 115). Sodyum dengesinde bozulma, kronik bébrek yetmezligi, hiperaldosteronizm,
konjestif kalp yetmezligi ve preeklampsi durumlarinda endojen ouabain konsantrasyonu
yiiksek bulunmugtur. Ouabainin diisiik dozlarda insanda vazokonstriksiyona neden
oldugu gosterilmistir. Siganlarin uzun siireli diisiik dozlarda (nanomolar) ouabain veya
diger kardenolidlere maruz kalmas: hipertansiyona neden olmustur (38, 79, 115).

Mikromolar diizeylerdeki ouabain toksiktir ve intraseliiler Na” artisina yol acarak
2 mekanizma ile hiicre hasar1 olusturur. Ilk olarak, hiicre i¢i Na~ birikimi plazma
membran potansiyelinin elektrokimyasal kaybma neden olarak inorganik iyon
birikimine ve bunun sonucunda hiicre sismesi ve nekrotik 6liime yol agar. Ikinci olarak,
hiicre i¢i Na' artis;, Na'/Ca®" degisimini etkinlestirerek intraseliiler Ca*"da siirekli bir
yikselmeye ve bunun sonucunda hiicre hasan/6liimiine aracilik eden sinyal iletim
yollarinin baslamasina yol acar. Ayrica, pompa fonksiyonunu onemli &lgiide inhibe
eden ouabain konsantrasyonlar1 non-iyonik olaylar ile ROU olﬁsumuna ve ¢ok sayida
protein kinaz kaskadmin aktiflesmesine neden olarak hasar olusturabilir (43). Ouabainin
mikromolar diizeydeki konsantrasyonlarnn PC-3, LNcAP ve DUI145 prostat kanser
hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonu, mitokondriden erken sitokrom c¢ salimimn,
mitokondriyal membran potansiyel kaybi ve ROU olusumuna yol agarak apopitozisi
indiiklemistir (49, 133). Hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde (HepG2) yapilan
alismada 0,1 pM ouabain, CyclinA/CDK2/PCNA kompleksini azaltip, P21¢™'
miktarlarim arttirarak hiicreleri S fazinda durdurmus ve Ca’" ile ROU artisina yol
acarak apopitozisi indliklemistir (141).

Ouabain nanomolar konsantrasyonlarda Na'/K " gradientini etkilemekten ziyade
hiicre i¢i sinyal yollarnim etkileyerek fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda fonksiyon
gosterir. Hiicre proliferasyonu (6, 106), kalsiyum mobilizasyonu (106), hiicre
sitotoksisitesi (49), proteaz aktivasyonu ve MAPK fosforilasyonu (106) nanomolar

diizeydeki ouabain ile indiiklenir (43).



Ouabainin Na'/K'-ATPaz ile etkilesimi sonucu aktiflenen sinyal yolaklar;
baslica Src kinaz aktivasyonu, Src tarafindan EGFR transaktivasyonu,
Ras/Raf/MEK/ERK1/2 yolunun aktivasyonu ve mitokondriyal ROU olusumunu kapsar
(60). Kardiyak miyositlerde bu sinyal yollarinin aktivasyonu sonucunda baz erken yanit
protoonkogenlerin indiiksiyonu, transkripsiyon faktorlerinden niikleer faktor kappa-B
(NF-xB) ve aktivator protein-1 (AP-1) aktivasyonu, biiylime ile iligkili kardiyak gen
ckspresyonunun diizenlenmesi, protein sentezinin stimiilasyonu ve miyosit hipertrofisi
uyarilir. Bu olaylarda ROU ve Ca'™ ikincil mesajc1 olarak fonksiyon gostermektedir
(137, 139). Ouabain ile aktive olan sinyal yolaklar1 kardiyak miyositler disindaki
hiicrelerde de benzerdir ancak ortaya cikan etkiler farklilik gosterebilmektedir (139).
Sekil 3’te kardiyak miyositlerde ouabain sinyal iletim yollar1 gésterilmektedir.

Kardiyak miyositler disinda insan serviks epitelyal karsinom hiicreleri (HeLa),
sigan diiz kas hiicreleri (A7r5), sican pankreas adacik hiicreleri, insan néroblastoma
hiicreleri (SH-SYS5Y), PC-3 ve HepG2 hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda ouabain ile
indiiklenen ROU olusumu gosterilmistir (49, 54, 64, 73, 141). Ouabain tiimor
hiicrelerinde glikolizi azaltarak ROU eliminasyonunda gerekli olan indirgenmis
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH) iiretimini diisiirerek ROU’yii arttirir
ve mitokondriyal ATP tiretimini azaltir (54, 141). Ouabainin neden oldugu hiicre ici
Ca*" ve ROU artiginin ¢ift iplikeik DNA kiriklarina ve buna bagh hiicre apopitozuna
neden oldugu iddia edilmektedir (141).

Ouabainin miyokart, diiz kas, astrosit ve renal proksimal tiibiil hiicrelerini igeren
gesitli hiicre tiplerinde proliferasyonu indiikledigi gosterilmistir. Mitojenik etki
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Miyokart hiicrelerinde ouabain Na*/K'-
ATPaz ile baglandiginda Src kinaz aktivasyonu sonucu EGF reseptérii fosforillenerek
transaktive edilir ve sonrasinda bunu takip eden MEK/ERK yolunun aktivasyonu
sonucu hiicre biiylimesinde gerekli olan genlerin ekspresyonu artar (87). Nontoksik
konsantrasyonlardaki ouabain kardiyak miyositlerde parsiyel Na'/K'-ATPaz
inhibisyonu ile intraseliiler Ca®" artisina yol agar ve bu artis gen transkripsiyonunun
regiilasyonu ile kardiyak hipertrofiyi stimiile eder (137). Ouabainin aktive ettigi Ras ve
P42/44 MAPK sinyal yollan ile c-fos, atriyal natriiiretik faktér (ANF), iskelet a-actin
(skACT) ve Na'/K'-ATPaz a3 subunit genleri birbirleriyle iliskili bulunmustur (60).
Biiyiime ile iliskili bu genlerden ANF, skACT ve Na'/K'-ATPaz a; subunit ouabaine
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yanit olarak artan ROU ile iligkili bulunmustur. Antioksidan olan N-asetil-sistein (NAC)
ouabainin bu genler {izerine olan etkilerini bloke etmistir (137).

Ouabain Na'/K'-ATPaz ile etkilestiginde 2 mekanizmayla intraseliiler kalsiyum
artigina yol agar. Birinci mekanizma; pompanin inhibe olmasi sonucu artan intraseliiler
Na" miktarindaki artig ile, Na"/Ca®" degisimini etkinlestirerek intraseliiler Ca’* artisina
yol agmasidir. Tkinci mekanizma; ouabain ile etkilesen sodyum pompasi
konformasyonel degisiklise ugrar ve pompanin « altbiriminin amino terminali
sarkoplazmik/endoplazmik retikulum’un (SR/ER) inozitol trifosfat (IP3) reseptorii ile
etkilesir. Pompa reseptor etkilesimi Src bagimli fosforilasyon ve fosfolipaz C al
(PLCal) aktivasyonu ile IP3 olusumu saglar ve IP3 ER’den Ca*" salimmini artinr ¢l
112, 114, 145). Nanomolar diizeydeki ouabainin indikledigi intraseliiler Ca** artiginin
direkt veya indirekt sonucu olarak mitokondriyal membran potansiyel kaybi, ROU
liretimi, proteaz aktivasyonu, apopitozis, NFkB aktivasyonu, endotelin salinimi ve

MAPK aktivasyonu meydana gelebilmektadir (43).

Na*ica?* (Ouabain>

e wl N

3Na*

J 4 Na'/K-ATPase —»

Sekil 3: Kardiyak miyositlerde ouabain sinyal iletim yollar (139)
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Yapilan gesitli galismalar nanomolar konsantrasyonlardaki ouabainin sitotoksik
olabilecegini, kaspaz-3 ve kalpain gibi 6lim efektorlerini  etkinlestirebilecegini
gostermektedir. Kalpain aktivasyonu, endojen kalsindrin inhibitorii olan cain/cabinl
boliinmesi yolu ile apopitozis, nekroz ve kalsiyumla indiikklenen hiicre &liimiine yol
agabilmektedir. Insan prostat diiz kas hiicrelerinde, 10 nmol/L. ouabain laktat
dehidrogenaz (LDH) salinmasina ve sistein proteaz kaspaz-3 aktivite artisina yol
agmistir (22). Insan kaynakli miyoblastik hiicreler (Girardi), domuz renal epitelyal
hiicreleri (LLC-PK1), insan bébrek proksimal tiibiil hiicreleri (HK-2) ve sigan primer
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMC) vyapilan c¢alismalarda nanomolar
konsantrasyonlarda ouabainin 3 saat i¢inde kalpaini aktive ettigi bulunmustur (43).

QOuabaine baglh hiicre 6liimiintin (diisiik veya yiiksek konsantrasyonlarda) hem
nekrotik hem de apoptotik yollarin kombinasyonu ile oldugu distiniilmektedir.
Ouabainin hiicre 6liimii {izerine etkisi hiicre tipi, ouabain konsantrasyonu ve uygulama

siiresi gibi faktorlere baglh oldugu diistintilmektedir (43).

2.4 2-DEOKSIGLUKOZ

2-Deoksiglukoz (2-DG), glukoz analogu ve glikolizin yarnigmali inhibitdriidiir.
Sekil 4’te 2-DG’nin yapisi gosterilmistir. Hiicre ig¢inde hekzokinaz (HK) tarafindan
fosforile edilerek 2-DG-fosfata (2-DG-P) gevrilir. 2-DG-P, glukoz-6-fosfat’tan farkli
olarak fosfoheksoz izomeraz tarafindan metabolize edilemez ve hiicre i¢inde birikir. 2-
DG-P iirtin inhibisyonu ile glikolizin ilk hiz kisitlayici basamagi olan fosforilasyon
asamasinda glikolizi inhibe eder (92). 2-DG, in vitro kosullarda glukoz yoksunluguna
yol acarak hiicresel ATP azalmasina, hiicre siklus progresyonunda blokaja ve hiicre
olimiine yol agmaktadir (7, 77). 2-DG, glikoliz inhibisyonunun yanisira protein
glikozilasyonunu da etkilemektedir. ER’de yanlis katlanmis proteinlerin birikimine yol
acarak ER stres cevabimi aktifler. 2-DG antiviral ve antikanser tedavide denenmis bir

ajandir (56).
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Sekil 4: 2-DG yapusi (1)

Aerobik kosullar altinda, normal hiicreler ATP’lerinin ¢ogunu enerji kaynagi
olarak glukoz, yag asitleri ve diger metabolik ara firtinleri kullanarak mitokondriyal
oksidatif fosforilasyondan elde ederken, bazi tiimor hiicreleri ATP’lerinin % 60 kadarini
glikoliz yoluyla iiretmektedir (21). Kanser hiicrelerinde aerobik kosullarda glikoliz artisi
Warburg etkisi olarak adlandinlmaktadir (132). Malign transformasyona ugratilan
kiiltiir hiicrelerinde glukoz tasiyict 1 (GLUT1) gen transkripsiyon aktivasyonu sonucu
GLUTI1 mRNA’sinda ve proteininde artis ve buna bagh olarak hiicre i¢ine glukoz
transportunda artis oldugu saptanmigtir (1). Timor hiicrelerinin ATP tiretmek igin daha
az enerji verimliligi olan glikolizi arttirmasmnin nedeni heniiz tam olarak
anlagilamamakla beraber mitokondrial DNA (mtDNA) mutasyonlann ve delesyonlar,
niikleer DNA (nDNA) mutasyonlar1 veya anormal gen ekspresyonu, onkojenik
transformasyon ve tiimér mikrogevresinin etkisi 6ne siiriilen muhtemel mekanizmalardir
(21).

Kanser hiicrelerindeki artmus glikolitik aktivite ve normal hiicrelerde glikoliz
disinda enerji iiretimi i¢in alternatif mitokondriyal fosforilasyon bulunmasi, glikolizi
antikanser ajanlar igin hedef haline getirmigtir. Glikoliz inhibisyonu yapan antikanser
ajanlar HK, fosfofruktokinaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve LDH
enzimlerini inhibe ederek etki gostermektedir (21, 92). 2-DG, mitokondriyal solunum
defekti olan kanser hiicrelerinde veya hipoksik hiicrelerde HK inhibisyonu ile glukoz
yoksunlugu yaratarak ATP deplesyonuna, niikleotit ve makromolekiillerin sentezinin
azalmasina, hiicre siklusunun durmasina ve hiicre dliimiine yol agmaktadir (7, 21, 77).
2-DG veya glukoz yoksunlugu kanser hiicrelerinde ROU’yii arttirmaktadir (131).
Glukoz yoksunlugunda NADPH iiretimi azalir ve redoks durumu degisip tiyol
metabolizmasi bozulur, artan ROU ve oksidatif stres apopitoza duyarliig arttinr (57,

83).
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Cogu kemoterapotik ajan hizli boliinen hiicrelere toksik iken solid tiimérlerin
merkezinde bulunan yavas boliinen hiicrelere etkisizdir (77). Solid tiimérlerin
merkezindeki hiicreler glikolitik inhibitérlere duyarlidir (80). Standart kanser tedavi
rejimine glikoliz inhibitérlerinin eklenmesi kemoterapotik ajanlarin yavas béliinen
hiicreler tizerine olan sitotoksik etkisini arttirmaktadir (27, 77). 2-DG segici olarak
kanser hiicrelerinde birikmektedir ve bunun baslica nedenleri; artmis GLUT]1 ile uptake
artigl, artrmus hiicre i¢i HK diizeyi ve diisiik hiicre i¢i fosfataz diizeyidir (1). 2-DG, in
vitro memeli tiimor hiicrelerinde sitotoksiktir ve in vivo tiimér biiyiimesini inhibe eder.
Siganlarda fibrosarkoma biiytimesini inhibe ettigi gosterilmistir (2). 2-DG’nin insan
glioma ve skuamoz kanser hatlarinda kamptotesin ve etoposid sitotoksisitesini, ayrica
prostat ve pankreas hiicre hattinda paklitaksel, adriamisin, cisplatin sitotoksisitesini
artirdign gosterilmistir (27). Meme kanser hiicrelerinde (T47D) 2-DG/doksorubisin
kombinasyonunun oksidatif stres ve tiyol metabolizmasin1 bozma yolu ile sitotoksisite
yaptig1 ve bunun NAC ile geri ¢evrilebildigi gosterilmistir (2).

Insan kanser hiicrelerinde kemosensitizasyonun yanisira radyosensitizasyon da
2-DG tarafindan arttinlir (2, 27). 2-DG beyin tiimérlerinde radyasyonun uyardigi
sitogenetik hasan artrmigtir (27). 2-DG’nin ATP iiretimi ve enerji metabolizmasini
azaltici etkisi radyasyon uygulanmasi sonrasi ger¢eklesen DNA tamirinde inhibisyona
yol agar (72).Yapilan bir ¢alismada beyin tiimérii olan hastalarda radyasyon tedavisi ile
birlikte 250 mg/kg dozuna kadar 2-DG kullaniminin giivenli oldugu bildirilmistir (122).
Insan kanser hiicrelerinde 2-DG’nin tiyol metabolizmasimi bozmasi, total hiicre ici
glutatyon ile NADPH miktarim azaltmas: ve oksidatif stresi uyarmasi hiicreleri iyonize
radyasyonun sitotoksik etkilerine duyarl hale geldigi ve NAC eklenerek osidatif stresin

azaltilmas1 durumunda bu duyarlilipin azaldig: iddia edilmistir (72).
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2.5 MITOKONDRI
2.5.1 Mitokondrinin Yapisi

Mitokondri, oksijenli solunum yapan tiim dkaryotik hiicrelerde bulunan ve enerji
tiretiminden sorumlu olan organeldir. Ovalden gubuga kadar degisen sekillerde bulunur
ve yaklagik 0,5-1 pm g¢aptadir. Sayilart hiicrenin fonksiyonuna ve ihtiyacina bagh olarak
birkag¢ yiiz ile birka¢ bin arasinda degismektedir. Mitokondriler, i¢ ve dis membran
olarak adlandirilan bir ¢ift zar sistemiyle ¢evrilidir. Dis ve i¢ membranlarin arasindaki
bolge intermembran aralik, i¢ membramin ¢evreledigi bolge ise matriks olarak

adlandirilmigtir (3, 10). Sekil 5’te mitokondrinin yapist gésterilmigtir.
2.5.1.1 Digs Membran

D1s membran 10000 daltondan kiigiik molekiillerin gegisine olanak veren ve
porin olarak adlandirilan genis kanallar igerir. Bu molekiiller intermembran araliga
girerek intermembran araligin bilesimini iyonlar ve kiigiik molekiiller yoniinden sitozole
benzer hale getirir. Lipit bilesenlerini matrikste metabolize olabilecek forma déniistiiren

enzimler de dis membranda bulunur (3, 23).
2.5.1.2 i¢ Membran

[¢ membran matrikse dogru krista denilen yapilar1 olusturarak yiizey alanim
artirir. Doku tiplerine gére krista sayis1 ve alani degisiklik gostermektedir. Matrikste
metabolize olacak kiigiik molekiillerin veya iyonlarin membrandan gegebilmesi igin
membranda protein yapida transport molekiilleri bulunur. Ayrica enerji tiretiminde rol
alan elektron zincir (ETZ) proteinleri ve ATP sentaz kompleksi de i¢ membranda

yerlesmistir (3).
2.5.1.3 Matriks

Matriks, piriivat ve yag asidi oksidasyonu ile trikarboksilik asit (TCA) siklusu
igin gerekli enzimlerin de iginde oldugu yiizlerce farkli enzim igerir. Enzimlerin yan
sira Ozel mitokondriyal ribozomlar, tRNA, mtDNA ve nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD), flavin adenin diniikleotid (FAD), Adenosin difosfat (ADP) ve Pi (inorganik
fosfat) molekiillerini de igerir (3, 23, 75).
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Sekil 5: Mitokondrinin yapisi (75)

2.5.2 Mitokondrinin Fonksiyonlar:

Mitokondri, lipit ve karbonhidratlarin yikimindan elde edilen ve oksidatif
fosforilasyon islemiyle ATP’ye doniistiiriilen kullanilabilir enerjinin biiyiik béliimiiniin
iretiminden sorumludur (23). Bunun yani sira intraseliiler kalsiyum diizenlenmesi, 1s1
olusumu, apopitozis kontrolii, hem sentezi, yag asitlerinin B-oksidasyonu, iire siklusu ve

hiicresel ROU iiretiminde de fonksiyonlar: vardir (61, 69)
2.5.2.1 Oksidatif Fosforilasyon (Oxidative Phosphorylation, OXPHOS)

Hiicresel enerjinin en biiyiik boliimiiniin kaynagini olusturan elektron tasmimi ve
oksidatif fosforilasyon mitokondri i¢ membraninda gerceklesmektedir. Oksidatif
fosforilasyon sirasmda NADH ve FADH,’den ¢ikan elektronlar O, ile birlesir ve bu
yiikseltgenme/indirgenme reaksiyonlan sirasinda agiga c¢ikan enerji ADP’den ATP
sentezlemek i¢in kullanilir. NADH ve FADH, glikoliz, yag asidi oksidasyonu ve sitrik
asit siklusunda olusan yiiksek enerjili molekiillerdir ve yiiksek transfer potansiyeline
sahip bir ¢ift elektron igerirler. NADH veya FADH, deki elektronlar molekiiler oksijene
aktarihirken oksidatif fosforilasyonla ATP sentezi gerceklestirilir (23).

Mitokondriyal solunum zinciri, birbiri ardisira etki gosteren elektron tagiyicilar

serisidir (85). Bu tastyicilar mitokondri i¢ zarinda dort biiyiikk molekiiler kompleks
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halinde diizenlenmistir. Beginci bir protein kompleksi olarak da adlandinlan ATP sentaz
enzimi, enerji saglayan elektron tagima reaksiyonunun ATP senteziyle birlesmesini

saglar (23).

Complex | 1 " v v
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Sekil 6: Oksidatif fosforilasyon sistemi (109)

Kompleks I (NADH: Ubikinon Oksidorediiktaz), 850 kD agirhiginda, bir adet
flavin mononiikleotid (FMN) igeren flavoprotein ve en az alt1 Fe-S merkezi bulunan 42
polipeptidden olugan biiyiik bir enzimdir. NADH ile gelen bir ¢ift elektron ilk olarak
FMN’ye daha sonra demir-kiikiirt kompleksi tiizerinden koenzim Q’ya aktarilir.
Kompleks I eszamanli olarak dért protonun intermembran araliga transferini katalizler
(23, 85).

Koenzim Q (ubikinon), uzun izoprenoid yan zincire sahip lipitte ¢dziinen bir
molekiildiir. Ubikinon bir elektron alarak semikinon radikali (QH") veya iki elektron
alarak ubikinol (QH;) haline gelebilir. Ubikinon yapisal olarak kii¢iik ve hidrofobik
olmasi nedeniyle mitokondri i¢g membraninin lipit ¢ift tabakasindan kolayca gegebilen,
elektron ve protonlarin hareketli tasiyicisi olarak ig yapar ve elektronlari kompleks II’e
aktarir (85).
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Kompleks II (Siiksinat: Ubikinon), TCA siklusundaki zara bagli tek enzim
olan stiksinat dehidrogenazdir. 140 kD agirligindadir ve iki tip prostetik grup ile en az 4
farkli protein igerir. Bir proteinde, Fe-S merkezleri ve kovalent bagh bir molekiil FAD
vardir. TCA siklusunda siiksinatin fumarata okside edilmesini ve siiksinattan gelen
elektronlarin FAD’ye sonra Fe-S merkezleri iizerinden koenzim Q’ya aktarilmasini
saglar (85). Kompleks I'de elektronlarin NADH’tan koenzim Q’ya aktarilmasimin
aksine, elektronlarn FADH,’den koenzim Q’ya aktarimi serbest enerjide énemli bir
diisiise yol agmaz ve bu nedenle ATP sentezi olusmaz. FADH;’den ¢ikan elektronlarin
elektron tagima zincirinden gegisi sirasinda sadece kompleks III ve IV’te serbest enerji

elde edilir (23).

Kompleks TIT (Ubikinon: sitokrom C oksidorediiktaz), 250 kD agirligindadir
ve her birinde 11 ayn altbirim bulunan iki farkli monomerden olusur. Monomerik yapi
sitokrom b, sitokrom ¢ ve Fe-S merkezi igerir. Dimerik yap1 kompleks III’iin islevi igin
esastir. Ubikinolden (QH,) sitokrom <c¢’ye elektronlan aktarirken, matriksten
intermembran araliga proton transferini de saglar (85). I¢ membranin dis yiiziine bagli,
hareketli bir periferal zar proteini olan sitokrom c, elektronlar1 son olarak O5’e

aktaracak olan kompleks IV’e (sitokrom oksidaz) tasir (23).

Kompleks IV (Sitokrom oksidaz), 160 kD agirliginda 13 altbirimden olusan
biiylik bir enzimdir. Elektronlar1 sitokrom c¢’den molekiiler oksijene transfer eder ve
oksijeni suya indirger. Bu kompleks iizerinden her dort elektron gegisi igin, enzim
matriksten dért H' alarak O,’yi iki molekiil suya gevirir. Aym zamanda bu reaksiyon

sirasinda mitokondri matriksinden intermembran araliga dort proton gegisi olur (85).

Kompleks V (ATP sentaz), ADP+Pi’den ATP olusumu saglar. ATP sentaz
birbirine bagh olarak bulunan periferal membran proteini F; ve integral protein (Fo)’dan
olusur. Fo kompleksinin a,b,c olarak belirtilen ii¢ alt birimi vardir ve bilesimi ab,ci.12
seklindedir. Fo intermembran araliktaki protonlarin matrikse geri dénmesine olanak
saglayan proton kanalini olusturur. F; kompleksi bes farkli tipte toplam dokuz altbirim
igerir ve bilesimi a3P;yde seklindedir. B alt birimi ATP sentezi igin katalitik bolgedir.
Protonlarin matrikse hareketinin olusturdugu gii¢ F; proteini tarafindan katalizlenen
ATP sentezi igin gerekli olan enerjiyi saglar. Gegen her dort protona karsilik bir ATP
sentezlenir (23, 85, 116).
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2.5.3 Mitokondriyal DNA

Mitokondri, hiicre genomundan ayri1 ve farkli olan kendisine ait bir genetik
sistem igerir (23). Her bir mitokondri 2-10 kopya mtDNA bulundurur (93, 107).

Insan mtDNA’smin tiim dizisi ilk olarak Anderson ve arkadaslari tarafindan
1981 yilinda tanimlanmustir (4). Mitokondri matriksi iginde yer alan mtDNA, cift
zincirli, kapal sirkiiler yapiya sahip bir DNA molekiili olup 16569 baz gifti (bg)
uzunlugundadir. mtDNA, mitokondriyal ETZ’ye ait 13 protein, 22 tRNA ve 2 rRNA
olmak tizere toplam 37 gen kodlamaktadir (32, 107, 124, 130). mtDNA’da kodlanan 13
proteinin yedisi kompleks I, biri kompleks II1, ti¢ii kompleks TV ve ikisi kompleks V’e
ait subunitlerdir (32, 130). Oksidatif fosforilasyon sistemini olusturan diger polipeptitler
nDNA tarafindan kodlanmaktadir (93). Tablo II’de mtDNA ve nDNA tarafindan
kodlanan oksidatif fosforilasyon sistemine ait polipeptitler gdsterilmektedir (93).

Tablo IT : mtDNA ve nDNA tarafindan kodlanan oksidatif fosforilasyon sistemine ait
polipeptidler

Protein kompleksi | mtDNA’da kodlanan | nDNA’da kodlanan | nDNA ve mtDNA’da
polipeptitler ve sayisi polipeptit kodlanan polipeptit
sayisi sayis1
NDI1, ND2, ND3,
KomPIEkS 1 ND4, ND4L, NDS, 36 43
ND6 (7)
Kompleks IT --- . 4
Kompleks IV COX 1, COX1I, COX 10 13
111 (3)

Kompleks V' | ATPaz 6,ATPaz 8 (2) 14 5
Toplam 13 74 87

mtDNA’nin iki komplementer zinciri baz igeriklerine gore adlandirilmaktadir. H
zincir (agir zincir) daha ¢ok piirin bazlarini, L zinciri (hafif zincir) ise daha ¢ok
pirimidin bazlarini igerir. 2 rRNA, 14 tRNA ve 12 polipeptid H zincirde, kalan 9 gen ise
L zincirde kodlanmaktadir (32, 124) Sekil 7°de mtDNA’nin yapis1 gosterilmektedir
(124)
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mtDNA’da gen kodlanmayan, diizenleyici fonksiyonlar olan iki bélge vardir.
Birincisi, tRNA™® ve tRNA™ genleri arasinda bulunan kontrol bélgesi olarak da
adlandirlan yaklasik 1 kilo baz (kb) uzunlugundaki D-loop (Displacement Loop)
bélgesidir. D-loop, H-L zincirlerine ait transkripsiyon promoter bolgeleri ve H zincirine
ait replikasyon orjini igerir (Oy). Ikinci kodlanmayan bélge ise, yaklasik 30 niikleotid

uzunlugundadir ve L zincirin replikasyon orjinini igerir (Oy) (32, 110, 124).

IT,, D-doop
|

145 rRNA F

W

165 riRNA |

l TE M
~,

NOS

Ol K| ATFazes
Al Pasel

Sekil 7: mtDNAnin yapis1 (124)

2.5.3.1 Mitokondriyal Kahtim

Mitokondriyal DNA’min kalitimu ilk olarak 1980 yilinda Giles ve arkadaslan
tarafindan tanimlandig1 sekilde maternal olarak gerceklesmektedir (34). Memeli sperm
hiicrelerinde mtDNA kopya sayist oldukca diisiik iken oositlerde ¢ok yiiksektir (>10°).
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknolojisindeki gelismelere paralel olarak yapilan
calismalarda paternal kalitmin da miimkiin olabilecegi bildirilmistir. Gyllensten ve
arkadaslart Mus musculus ve Mus spretus ile yaptid1 tiir ¢aprazlamalarinda az miktarda

paternal mtDNAnin da yavrulara gectigini gostermislerdir (117, 124).
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2.5.3.2 mtDNA’nin Replikasyonu

Mitokondriyal DNA replikasyonu, mitokondriyal matriks igerisinde, hiicre
dongiisiinden ve nDNA replikasyonundan bagimsiz olarak ger¢eklesmektedir (32).

Mitokondriyal DNA replikasyonu zincir spesifik olarak iki replikasyon
orijininden baglamaktadir. Agir zincir orijini (On) D-loop bélgesinde hafif zincir
promotorunun (LSP) asagisinda yer alirken, hafif zincir orijini (OL) On’den mtDNA’nin
2/3’s1 kadar bir uzaklikta yer almaktadir (124). Mitokondriyal replikasyonun baglamasi
mitokondriyal transkripsiyon sistemi ile baglantihidir ve Oy de bir noktadan, hafif
zincirin promotorundan transkribe olan RNA primeriyle baslar (32, 110). Sekil 8‘de
replikasyon baslamas: sematik olarak gosterilmistir. CSB (conserved sequence block)
ve TAS (termination associated sequence) olarak adlandirilan iki D-loop sekansi
replikasyon stirecine katkida bulunur. CSB, D-loop bélgesinde bulunan korunmus
dizidir ve baslangic RNA primeri olusumuna katilir. Agir zincir replikasyon baslangi¢
noktast her zaman CSB-I yakininda lokalizedir. TAS, 15 b¢’lik bir dizidir ve sentezi
durmus D-loop DNA zincirinin 3’ ucu ile iliskilidir. Mitokondriyal RNA polimerazin
RNA primeri sentezinden sonra Oy;’nin yukarisinda kalan CSB {izerinde stabil bir RNA-

DNA hibridi olugmaktadir. Olusan R-loop yapisi iizerinden olgun primer olusur ve

mitokondriyal DNA polimeraz (DNA polimeraz y) agir zincir sentezini baslatir (13,

32,124).

Agir zincir sentezi bagladiktan sonra, sentez ¢ogu durumda sonlanma ile iliskili
diziler (TAS) tizerinde durmakta ve 3 zincirli D-loop yapisi ortaya ¢ikmaktadir. Bazi
durumlarda ise tiim genom boyunca devam etmekte ve yeni bir mtDNA kopyasi
olusturulmaktadir. Hafif zincir sentezi ise agir zincir sentezi bagladiginda Ot bélgesinde
cift zincirin agilmasi ile aktiflenir. Zincirin agilmasimin ardindan bir primaz ile primer
dizisi olusturulur ve OL bolgesinde timinden zengin bdlgeye baglamir. Hafif zincir
replikasyonu agir zincirle ters yonde olmak iizere baslar (32,124).

RNA primerlerinin uzaklastirilmas1 ve sentezlenmesi tamamlanmis DNA

zincirlerinin ligaz ile birlestirilmesinden sonra replikasyon iglemi tamamlanir. mtDNA

replikasyonu mitokondri spesifik DNA polimeraz y (Pol y) tarafindan gergeklestirilir.

Pol y, biiyiik katalitik a-subitinit (125-140 kD) ve primer taninmasinda rol alan kiigiik B-
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subiinitten (30-54 kD) olusur. a-subiinit 3°-5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir ve

replikasyonun dogrulukla yapilmasini saglar (29, 32, 124).
2.5.3.3 mtDNA’nin Transkripsiyonu

D-loop bdlgesi tizerinde yerlesim gosteren agir zincir transkripsiyon baslangig
bolgesi (ITy;) ve hafif zincir transkripsiyon baslangi¢ bolgesi (ITy) olarak adlandirilan
iki major transkripsiyon baglama alani vardir. Birbirlerine 150 b¢ uzaklikta yer alan,
ITy; ve ITy; bolgeleri agir ve hafif zincir promotor bolgeleri (HSP ve LSP) igerisinde
yer almaktadir (18). Her iki promotor dizinin upstream bolgesinde mitokondriyal
transkripsiyon faktoriinlin  (mtTFA) baglanmas: igin gerekli “enhancer dizileri”
bulunmaktadir. tRNAphe geninin igerisinde 12S rRNA geninin yaninda yer alan ikinci
bir agir zincir transkripsiyon baglangi¢ bolgesi (ITH2) bulunmaktadir (32, 124). Sekil

8‘de transkripsiyon baglamasi sematik olarak gdsterilmistir.

/ Hz H1 i \ A
I‘_ ____________ & cse Oy T
RNA

RNA ‘ @ RNase MRP
J mtRNApol

& mITFA

«_A48 mTERF

® TFB1IM or
TFB2M

Sekil 8: mtDNA replikasyon baslama ve transkripsiyon baslama ve sonlanmasinin

sematik goriiniimii (32)

Mitokondriyal transkripsiyon, mitokondriyal RNA polimeraz, mtTFA, TFBIM
ve TFB2M transkripsiyon faktorlerine ve mTERF transkripsiyon sonlanma faktdriine
ihtiyag duyar (32). Mitokondriyal RNA polimeraz (mtRNApol) 120 kD agirhifinda bir
proteindir ve transkripsiyonu baglatabilmek i¢in mitokondriyal transkripsiyon

faktorlerine ihtiyag duymaktadir (33). RNA metiltransferazlarla homoloji gosteren
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TFBIM ve TFB2M transkripsiyon faktorleri, mtRNApol ile heterodimer olusturarak
transkripsiyonun baglamasinda rol oynarlar ancak uzama i¢in gerekli degillerdir (31).
mtTFA, 25 kD agirhiginda HMG (high mobility group) proteinler grubuna ait bir tiyedir.
mtTFA HMG-box domaini aracilifiyla DNA ile kompleks olusturur ve mtDNA
promoter bélgesinin konformasyonel degisikligini indiitkleyerek RNA polimerazin
transkripsiyonu baglatmasina olanak saglar (119).

Transkripsiyonun sonlanmasina aracilik eden faktér (mTERF), mtDNA’ya
baglanir ve DNA heliksinde biikiilmeye yol agar. mTERF RNA polimeraz ile spesifik
bir etkilesime girmekten ¢ok fiziksel bir bariyer olugturarak ve DNA konformasyon
degisikligine yol agarak transkripsiyonu sonlandirir (120). Sekil 8°de transkripsiyon
sonlanmas1 sematik olarak gosterilmistir. Sentezlenen transkriptlerin mitokondriyal
riboniikleaz P (RNaz-P) ile endoniikleotik kesimi sonucu 13 mRNA, 22 tRNA ve 2
rRNA olusur (110, 124).

2.5.3.4 Mitokondriyal Protein Sentezi

Mitokondriyal protein sentezi sitoplazmik protein sentezinden bagimsiz olarak
mitokondriyal matrikste yer alan ve mitoribozom adi verilen mitokondriyal ribozomlar
tarafindan gergeklesmektedir. Mitoribozomlar kiigiik ve biiyiikk alt birimleri mtDNA
tarafindan kodlanan 16S ve 12S rRNA’y1 icermektedir (124).

Memeli mitokondriyal mRNA’s1, ribozoma baglanmay1 kolaylastiracak oncii
sekanslara sahip degildir ve 7-metilguanilat cap yapisi bulunmamaktadir. Boylelikle
ribozomu baslama kodonuna yonlendiren tanima mekanizmasindan yoksun birakilmigtir
ve bu durum translasyon verimini diigtirmektedir. Diigiik translasyon verimi,
mitokondrideki mRNA yogunlugunun attirilmast ile yeterli hale getirilmeye ¢alisilmistir

(110, 124).

mRNA’nin  mitoribozomun kiigiik alt birimine baglanmasinin ardindan
ribozomal alt birim heniiz tam olarak belirlenememis yardimei faktorler aracilif: ile
mRNA 5° ucuna dogru ilerlemektedir. Memelilerde tanimlanmis tek baslangi¢ faktori
mtlF-2’dir. mtIF-2 GTPaz ailesine ait monomerik bir proteindir ve fMet-tRNA’min
kiigik ribozomal alt birime baglanmasimi saglar. GTP hidrolizi mtIF-2’nin yapidan
ayrilmasina ve biiyllk ribozomal alt birimin yapiya katilarak 55S baslangic

kompleksinin olusumuna yol agar. mtEF-Tu, mtEF-Ts ve mtEF-G memelilerde
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tammlanmig uzama faktorleridir. Mitokondriyal protein sentezinin sonlanma siireci tam
olarak aydinlatilamamakla birlikte mtRF1 ve mtRF1a salinim faktorleri tanimlanmistir

(123, 124).

Mitokondriyal protein sentezinde rol alan tRNA’lar mtDNA tarafindan
kodlamirlar ve sitoplazmik tRNA’lara kiyasla cok daha kiiciiktiirler. Buna ek olarak
mitokondriyal translasyon, evrensel kodlamadan farklilik géstermektedir (88, 123, 125).
mtDNA ve nDNA arasindaki kodon farkliliklar1 Tablo III’de gosterilmistir (123).

Tablo III: mtDNA ve nDNA arasindaki kodon farkliliklar

Kodon nDNA mtDNA
UGA DUR Trp
AGA Arg DUR
AGG Arg DUR
AUA lle Met

2.5.3. 5 mtDNA Mutasyonlar

Ames ve arkadaslari mtDNA’nin oksidatif hasara nDNA’dan daha yatkin
oldugunu 6ne stirmiislerdir (98). Takip eden g¢alismalarda insan, sigan, fare ve mantar
gibi ¢esitli hiicre tiplerinde oksidatif stresin mtDNA’da nDNA’dan 3-10 kat daha fazla
hasara neden oldugu gosterilmigtir (103, 104, 142). mtDNA’nin nDNA’dan daha fazla

hasar gérmesinin nedenleri;

1. mtDNA, nDNA gibi histon veya non-histon proteinlerle korunmaz ve bu
nedenle mutajenler mtDNA’y1 daha ¢ok etkiler (16, 123, 143, 146).

2. Mitokondrilerde DNA onarim sistemi yetersizdir. mtDNA’min niikleotid
eksizyon tamir (NER) i¢in gerekli enzimlerden yoksun oldugu, bununla
beraber baz eksizyon tamir (BER) sisteminin oksidatif DNA hasarinin
uzaklastirilmast i¢in temel yol oldugu belirlenmistir (11, 70, 107, 123).

3. mtDNA intron igermedigi i¢in, rastgele bir mutasyon genellikle kodlayici

DNA zincirini etkiler (16, 143).
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4. mtDNA oksidanlarin olustugu mitokondri i¢ zarina yakin yerlesimlidir.
mtDNA mitokondride gergeklesen oksidatif fosforilasyon sirasinda ortaya

¢1kan fazla miktarda ROU’ye maruz kalir (11, 123, 146).
mtDNA mutasyonlari, mtDNA yeniden diizenlenmeleri ve baz degisimi
mutasyonlar1 olarak iki bashk altinda ele almabilir (12). Sekil 9°da sik goriilen
mutasyonlar gosterilmistir. Baz degisimi mutasyonlar, aminoasit degisikligine neden
olan missense mutasyonlari ve protein sentezi ile iligkili nokta mutasyonlarini
icermektedir. Siklikla gériilen mutasyonlar, A-G ve G-A transizyon mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlar, ROU gibi endojen faktérler tarafindan olusturulan DNA adduktlarinin
replikatif bypass’t ya da DNA replikasyon hatalarindan ortaya ¢ikmaktadir (55).
mtDNA  yeniden diizenlenme mutasyonlarinin 6nemli bolimiini 1.3-8 kb

biiytikliiklerindeki genis delesyonlar olusturur (126).

[m.1555A>G- deafness I m.14708T>C - myopathy

\ weakness, diabeles
F
e

m.14484T>C - LHON
m.14458G>A. m.14487T>C - LS

m.3243A>G - MELASMIDD/CPEO
m.3271T>C - MELAS

m.13513G>A and other mutations
MELAS, LS and overiap syndromes

[ m.3460G>A - LHON -

several mutations - MELAS |

mM.4300A>G /
cardiomyopathy

m.5545C>T
multisyslemic disorder,
RC deficie

NDG | m.11777C>A - LS
m.11778G>A - LHON

101568T>C, m10191T>C, m.10197G>A
LS/Leigh-like syndrome

m.7445A>G, m.7472Cins
deainess, myopathy

m.8993T>G/C, m9176T>G/C
m.B344A>G, m.BIS6T>C NARP/MILS

MERRF

Sekil 9: mtDNAda sik goriilen mutasyonlar (126)

mtDNA’daki birgok somatik mutasyonun yaslanma ile birlikte farkli dokularda
progresif olarak birikim gésterdigi bulunmustur (70). mtDNA delesyonlar yaglanmayla
birlikte Ozellikle iskelet kasi, miyokart ve beyin gibi postmitotik dokularda farkli
oranlarda birikmektedir (62). mtDNA mutasyonlarimn sadece yaslanmamn belirtisi
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olmadig aym zamanda yaslanmanin nedeni de olabilecegi bildirilmistir (82). Patojenik
mtDNA mutasyonlar1 mitokondrival solunumda genel bir defekte ve bunun sonucunda

hiicresel ATP iiretiminde azalmaya ve ¢esitli hastaliklara yol agmaktadir (126). mtDNA

mutasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan hastaliklardan bir kismi Tablo IV’de verilmektedir.

Tablo IV: Mitokondriyal DNA mutasyonlar ve iligkili hastaliklar (84, 109, 125)

Hastahk

Klinik fenotip

mtDNA mutasyonu

CPEO (Kronik Progresiv
External Oftalmopleji)

Oftalmopleji

3243 tRNALeu
Delesyon 8470:13447

KSS (Kearns-Sayre

Progresif miyopati,

Delesyon 8470:13447,

Sendromu) oftallmopl'eji, : 3243 tRNALeu,
kardiyomiyopati 8344 tRNALys
Miyopati, ensofalopati, 3243 tRNALeu, 11084
MELAS

laktik asidoz

ND4,
3271 tRNALeu

MERRF (Miyoklonik Miyoklonik epilepsi, 8344 (RNALys
epilepsi, ragged red miyopati s
fibriller) 8356 tRNALys

NARP (Noropati, ataksia,
retinitis pigmentosa)

Noropati, ataksi, retinitis
pigmentoza

8993 ATPaz6

Pearson sendromu

Pansitopeni, laktik asidoz

Delesyon 8470:13447

LHON (Leberin herediter
optik néropatisi)

Optik néropati

11778 ND4, 3460 ND1,
14484 ND6

Leigh sendromu Progresif beyin hastalig 8344 tRNALys
8993 ATPaz6
. . Diabetes Mellitus ve
DDM (Sagirlik, Diabetes 3743 (RNALeu

mellitus)

sagirlik

Cesitli

hastaliklarla

iliskilendirilen

100°den fazla mtDNA delesyonu

bilinmektedir (50). Birka¢ bazdan birkag¢ kilobaza kadar farkli uzunluklarda olabilen
mtDNA delesyonlarimin biiyiik béliimii benzer 6zellikler gostermektedir. Genellikle Oy
ve O replikasyon orjinleri arasinda ve kisa tekrar dizileri arasinda yer alirlar (109,126).
Delesyonlarin, mtDNA’nin replikasyonu sirasinda ve oksidatif hasar sonucu tek veya

¢ift zincir DNA kiriklar sonucunda olustugu diistiniilmektedir (62,70).
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4977 b¢ uzunlugundaki delesyon, yiiksek insidansi nedeniyle yaygin delesyon
(mtDNA*"" delesyonu, common deletion) olarak adlandirilmaktadir. Bu delesyon,
mtDNA’da 8470-8482 ve 13447-13459 niikleotidler arasinda 13 b¢ uzunlugundaki
tekrar dizilerinde bir kirilma ile ortaya ¢ikar (50, 59, 143). Delesyona ugrayan mtDNA
bélgesi, 5 tRNA geni ile sitokrom ¢ oksidaz, kompleks I ve ATPaz altiinitelerini
kodlayan 7 geni igermektedir (143).

4977 b¢ uzunlugundaki delesyon, Pearson Sendromu, Okiiler miyopatiler,
Kronik Progresiv Eksternal Oftalmopleji (CPEO) ve Kearns Sayre Sendromu (KSS)
gibi cesitli patolojik fenotiplerle iligkilendirilmis ve yaslanma ile birikim gosterdigi
bulunmustur (20, 50, 109). mtDNA*" delesyonunun, kolorektal, mide, karaciger,
bobrek, akciger ve prostat kanserindeki solunum defektine katkida bulundugu ve tiimor

progresyonu ile iliskili olabilecegi diistintilmektedir (130, 143).

2.6 REAKTIF OKSIJEN URUNLERI

Oksijen yasam i¢in vazgegilmez bir elementtir fakat bazi durumlarda insan
vilcuduna ciddi zararh etkilerde bulunabilir (53). Oksijen potansiyel zararli etkilerini
diger maddelere oksijen verme yatkinligi olan ROU olusturarak gosterir. ROU niin
birgogu serbest radikaldir (65). Tablo V’te Onemli reaktif oksijen iriinler:

gosterilmektedir.

Dis orbitallerinde paylasiimams elektron igeren reaktivitesi yiiksek molekiil
gruplarina radikal ad1 verilmektedir. Molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist kdsesine
konan nokta veya ¢izgivle (R’, R’) gosterilir. Serbest radikaller kovalent baglarin
homolitik kirtlmasi, nétral bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya notral bir molekiile
elektron transferi reaksiyonlarindan olusan baslica ti¢ mekanizma ile olusur (58).

Tablo V: Onemli reaktif oksijen iiriinleri (65).

Serbest radikal olanlar Radikal olmayanlar
Hidroksil (OH') Hidrojen peroksit (H,0;)
Siiperoksit (0,7 Singlet oksit ('O5)
Nitrik oksit (NO") Hipoklorid (HOCI)
Lipid hidroperoksil (LOO") Ozon (0O3)
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2.6.1 ROU kaynaklan

Serbest radikaller ve diger ROU normal metabolik olaylar sirasinda endojen
olarak veya X-isinlari, ozon, sigara ig¢imi, kemoterapotikler, ultraviole isinlar ve
endiistriyel kimyasallara maruziyet sonucu ekzojen olarak iiretilir (65, 105).

Aerobik hiicrelerde serbest radikal iiretiminin en 6nemli kismini mitokondriyal
ETZ ve ER olusturur (81). Hiicredeki oksijenin %90’dan fazlasi mitokondride tiiketilir
ve tiiketilen oksijenin yaklagik %2’si siiperoksit olusumu ile sonuglanmir. Buradaki
radikal yapiminin nedeni ETZ’de bulunan kompleks I ve kompleks III'ten elektron
kacagi olmasidir (76). Hiperbarik oksijen tedavisi, iskemi-reperfiizyon sendromu,
yaslanma gibi patolojik durumlar ve oksidatif fosforilasyonu bozan uncoupler ajanlar
ROU iiretimini arttirir. ER’deki NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi siiperoksit

olusumuna yol agar (81).

Arasidonik asit kaskadimn aktivasyonu, aktive notrofil ve makrofaj gibi
fagositik hiicreler, hipoksantin/ksantin oksidaz, lipooksijenaz ve siklooksijenaz, gama-
glutamil transpeptidaz, endojen bilesiklerin otooksidasyon olaylar, ksantin oksidaz ve
NADPH oksidaz gibi oksidan enzim reaksiyonlar1 da serbest radikaller ve ROU
iiretimine yol agar (25, 65, 81, 105).

2.6.2 ROU’niin etkileri

Diisiik konsantrasyonlardaki ROU hiicre proliferasyonunda, embriyonik
gelisimde, patojenler igin savunma mekanizmasi olarak ve diger hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir (51, 76, 130). ROU
spesifik reseptorler ile direkt etkileserek veya protein kinaz, protein fosfataz ve
transkripsiyon faktorlerini i¢eren sinyal yollarimi etkileyerek sinyal iletiminde rol alir.
Bunun yani sira, sinyal yollarinda Ca'? ile birlikte hareket ederek hiicre siklus durmas
ile hiicre 6liimii ve hiicre proliferasyonu arasindaki dengenin diizenlenmesinde rol
oynar. Oksitleyici ve indirgeyici esdegerlikliler ROU’niin hiicre proliferasyon ve
diferansiyasyon kontroliinde ikinci mesajc1 olarak fonksiyon gostermesine olanak saglar
(105). Sekil 10°da sinyal molekiilii olarak ROU’niin sinyal iletim kaskad ile iliskisi

gosterilmektedir.
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Sekil 10: Sinyal molekiilii olarak ROU’nin sinyal iletim kaskadu ile iligkisi (105).

Yiiksek konsantrasyonlardaki ROU hiicre bilesenlerinden DNA, RNA,
proteinler, aminoasitler, karbonhidratlar ve lipitlerde hasara yol agar (25, 76). ROU,
DNA iizerinde tek ve ¢ift zincir kiriklan ile modifiye piirin ve pirimidinleri igeren
birgok lezyona yol acarak hasar olusturur. Serbest radikaller, nokta mutasyonu ve
delesyon gibi ¢esitli DNA sekans degisikliklerine yol agarak bazi protoonkogenler ve
timor stipresor genleri aktive edebilmektedir (81). Protein oksidasyonu, proteinlerin
ROU veya oksidatif stres iiriinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu olusur. Protein
oksidasyonu sonucunda protein fonksiyonlarinda ve proteaz inhibitdr aktivitelerinde
kayip ve enzim aktivitesinde azalma olusabilmektedir (118). Membrandaki
fosfolipitlerin yapisinda bulunan yag asidlerinin doymamig baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon turiinleri olustururlar (25) Uzun stireli diistik
seviyelerde ROU’ye maruziyet de hiicre bilesenlerine hasar vererek yaslanma ve

apopitozis siireglerini baglatabilmektedir (105).
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2.6.3 Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu onleyen veya
serbest radikallerin temizlenmesini arttiran maddelere antioksidan maddeler
denilmektedir (108). Serbest radikallere ve diger ROU’ye karsi enzimatik ve
nonenzimatik bircok savunma mekanizmasi mevcuttur. Savunma sistemleri, farkl:
oksidan ajanlar tizerinde veya farkli hiicresel kompartmanlarda etki gostermeleri ile

cesitlilik gosterir (65).

Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimlerini igeren primer savunma mekanizmasi, ROU’yii etkisiz hale getirerek oksidan
hasarin olusmasini énler. SOD, yiiksek reaktivite gosteren siiperoksit radikalini H,0, ye

cevirir, CAT ve GPx ise H,0,’yi uzaklastirarak etki gosterir (65, 81).

Askorbik asit (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), glutatyon (GSH), B-karoten,
vitamin A, iirat ve NADPH’1 igeren sekonder savunma mekanizmalari ise serbest

radikallerin oksidan hasar yapici etkisini azaltic1 yonde etki gosterir (65, 81).

2.7 mtDNA ve OKSIDATIF STRES

Solunum zinciri komplekslerinden kompleks I ve kompleks 11, ROU’niin biiyiik
kismimin iiretildigi bélgelerdir (107). ROU, mitokondride protein, lipid, RNA ve
DNA’y1 igeren makromolekiillerde oksidatif hasar olusturmaktadir (55, 76).

Oksidatif DNA hasar1 plirin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlara, abazik
alanlara, tek ve ¢ift zincir kiriklarina neden olmaktadir (70, 78). Farkli ROU, DNA’y1
degisik sekillerde etkilerler. Bilinen en reaktif molekiil olan ('OH) radikali (37) biitiin

bazlarla reaksiyona girebilirken, ('O,) radikali segici olarak guanine saldirir (134).

mtDNA’da oksidatif modifiye baz diizeyi, nilkleer DNA’dan daha yiiksek
bulunmustur (146). Modifiye bazlar arasinda en sik goriillen timin glikol’iin
replikasyonu ve transkripsiyonu bloke edici etkisi bulunmaktadir. En sik gériilen piirin
lezyonu ise 8-oxodeoksiguanin (8-oxodG)’dir. Oksidatif stres altinda okside
deoksiguanin niikleotidi (8-OHdG), nDNA’dan daha hizli oranda artarak birikir. 8-
OHdG, DNA’da adenin ile, replikasyon sirasinda sitozin ile birlesir ve transversiyon

mutasyonlarma yol acar. (11, 55, 134). ROU’niin mitokondriyal i¢ membranda yiiksek
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miktarda olugsmasi ve mtDNA’min i¢ membrana yakin yerlesimli olmasi mtDNA
mutasyonlarinin yiiksek oranda goriilmesindeki en énemli faktorlerden biridir (146).
Kanser, diyabet, ateroskleroz, kronik inflamatuvar olaylar, karaciger hastaliklari,
iskemik hasarlar ve norodejeneratif hastaliklan igeren cesitli patolojiler, ROU
olusumundaki artis sonucu olarak gelisen mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile
iligkilidir. mtDNA oksidatif hasar igin kritik bir hedeftir ve mtDNA hasar elektron
transportu, mitokondriyal membran potansiyeli ve ATP olugumunda bozulma yoluyla

hiicre zedelenmesine yol agar (129).

2.8 POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU
2.8.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, DNA igerisinde yer alan, baz dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin
bir gen bolgesini in vitro kosullarda enzimatik olarak amplifiye etmek i¢in uygulanan
tepkimelere verilen ortak bir isimdir. Bu uygulama i¢in ilgili gen b&lgesine ait baz
dizisinin bilinmesi gereklidir. Metod basit¢e tiip igerisinde niikleik asitlerin uygun
kogullarda ¢ogaltilmas1 esasina dayamr. PCR reaksiyonu; 94°C-98°C araliginda
gerceklestirilen denmatiirasyon, 37°C—65°C araliginda gergeklestirilen annealing ve
72°C’de gerceklestirilen elongasyon asamalarindan olusur ve bu sikluslarin belirli
sayida tekrarlanmasi esasina dayanir. Dr. Kary B. Mullis 1980°li yillarda yaptign PCR
¢aligmalan ile 1993 yilinda Kimya alaminda Nobel &diilii almistir (95). Sekil 11°de PCR

asamalari gosterilmektedir.

- - =

T Denaturation
95
Elongation
72
60
50
Annealing
30
Time

Sekil 11: PCR agsamalari (63)
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2.8.2 PCR Cegitleri

Molekiiler caligmalarda kullanilan amaca yonelik birden fazla PCR ¢esidi
bulunmaktadir. Calisilan DNA kaynagina ve hedef DNA bdlgesine gore fakh yontemler
tercih edilebilir. Baglica PCR c¢esitleri;

e Kantitatif real time PCR (QPCR)

e Multipleks PCR

e Nested PCR

e Touchdown PCR

¢ Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR)

e Hot Start PCR

e Long PCR

o Inverse PCR (9, 26, 52)
2.8.2.1 Nested PCR

Iki cift primerin kullanildig: iki asamah amplifikasyon yontemidir. [lk asamada

iki adet dig primer kullamilarak hedef molekiil itizerinde uzunca bir bdlgenin
amplifikasyonu yapilir (15-30 siklus). Ikinci asamada ise ilk amplifikasyonda elde
edilen tirlin, i¢ primerler i¢in kalip gdrevi gorilir ve daha kisa ikinci bir Uiriin elde edilir.
Sekil 12’de Nested PCR prensibi gosterilmistir. PCR’in sensitivitesi ve spesifitesi
Nested PCR yontemi ile arttinilabilir. Nested PCR yonteminde iki farkli primer ¢ifti
kullanilmas: reaksiyonun spesifikligini arttirmaktadir. Ornekte tek kopya DNA oldugu
durumlarda bile iki asamali olarak yapilan amplifikasyonlarla ¢ok sayida DNA elde
edilebilmektedir. Boylece amplifikasyon sonucu olusan fazla miktardaki hedef molekiil
valanci negatiflik olmadan kolayca 6l¢iilebilmektedir. Bu yontemle pozitif sonug alma

olasih@ arttign igin testin sensitivitesi de artmaktadir (9, 26).
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Sekil 12: Nested PCR prensibi (9)

2.8.2.2 Touchdown PCR

Touchdown-PCR (TD-PCR) optimal primer baglanma derecesini saptamak
amaciyla gelistirilmis bir yontemdir (26). TD-PCR’da optimizasyon, kullanilan
tamponlar ve siklik sartlardan ziyade, annealing 1si1s1 {izerine odaklanarak
gerceklestirilmektedir (91). Amplifikasyonun ilk siklusunda annealing 1sis1 olarak
hesaplanan erime derecesinin (Tm) yaklasik 15 °C iizerinden baglanmakta ve takip eden
sikluslar arasinda 1-2 °C diisiiriilerek Tm derecesinin yaklasik 5 °C {izerine kadar
gelinmektedir. 1lk sikluslarda diisiik miktarda fakat oldukca spesifik amplifikasyon
gerceklesirken, diisiik annealing 1si1sindaki sikluslarda olusan iiriin miktar1 artmaktadir.

Boylece hedef bolgeye spesifik amplikonlar elde edilir (26, 44).

TD-PCR, birbirlerinden farkli Tm derecelerine sahip primer sekanslarinin
bulundugu durumlarda spesifik iiriin eldesi igin kullanilabilir. TD-PCR, diisiik annealing
1stlarinda olugabilen yalanci yapismalarin ve yiiksek annealing isilarinda gdzlenebilen
tirtin yoklugunun iistesinden gelebilecek ve spesifik iiriinlerin elde edilebilecegi etkili

bir tekniktir (91).

2.8.2.3 Long PCR (XL-PCR)

Long PCR, genellikle 2 farkli DNA polimerazin kullamldigi, konvansiyonel
PCR yontemlerine gére ¢ok daha uzun hedef bélgelerinin (6rnegin 5 kb'dan biiyiik)
¢ogaltildigr PCR temelli amplifikasyon yontemidir. DNA polimerazlardan biri yiiksek
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processivity’e (5°-3” polimeraz aktivitesi), digeri ise proofreading (3°-5’ekzoniikleaz

aktivitesi) yetenegine sahiptir (140)

Bazi DNA lezyon tipleri PCR amplifikasyonu sirasinda DNA polimerazi bloke
ederek ilerlemesini engeller. DNA lezyonu olan oOrneklerde, PCR amplifikasyon
veriminin diismesi sonucu lezyonsuz DNA’ya oranla iirtin miktarinda azalma
goriilmektedir. DNA zincir kiriklan, abazik bolgeler, biiyiik eklentiler (bulky adduct) ve
bazi baz modifikasyonlart DNA polimerazi bloke eden lezyonlar olarak sayilabilir (66,
94, 101). Gen spesifik olmas1 ve uzun fragmentleri (~25 kb) tarayabilme imkanindan
dolay1 XL-PCR ile DNA lezyon analizi yapilmaktadir, XL-PCR DNA hasar dl¢timiinde
kullamlan Southern Blotlama, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) gibi
diger metodlara oranla oldukga sensitif bir metoddur ve g¢ok diisiik diizeylerdeki (1

lezyon/ 10° b) lezyonlar XL-PCR ile tespit edilebilmektedir (104).

2.8.2.4 Kantitatif Real-Time PCR (QPCR)

QPCR, PCR amplifikasyonunu goriiliir hale getirme ve monitérize etme olanagi
veren, floresan isaretli problar veya selat edici boyalarin kullanildigi, floresansin
cogaltilan DNA (amplikon) ile dogru orantili oldugu, online izlenebilen bir ¢ogaltma
yontemidir. Bu teknoloji kinetik PCR vaya homojen PCR gibi cesitli adlarla da
isimlendirilmektedir (39). Uriiniin ¢ogalmast floresan sinyalinde artisa neden
oldugundan, her siklusta artan DNA miktari reaksiyon siiresince hassas olarak olgiiliir.
Real-time PCR’da konvansiyonel PCR’dan farkli olarak, driinlerin analizi sikluslar
sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi ve DNA bantlarinin
ultraviyole 1sik altinda goriintiilenmesi gibi ek islemlerin uygulanmasina gerek
kalmamaktadir. Real-time kantitatif PCR, olugan amplikonlarin erime derecelerini (Tm)
de belirleme olanag veren bir yontemdir. Tiim reaksiyonun es zamanl kontrolii, Tm’in
degerlendirilebilmesi, standart egrinin hesaplanabilmesi ve internal kalite kontroliin
kullanilabilmesi 6nemli avantajlaridir. Bu da tekrarlanabilirlige ve kantitatif sonuglarin
elde edilmesine olanak vermektedir (127).

Kantitatif real-time PCR sirasinda amplifikasyon farkli evreler meydana getirir.
Bunlar; baslangi¢ fazi, erken eksponansiyel faz, logaritmik faz ve plato fazidir.
Baglangi¢ fazinda {irlin olugmakta, ancak floresans background seviyesinin altinda

kalmaktadir. Baseline floresans degeri bu asamada hesaplanir. Erken eksponansiyel
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fazda floresans miktan bir egik degere ulasarak background seviyesinin iizerine ¢ikar.
Baseline degerini asan ilk siklus ‘crossing point (CP)” veya ‘cycle threshold (Ct)’ olarak
adlandinlir. CP degerleri basglangic DNA miktarini temsil etmektedir ve sonuglarin
hesaplanmasinda kullanilir. Logaritmik fazda PCR optimal amplifikasyon periyoduna
girmektedir ve ideal reaksiyon kosullarinda iiriin miktar1 her PCR siklusunda ikiye
katlanmaktadir. Plato fazi ise reaksiyon bilesenlerinin (primer, taq polimeraz vs.)
tilkkendigi ve ortamdaki inhibitér maddelerin varhgindan dolayr DNA veya floresan
miktarinda anlamli artisin olmadigi evredir (35, 135). (Sekil 13)

PCR reaksiyonu sirasinda hedef bolgenin amplifikasyonunu yansitan floresan
emisyonundaki artiy dedektdr sistemi ile es zamanh okunur. Bilgisayarin software
programi ARn = Rn" - Rn esitligini kullanarak ARn degerini hesaplamaktadir. Rn",
lirliniin floresan emisyonunu, Rn" ise baseline bdlgesindeki floresan emisyonunu ifade
etmektedir. Software programi PCR amplifikasyonu sirasinda hesaplanan fluoresans
emisyon verilerini toplayarak ARn degerleri siklus numarasina karsi gelecek sekilde
amplifikasyon egrisi ¢izer. PCR amplifikasyonunun erken sikluslarinda ARn degeri

baseline degerini asamaz (36, 45).

Sekil 13: PCR amplifikasyonunda baglangi¢, erken eksponansiyel, logaritmik ve plato
fazlari (135).

35



QPCR siklikla biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal
degerlere doniistirme ve mRNA’mn diizeyini sayisal olarak belirleyebilme amaciyla

kullanmlmaktadir (63).

2.8.2.4.1 QPCR Cihazlan

Birgok arastirma ve tani laboratuvarinda QPCR 6l¢timii igin kullanilan gesitli
cihazlar meveuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayis1 kapasiteleri, eksitasyon-
emisyon dalga boylarindaki farklihklar ve hizlar ile ayrilirlar. Bugiin igin yaygin olarak
kullanimda olan sistemler: Applied Biosystems 7300 ve 7500 cihazlani, Bioneer
Exicycler cihazi, Roche LightCycler 480 cihazi, Stratagene Mx3000p, Mx3005p,
Mx4000 cihazlari, Eppendorf RealPlex cihazi, Cepheid SmartCycler cihazi ve BioRad
Chromo4 ve i-cycler cihazlandir (63, 127).
2.8.2.4.2 QPCR’da Kullamlan Metotlar

Real-time PCR’da kullanilan floresan 6l¢iim metodlart spesifik ve spesifik
olmayan metotlar olarak iki bashik altinda incelenebilir (14). Sekil 14’te QPCR’da
kullanilan metodlardan bazilarmin prensibi gdsterilmektedir (128).
2.5.2.4.2.1 Spesifik olmayan metodlar

Spesifik olmayan metotlar her PCR 6l¢iimil igin sentez ve dizayn gerektirmeyen
ve ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak floresans veren boyalarin kullanildigi metotlardir.
Giiniimiizde en stk SYBR Green boyasi kullanilmaktadir. Bu yontem optimize edilmis
PCR sartlarinda ve dizayni iyi yapilmis primerler ile ¢ok fazla sayida hedef genin
cogaltilmasina olanak verir. Floresan isaretli problara ihtiya¢ gostermedigi igin maliyeti
ucuzdur. Bunun yam sira yontemin dezavantajlan da vardir. Istenmeyen PCR
tirtinlerinin ¢ogalmasi sonucu agiga ¢ikan floresan yanhs pozitif sonuglara neden
olabilmektedir. Ortamda hedef DNA dizisi olmadiginda primerlerin birbiri ile
baglanmalar1 sonucunda “primer dimer”leri olarak adlandinlan ¢ift zincirli DNA
bélgelerinin olusumu ile floresan 1sima gozlenebilir. Cogaltilan DNA’min istenilen
hedef bolge olup olmadigim anlayabilmek igin DNA’larin erime egrisi analizleri
(melting curve) yapilmasi gerekmektedir (14, 128).
2.8.2.4.2.2 Spesifik metotlar

Spesifik metodlar her PCR 6lgiimii i¢in bir veya daha fazla fluoresans probun
sentez ve dizaymm gerektirir ve FRET teknolojisinin kullanildig: tekniklerdir. Spesifik
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metodlarda, TagMan veya hidroliz problari, molekiiler beacon problar, Scorpions

problan ve hibridizasyon problan gibi prob sistemleri kullanilir (14, 30).

a SYBR Green | b Hydrolysis probe ¢ Hybridization probes

Annealing phase

@ re— &
® @
.= = 3 — £ ————
" ‘
[ ]
End of PCR cycle
e
= ) - — 2 ll B
e = = i
9]
P e S e = S " ”
© @

Sekil 14: QPCR’da kullamlan metot prensipleri (128)

“TagMan® probe” yontemi gogaltilmak istenilen DNA bdlgesine komplementer
olan ve floresan igaretlenmis tek zincirli bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5'
ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin=6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-
karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) bulunur. 3’ ugtaki baskilayict TAMRA boyasi 5'
uctaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir. Sinyal olusabilmesi igin
oncelikle DNA {izerinde primerlerin baglanma bdlgeleri arasina probun baglanmasi ve
sonrasinda Taq DNA polimeraz enziminin 5'—3 ekzoniikleaz aktivitesi ile FAM’1
probdan ayirmasi gerekmektedir. Serbest hale gecen FAM sinyal olusturur. Her bir

dongiide {irlin ¢gogaldik¢a floresan da ona bagh olarak artmaya devam eder (30, 128).
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Hibridizasyon prob sisteminde floresan isaretli iki farkli prob bulunmaktadir.
Dondr prob 3’ ucunda floresans isaretli boya, akseptor (alici) prob ise 5' ucunda
akseptor boya igermektedir. PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit
dizisine baglamp birbirine yaklastiginda dondr boyadan akseptor boyaya enerji yayilimi
olur. Enerjinin birinci floresan boyadan ikinci floresan boyaya transferi FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) olarak adlandirilir. Bu enerji transferi
sonucunda olusan floresan sinyal miktar1 PCR siiresince olusan iiriin miktar: ile dogru

orantili olarak artar (17, 30).

2.8.2.4.3 Primer-Prob Dizaym

lyi diizenlenmis primerler ve problar dogru bélgelere baglanarak amplifikasyon
saglarlar ve genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglari
onleyebilirler. Primer ve problarin diizenlenmesi i¢in hazirlanmus gesitli bilgisayar
programlan kullamlmaktadir. Primer ve prob dizayminda dikkat edilecek baslica
noktalar sunlardir.

1. Tm dereceleri, primer i¢in 58-60°C, prob i¢in 68-70°C olmali.

G-C igerikleri % 30-80 araliginda olmal..
Primerler 15-30 baz uzunlugunda olmali.
Primerin 3” ucundaki son 5 niikleotitdeki total G-C igerigi 2’yi asmamali.
Maksimum amplikon biiyiikliigii 400 bp’i asmamali (ideali 50-150 bp).
Problar ardigik benzer niikleotit igermemeli (6zellikle 4 veya daha fazla G).
Problardaki % 30-80 araligindaki G-C igeriginde C, G’den fazla olmal.
Problarin 5" ucunda G olmamal (9, 28, 47)

R e BB
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2.8.2.4.4 Sonuglarin Yorumlanmasi

PCR amplifikasyonunda olusan iriin baslangictaki DNA miktarmna baghdir.
Uriin PCR sikluslan ile plato fazina ulasincaya kadar eksponansiyel olarak artig
gosterir. PCR iirtinleri her bir siklusta tam olarak iki katina ulasamazlar. Her siklus

sonucunda meydana gelen {irtin miktari:

P = T(1+E)" formiilii ile hesaplanir

P : Uriin (Product),

n : Siklus sayis,

T : Baslangigtaki DNA sayisi (Template),
E : PCR verimliligi (Efficiency) (99)

Baglangigtaki DNA miktarini kantite etmek i¢in farkli yaklasimlar mevcuttur.
Bu yaklasimlar absolii ve relatif kantitasyon olarak iki ana baslik altinda incelenir.
2.8.2.4.4.1 Absolii Kantitasyon

Absolii kantitasyonda standart egri kullanilarak baglangi¢ kopya sayisi tespit
edilir. Bu metotda, konsantrasyonlar1 bilinen standardin seri diliisyonlar1 hazirlanir.
Standart egri, standart diliisyonlarimin amplifikasyonu sonrasi, her bir diliisyonun
olusturdugu CP degerlerine karsi baslangic kopya sayisinin logaritmasi ile olusturulur.
Bu standart egride, bilinmeyen numunenin CP degeri karsilastirilarak baslangi¢ kopya
sayist tespit edilir. Standart egri en az dort nokta icermelidir (15, 97). Standart olarak
ilgili genin klonlandig plazmid, genomik DNA, cDNA, in vitro transkriptler ya da total
RNA gibi ¢esitli kaynaklar kullanilmaktadir (15, 97).

2.8.2.4.4.2 Relatif Kantitasyon

Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik genlerin
ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar1 belirlemeye izin verir. Bu farklilik, absolii
kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, kalibratér olarak da adlandirilan bir
referans numunenin n-kati seklinde ifade edilir.

Real-time PCR kantifikasyonunda hedef numunenin baslangi¢ miktarindaki
kiigtik farkliliklar, amplifikasyon {iriiniine katlanarak yansir. Bu durum &zellikle farkli
bireylerden alinan omeklerle baslanan reaksiyonlarda izlenir. Bir internal kontrol

kullanilarak bu baslangi¢ farkliliklarim standardize etmek ve elde edilen sonucun
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normalizasyonu bu yiizden ¢ok faydalidir. Ideal bir internal kontrol deneysel
kosullardan etkilenmeden eksprese olabilmelidir. Bu amagla kullanilan ‘housekeeping
gen’ler Gkaryotlarda ¢ok ¢esitli olmakla birlikte en sik kullanilanlar1 Gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH), B-actin, siklofilin ve 28S rRNA’dir. Bu genler referans
gen olarak da isimlendirilmektedir (148).

Relatif kantitasyonda relatif standart egri ve komparatif CP olarak iki farkli
metot kullanilir,
2.8.2.4.4.2.1 Relatif Standart Egri Metodu

Bu metotda, hedef bolgeyi igeren stok cDNA, RNA veya DNA’nin diliisyonu ile
elde edilen standart egri ve kalibratér kullanilir. Kalibrator, sonug¢larin karsilastirilmasi
amaciyla kullanilan bir numunedir. Omegin, bir ilacin gen ekspresyonu iizerine olan
etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada, ilag uygulanmamis kontrol grubu uygun bir
kalibrator olarak segcilebilir. Numunelerin kantite edilen degerleri, kalibratér degerine
boliinerek relatif ekspresyon degerine ulasilir ve kalibratoriin n-kat: seklinde ifade edilir
(5, 135). Hem ekzojen standard hazirh@ hem de kompleks matematiksel islem
gerektirmemesi nedeniyle kolay bir metotdur ve genellikle hedef gen amplikasyon
verimliligi ile referans gen amplikasyon verimliliginin esit olmadigi durumlarda

kullanilir (135).

2.8.2.4.4.2.2 Komparatif CP Metodu

AACP metodu olarak da isimlendirilen bu metod da, standart egri metoduna
benzer ama konsantrasyonlarin yerine CP degerleri kullanilir. Hedef genin CP degeri bir
referans genin CP degerine oranlanarak normalize edilir. Daha sonra normalize CP
degerleri segilen bir kalibratére oranlanarak sonuglar kalibratoriin n-kati1 seklinde verilir.

Komparatif CP metodu, 2 ~**" formiilii ile ifade edilir. Burada:

AACP = ACP(negery = ACP(kalibrator)
ACP (hedef) = cP(hedet) - CP(referans)

ACPativrator) = CPkatibrator) = CP(referans)

Karsilagtirmali CP metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
calismasi ile degerlendirilir. Hedef ve referans genlerin seri diliisyonlari ile elde edilen
farkli baslangi¢c konsantrasyonlarinin ACP degerinin degismemesi yani logaritmik

konsantrasyona kars1 ACP grafiginde slope degerinin sifira yakin (< 0,1) olmas:1 gerekir.
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Hatali sonuglari 6nlemek i¢in hedef genin amplikasyon verimliligi ile referans genin

amplikasyon verimliliginin yaklagik esit olmasi gereklidir (128,135).
2.8.2.4.5 QPCR’mn Avantajlar

1.

© XN v A WP

Konvansiyonel PCR “plato fazinda™ yani end-point 6l¢iim yaparken, real time
PCR “ekponansiyel bitytime fazinda” 6l¢iim yapmaktadir.

Floresan sinyalin glicti dogrudan ¢ogaltilan iiriin miktar ile orantilidir.
Konvansiyonel 6l¢imlerden 1000 kat daha az niikleik asit ile ¢alisilabilmektedir.
PCR sonras: elektroforez gerektirmez.

Hizhdir (< 1 saat).

Kontaminasyon riski diisiiktiir.

Sensitivitesi yiiksektir.

Tekrarlanabilirligi iyidir

Sonuglar kantite edilebilir.

10. Melting Curve analizi ile spesifik amplifikasyon dogrulanabilir (47).
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3. GEREC - YONTEM

3.1 KULLANILAN ARAC VE GERECLER:

L
2.

17.
18.
19.
20.
21,

22.
23.

24.
25.

Santrifiij MSE, MISTRAL 30001, seri no: 5691/02/075, U.K.

Santrifiij Jouan, C4i, seri no: 30411037, France

Mikropipetler (Sealpette Jencons 0.5-10, Treff Lab 20- 200, 100-1000, Genex Beta
10-100, 50, 2-20, Dialab 200-1000, Rainin Pipet-plus R 20, Socorex 50-200,
Eppeddorf 20, 100, 200, 1000, Germany).

Mikrosantrifiij SIGMA 3K30, seri no: 76262, USA

Mikrosantrifiij Jouan A-14, seri no: 39903105, France

1,5 ml niikleaz igermeyen eppendorf (Cat No.616201 Grenier Bio-one, USA)

0,2 ml PCR tiip (Cat N0.683201 Grenier Bio-one, USA)

Derin dondurucu -70°C, NUAIRE, Seri no: 9394248, USA

Derin dondurucu -80°C, NUAIRE, Seri no: Z17N-205195-ZN, USA

. Benmari ASTEL, TIP J18 BAIN UNIVERSAL, N seri: 3940517, Jouan, France

. Benmari Termal Lab. Aletleri, seri no: 821911, Tiirkiye

. Vorteks VM3, Windaus, 3392, Germany

. LightCycler 480 II, seri no: 28218, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany
. Laminar-flow (Bilser, Seri no: 6087, Ankara, Tiirkiye)

. Laminar-flow (Nuaire, Model no: Nu-425-400E, seri no: 116026070307, USA)

. LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, 04729692001 white, lot: 09016400, Roche

Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany

Ultrasonic Cleaner, seri no: 030607, Germany

Spektrofotometre, IMPLEN NanoPhotometer, Seri no: 1271, U.K.

pH metre, Microprosessor pH meter EDT Instruments RE 357, 702 U.K.

Elektronik terazi (Chyo Balanced Corparation, JL-180, seri no: 300258, Japan)
Cellstar Tissue Culture Flask (25 cm2) kirmiz1 kapakli Cat No.690175 Grenier bio-
one, Austria

Cellstar 96 well Cell Culture Plate, Cat no.655 180 Grenier bio-one, Austria

10 pl (cat. no. 765288), 20 pl (cat. no.774288) 100 pl (cat. no.772288), 200 ul, 1000
ul (cat. no.740288) pipet uglari, steril, Grenier bio-one, Austria

10 pl pipet ucu, steril, Neptune BT10XT, lot: 56522 Mexico

CO; inkiibator, Sanyo MCO-17AIC, seri no: 00605796, J apan
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26.
27.

28.

29.
30.
31.
32.
33,
34.

35.

Invert mikroskop, Nikon eclipse TS100, seri no: 0101743, Japan

Real Time Cell Analiz sistemi-RTCA-SP (xCELLigence System monitors) Roche
Diagnostics GmbH,Mannhein, Germany

GenAmp 9700 Thermal Cycler cihazi, cat. n0.235034083, Applied Biosystems,
California USA

Thermo PX2 Thermal Cycle seri no: HBPX2220 U.S.A.

Arcelik MD 554 mikrodalga firin, seri no: 0300472807, Cin

Consort E702 elektroforez gii¢ kaynagi, S/N 42568, Belgium

Minicell EC370M elektroforez tank:

Herolab UVT-20M Transluminator cat: 296500, seri no: 970406500, Germany
Avegene life science LIAS ChemX AG-LA200/400F imaj analiz sistemi

Synergy Microplate Reader Biotek Instruments SN 233513 U.S.A.

3.2 KULLANILAN KiMYASALLAR

I
2.

10.

2-Deoxy-D-glucose,1 G, % 99 crystaline, MA:164.16 g/mol, Sigma, D6134, USA
Medium: DMEM, Biologycal Industries, Lot: 01-050-1A, with 1 g/L. D-glucose,
with Na Piruvat, without L-Glutamin, Israel
Ouabain octahydrate 1 G, Sigma, Cat. No. 03125, MA: 728.8, %95 powder, USA
L-Glutamin, 200 mM, Biologycal Industries, Cat: 0.3-0.20-1C, Lot: 567256, Israel
Fetal Bovine Serum, Heat inactivated, Sterile filtered, insect cell culture tested 500
ml, Cat No: F7678 Sigma Aldrich, USA
Tripsin-EDTA (%0.25 Tripsin, %0.02 EDTA) Cat No; 03052-1B Lot 733055
Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
10.000 Penisilin/10 mg Streptomisin 100X Cat No; P0781, 100 ml, Sigma-Aldrich,
USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) (MERCK-Schuchardt, Cat. No: 802912, Germany)
PBS (Phosphat Buffer Salin), 10 mM, pH 7.4

e NaCl, 136 mM (Merck, Cat. No: 6400) MW: 58,44 Germany

e KCI, 2.7 mM (Merck, Cat. No: 4935) MW: 74,56 Germany

e Na;HPO,, 10 mM (Merck, Cat. No: 6586) MW: 141,96 Germany

e KH,PO,, 10 mM (Merck, Cat. No: 4871) MW: 136,09 Germany
Isopropanol (Merck, Cat. No: 995) Germany
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B

Lz,

I3.

14.

15

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23,

24,

25,

26.

2.

pH 4, pH 7, pH 10 kalibratorler (Orion Application Solution 910104, 910107,
910110 CAS Reg. No 7732-18-5, GmBh)
Normal melting temperature (NMP) Agaroz Sigma, A-0169, USA
Ethidium bromide E8751 ~95% (HPLC) MA: 394.31 Sigma-Aldrich, USA
pUC Mix Marker 8 SM0303 50 pg 0.1 pg/ul Fermentas
Lambda DNA/EcoRI+HindIIT SM0191 250(5x50)ug 0.5pg/pl Fermentas
1 ml 6X DNA Loading Dye Fermentas
High-pure PCR Template Preparation Kit (Cat. No. 11 796 828 001, Roche
Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany )
High-pure PCR Product Purification kit (Cat. No. 1 732 676, Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg, Germany)
Expand Long Range, dNTPack (Cat. No. 04 829 042 001, Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg, Germany )
LightCycler 480 Probe Master (Cat. No. 04 707 494 001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany)
Quant-iT™ PicoGreen ® dsDNA Reagent and Kits 10 x 100 pL. P11495 Invitrogen
LightCycler® Control Kit DNA (Cat. No. 12158833001, Roche Diagnostics GmbH,
Penzberg, Germany )
TBE 5x TBE, pH 8,2
e 450 mM Tris Baz (MA 121.4 g) 54,513 g Sigma T-1503, lot: 80H5634 USA
* 450 mM Borik Asid (MA 61,83 g) 27,823 g Merck 160 Germany
10 mM EDTA 20 ml 0,5 M EDTA(pH 8) (MA 292.24 g) 2.92 g Pancreac
131026, Barcelona, Espana
Human Beta Globin forward-reverse (19/20 b) primer cifti (Sentez No:
370999/371000, Alpha DNA, Montreal, Canada 10 pM)

Human Beta Globin LNA Taqman probe seti (UPL17, Cat.No.04686900001, Roche
Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)
Human ND1 Standart forward (19 b) primer (Sentez No:370994 Alpha DNA,

Montreal, Canada 10 uM)
Human ND1 Standart reverse (23 b) primer (Product No.1191952 TIB MOLBIOL

Berlin, Germany 10 uM)
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28.

29,

30.

Human ND1 forward (19 b) primer (Product No.1191950 TIB MOLBIOL Berlin,
Germany 10 uM)

Human NDI reverse (19 b) primer (Sentez No0:370996 Alpha DNA, Montreal,
Canada 10 uM)

Human ND1 Tagman Probu (UPL51, Cat.No.04688481001, Roche Diagnostics
GmbH, Mannhein, Germany)

31. Human mtDNA®"" Delesyon Standart forward-reverse (21/23 b) primer ¢ifti
(Sentez No: 370978/370979 Alpha DNA, Montreal, Canada 10 uM)

32. Human mtDNA*"" Delesyon forward-reverse (24/20 b) primer ¢ifti (Product
No.1154159/1154160 TIB MOLBIOL Berlin, Germany 10 uM)

33. Human mtDNA*"" Delesyon Tagman Probu (Product No.1154158 TIB MOLBIOL
Berlin, Germany)

34. Human mtDNA Uzun Fragment forward-reverse (24/26 b) primer ¢ifti (Sentez No:
370982/370983 Alpha DNA, Montreal, Canada 10 uM)

35. Human mtDNA Uzun Fragment Kantitasyon forward-reverse (21/23 b) primer ¢ifti
(Product No.1191951/1191952 TIB MOLBIOL Berlin, Germany 10 pM)

36. Human mtDNA Uzun Fragment Kantitasyon Tagman Probu (UPLS,
Cat.No.04685024001, Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

3.3 HepG2 HUCRE KULTURU

HepG2 hiicreleri, insan hepatoseliiler karsinom hiicreleridir. Cogalmas: adheren

ozellik tagir. Epitelyal morfoloji gosterir. Doubling time 48 saattir. Pasajl7 HepG2

hiicreleri Ankara Universitesi Hepatoloji Enstitiisii'nden Prof. Dr. Mithat Bozdayi’dan

temin edildi. Hiicreler asagida verilen protokole gore pasajlandi.

3.3.1 Hiicre Kiiltiir soliisyonlar:
1) DMEM Medyum pH; 7.4

* Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e Lot: 01-050-1A
e 1 g/L D-glucose ve Na Piruvat igerir, L-Glutamin igermez

e Likit, kullanima hazir, 2-8 °C’de son kullanim tarihine kadar saklanabilir.

2) Fetal Bovin Serum (FBS)

e Sigma Aldrich, 500 ml, USA
e Katalog No: F7678
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e Isi1 ile inaktive edilmis, steril filtre edilmistir. Stok soliisyon 15 ml’lik falkon
tiiplere 10’ar ml aliqoutlanarak -70 °C’de saklanir.
3) L-Glutamin 200 mM, 20 ml
e Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e Katalog No: 03-022-1C, Lot: 567256
e Stok soliisyon 15 ml'lik falkon tiiplere 2’ser ml aligoutlanarak -70 °C’de
saklanir.
4) Tripsin-EDTA (% 0,25 tripsin, % 0,02 EDTA) 100 ml
e Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e Katalog No: 03052-1B
e Stok soliisyon 15 ml'lik falkon tiiplere 10’ar ml aligoutlanarak -70 °C’de
saklanr.
5) 10.000 ii PENISILIN/10 mg STREPTOMISIN, 100X stok
e Sigma-Aldrich, 100 ml, USA
e Katalog No: P0781
e 15 ml’lik falkon tiiplere 5’er ml olacak sekilde aliqoutlanarak -70 °C’ye kaldirlir
6) Fosfat Buffer Salin (PBS) 10 mM pH;7.41L
Tablo VI: PBS soliisyon hazirligi, 1 L

Madde Miktar Firma

NaCl 136 mM 8¢ Merck, cat. n0.6400, S-12, Germany
KCI, 2.7 mM 02¢g Merck, cat. no 4935, P-11, Germany
Na,HPO,, 10 mM 144 ¢ Merck, cat. no 6586, S-7a, Germany
KH,PO4, 10 mM 1.36 g Merck, A997671 851, P-3, Germany
dH,O 800 ml

e 8gNaCl, 0.2 gKCl, 1.44 g Na,HPOs, 1.36 g KH,PO, tartilarak 800 ml dH,0 ile
¢oziinmesi saglanir.

e pH 7.4°e ayarlanarak dH,0 ile 1 litreye tamamlanir.

e 0.22 um’lik filtre ile filtre edilir. Sterilizasyon i¢in otoklava génderilir. 2-8°C’de

saklanir.
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7) Hiicre Kiiltiir Komplet Medyum Hazirhg:

e FBS, -70 °C’den 37 °C’ye almarak ¢6ziilmesi saglanir.

e Penisilin/streptomisin 100X stok soliisyonu, -70 °C’den oda i1sisina alinarak
¢cozililmesi saglanir.

e L-Glutamin 200 mM, -70 °C’den oda 1s1sina alinarak ¢oziilmesi saglanur.

e 100 ml komplet DMEM medyum hazirlanmasi igin tablo VII’deki miktarlardaki
soliisyonlar laminer flow kabininde steril sartlarda karigtirilir.

e 0,22 um’lik filtre ile steril cam siseye filtre edilip 3 tane 50 mL’lik falkon tiipe

konulur ve 1siktan koruyarak 2-8 °C’de saklanir.

Tablo VII: Komplet DMEM Medyum Hazirligi, 100 ml

Voliim Final konsantrasyon
FBS 10 ml % 10
Penisilin/streptomisin 100x 1 ml 1x
L-Glutamin 200 mM 2 ml % 2 (4 mM)
DMEM 87 ml

8) DMEM Freeze-Medyum Hazirhgi, 10 ml
e DMEM komplet medyum benmaride 37 °Cye getirilir.
e Kiiltiir sartlarinda, hiicreler dondurulmadan 6nce % 10 DMSO olacak sekilde
DMSO eklenir.

e Freeze-medyum sadece dondurulacak hiicreler i¢in kullanilir.

e Taze hazirlanmalidir.

Tablo VIII: Freeze medyum, 10 ml

Voliim Final konsantrasyonu
DMEM Komplet Medyum 9 ml % 90
DMSO 1 ml % 10
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3.3.2 Hiicre Kiiltiir Protokolleri

3.3.2.1 -80 °C’de dondurularak saklanan hiicrelerin ¢oziilmesi

-80 °C’den ¢ikarilan hiicreler hizla ¢oziilmesi igin 37 °C’ye getirilmis benmariye
koyulur.

(oziildiikten sonra 600 xg’de, 37 °C’de 5 dk santrifiij edilir.

Stipernatant atilip tizerine ~2-3 ml DMEM komplet medyum eklenir ve
karistirilir.

Hiicreler pasteur pipeti ile flaska pipetlenir ve tizerine DMEM komplet medyum
eklenerek 5 ml’ye tamamlanur.

CO; inkiibatore kaldirlir.

3.3.2.2 HepG2 hiicrelerinin pasajlanmasi

Flasktaki hiicreler % 70-80 konfliient oldugunda pasajlama yapulir.

Flasktaki komplet medyum uzaklastirilir.

Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktarilir ve hiicreler yikanur.
PBS uzaklastirilir.

Pasteur pipeti ile ylizeyi kaplayacak kadar Tripsin-EDTA flaska ilave edilir ve 3
dk stireyle CO; inkiibatérde bekletilir.

Mikroskopta hiicrelerin ayrilmas: izlendikten sonra pasteur pipeti ile Tripsin-
EDTA’min iizerine ~ 3-4 ml komplet medyum ilave edilir ve karistinlir.

Komplet medyum ve hiicreler 15 ml’lik falkon tiipte toplanr.

600 xg’de, oda 1sisinda 5 dk santrifiij edilir.

Stipernatant atilarak 5 ml komplet medyum ile resiispanse edilir.

4 flaska ~1"er ml dagitilir ve komplet DMEM ile 5 m1’ye tamamlanir.

CO; inkiibatére alinir.,

Medium degistirme haftada 2 ya da 3 kez yapilir.

3.3.2.3 HepG2 hiicrelerinin dondurulmas:

Flaskin mediumu uzaklastirilir.

Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml PBS eklenerek yikanir.

Pasteur pipeti ile ylizeyi kaplayacak kadar Tripsin-EDTA eklenerek 3 dk CO,
inkiibatorde bekletilir,
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Mikroskopta hiicre ayr11ﬁ1as: izlendikten sonra ~2-3 ml komplet DMEM
medyum eklenerek hiicreler 15 m!’lik falkon tiipte toplanir.

600 xg’de, oda 1s1sinda 5 dk santrifiij edilir.

Siipernatant atilip tizerine 5 ml freeze-medium eklenir.

I’er ml aliqoutlanarak -80 °C’de saklanir.

3.3.3 Hiicre Kiiltiir Gruplarinin Medyum Hazirhig (flagh gruplarm medyumlari)

10 mM 2-DG iceren Komplet DMEM Medyum Hazirlama: 10 ml

(2-DG MA: 164.16 g/mol)

16.416 mg 2-DG tartilir ve 10 ml komplet DMEM medyum igerisinde ¢ziiliir
ve filtre edilir.

16 ml hazirlamak i¢in 26,27 mg tartilir.

2x 10 mM 2-DG soliisyonu hazirlama:

52.55 mg 2-DG tartilip 16 ml komplet DMEM medyum iginde ¢ziiliir.

750 nM Oubain Iceren Komplet DMEM Medyum Hazirlama: 2 ml

(Ouabain MA: 728.77 g/mol, suda ¢6ziiniiliirlik 10 mg/ml)

10 mg ouabain tartilir 1 ml dH,0 ile ¢oziiliir.

0.1093 pl voliimii almak zor oldugu i¢in 100 kat diliisyon yapilir.

Komplet DMEM ile 100 kat diliie edilir ( 10 pl ouabain+990 pl DMEM).
Buradan 10.93 pl alimp 2 ml komplet DMEM igine konursa 750 nM oubain
iceren komplet DMEM hazirlanmus olur.

2x750 nM Oubain Igeren Komplet DMEM Medyum Hazirlama: 2 ml

21.86 pl almip 2 ml komplet DMEM i¢ine konur.

75, 7.5 ve 0.75 nM Oubain i¢eren Komplet DMEM Medyum Hazirlama: 2
ml

Hazirlanmig olan 750 nM oubain igeren komplet DMEM’den 10’ar kat

diliisyonla hazirlanir.
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3.3.4 Cahgma Gruplarmnm icerikleri

1) Komplet medyum

2) 10 mM 2-deoksiglukoz igeren komplet medyum

3) 750 nM ouabain i¢eren komplet medyum

4) 75 nM ouabain igeren komplet medyum

5) 7.5 nM ouabain igeren komplet medyum

6)  0.75 nM ouabain igeren komplet medyum

7) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 750 nM ouabain

8) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 75 nM ouabain

9) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 7.5 nM ouabain

10) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 0.75 nM ouabain
3.3.5 HepG2 hiicrelerinde optimal hiicre sayisinin belirlenmesi

e Real Time Cell Analysis-Single Plate (RTCA-SP) cihazinin 96 kuyucuklu E-
pleytindeki kuyucuklara 100 pl komplet medyum pipetlenip 15 dakika CO,
inkiibatrde bekletilerek background okuma yapilir.

e Hiicreler flasktan kaldirilir ve hiicre sayim1 yapilir.

* Hiicreler 80000 hiicre/100 pl olacak sekilde komplet medyumla resiispanse
edilir,

* E-pleytteki ilk kuyucuga 80000 hiicre/100 pl hiicre igeren siispansiyondan 100
ul eklenir.

* 80000 hiicre/200 pl hiicre igeren ilk kuyucuktan 100 ul ikinci kuyucuga
aktarildiginda ilk kuyucukta 40000 hiicre kalir ve devam eden seri diliisyonlarla
sirastyla 20000, 10000, 5000, 2500 hiicre/kuyucuk ekim yapilmis olur. Son
kuyucuktan da 100 pl atilarak 1250 hiicre/kuyucuk elde edilir.

* Total hacmin 200 ul olmast igin tiim kuyucuklara tekrar 100 pl komplet medyum
ilave edilir.

e Ug tekrarli ¢alisihr.

e 24 saat monitdr izlemesi yapilir.

e Ilag uygulamadan 6nce hiicreleri logaritmik artis fazinda yakalamak icin gereken

en uygun hiicre sayist 5000-10000 hiicre/kuyucuk olarak belirlendi.
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3.3.6 HepG2 hiicrelerine ¢ahiyma medyumlarinin uygulanmasi

3.3.6.1 Hiicrelerin 96 kuyucuklu pleyte ekilmesi

% 70-80 konfluent olan HepG2 kiiltiir hiicrelerine ait flasktaki medyum
bosaltilir.

Pasteur pipeti ile ~2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktarihr ve hiicreler
yikandiktan sonra PBS uzaklastirilir.

Flaska yiizeyi kaplayacak kadar tripsin-EDTA (% 0.25-% 0.02) konulur.

3 dakika CO, inkiibatdrde bekletilir.

Hiicrelerin ayristign mikroskop altinda goriiliir.

Uzerine yaklasik 5 ml komplet DMEM medyum konulur.

Pasteur pipeti ile birkag kez al/ver yapilarak kanstirilir. Sonrasinda kan sayim
cihazinda hiicre sayimi yapilir.

96’lik pleyte her bir kuyucuga 5000 hiicre/200 pl olacak sekilde DMEM-hiicre
karisimi otomatik pipetle dagitilir.

%70 konfliient olana kadar (~24 saat) 37°C’de CO, inkiibatiriinde inkiibe edilir.

3.3.6.2 HepG2 hiicre DNA izolatlar i¢in hiicre ekimi

Yukarida anlatilan hiicre ekimi sonucu % 70 konfliient olan hiicrelerin

medyumundan 100 pl. multikanal pipetle uzaklastiriip her bir kuyucuga pleyt

dizayninda gosterildigi gibi (Tablo 1X), 2x ilag igeren komplet DMEM medyumlar 100

uL/kuyucuk pipetlendi. Kontrol grubu igeren kuyulara ise normal komplet medyum 100

nL/kuyucuk pipetlendi ve 24 saat boyunca 37 °C’de CO, inkiibatériinde inkiibe edildi.

Calismada aym gruptan 4’er kuyu birlestirilerek ¢ift numune elde edildi. Hiicrelerden

DNA izolasyonu yapildi. DNA izolatlar: igin pleyt dizayni asagida gosterilmistir.

Tablo IX: HepG?2 hiicre DNA izolatlan igin pleyt dizaym

1 2 3 4 D 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 ot 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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1) Komplet medyum

2) 10 mM 2-deoksiglukoz

3) 750 nM ouabain i¢eren komplet medyum
4) 75 nM ouabain igeren komplet medyum

5) 7.5 nM ouabain igeren komplet medyum

6) 0.75 nM ouabain igeren komplet medyum
7) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 750 nM ouabain
8) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 75 nM ouabain
9) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 7.5 nM ouabain
10) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 0.75 nM ouabain

3.4 DNA iZOLASYONU

DNA izolasyonu igin High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) kullanilds.

3.4.1 izolasyon Kiti ierigi ve Soliisyonlarinin Hazirlanmas:

1.

Tissue Lysis Buffer: Kullamma hazir. 20 ml sise, 4 M iirea, 200 mM Tris, 20 mM
NaCl, 200 mM EDTA igermektedir. [pH: 7.4 (25°C)].

Binding Buffer: Kullanima hazir. 6 M guanidin-HCI, 10 mM tire, 10 mM tris-HCI,
% 20 Triton X-100 (v/v) igermektedir [pH: 4.4 (25°C)].

Proteinaz K: 90 mg liyofilizat igeren sise i¢ine 4,5 mL distile su ilave edildi ve tam
olarak ¢bziinene kadar beklendi. Daha sonra proteinaz K soliisyonu 300 ul’lik

aliquotlara aynldi. -70 °C’de sakland:.

Inhibitor Removal Buffer: 33 mL’lik sise igerisine 20 mL absolii etanol eklenerek
hazirland1. 5 mM guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCl igermektedir [pH:6.6 (25°C)].

Wash Buffer (yikama soliisyonu): 20 mL’lik sise igerisine 80 mL etanol eklenerek
hazirlandi. 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI igermektedir. [pH: 7.5 (25°0)].

Elution Buffer: Kullamima hazir. 40 ml'lik sise, 10 mM Tris icermektedir. [pH: 8.5
(25°0)].

3.4.2 Numune materyali

« 10° kiiltiire pasaj 17 HepG2 hiicreleri kullanild:
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3.4.3 DNA izolasyon protokolii

e Medyumlari uzaklagtirilan pleyte 150 pl/kuyu 37 C”de bekletilen PBS

elektronik dispensir ile eklenip tiim kuyucuklar bir kez yikanir.

Multikanal pipet ile PBS uzaklastirilip 50 ul/kuyu Tripsin ile hiicreler kaldirilir.
100 pl komplet medyum/kuyu ile reaksiyon durdurulup 4 kuyu birlestirilerek bir
ependorfa toplanir.

1000 g*de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant atilir ve asagidaki protokol
uygulanir.

Tablo X: DNA izolasyon protokolii

High Pure DNA izolasyon protokolii

Hiicrelerin tizerine 200 pL Tissue Lysis Buffer ve 40 pL Proteinaz K ilave edilerek

" karistirilir.

2. | 55°C’ye getirilmis benmaride 1 saat inkiibe edilir

3. | 200 pL binding buffer ilave edilir ve karistirlir.

4. | 72°C’ye getirilmis benmaride 10 dakika inkiibe edilir.

5. | 100 pL izopropanol eklenerek karistirilir.
Numuneyi High Pure filtreli tiipe transfer etmek i¢in:

6. | High filtreli tiip, toplayici tiipe yerlestirilir.
Numunenin tamamu filtreli tiipe pipetlenir (maksimum 700 pl)

7. | Numuneler oda sicakhiginda, 1 dakika 8000 g’de santrifiij edilir.

8. | Santrifiyj sonrasi toplayici tiip atilir ve filtreli tiip yeni kolektér tiipe yerlestirilir.

o Filtreli tiipe 500 pl inhibitor removal buffer pipetlenir ve oda sicakliginda, 1
dakika, 8000 g’de santrifiij edilir.

10. Santrifiij sonrast toplayict tiip atilir ve filtreli tiip yeni kolektor tiipe yerlestirilir.

1. Filtreli tiipe 500 pl Wash Buffer pipetlenir ve oda sicakliginda, 1 dakika 8000 g’de
santrifiij edilir.

12. | Santrifiij sonrasi toplayici tiip atilir ve filtreli tiip yeni kolektdr tiipe yerlestirilir.

3 Filtreli tiipe 500 pl Wash Buffer pipetlenir ve oda sicakhiginda, 1 dakika 8000 g’de
santrifiij edilir.

14. | Numuneler oda sicakhiginda, 10 saniye 14000g’de santrifiij edilir.
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5. Toplayicr tiip atilarak filtreli tilp temiz, steril 1,5 ml’lik mikro-santrifiij tiipiine
yerlestirilir.
DNA’ y1 eliie etmek i¢in:
16. | Filtreli tiipe daha 6nceden 70 °C’ye 1s1tilmug 200 plL eliisyon buffer pipetlenir.
Oda sicakliginda 1 dakika, 8000 g’de santrifiij edilir.
. Mikrosantrifiij tiipte biriken eliie DNA’dir.
Eliie edilen DNA’lar -80° C’ye kaldirilir.
3.5 DNA KANTITASYONU

DNA izolasyonu sonrasi numunelerin DNA miktan Picogreen boyasi ile

Synergy Micro-plate Reader cihazinda floresans 6lgiim yapilarak bulundu.

3.5.1 Picogreen ile DNA kantitasyon protokolii

1.

20X TE buffer: 200 mM Tris-HCIL, 20 mM EDTA, pH 7.5, 1X olarak diliie edilir
ve oda 1s1sinda saklanir.
100 pg/mL Lambda (L) DNA 1X TE buffer ile istenilen konsantrasyonlarda

diliie edilir ve standartlar olusturulur.

PicoGreen reagent igeren soliisyon hazirligi: 1/200 diliisyon yapilir. Isiktan
korunur. Plastik bir kap igerisinde taze olarak hazirlanmalidir.
%+ Cam kapta hazirlanmamalidir, cam yiizeyler reagent’1 absorblayabilir.
95 puLL 1X TE Buffer siyah multiwell pleyte dagitilir.
5 pL standart /numune multiwell pleyte pipetlenir.
100 pL Picogreen reagent (1/200 diliisyonlu) multiwell pleyte pipetlenerek
karistinilir.
10 dakika oda 1s1sinda, 1siktan korunarak inkiibe edilir.
20 saniye shaking yapildiktan sonra 485 nm eksitasyon 530 nm emisyon dalga
boyunda &l¢iim yapilir.
Reagent blank tiim kuyulardan g¢ikarildiktan sonra standart egri kullanilarak

konsantrasyon hesaplanir.
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3.6 DNA DILUSYONU

Caligilan numunelerin DNA igerigini esitlemek i¢in gerekli diliisyon oranlan
Microsoft Office Excel programi kullanilarak hesaplandi. Numuneler ilk olarak 1,5
ng/pl daha sonra 0,15 ng/pl olacak gekilde 1XTE buffer ile 2 asamada diliie edildi.
Tablo XI’de numune diliisyonu i¢in gerekli DNA ve 1XTE miktarlar verilmektedir.
Tablo XI: Numune diliisyonu i¢in gerekli DNA ve 1XTE miktarlan

| 1,5 ng/pl l,S_ng_Ipl’? . 0,15 ng/pl i¢in 0.‘,1? nglul;’e.
it Kons igi gevekli gemnl.ek i¢in |gerekli 1,5 g.etlrm‘_ek icin
(ng/nl) DNA (ul) gerekli ng/pl gerekli
1XTE(ul) DNA(ul) IXTE(nl)
24.1.1 3,104 19,3 20,7 5,00 45,00
24.1.2 5,527 10,9 29.1 5,00 45,00
24.2.1 2,336 25,7 14,3 5,00 45,00
24.2.2 0,855 ———- - 8,77 41,23
243.1 |2.419 24,8 15,2 5,00 45,00
243.2  |2,128 28,2 11,8 5,00 45,00
244.1 14,129 14,5 25,5 5,00 45,00
24.4.2 1,09 ———- - 6,88 43,12
24.5.1 4,17 14,4 25,6 5,00 45,00
2452 |5,153 11,6 28,4 5,00 45,00
24.6.1 4,288 14,0 26,0 5,00 45,00
24.6.2 6,025 10,0 30,0 5,00 45,00
24.7.1 1,367 -— o 5,49 44,51
24.7.2 0,931 -—- - 8,06 41,94
24.8.1 3,547 16,9 23,1 5,00 45,00
24.8.2 3,381 17,7 223 5,00 45,00
249.1 |3,741 16,0 24,0 5,00 45,00
24.9.2 3.7 16,2 23,8 5,00 45,00
24,101 12,737 21,9 18,1 5,00 45,00
24.10.2 2,723 22,0 18,0 5,00 45,00
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3.7 KANTITATIF REAL-TIME PCR METODUNUN UYGULANMASI
3.7.1 Biyoinformatik Analiz

3.7.1.1 Beta Globin Primerleri ve Probunun Belirlenmesi

Numunelerdeki niikleer genom sayisiminin belirlenmesi igin 11. kromozomda
bulunan Beta-globin geni kullanildi. Beta-globin geninin primer-prob dizaym Roche
Universal Probe Library (UPL) programi (48) kullamlarak yapildi. BLAT (BLAST-
Like Alignment Tool) (UCSC Genome Bioinformatics;
http://genome.ucsc.edw/FAQ/FAQblat.html) ve BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (NCBI; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri ile dogruluklar teyit
edildi. $ekil 15’te Beta globin primer-prob dizayni gériillmektedir.

Use probe #17 (cat. no. 04686900001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 19 103 -121 59 58 cacacagaccagcacgttg
Right 20 156 - 175 59 45 ggcccttttgoctaatcatgt
Amplicon (73 nt)

cacacagaccagcacgttgeccaggagetgtgygaggaagataagaggtatgaacatgat tagcaaaagggee

This assay has:

17

1 1424

Cacacagaccagcacgtly  aucEgc iy 1gtac @atcgriicecgg
Bga!gggccag:acacagaccagcazgt 1gCCCAYcAgC 10 [gICACgAATATEAJA)Y TATGARCA TJR T TAJCAZARYOYCCtagCT 19?%

Sekil 15: Beta globin primer-prob dizaym

Beta globin UPL prob 17 (aggagctg)

3.7.1.2 ND1 Standart Primerlerinin Belirlenmesi

Numunelerdeki mtDNA kopya sayilarinin belirlenmesi igin nadiren delesyona
ugrayan ND1 bolgesi se¢ildi (42). LightCycler Probe Design Software 2.0 programi
kullamlarak 8169 b¢ uzunlugunda amplikon olusturan ND1 standart primerleri
belirlendi. BLAT ve BLAST analizleri ile dogruluklan teyit edildi. Tablo XII’de 8169
b¢’lik ND1 standart primerleri goriilmektedir.
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Tablo XII: 8169 b¢’lik ND1 standart primerleri

Forward Primer 5’ Pozisyon | 3’ Pozisyon | Uzunluk
CTACCATCACCCTCTACAT 3504 3522 19
Reverse Primer 5’ Pozisyon | 3’ Pozisyon | Uzunluk
TTGGATGAGAATGGCTGTTACTA | 11672 11650 23

3.7.1.3 ND1 Primerlerinin Belirlenmesi

Bu calismada, LightCycler Probe Design Software 2.0 programi kullanilarak
8169 b¢’lik NDI standart amplikonu i¢inde 255 bg¢’lik amplikon olusturan primerler
dizayn edildi. BLAT ve BLAST analizleri ile dogruluklar teyit edildi. Tablo XIII’de

NDI1 primerleri goriilmektedir.

Tablo XIII: ND1 primerleri

Forward Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon Uzunluk
AGCCGTTTACTCAATCCTC 3639 3657 19
Reverse Primer S’ Pozisyon 3’ Pozisyon Uzunluk
GTTCGGTTGGTCTCTGCTA 3893 3875 19

3.7.1.4 ND1 Probunun Belirlenmesi
255 bg¢’lik ND1 amplikonunun kantitasyonunu saglayacak UPL probe 51
(cteetgee) Roche Universal Probe Library (UPL) programi kullamlarak dizayn edildi.

3.7.1.5 mtDNA*"" Delesyon Standart Primerlerinin Belirlenmesi

LightCycler Probe Design Software 2.0 programu kullanilarak 427 bg
uzunlugunda amplikon olusturan mtDNA*"" delesyon standart primerleri belirlendi.
BLAT ve BLAST analizleri ile dogruluklan teyit edildi. Tablo XIV’de 427 bg

mtDNA*"" delesyon standart primerleri goriilmektedir.

Tablo XIV: 427 bg mtDNA*"" delesyon standart primerleri

Forward Primer 5’ Pozisyon | 3’ Pozisyon | Uzunluk
GAACCAACACCTCTTTACAGT 8344 8363 21
Reverse Primer 5’ Pozisyon |3’ Pozisyon | Uzunluk
TGTTAGTAATGAGAAATCCTGCG | 13748 13726 23
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3.7.1.6 mtDNA*"" Delesyon Primerlerinin Belirlenmesi

Chuanzhong Ye ve arkadaglan tarafindan dizayn edilen 126 b¢ uzunlugunda
amplikon olusturan primerler mtDNA*"" delesyon primerleri olarak segildi (143).

BLAT ve BLAST analizleri ile dogruluklarn teyit edildi. Tablo XV’de 126 bg

mtDNA""7 delesyon primerleri gériilmektedir.

Tablo XV: 126 b¢ mtDNA*"" delesyon primerleri

Forward Primer 5’ Pozisyon | 3’ Pozisyon | Uzumnluk
CTAAATACTACCGTATGGCCCACC | 8376 8399 24
Reverse Primer 5’ Pozisyon | 3’ Pozisyon | Uzunluk
CTGCTAATGCTAGGCTGCCA 13479 13458 20

3.7.1.7 mtDNA*"” Delesyon Probunun Belirlenmesi

Heike Koch ve arkadaslan tarafindan dizayn edilen Tagman prob mtDNA*"
delesyon probu olarak se¢ildi (59). BLAT ve BLAST analizleri ile dogrulugu teyit
edildi. Tablo XVI’de mtDNA"7" delesyon probu goriilmektedir.

Tablo XVI: mtDNA*"" delesyon probu

Tagman Prob 5°’Pozisyo | 3’Pozisyo | Uzunlu
n n k

5’-fam-

ACACAAACTACCACCTACCTCCCTCACCA | 8455 8483 29

-tamra-3’

3.7.1.8 mtDNA Uzun Fragment Primerlerinin Belirlenmesi

8843 b¢ uzunlugunda amplikon olusturan mtDNA Uzun Fragment Primerleri
Janine H. Santos ve arkadaslarina ait makaleden secildi (104). BLAT ve BLAST
analizleri ile dogruluklar teyit edildi. Tablo XVII"da mtDNA uzun fragment primerleri
goriilmektedir

Tablo XVII: mtDNA Uzun Fragment Primerleri

Forward Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon | Uzunluk
TCTAAGCCTCCTTATTCGAGCCGA 6000 6023 24
Reverse Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon | Uzunluk
TTTCATCATGCGGAGATGTTGGATGG | 14826 14851 26
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3.7.1.9 mtDNA Uzun Fragment Kantitasyon Primerlerinin Belirlenmesi

mtDNA uzun fragment kantitasyonunu saglayacak olan primerler, 8843 bg¢’lik
mtDNA amplikonu i¢inde 85 bg’lik amplikon olusturacak sekilde LightCycler Probe
Design Software 2.0 programi kullamlarak dizayn edildi. BLAT ve BLAST analizleri
ile dogruluklar: teyit edildi. Tablo XVIII’"de mtDNA uzun fragment kantitasyon
primerleri goriilmektedir.

Tablo XVIII: mtDNA uzun fragment kantitasyon primerleri

Forward Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon | Uzunluk
CCTACGACAAACAGACCTAAA 11588 11608 21
Reverse Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon | Uzunluk
TTGGATGAGAATGGCTGTTACTA 11672 11650 23

3.7.1.10 mtDNA Uzun Fragment Kantitasyon Probunun Belirlenmesi
85 b¢’lik mtDNA amplikonunun kantitasyonunu saglayacak UPL probe 5
(cagccaca) Roche Universal Probe Library (UPL) programi kullanilarak dizayn edildi.

3.7.2 Numunelerde Beta-globin PCR Cahsilmasi
= LightCycler® Control Kit DNA kitinde bulunan 15000 pg/ul (5000 kopya/ul)
insan genomik DNA’sindan, 10 kat seri diliisyon ile 4 adet standart hazirland.

Standart 1: 5000 kopya/pL
Standart 2: 500 kopya /uL
Standart 3: 50 kopya /uLL

Standart 4: 5 kopya /pL

PCR’da kullanilan master miks hazirlanmasi ve PCR programi Tablo XIX’da
gosterilmigtir.
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Tablo XIX: Beta-globin kantitasyonu i¢in QPCR protokolii

Malzeme Hacim Baslangi¢ kons. Final kons.
PCR-grade distile su 5.8 plL

Beta-globin Primggry, 1 uL 10 pM 0,5 uM
Beta-globin Primy, 1 pl 10 uM 0,5 uM
UPL Prob 17 0,2 uL 10 uM 0,1 uM

LC 480 Prob Master 10 pL 2X 1X
Standart/DNA template | 2 pLL

Toplam hacim 20 pL.

Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatilarak 2 dakika oda
sicakliginda 1500xg’de uygun adaptor kullanilarak santrifiij edilmelidir.

Beta-globin igin programlar:

Program adi Siklus Analiz modu

Pre-inkiibasyon 1 None

Amplifikasyon 50 Kantifikasyon

Sogutma 1 None

Sicakhik Hedefleri:

Pre-inkiibasyon

Hedef (’C) Acquisition Modu | Tutulan siire Artig orani
(hh:mm:ss) (‘Crs)

95 None 00:10:00 4.4

Amplifikasyon

Hedef (°C) Acquisition Modu | Tutulan siire Artis orani
(hh:mm:ss) ¢ Cls)

95 None 00:00:10 4.4

55 None 00:00:15 2.2

72 Single 00:00:01 4.4

Sogutma:

Hedef ('C) Acquisition Modu | Tutulan siire Artig oram
(hh:mm:ss) (‘Crs)

40 None 00:00:10 1.5
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3.7.3 mtDNA Standardinin Elde Edilmesi

3.7.3.1 ND1 Standart Sekansmin PCR ile Cogaltilmasi

PCR Cihazi (Px2 Thermo) ile standart olarak kullanilacak olan 8169 bg ND1
amplikonu, ND1 standart primerleri kullanilarak XL-PCR yontemi ile g¢ogaltildi.
Numune olarak 27,5 ng/pul. DNA kullanildi. PCR’da kullanilan master miks ve PCR
programi sirastyla Tablo XX ve Tablo XXI ’de gosterilmistir.

Tablo XX: ND1 standart PCR master miks hazirlanmas:

Malzeme Hacim Basglangic kons. | Final kons.
Expand Long PCR Buffer | 10 pl 5 X buffer 1X
(MgCl, igermeyen)

MgCl, 3,5ul 25 mM 1,75 mM
PCR-grade distile su 24,5 ul

ND1 std.-Primyory 1,5 ul 10 upM 0,3 uM
ND1 std.-Prim,., 1,5 ul 10 uM 0,3 uM
dNTP-Mix (Roche) 1,75 pl 10 mM 350 uM
BSA (Bovin Serum Albumine) | 0,25 pl 20 pg/ ul 100 ng/ ul
Total Voliim 43 ul

Nazikce kanstirildiktan sonra 43 pl master miks soliisyonu 0,2 ml’lik PCR

tiiplerine aktarilir ve iizerine asagidaki malzemeler uygulama 1silarina dikkat edilerek

sirayla pipetlenir.
Uygulama | Malzeme Hacim Baslangi¢ Final
15181 kons. kons.
1. | 2-8°C DNA Template | 2 pl 27,5 ng/ul 55
ng/50ul
2. |2-8°C Expand  PCR | 43 ul 10 X 1X
Mix
3. |15 26 Expand Enzim | 5 pl
mix (0,5 pl enzim+4,5 pl 50U/l 2,5
dH,0) U/50ul
Total Voliim 50 pl
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Tablo XXTI: ND1 standart1 igin PCR protokolii

Evre Is1 Siire Siklus
Hot Start 75 °C 2 dakika 1
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 15 saniye 25
Annealing 53°C 30 saniye 25
Elongasyon 68 °C 12 dakika 25
Final Ekstansiyon 68 °C 10 dakika 1
Sogutma 25°C 1 dakika 1

3.7.3.2 ND1 Standardinin Agaroz Jelde Goriintiilenmesi
8169 be¢’lik ND1 standardinin elde edilip edilmedigini gérmek amaciyla PCR

tirlinleri 0,7’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

Erlenmayerde, 0,28 gr agaroz ( Sigma, A-0169), 40 ml TBE buffer (0,5X)
i¢inde ¢oziildii.

Mikrodalga firnda 400 watt’ta bir tasim kaynatildi.

(Coziinen agaroz tizerine 3 plL Ethidium Bromide eklendi.

12°1i tarak elektroforez tankina yerlestirildi. Agaroz, 1lik hale gelince tanka
dokiildii.

30-40 dk kadar agarozun donmas: beklendi.

Ik kuyucuga 10 pL. Marker 3 (M3) yiiklendi.

10 pL PCR iirtinleri, 3 pl. 6X Loading Buffer ile karigtinldiktan sonra diger
kuyucuklara yiiklendi. Yiiriitiicii tampon olarak 0,5 X TBE Buffer kullanildi.
PCR iiriinlerine, 80V’ta 60 dakika elektroforez uygulandi.

Bandlar elektroforez sonrasi, UV isikta, jel goriintileme cihazinda

degerlendirildi

ND1 standardina ait 8169 bg’lik elektroforez bandlar1  Sekil 16°da

gosterilmektedir.
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M3 ND1 ND1 ND1 ND1 NDI1

1226 b gt

s W W

Sekil 16: ND1 standardina ait bandlarin elektroforetik goriintiisii (M3: Marker 3)

3.7.3.3 ND1 Standart PCR Uriiniiniin Saflagtirilmas

PCR iirtinleri, High Pure PCR Product Purification Kit kullanilarak asagida yazilan

prosediire gore saflastirildi.

1.
2.

(5]

12.

1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiiplere 100 pL PCR iiriinii aktarilir.

Uzerine 500 pL binding buffer ilave edilir ve karistirilir.

High pure filtre tiipleri kolektdr tiiplere yerlestirilir. Karigim filtre tiiplerine
aktarilir.

13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

Kolektor tiipler atilip filtre tiipleri yeni kolektor tiiplere yerlestirilir.

500 uLL Wash Buffer filtre tiiplerine eklenir.

13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

Kolektor tiipler atilip filtre tiipleri yeni kolektor tiiplere yerlestirilir.

200 pL. Wash Buffer filtre tiiplerine eklenir.

.13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

. Kolektor tiipler atilir ve filtre tiipleri 1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiiplere

yerlestirilir.

100 pL Eliisyon Buffer ilave edilir.
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13.
14.

15.

13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.
Epperdorf tiiplerde olusan glass fiber kalintilarini uzaklagtirmak i¢in 16 000 g’de
2 dakika 15-25°C’de tekrar santrifijj edilir.

Supernatant baska bir 1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiipe alinir.

3.7.3.4 ND1 Standardinin Kopya Sayisinin Hesaplanmasi

Saflastirilan ND1 standart numunesinin miktart nanospektrofotometre ile

olgiildii ve konsantrasyonu 15 pg/ml olarak bulundu.

ND1 standart amplikonun uzunlugu: 8169 bg
1 bg agirligi: 660 Dalton (Da)
1 amplikonun agirligi: 8169 x 660 = 5391540 Da olarak hesapland.
1 Dalton: 1/ 6,02x10> gr
1 amplikonun agirligi: 5391 540x1/6,02x10% gr= 8,9x10"? ug olarak hesapland.
Nanospektrofotometre ile mtDNA®"" Delesyon standart konsantrasyonu 15
pg/ml olarak bulundugundan;
ND1 standart amplikon kopya sayist: 15 pg/ml/ 8,9 x 10 g
: 1,68 x 10" kopya/ml

: 1,68 x 10° kopya/pl olarak bulundu.

3.7.4 Numunelerde ND1 PCR Cahsilmasi

1,68 x 10° kopya/ul ND1 standardindan 10 kat seri diliisyonla 5 adet ND1
standard1 hazirlandi.

Standart 1: 1,68 x 10° kopya / ul
Standart 2: 1,68 x 10" kopya / pl
Standart 3: 1,68 x 10° kopya / pl
Standart 4: 1,68 x 10% kopya / pl
Standart 5: 1,68 x 10" kopya / pl
Yukanidaki standartlar ve 0,15 ng/pl numuneler ND1 primerleri kullanilarak

LightCycler 480 PCR cihazi ile g¢alisildi. ND1 igin hazirlanan PCR master miksi ve

PCR program Tablo XXII’de gosterilmistir.
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Tablo XXII: ND1 i¢in QPCR protokolii

Malzeme Hacim Baslangi¢ kons. | Final kons.
PCR-grade distile su 5,8 uL

ND1-Primyory I pl 10 pM 0,5 pM
NDI1- Primgey 1 pL 10 uM 0,5 uM
UPL Probe 51 0,2 uL 10 uM 0,1 uM

LC 480 Prob Master 10 uL 2X 1X
Standart/DNA template 2 uL

Toplam hacim 20 pL

Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatilarak 2 dakika oda
sicakliginda 1500xg’de uygun adaptor kullanilarak santrifiij edilmelidir.
NDI1 i¢in programlar:

Program adi Siklus Analiz modu

Pre-inkiibasyon 1 None

Amplifikasyon 45 Kantifikasyon

Sogutma 1 None

Sicakhik Hedefleri:

Pre-inkiibasyon

Hedef (°C) Acquisition Modu | Tutulan siire Artig orama
(hh:mm:ss) (‘Crs)

95 None 00:10:00 4.4

Amplifikasyon

Hedef (° (0] Acquisition Modu | Tutulan siire Artig oram
(hh:mm:ss) (C/s)

95 None 00:00:10 4.4

55 None 00:00:30 2.2

72 Single 00:00:01 a4

Sofutma:

Hedef (°C) Acquisition Modu | Tutulan siire Artig oram
(hh:mm:ss) ‘Crs)

40 None 00:00:10 1.5
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3.7.5 mtDNA®"" Delesyon Standardimin Elde Edilmesi

3.7.5.1 mtDNA®"’ Delesyon Standart Sekansinin PCR ile Cogaltilmasi
PCR Cihazi (GenAmp 9700) ile standart olarak kullamlacak mtDNA*"

delesyon amplikonu, mtDNA*?" delesyon standart primerleri kullamilarak gogaltildi.
Numune olarak 77,5 ng/ul. DNA kullamldi. PCR’da kullanilan master miks ve PCR

programu sirasiyla tablo XXIII ve tablo XXIV’de gosterilmistir.

Tablo XXIII: mtDNA""" Delesyon Standard: icin PCR master miks hazirlanmast

Malzeme Hacim Baslangi¢ kons. Final kons.
PCR-grade distile su 9 uL

MDNA""deletion Std —Primgn, 1,25 uL 10 pM 0,5 uM
MtDNA*" deletion Std —Primye, 1,25 pL 10 uM 0,5 uM
LC 480 Probe Master 12,5 pl. 2X 1X
DNA Template 1 uL

Toplam hacim 25 uL

Tablo XXIV: mtDNA*"” Delesyon Standart PCR protokolii

Evre Is Siire Siklus
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 10 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 1 dakika 40
Annealing 50°C 10 saniye 40
Elongasyon T2 &, 10 saniye 40
Sogutma 4°C 4 saat 1
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3.7.5.2 mtDNA*"" Delesyon Standart PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde

Goriintiilenmesi

427 be’lik mtDNA*"" Delesyon standardimin elde edilip edilmedigini grmek

amaciyla elde edilen PCR {iriinii %2°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

1. Erlenmayerde, 0,6 gr agaroz ( Sigma, A-0169), 30 ml TBE buffer (0,5X) i¢inde
¢oziildil.

2. Mikrodalga firinda 400 watt’ta bir tasim kaynatildi.

3. Coziinen agaroz iizerine 3 pL. Ethidium Bromide eklendi.

4. 12’11 tarak elektroforez tankina yerlestirildi. Agaroz, ilik hale gelince tanka
dokildii.

5. 30-40 dk kadar agarozun donmasi beklendi.

6. Ik kuyucuga 10 puL. Marker 8 (M8) yiiklendi.

7. 10 puL PCR iiriinleri, 3 pLL 6X Loading Buffer ile karistirildiktan sonra diger
kuyucuklara yiiklendi. Yiriitiici tampon olarak 0,5 X TBE Buffer kullanildi.

8. PCR iiriinlerine, 100V ta 80 dakika elektroforez uygulandi.

9. Bandlar elektroforez sonrasi, UV 1sikta, jel goriintiileme cihazinda
degerlendirildi

mtDNA""" Delesyon standartlarina ait 427 b¢’lik elektroforez bandlar sekil 17°de
gosterilmektedir.
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Sekil 17: mtDNA""” Delesyon Standardina ait bantlarin elektroforetik goriintiisii (M8:
Marker 8, CD: Common Deletion, mtDNA*""" Delesyon)

Jelde mtDNA""" delesyon standartlarina ait bantlar disinda nonspesifik bantlarin
da ¢ikmasi nedeniyle 427 b¢’lik bantlar jelden kesilerek High Pure PCR Product
Purification Kit kullanilarak saflastirildi. Spesifikligi arttirmak amaciyla ilk sikluslarda
annealing derecesi yiiksek olan ve daha sonraki sikluslarda giderek azalan PCR ¢esidi

olan Touchdown PCR ile jelden saflastirilan PCR tiriinii tekrar amplifiye edildi.

3.7.5.3 mtDNA*"" Delesyon Standart PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden
Saflagtirnilmasi
PCR iiriinleri, High Pure PCR Product Purification Kit kullanilarak asagida yazilan

prosediire gore saflastinldi.

1. Agaroz jelden kesilen bantlar tartildiktan sonra 1,5 mL’lik niikleaz free
eppendorf tiiplere yerlestirilir.

2. Her 100 mg jel i¢in 300 pL binding buffer ilave edilir ve 15-30 saniye
vortekslenerek jelin ¢oziilmesi saglanir.

3. Kansim daha onceden 56 °C’ye ayarlanmus benmaride 2-3 dakikada bir
vortekslenerek 10 dakika boyunca inkiibe edilir.

4. Jel tamamen coziildiikten sonra her 100 mg jel i¢in 150 pL isopropanol ilave

edilir ve vortekslenir
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5. High pure filtre tiipleri kolektor tiiplere yerlestirilir ve kanisim filtre tiiplere
aktarilir.
13 000 g’de 1 dakika 15-25°C°de santrifiij edilir.

6

7. Kolektor tiipler atilip filtre tiipleri yeni kolektor tiiplere yerlestirilir.

8. 500 pL. Wash Buftfer filtre tiiplerine eklenir.

9. 13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

10. Kolektor tiipler atilip filtre tiipleri yeni kolektor tiiplere yerlestirilir.

11. 200 pL. Wash Buffer filtre tiiplerine eklenir.

12. 13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

13. Kolektor tiipler atilir ve filtre tiipleri 1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiiplere
yerlestirilir.

14. 100 pl Eliisyon Buffer ilave edilir ve 13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij
edilir.

15. Epperdorf tiiplerde olusan glass fiber kalintilarin1 uzaklastirmak igin 16 000 g’de
1 dakika 15-25°Cde tekrar santrifiij edilir.

16. Supernatant baska bir 1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiipe alinir.

3.7.5.4 mtDNA*"" Delesyon Standardinin Touchdown PCR ile Cogaltilmasi

PCR Cihazi (GenAmp 9700) ile standart olarak kullamilacak 427 bg’lik
mtDNA*7" delesyon amplikonu, mtDNA*"" delesyon standart primerleri kullanilarak
Touchdown PCR yontemi ile gogaltildi. Numune olarak agaroz jelden saflastirilan 7,5
ng/uL 427 bg¢’lik PCR iiriinii kullamldi. PCR’da kullanilan master miks ve PCR
programi sirastyla tablo XXV ve tablo XXVI’da gosterilmistir.

Tablo XXV: mtDNA*"" Delesyon Standardinin ¢ogaltilmasi igin PCR master miks

hazirlanmasi

Malzeme Hacim | Baslangic kons. | Final kons.
PCR-grade distile su 8 uL

mtDNA®""deletion —Primgory 1.25uL |10 pM 0,5 uM
mtDNA"""deletion —Primye, 1,25 ul. | 10 uM 0,5 uM

LC 480 Probe Master 12,5pL | 2X 1X

DNA Template 2uL

Toplam hacim 25 pL
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Tablo XXVI: mtDNA*"" Delesyon Standardi i¢in Touchdown PCR protokolii

Evre Is1 Siire Siklus

Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 10 dakika |1
Denatiirasyon | 94 °C 1 dakika

Step 1 Annealing 60 °C 10 saniye. | 5
Elongasyon 12°%C S saniye
Denatiirasyon | 94 °C 1 dakika

Step 2 Annealing 38 °C. 10 saniye. |5
Elongasyon 72°C 5 saniye
Denatiirasyon | 94 °C 1 dakika

Step 3 Annealing 56 °C 10 saniye. | 10
Elongasyon 72°C 5 saniye
Denatiirasyon | 94 °C 1 dakika

Step 4 Annealing 55°C 10 saniye. | 10
Elongasyon 72 °C 5 saniye
Denatiirasyon | 94 °C 1 dakika

Step 5 Annealing 54°C 10 saniye. | 15
Elongasyon 72% 5 saniye

Cooling 4°C 4 saat 1

3.7.5.5 mtDNA""’ Delesyon Standart Touchdown PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde

Goriintiilenmesi

Touchdown PCR sonras1 427 b¢’lik mtDNA*"” Delesyon standardinin spesifik

tek bant olarak elde edilip edilmedigini gérmek amaciyla PCR iiriinti %2’°lik agaroz jel

elektroforezine tabi tutuldu. (Sekil 18)

1. Erlenmayerde, 0,6 gr agaroz, 30 ml TBE buffer (0,5X) i¢inde ¢oziildii.

2. Mikrodalga firinda 400 watt’ta bir tasim kaynatildi.

3. Coziinen agaroz lizerine 3 pLL Ethidium Bromide eklendi.

4. 12’1 tarak elektroforez tankina yerlestirildi. Agaroz, ilik hale gelince tanka

dokiildi.

5. 30-40 dk kadar agarozun donmasi beklendi.

70




6. Ilk kuyucuga 10 pL. Marker 8 (M8) yiiklendi.

7. 10 uL PCR iiriinleri, 3 pL. 6X Loading Buffer ile karistirildiktan sonra diger
kuyucuklara yiiklendi. Yiriiticii tampon olarak 0,5 X TBE Buffer kullanildi.

8. PCR iiriinlerine, 100V ta 80 dakika elektroforez uygulandi.

9. Bantlar elektroforez sonrasi, UV 1sikta, jel goriintiileme cithazinda

degerlendirildi

Sekil 18: 427 be’lik mtDNA*"7 delesyon standardina ait bandlarn elektroforetik
goriintiisii (M8: Marker 8, CD: Common Deletion, mtDNA*"" Delesyon)

3.7.5.6 mtDNA*"" Delesyon Standart Touchdown PCR Uriiniiniin Saflagtirilmasi
PCR iiriinleri, High Pure PCR Product Purification Kit kullanilarak asagidaki

prosediire gore saflastirildi.

1. 1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiiplere 100 pL. PCR iiriinii aktarilir.
2. Uzerine 500 uL binding buffer ilave edilir ve karistirilir.

(US]

High pure filtre tiipleri kolektor tiiplere yerlestirilir. Kanigim filtre tiiplerine
aktarilir.

13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

Kolektér tiipler atilip filtre tiipleri yeni kolektdr tiiplere yerlestirilir.

500 pl. Wash Buffer filtre tiplerine eklenir.

13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifijj edilir.

Kolektér tiipler atilip filtre tiipleri yeni kolektor tiiplere yerlestirilir.

0 = & B &
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9. 200 puL Wash Buffer filtre tiiplerine eklenir.

10. 13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

11. Kolektor tiipler atilir ve filtre tiipleri 1.5 mL’lik niikkleaz free eppendorf tiiplere
yerlestirilir.

12. 100 uL Eliisyon Buffer ilave edilir.

13. 13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

14. Epperdorf tiiplerde olusan glass fiber kalintilanni uzaklastirmak igin 16 000 g’de
2 dakika 15-25°C’de tekrar santrifiij edilir.

15. Supernatant baska bir 1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiipe alinir.

3.7.5.7 mtDNA*"" Delesyon Standardmmn Kopya Sayisimn Hesaplanmasi
Saflastirilan ~ mtDNA*7  delesyon  standart  numunesinin  miktar

nanospektrofotometre ile 6l¢iildii ve konsantrasyonu 46,18 pg/ml olarak bulundu.

=  mtDNA*" Delesyon standart amplikonun uzunlugu: 427 bg
* 1 bg agirhg: 660 Dalton (Da)
* | amplikonun agirhigi: 427 x 660 = 281820 Da olarak hesaplandi.
= 1 Dalton: 1/ 6,02x10> gr
= | amplikonun agirhg:: 281820x1/6,02x10* gr=4,68x10" pg olarak hesaplandi.
=  Nanospektrofotometre ile mtDNA""" Delesyon standart konsantrasyonu 46,18
ug/ml olarak bulundugundan;
» mtDNAY" delesyon standart kopya sayisi: 46,18 pg/ml /4,68 x 107 pg
: 9,86 x 10" kopya / ml

: 9,86 x 10'" kopya / pl olarak bulundu.
3.7.6 Numunelerde mtDNA*"’ Delesyon PCR ¢ahisilmasi

Diisiik seviyelerde bulunan mtDNA""" delesyon’unu saptamak amaciyla Nested
PCR yontemi kullanildi. Sekil 19’da mtDNA*"7  delesyon saptama prensibi
gosterilmistir. Nested PCR igin gerekli olan iki ¢ift primerden, dig primerler olarak
mtDNA*”" delesyon standart primerleri (1F-1R), i¢ primerler olarak da mtDNA*"’
delesyon primerleri (2F-2R) kullanildi. {lk asama PCR cihazinda (Px2 Thermo) klasik
PCR metodu ile calisilarak 427 bg iiriin elde edildi. ikinci asama ise mtDNA*"
deletion Tagman probu da kullamlarak LightCycler 480 PCR cihazinda QPCR metodu
ile ¢ahsildi ve 126 bg iirlin elde edildi. Uygulanan PCR kosullarinda mtDNA*7
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delesyon’u bulunan orneklerde iirin olusurken, delesyonsuz numunelerde {iriin

olusmasina imkan taninmamustir.

of

Wild rvpe
mtDNA | 4977bp

\, delenon
A

\

\J

PCR product
No % P Yes

L3bp repeat

lE* 2F
13bp repeat
ACCTCCCTCACCAAAGCCCATAMA - - AACCATACCTCTCACTTCA
e, "
~ -
“""xm‘_\\‘ ’/d‘-f’
~—_ o
— -
e _~~13bp repeat
o e .
TTAAACACAAACTACCACCT [ J ACCTCCCTCACCATTGGCAGCCTAGCATTAG
< '
\\_ I
2469 13447
ATPS kY /o 13bp repeat ND3
N . e ’
A A h T 1 A ¥ F A € £ F A C & 1 ¢ & & F £ A £ £ A & I

Sekil 19: mtDNA*"7 delesyon saptama prensibi (20)

3.7.6.1 Numunelerin mtDNA*”" delesyon standart primerleri ile gahgilmas:

0,15 ng/ul DNA igeren numuneler ilk olarak mtDNA*"7 delesyon standart
primerleri kullanilarak PCR cihaz1 (Px2 Thermo) ile ¢alisildi. Hazirlanan PCR master
miksi ve PCR programu sirastyla tablo XXVII ve tablo XXVIII’de gosterilmistir.

Tablo XXVII: Numunelerde mtDNA*7 delesyon PCR’1 igin master miks hazirlanmasi

Malzeme Hacim Bagslangi¢ kons. Final kons.
PCR-grade distile su 5uL

MtDNA*""delesyon Std —Primgorw 1,25ul | 10 uM 0,5 uM
MtDNA®" delesyon Std —Primyey 1,25l | 10 uM 0,5 uM

LC 480 Probe Master 125 gl [2X 1X

DNA Template 5uL

Toplam hacim 25 uL

73




Tablo XXVIII: Numunelerde mtDNA""’ delesyonu i¢in PCR protokolii

Evre Is1 Siire Siklus
Baglangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 10 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 1 dakika 30
Annealing 50°C 10 saniye 30
Elongasyon 72°C 5 saniye 30
Sogutma 4°C 4 saat 1

3.7.6.2 QPCR ile mtDNA*""” delesyon ¢ahsilmas:
= 9,86 x 10" kopya / pl mtDNA*7" delesyon standardindan 10 kat seri diliisyonla

6 adet mtDNA*"’ delesyon standardi hazirland.
Standart 1: 9,86 x 10> kopya / ul

Standart 2: 9,86 x 10* kopya / pul

Standart 3: 9,86 x 10° kopya / pul

Standart 4: 9,86 x 10> kopya / pul

Standart 5: 9,86 x 10" kopya / pl

Standart 6: 9,86

kopya / pul

Yukaridaki standartlar ve PCR uygulanmis olan numuneler mtDNA*7" delesyon

primerleri kullanilarak LightCycler 480 PCR cihazi kullanilarak QPCR ile g¢alisildi.

QPCR ile mtDNA*”" delesyon i¢in hazirlanan PCR master miksi ve PCR programi

tablo XXIX’da gosterilmistir.

Tablo XXIX: QPCR ile mtDNA*"’ delesyon i¢cin PCR protokolii

Malzeme Hacim | Baslangi¢ kons. Final kons.
PCR-grade distile su 2,8 uL

MtDNAY" delesyon-Primgorw 1 uL 10 uM 0,5 uM
MtDNA*"? delesyon- Primy,y 1 uL 10 uM 0,5 uM
MtDNA"™" deletion Probe 0,2 uLb 10 uM 0,1 uM

LC 480 Prob Master 10 puL. 2X 1X
Standart/DNA template 5uL

Toplam hacim 20 uL
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Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatilarak 2 dakika oda

sicakliginda 1500xg’de uygun adaptor kullanilarak santrifiij edildi.

mtDNA*"’ delesyonu icin programlar:

Program adi Siklus Analiz modu

Pre-inkiibasyon 1 None

Amplifikasyon 50 Kantifikasyon

Sogutma 1 None

Sicakhik Hedefleri:

Pre-inkiibasyon

Hedef (°C) Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss) | Artis oram ("C/s)
95 None 00:10:00 4.4
Amplifikasyon

Hedef ('C) Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss) | Artis oram ("C/s)
95 None 00:00:10 4.4

60 None 00:00:15 2.2

72 Single 00:00:01 4.4

Sogutma:

Hedef (°C) Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss) | Artig orami (Cls)
40 None 00:00:10 15

3.7.7 Numunelerde mtDNA Uzun Fragmentin XL-PCR ile Cogaltilmasi

PCR Cihaz1 (PX2 Thermel Cycler) ile 0,15 ng/ul ‘ye getirilmis numuneler

mtDNA uzun fragment standart primerleri kullanilarak XL-PCR yontemi ile cogaltildi.

XL-PCR protokoli Janine H. Santos ve arkadaslarina ait literatiirden yararlanilarak

olusturuldu. PCR’da kullanilan master miks ve PCR programi sirasiyla tablo XXIX ve

tablo XXX da gosterilmisgtir.
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Tablo XXIX: mtDNA uzun fragment PCR igin master miks hazirlanmasi

Malzeme Hacim Baslangig Final
Kkons. kons.
Expand Long PCR Buffer (MgCl 5ul 5 X buffer 12X
igcermeyen)
MgCl, 1,75 jL 25 mM 1,75 mM
PCR-grade distile su 8,75 uL
mtDNA uzun fragment std.-Primgny 0,75 pL 10 uM 0,3 uM
mtDNA uzun fragment std.-Primyey 0,75 pL. 10 pM 0,3 uM
dNTP-Mix (Roche) 0,875 uL 10 mM 350 uyM
BSA (Bovin Serum Albumine) 0,125 pL 20 pg/ pl 100 ng/ pl
Total Voliim 18 ulL

Nazikce kanstirildiktan sonra 18 pl master miks soliisyonu 0,2 ml’lik PCR

tiiplerine aktarilir ve lizerine asagidaki tabloda bulunan malzemeler uygulama 1silarina

dikkat edilerek sirayla pipetlenir.

Uygulama | Malzeme Hacim Baslangi¢ Final
18151 kons. kons.
1. | 2-8°C DNA 2l 0,15 ng/ul 0,3 ng/50ul
Template
2.2-8°C Expand PCR | 18 pl 10 X 1X
Mix
3.175 °C Expand 5 ul (0,5 pl enzim+4,5
Enzim mix ul dH,0) 5 U/l 2,5 U/50pl
Total Voliim | 25 pl
Tablo XXX: Numunelerde mtDNA uzun fragment i¢in PCR protokoli
Evre Is1 Siire Siklus
Hot Start 73 2 dakika 1
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 15 saniye 19
Annealing 64 °C 12 dakika 19
Final Ekstansiyon 72°C 10 dakika 1
Sogutma 23 1 dakika 1
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3.7.8 mtDNA Uzun Fragment Standardinin Elde Edilmesi

3.7.8.1 mtDNA Uzun Fragment Standardimnimn PCR ile Cogaltilmasi
PCR Cihaz1 (GenAmp 9700) ile standart olarak kullanilacak 8843 b¢’lik mtDNA

uzun fragment amplikonu, mtDNA uzun fragment primerleri kullamlarak g¢ogaltildi.

Numune olarak 2,5 ng/ulL DNA kullamldi. PCR’da kullanilan master miks ve PCR

programi sirasiyla tablo XXXI ve tablo XXXII’de gdsterilmigtir.

Tablo XXXI: mtDNA uzun fragment standardi igin PCR master miks hazirlanmasi

Malzeme Hacim | Baslangi¢ kons. | Final kons.
Expand Long PCR Buffer (MgCl, igermeyen) | 10 ul | 5 X buffer 1X

MgCl, 3.5 |25 mM 1,75 mM
PCR-grade distile su 21,5 ul

mtDNA uzun fragment std.-Primgyny ,Ssul |10 pM 0.3 uM
mtDNA uzun fragment std.-Primy., ,Sul |10 uM 0,3 uM
dNTP-Mix (Roche) 1,75 ul | 10 mM 350 uM
BSA (Bovin Serum Albumine) 0,25 ul | 20 pg/ pl 100 ng/ pl
Total Voliim 40 pl

Nazikce karistinldiktan sonra 40 pl master miks soliisyonu 0,2 mlI’lik PCR

tiiplerine aktarilir ve {izerine asagidaki tabloda bulunan malzemeler uygulama 1silarina

dikkat edilerek sirayla pipetlenir.

Uygulama | Malzeme Hacim Baslangi¢ | Final kons.
18181 kons.
1. | 2-8°C DNA Template S5ul 2,5 ng/ul | 12,5 ng/50ul
2-8 °C Expand PCR Mix 40 pl 10 X 1X
5 ul (0,5 pl enzim +
756 Expand Enzim mix
4,5 pl dH,0) 5U/ul 2,5 0/50ul
Total Voliim 50 ul
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Tablo XXXII: mtDNA uzun fragment standardi i¢in PCR protokolii

Evre Isx Siire Siklus
Hot Start 75 °C 2 dakika 1
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 15 saniye 30
Annealing 64 °C 12 dakika 30
Final Ekstansiyon 72°9C 10 dakika 1
Sogutma 25% 1 dakika 1

3.7.8.2 mtDNA Uzun Fragment Standardinin Agaroz Jelde Goriintiillenmesi

8843 be¢’lik mtDNA uzun fragment standardinin elde edilip edilmedigini gérmek

amaciyla PCR sonras1 %0,7’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

1.

()]

Erlenmayerde, 0,28 gr agaroz, 40 ml TBE buffer (0,5X) i¢inde ¢ozildii.

2. Mikrodalga firinda 400 watt’ta bir tasim kaynatildi.
3.
4

(oziinen agaroz lizerine 3 pl Ethidium Bromide eklendi.

12°1i tarak elektroforez tankina yerlestirildi. Agaroz, ilik hale gelince tanka
dokiildi.

30-40 dk kadar agarozun donmasi beklendi.

Ik kuyucuga 10 puL. Marker 3 (M3) yiiklendi.

10 pL. PCR iiriinleri, 3 pl. 6X Loading Buffer ile karistinldiktan sonra diger
kuyucuklara yiiklendi. Ydritiici tampon olarak 0,5 X TBE Buffer kullanmildi.
PCR tirtinlerine, 80V ta 60 dakika elektroforez uygulandi.

Bandlar elektroforez sonrasi, UV isikta, jel goriintileme cihazinda
degerlendirildi

mtDNA uzun fragment standardina ait 8843 bg’lik elektroforez bandlan sekil

20’de gosterilmektedir.
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M3 ooNAUF URNALF siDHAUF sailAUF sHAUF

Sekil 20: mtDNA uzun fragment standardina ait bandlarinin elektroforetik goriintiisii
(M3: Marker 3, UF: uzun fragment)

3.7.8.3 mtDNA Uzun Fragment Standart Uriiniiniin Saflagtirilmas:

PCR iiriinleri, High Pure PCR Product Purification Kit kullamlarak asagida

yazilan prosediire gore saflastirildi.

12.

1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiiplere 100 uL. PCR iiriinii aktarilir.

Uzerine 500 pL binding buffer ilave edilir ve karistirilir.

High pure filtre tiipleri kolektor tiiplere yerlestirilir. Karigim filtre tiiplerine
aktarilir.

13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

Kolektor tiipler atilip filtre tiipleri yeni kolektor tiiplere yerlestirilir.

500 pL Wash Bufter filtre tiiplerine eklenir.

13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

Kolektor tiipler atilip filtre tiipleri yeni kolektdr tiiplere yerlestirilir.

200 pL. Wash Buffer filtre tiiplerine eklenir.

.13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

. Kolektor tiipler atilir ve filtre tiipleri 1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiiplere

yerlestirilir.

100 pL Eliisyon Buffer ilave edilir.
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13 000 g’de 1 dakika 15-25°C’de santrifiij edilir.

Epperdorf tiiplerde olusan glass fiber kalintilarini uzaklastirmak i¢in 16 000 g’de
2 dakika 15-25°C’de tekrar santrifiij edilir.

Supernatant baska bir 1.5 mL’lik niikleaz free eppendorf tiipe alinir.

3.7.8.4 mtDNA Uzun Fragment Standardinin Kopya Sayisinin Hesaplanmasi

Saflagtinlan mtDNA uzun fragment standart numunesinin  miktarn

nanospektrofotometre ile 6lgiildii ve konsantrasyonu 16 pg/ml olarak bulundu.

mtDNA uzun fragment standart amplikonun uzunlugu: 8843 bg
1 bg agirligi: 660 Dalton (Da)
1 amplikonun agirligi: 8843 x 660 = 5836380 Da olarak hesapland.
1 Dalton: 1/ 6,02x10% gr
1 amplikonun agirhg: 5836380x1/6,02x10% gr = 9,69x10"* pg olarak
hesapland.
Nanospektrofotometre ile mtDNA uzun fragment standart konsantrasyonu 16
pg/ml olarak bulundugundan;
mtDNA uzun fragment standart kopya sayisi: 16 pg/ml/ 9,69 x 102 ng
: 1,65 x 10" kopya / ml

: 1,65 x 10° kopya / pl olarak bulundu.

3.7.9 XL-PCR iiriinlerinin QPCR ile kantitasyonu

1,65 x 10° kopya/ul mtDNA uzun fragment standardindan 10 kat seri diliisyonla
6 adet mtDNA uzun fragment standard: hazirlandi.

Standart 1: 1,65 x 10° kopya / ul
Standart 2: 1,65 x 10° kopya / pl
Standart 3: 1,65 x 10* kopya / ul
Standart 4: 1,65 x 10° kopya / ul
Standart 5: 1,65 x 10* kopya / pl
Standart 6: 1,65 x 10" kopya / pl

Yukaridaki standartlar ve XL-PCR uygulanmis olan numuneler mtDNA uzun

fragment primerleri kullamlarak LightCycler 480 PCR cihaz1 ile g¢ahisildi. QPCR ile
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mtDNA uzun fragment igin hazirlanan PCR master miksi ve PCR programi tablo
XXXIII’de gosterilmistir.

Tablo XXXIII: QPCR ile mtDNA uzun fragment kantitasyonu i¢in PCR protokolii

Malzeme Hacim | Baslangi¢ kons. Final kons.
PCR-grade distile su 5.8 uL
mtDNA uzun fragment -Primg,nw 1 uL 10 pM 0,5 uM
mtDNA uzun fragment - Primye, 1 uL 10 uM 0,5 uM
UPL Probe 5 02puL | 10pM 0,1 uM
LC 480 Prob Master 10 pL. 2X 1X
Standart/DNA template 2 uL

Toplam hacim 20 uLL

Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatilarak 2 dakika oda
sicakliginda 1500xg’de uygun adaptor kullanilarak santrifiij edilmelidir.

mtDNA uzun fragment i¢in programlar:

Program adi Siklus Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 None
Amplifikasyon 45 Kantifikasyon
Sogutma 1 None
Sicakhk Hedefleri:

Pre-inkiibasyon

Hedef ("C) | Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss) | Artis oram ("C/s)
4.4

95 None 00:10:00

Amplifikasyon

Hedef ("C) | Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss) | Artig oram ("C/s)
95 None 00:00:10 4.4

56 None 00:00:15 2.2

72 Single 00:00:01 4.4

Sogutma:

Hedef ("C) | Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss) | Artig oram ("C/s)
40 None 00:00:10 15
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3.8 Numunelerde Hiicre Bagina Diijen mtDNA Kopya Sayilarimin Hesaplanmasi

QPCR ile absolii kantitasyon yapilarak biitiin numunelerin niikleer ve
mitokondriyal kopya sayilann bulundu. Numunelerin ND1 kopya sayilari, Beta-globin
kopya sayilarina boliindiikten sonra her hiicrede 2 kopya Beta-globin olmasi nedeniyle
iki ile carpilarak hiicre basina diisen mitokondriyal DNA kopya sayilar1 hesaplandi.
(mtDNA kopya sayisi/hiicre = (ND1 kopya/ Beta-globin kopya)x2). Hesaplanan kopya

sayilar1 kontrole oranlanarak gruplar arasindaki fark belirlendi.

Absolii kantitasyona ek olarak Komparatif CP Metodu ile de hesaplama yapildi.
Calismamizda kalibrator olarak kontrol grubu kullanildi ve gruplar arasindaki farklilik

kalibratoriin n-kat1 seklinde hesaplandi.

3.9 Numunelerde mtDNA*”” Delesyon Frekansinin Hesaplanmasi

QPCR ile absolii kantitasyon yapilarak biitiin numunelerin mitokondri kopya
sayilart ve mtDNA""" delesyon kopya sayilart bulundu. Numunelerin mtDNA*"
delesyon kopya sayilart ND1 kopya sayilarina boliindi ve 100 ile ¢arpilarak delesyon
frekansi (%) hesaplandi. (delesyon frekansi (%)= (mtDNA*"" delesyon kopya/NDI
kopya) x100). Hesaplanan delesyon frekansi kontrole oranlanarak gruplar arasindaki
fark belirlendi.

Absolii kantitasyona ek olarak Komparatif CP Metodu ile de hesaplama yapildi.
(Calisgmamizda kalibrator olarak kontrol grubu kullamld: ve gruplar arasindaki farklilik

kalibratoriin n-kat1 seklinde hesaplanda.

3.10 Numunelerde mtDNA Lezyon Frekansimin Hesaplanmasi

QPCR ile absolii kantitasyon yapilarak biitiin numunelere ait XL-PCR
iirtinlerinin kopya sayilari bulundu. XL-PCR iriinlerinin kopya sayilar1 ND1 kopya
sayilarina boliinerek normalize edildi. Elde edilen degerler kontrole oranlanarak relatif
amplifikasyon degerleri hesaplandi. Zincir basina diigen lezyon frekansi Poisson
ekspresyonunun “zero class” esitligi baz alinarak A = -InAD/AC formiili ile hesaplandi

(104).
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A = lezyon frekansi
AD = Hasarli DNA’ nin amplifikasyonu
AC = Hasar olmayan DNA’nin amplifikasyonu

Lezyon frekansi hesabinda negatif degerlerden kaginmak amaciyla relatif amplifikasyon

degeri en yliksek ¢ikan 0,75 nM Ouabain grubu AC olarak kullanilmustir.

Absolii kantitasyona ek olarak Komparatift CP Metodu ile de relatif
amplifikasyon degerleri hesaplandi. Calismamizda kalibratér olarak kontrol grubu

kullanild: ve gruplar arasindaki farklilik kalibratoriin n-kati seklinde hesaplanda.

3.11 Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler Microsoft Office Excel 2003 programu ile analiz edilerek degerlendirme
yapildi. istatistiksel degerlendirmede kontroliin 1,2 kati artig ya da 0,8 kattan fazla

azalma anlamli kabul edildi.

Absolii ve relatif kantitasyon metodlarinin kargilastirilmasi MedCalc 11.4

istatistik software’i kullamlarak regresyon analizi ile yapildi.
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4. BULGULAR
4.1 QPCR Cahsmalarimin Standart Egrileri

QPCR ile yaptigimiz ¢aligmamizda absolii kantitasyon i¢in kullandigimiz

standartlara ait egriler ile Efficiency ve Slope degerleri Sekil 21, Sekil 22, Sekil 23 ve
Sekil 24‘te gosterilmistir.

Standard Curve

e
i —
i —
5 2]
204
2 3 : 4 5

Efficiency: 1.977  Slope: -3.378

Sekil 21: QPCR ile ND1 kantitasyonunun standart egrisi

Standard Curve

2 3
Efficiency. 1.907 Slope: -3.567

Sekil 22: QPCR ile XL-PCR iiriinleri kantitasyonunun standart egrisi

Standard Curve

Efficiency: 2.195 Slope: -2.929

Sekil 23: QPCR ile Beta-Globin kantitasyonunun standart egrisi
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Standard Curve
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1 2 3 4 5 3
Efficiency: 1.980 Slope. -3.372
Sekil 24: QPCR ile mtDNA*"" delesyon kantitasyonunun standart egrisi
4.2 Numunelerin QPCR ile kantitasyon sonuclan

Calisma sonrasinda absolii kantitasyon ile elde edilen mtDNA kopya sayisi,
mtDNA*"" delesyon frekansi ve 8843 baz uzunlugundaki mtDNA zincirinde lezyon
frekans1 degerleri Tablo XXXIV’de gosterilmistir.

Tablo XXXIV: Numunelerde mtDNA/hiicre, mtDNA*"’ delesyon frekansi ve 8843 baz
uzunlugundaki mtDNA zincirinde lezyon frekansi degerleri (Ou: Ouabain)

Grop | moNamtere | PSS ko tris
Kontrol 3209,27 0,20 0,47
2DG 4796,14 0,19 0,89
750 nM Ou 2767,27 0,28 1,17
75 nM Ou 2406,13 0,38 0,72
7,5 1M Ou 5373,67 0,29 0,32
0,75 nM Ou 6263,98 0,22 0,00
2-DG+750 nM Ou 4443 51 4,03 1,07
2-DG+75 nM Ou 4633,38 0,31 0,50
2-DG+7,5 nM Ou 4503,12 0,22 0,21
2-DG+0,75 nM Ou 4923,18 0,23 0,41
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Absolii kantitasyon sonucunda elde edilen degerler kontrole oranlanarak mtDNA
kopya sayist, mtDNA*7" delesyon frekans: ve mtDNA lezyon frekansi hesaplanarak
gruplar arasi fark belirlendi. Kontroliin 1,2 kati artis ya da 0,8 kattan fazla azalma

anlamli kabul edildi.

Absolii kantitasyona ek olarak Komparatif CP Metodu ile numunelerin
konsantrasyonlar1 yerine CP’leri kullanilarak hesaplama yapildi ve gruplar arasi fark
belirlendi. Her iki metod ile bulunan degerler Regresyon analizi yapilarak
degerlendirildi ve metodlar arasinda fark olmadig saptandi. Sekil 25°te mtDNA*7?
delesyon analizinde, Sekil 26’da mtDNA kopya sayisi analizinde ve S$ekil 27°de
mtDNA lezyon analizinde kullamilan absolii ve relatif kantitasyon metodlarinin

karsilastirilma grafikleri gosterilmistir.

mtDNA%977 delesyonu

20F

1,8

1,6~

1,4}

1,2

absolii kantitasyon
0

1,0

0.8 i 1 i ] i i " 1 i 1 . 1
0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
relatif kantitasyon
Coefficient of determination R? 0,9968
Residual standard deviation 0,01838

Sekil 25: mtDNA""" delesyon analizinde absolii ve relatif kantitasyon metotlarimn
kargilastirilma grafigi
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mtDNA kopya sayisi

2,0

1,8

1,6 =

1,4}

1,2 -

absolii kantitasyon
T

1,0}

0,8

0,6 . 1 2 i " ] . ] . 1 ) 1
0,8 1,0 1.2 1,4 1,6 1,8 2,0
relatif kantitasyon
Coefficient of determination R? 0,9958
Residual standard deviation 0,02547

Sekil 26: mtDNA kopya sayisinin analizinde absolii ve relatif kantitasyon metodlarinin
karsilagtirilma grafigi

mtDNA lezyon analizi

1,6

1,4}

1,2

1,0 o

0,8

absolil kantitasyon

0,6 -

0,4
0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8

relatif kantitasyon
Coefficient of determination R? 0,9967
Residual standard deviation 0,02118

Sekil 27: mtDNA lezyon analizinde absolii ve relatif kantitasyon metodlarinin
kargilastirilma grafigi



Sekil 28’de 24 saat boyunca ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde calisilan
mtDNA kopya sayisimin kontrole gore degerlendirilmesi goriilmektedir.

¢ 2-DG ve 2-DG ile kombine tiim gruplarda kontrol grubuna goére mtDNA
kopya sayis1 artt1.

e Tek bagina 75 nM ouabain kontrol grubuna gére mtDNA kopya sayisini
azaltti.

¢ 7,5 ve 0,75 nM ouabain dozlarinda kontrol grubuna gére mtDNA kopya sayisi
artti.

e Biitiin gruplar arasinda kontrol grubuna gére mtDNA kopya sayisimi en ¢ok
arttiran tek basina 0,75 nM ouabain dozu oldu.

¢2-DG ile kombine gruplardaki kopya sayisindaki artis orani, 2-DG’nin tek

basina yol a¢t1f1 artig oram ile yakin bulundu.

mtDNA kopya sayisi

Sekil 28: mtDNA kopya sayis1 analiz grafigi
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Sekil 29°da 24 saat boyunca ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde g¢aligilan
mtDNA*" delesyonunun kontrole gére degerlendirilmesi gorilmektedir
e Tek basina ouabain dozlar arasinda delesyonda en yiksek artis 75 nM
ouabain dozunda olmakla birlikte 750 nM ve 7,5 nM ouabain dozlan da
delesyonu arttirds.

e 2-DG tek bagina delesyon oraninda degisiklik yapmazken 750 nM ouabain ile
kombine grupta delesyon yaklasik 5 kat artt1.

e Tek basina 75 nM ouabain grubunda daha belirgin olmakla birlikte, 2-DG ile

kombine 75 nM ouabain gruplarinda delesyon artt1

e Tek basina 7,5 nM ouabain grubunda delesyon artt1 ancak 2-DG ile kombine

7,5 nM ouabain grubunda delesyonda anlaml1 fark olmadi.

e Tek basina veya 2-DG ile kombine 0,75 nM ouabain dozunda kontrole gore

delesyonda anlamli bir fark olmad.

e Biitlin gruplar arasinda kontrol grubuna gére delesyonda en yiiksek artis 2-
DG+750 nM ouabain dozunda oldu.

mtDNA delesyon

4,94

D000 === NNNN GWHW bbb
onrOBaNAEBDODMNVRDDLONEDDAN B DG

Sekil 29: mtDNA*"’ delesyon analiz grafigi
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Sekil 30°da 24 saat boyunca ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde yapilan mtDNA
lezyon analizinde numunelerin amplifikasyon degerlerinin  kontrole  gére
degerlendirilmesi gériilmektedir. DNA’da bulunan lezyonun DNA Polimeraz’in
ilerlemesini bloke etmesi, lezyon bulunan &rneklerde amplifikasyon verimini

diistirmektedir.

mtDNA lezyonu

2,00
1,80
1,60 A
1,40 -
1,20

1,00 e
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00 -

1,59

0,65

relatif amplifikasyo

Sekil 30: mtDNA lezyonu relatif amplifikasyon grafigi

Zincir bagina diisen lezyon frekansi A = —InAD/AC formiilii ile hesapland.

A = lezyon frekansi
AD = Hasarl1 DNA’nin amplifikasyonu
AC = Hasar olmayan DNA’nin amplifikasyonu

En yiiksek amplifikasyon veriminin ve en az DNA lezyonunun 0,75 nM ouabain
dozunda bulunmasi nedeniyle lezyon frekansi hesaplanirken formiilde AC olarak
kontrol grubunun yerine 0,75 nM ouabain dozu kullanildi.
Sekil 31°de 10 kb’lik zincir basina diigsen lezyon frekansi gosterilmistir.
e 750 ve 75 nM ouabain dozlan mtDNA lezyonunu arttirirken, 7,5 nM ve 0,75
nM ouabain lezyonu azaltt1.

e Tek bagina 2-DG mtDNA lezyonunu arttirdi.
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e 2-DG ile kombine 750 nM ouabain lezyonu attirici etki gosterdi ancak tek

basina 750 nM ouabain dozuna gore azaltti.

e 2-DG ile kombine 75 nM ouabain lezyonda istatistiksel olarak anlamli bir etki

gostermezken tek basina 75 nM ouabain dozu lezyonu arttirdi.
e Tek basina ve 2-DG ile kombine 7,5 nM ouabain lezyonu azaltici etki gosterdi

* 2-DG lezyonu arttiric etki gésterirken, kombine gruplarda 750 nM, 75 nM ve
7,5 nM ouabain dozlarinin tek bagina mtDNA lezyonu lizerine olan etkilerini

azaltic1 etki gosterdi.

e Biitlin gruplar arasinda kontrol grubuna gore lezyonda en yiiksek artig 750 nM

ouabain dozunda oldu.

e Tek bagina 0,75 nM ouabain ve 2-DG+7,5 nM ouabain lezyonu azaltti.

mtDNA lezyon frekansi

o o
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Sekil 31: mtDNA lezyon frekansi analiz grafigi
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5. TARTISMA

Mitokondri, oksijenli solunum yapan tiim dkaryotik hiicrelerde bulunan ve enerji
dretiminden sorumlu olan organeldir. Hiicredeki oksijenin  %90’dan fazlas:
mitokondride tiiketilir ve tiiketilen oksijenin yaklasik %2’si siiperoksit ve H,0;
radikalleri olugsumu ile sonuglanir (55,76). Solunum zinciri komplekslerinden kompleks
I ve kompleks 111, ROU’niin biiyiik kismimin iiretildigi bélgelerdir (107). Mitokondride
olugan ROU, protein, lipit, RNA ve DNA’y1 iceren makromolekiillerde oksidatif hasar
olusturmaktadir (55, 76).

Glukoz yoksunlugu, iskemi ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarla iliskili bir hiicre
durumudur (90). Glukoz yoksunlugu sonucu olusan hiicresel stres Hem Oksijenaz-1
(HO-1) ve Grp78 genlerinin ekspresyon artisini da igeren ER stres cevabm
uyarmaktadir (46). Hipoksi, hem grubu, sodyum arsenit, hiperoksi, oksidatif stres, agir
metaller, UV radyasyon, inflamasyon gibi gesitli uyaranlara cevap olarak HO-1 sentezi
artar. HO-1, klasik antioksidan enzimlere ek olarak oksidatif strese karsi 6nemli bir
hiicresel savunma mekanizmasidir (19, 100). Solid tiimérlerde i¢ bolgedeki kotii
vaskiilarize kanser hiicrelerinde, siirekli ya da aralikli olarak hipoksinin yami sira glukoz
yoksunlugu da mevcuttur (90). Hipoglisemi ve hipoksinin kemoterapiye rezistansi
indiiklemesi, solid tiimérlerin tedavisinde en énemli problemi olusturmaktadir (90). 2-
DG ile glukoz yoksunlugu olusturulan HepG2 hiicrelerinde ilag direnci ile iliskili olan
MRP-1 (Multidrug Resistant Associated Protein-1) ve MDR-1 (Multidrug Resistant
Gene-1) gen ekspresyonlarinda artis bulunmustur (89). Calismamizda 2-DG solid
timdrlerin merkezi bélgesindeki hipoglisemik sartlari saglayici ajan olarak kullanild: ve

dozu literatiir esas alinarak belirlendi (40).

Kanser hiicreleri, glukoz deplesyonunda enerji degisimine adapte olmak
amaciyla mitokondriyal biyogenezi ve mitokondriyal ETZ’yi diizenlemektedir. Yi-
Chiung ve arkadaglarimin glukoz yoksunlugu olan HepG?2 hiicreleri iizerinde yaptiklar
caligmada mitokondri kiitlesinde azalma ile birlikte 24. saatte mtTFA mRNA
ckspresyonunda, 48. saatte ise mtDNA kopya sayisinda artis bulmuslardir (46).
Calismamizda 2-DG, mtDNA kopya sayisim 1.49 kat ve mtDNA lezyon frekansim 1.9
kat arttird: ancak mtDNA*"" delesyon frekansim degistirmedi. 2-DG ile mtDNA kopya

sayisindaki arti, glikoliz inhibisyonu sonucu hiicrenin alternatif enerji kayna@
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kullanmak amaciyla mitokondriyal biyogenezi arttirmasma bagh olabilir. 2-DG
milimolar konsantrasyonlarda, 6zellikle de mitokondriyal solunum defekti olan kanser
hiicrelerinde veya hipoksik ¢evredeki hiicrelerde ATP tiikenmesine ve hiicre 6liimiine
neden olmaktadir (21). Insan glioma hiicreleri olan BMG-1 iizerinde yapilan ¢alismada
kisa stireli (2 saat) 5 mM 2-DG uygulamas: énemli derecede ROU artis1 ve hiicre
olimiine yol agmistir. Glukoz yoksunlugunun oksidatif stresi uyararak DNA hasarina
yol actign iddia edilmektedir (57). 2-DG ile lezyon frekansinda artisin yaninda
mtDNA"”" delesyon frekansimn degismemesi artan mtDNA kopya sayisi sonucu

delesyona ugramis mtDNA’nin diltisyonuna bagl olabilir.

2-DG veya glukoz yoksunlugu kanser hiicrelerinde ROU’yii arttirmaktadir
(131). Glukoz yoksunlugu olusturulmus PC12 sican feokromasitoma hiicrelerinde
yapilan ¢alismada ATP seviyesinde ilk 3 saatte artis saptanmis, sonrasinda ise progresif
bir azalma izlenmis ve 6 saat sonrasinda ise mitokondriyal membran potansiyelinde
diistis saptanmigtir. Mitokondriyal membran potansiyelindeki diisiistin Ca™ salinimini
indiikledigi, ROU firetimini arttirdign ve sitokrom c gibi pro-apopitotik faktérlerin
mitokondriden salimmini hizlandirdig: rapor edilmistir (74). Glukoz yoksunlugunda;
NADPH iiretimi azalir, redoks durumu degisip tiyol metabolizmasi bozulur ve artan

oksidatif stres apopitoza duyarlilig: arttirir (57, 83).

Oksidatif DNA hasar1 piirin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlara, abazik
alanlara, tek ve ¢ift zincir kinklarina neden olmaktadir (70, 78). Hasarli niikleotidin
DNA polimerazin ilerlemesini bloke ederek hedef sekansin amplifikasyonunda diisiise
neden olmasi PCR ile yapilan gen spesifik DNA hasari g¢alismalarinin prensibini
olusturmaktadir (70). Ouabainin neden oldugu hiicre i¢i Ca®" ve ROU artigimin ¢ift
iplikgik DNA kiriklarmma ve buna bagli hiicre apopitozuna neden oldugu iddia
edilmektedir (141).

mtDNA delesyonu, mtDNA’dan bir bazdan birka¢ kilobaza kadar farkhi
uzunluklarda olabilen bir bolgenin eksilmesi sonucu ortaya ¢ikan mutasyondur (62,
109). 4977 b¢ uzunlugundaki delesyon, yliksek insidansi nedeniyle yaygin delesyon
(mtDNA*7” delesyonu, common deletion) olarak adlandirilmaktadir. Bu delesyon,
mtDNA’da 8470-8482 ve 13447-13459 niikleotidler arasinda 13 bg¢ uzunlugundaki
tekrar dizilerinde bir kirilma ile ortaya ¢ikar (50, 59, 143). Delesyona ugrayan mtDNA
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bolgesi, 5 tRNA geni ile sitokrom ¢ oksidaz, kompleks I ve ATPaz altiinitelerini
kodlayan 7 geni icermektedir (143). 4977 b¢ uzunlugundaki delesyon, Pearson
Sendromu, Okiiler miyopatiler, Kronik Progresif Eksternal Oftalmopleji (CPEO),
Kearns Sayre Sendromu (KSS) gibi ¢esitli patolojik fenotiplerle iliskilendirilmis ve
yaslanma ile birikim gosterdigi bulunmustur (20, 50, 109). mtDNA delesyonlan
ozellikle iskelet kasi, miyokart ve beyin gibi postmitotik dokularda biriktigi
gosterilmistir (62, 70). Delesyonlarin, mtDNA’nin replikasyonu sirasinda ve oksidatif
hasar sonucu meydana gelen tek veya ¢ift zincir DNA kiriklann ile olustugu
diistintilmektedir (62, 70). mtDNA delesyonunun goriildiigii dokularda mitokondriyal
solunum fonksiyonlarinin azalabilecegi, ATP iiretiminin azalmasi ile beraber ROU’niin

artabilecegi ve hatta hiicrelerin 6liimii ile sonuglanabilecegi rapor edilmistir (78, 126).

Ouabain ve diger KTS’lerin mtDNA*7” delesyonu ve mtDNA lezyonu ile iligkili
olduguna dair herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Biz de ¢esitli dozlardaki ouabainin
mtDNA hasar iizerine etkisinin olup olmadigini arastirmak amaciyla mtDNA*"’
delesyonunu ve mtDNA lezyon frekansini inceledik. Calismamizda tek basina 750 nM,
75 nM ve 7,5 nM ouabain dozlan sirasiyla 1.39, 1.92 ve 1.44 kat mtDNA*"’
delesyonunu arttirdr. 2-DG mtDNA""" delesyonu iizerine etki gostermezken, 750 nM
ve 75 nM ouabain ile kombine edildiginde sirasiyla 4.94 ve 1.57 kat mtDNA*"’

delesyonunu arttirdi.

Calismamizda 10 kb uzunlugundaki mtDNA’da lezyon frekans: 750 nM ve 75
nM ouabain dozlarinda kontrole oranla sirasiyla 2.5 ve 1.5 kat artmis, 7,5 nM ve 0,75
nM ouabain dozlarinda ise azalmig bulduk. 2-DG ile kombine 750 nM ouabain dozunda
lezyon frekans: 2.28 kat artarken, 75 nM ouabain kombinasyonunda degismedi. 2-DG
ile 7,5 nM ouabain kombinasyonunda lezyon frekans1 azaldi. HepG2 hiicrelerinde
yapilan ¢aligmada yiiksek doz ouabain (75 nM ve 750 nM) tek basina ve 2-DG ile
kombine edildiginde HO-1 ekspresyonunu arttirmis ve sitotoksik etki gdstermistir. Bu
durum ouabainin HepG2 hiicrelerinde hiicresel strese yol agtigim diisiindiirmektedir

(89).

mtDNA kopya sayisi, hiicre tipine, hiicrenin enerji ihtiyacina ve hiicrenin
biiylime ve farklilasma evrelerine gore degisiklik gostermektedir (68). Her bir

mitokondri 2-10 kopya mtDNA bulundurur (107, 93). Yash dokularda mtDNA igerigi
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yiiksek bulunmustur ve bunun yaslanma ile artan oksidatif stres ile iligkili oldugu
gozlenmistir. mtDNA’daki bu artigin, defektif mitokondri sonucu zayiflamis solunum
zincirini veya mutasyona ugramis DNA’y1r kompanse etmek amaciyla gelistigi
belirtilmistir (68). QPCR kullanarak yaptigimiz c¢alismamizda hiicre basina diisen
mtDNA kopya sayilarim1 kontrol grubuna oranla 2-DG grubunda 1,49 kat ve 2-DG ile
kombine 750 nM, 75 nM, 7,5 nM ve 0,75 nM ouabain gruplarinda sirastyla 1.38, 1.44,
1.4 ve 1.53 kat artmus olarak bulduk. Tek basina 750 nM ouabain dozu kopya sayisini
degistirmezken 75 nM ouabain dozu mtDNA kopya sayisim 0.75 kat azaltti, 7,5 nM ve
0,75 nM ouabain dozlar ise sirasiyla 1.67 ve 1.95 kat arttird.

mtDNA igeriginin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte kanser tipine
spesifik olarak degistigi belirtilmektedir (20). Replikasyon ve transkripsiyonun kontrol
bolgesi olan D-loop’daki yiiksek somatik mutasyon frekansinin birgok kanser tipindeki
diisik mtDNA kopya sayisma yol agabilecegi diistiniilmektedir (67). Timér
dokularindaki mtDNA kopya sayisi ve mutasyonlarindaki degisimin tiimér olusumunu,
fenotipini ve kemoterapétik ajanlara duyarliligini etkileyebilecegi belirtilmistir (144).
mtDNA kopya sayis1t mide ve gogiis kanseri ile HCC’de diisiik, renal onkositomada,
over, bas-boyun, endometrium ve kolorektal kanserde ise yiiksek bulunmustur (20).
Diisiitk mtDNA igeriginin bobrek kanserinde tiimor agresifliginde artis, mide kanserinde
diisiik diferansiyasyon ve HCC’de tiimér buiytiklGgi ve siroza gidis ile iligkili oldugu
rapor edilmistir (67). HCC hastalarinin tiimor dokulari ile tiimér olmayan karaciger

dokularinin mtDNA kopya sayilar1 analiz edilmis ve tiimor hiicrelerinde istatistiksel

olarak anlamli oranda diisiik bulunmustur (144).

mtDNA*"" delesyonunun, kolorektal, mide, karaciger, bobrek, akciger ve prostat
kanserindeki solunum defektine katkida bulundugu ve tiimér progresyonu ile iliskili
olabilecegi diistintilmektedir (130, 143). Yin ve arkadaglart HCC hastalarimn tiiméor
dokularindaki mtDNA*"" delesyonunu, tiimér olmayan karaciger dokularina oranla
diisiik bulmusglar ve bunun nedenini HCC hiicrelerindeki yiiksek mitotik aktivite sonucu

delesyonlu mtDNA’nin diliisyonuna baglamiglardir (144).

Na'/K*-ATPaz pompas! iyon transportunun yanisira bir sinyal reseptorii olarak
gdrev yapmaktadir (87, 141). Na'/K'-ATPaz ile KTS etkilestiginde farkli hiicre
tiplerinde gesitli sinyal kaskadlarini aktive etmektedir. Ouabainin Na'/K*-ATPaz ile
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etkilesimi sonucu aktiflenen sinyal yolaklari; Src kinaz aktivasyonu, Src tarafindan
EGFR transaktivasyonu ve Ras/Raf/MEK/ERK1/2 yolunun aktivasyonu ve
mitokondriyal ROU olusumunu kapsar (60). Kardiyak miyositlerde bu sinyal yollarmin
aktivasyonu sonucunda biiyiime ile iliskili kardiyak gen ekspresyonunun diizenlenmesi,
protein sentezinin stimiilasyonu ve miyosit hipertrofisi goriilmektedir ve bu olaylarda
ROU ve Ca" ikincil mesajc1 olarak fonksiyon gostermektedir (137, 139). Kardiyak
miyositlerin diginda yapilan hiicre ¢alismalarinda da ouabain ile indiikklenen ROU

olusumu gosterilmistir (49, 54, 64, 73, 141).

Kanser hiicrelerinin ouabainle muamele edilmesinin apoptotik hiicre 6liimiine
aracibk ettigi gosterilmistir. Ouabain, glioma gibi kanser tiirlerinde apopitozis
indiiksiyonu ve sitotoksik ilaglarin proapopitotik etkilerini artirma gibi etkilere yol
agmustir (141). Ouabainin farkls hiicre tiplerinde ROU olusumunu indiikledigi ve kanser
hiicrelerinde doza bagh olarak hem proliferasyonu hem de apopitozu uyardig:
gosterilmistir (22, 49, 54, 64, 73, 141). HepG2 hiicrelerinde yapilmis proliferasyon ve
canlilik analizinde 0,75 nM ve 7,5 nM diisiik doz ouabain proliferatif etki gostermistir.
750 nM ouabain ise glukoz yoksunlugu kosullarinda ve tek basina sitotoksik etki
gostermis, apopitozis ile iligkili genlerden CHOP ve Par-4 ekspresyonlarinda artisa yol
agmuistir (89).

Insan prostat adenokarsinom PC-3 hiicrelerinde 3 nM ouabain mitokondrial
membran potansiyelinde azalmaya ve apopitoza neden olmustur (43). PC-3 hiicresinde
10 nM’dan az konsantrasyondaki ouabain 7 saatlik uygulamada mitokondriyal aktiviteyi
azaltmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda ouabain 2 saatlik uygulamada mitokondriyal
fonksiyonu hizla bozmus ve ROU artis1 ile apopitozu uyarmistir. 30 nM ouabain
konsantrasyonunda orta diizeyde ROU artis1 ve mitokondriyal membran potansiyelinde
diisiis gozlenirken, 300 nM ouabain konsantrasyonunda ciddi diizeyde ve hizli gelisen
mitokondriyal membran potansiyelinde diisis ve ROU’de 3.3 katlik bir artis

saptanmustir (49).

0.1 pM ouabain ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde ROU &lgiimii yapilmus
ve kontrol hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek bulunmustur
(141). 1 pM ve 10 pM ouabain ile muamele edilen SH-SY5Y hiicreleri 30 dakika i¢cinde
kontrol hiicrelerinden yaklasik % 50 daha fazla miktarda ROU iiretmistir ve sitozolik
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Ca*" da yaklagik % 25 artmustir (64). Ouabain hiicre i¢1 iyonik dengeyi degistirmeden
sinyal iletimi aracihiyla ve glikolizi azaltarak tiimér hiicrelerinde Nikotinamid Adenin
Diniikleotid Fosfat (NADPH) miktarim azaltarak ROU’yii arttirmakta ve mitokondriyal
ATP iretimini azaltmaktadir (54, 141). Yiksek konsantrasyonda ouabain (pM) PC-3,
LNcAP ve DUI145 prostat kanser hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonu, mitokondriden
erken sitokrom ¢ salimimi, mitokondriyal membran potansiyel kayb1 ve ROU olusumuna

yol acarak apopitozisi indiiklemistir (49, 133).

Malign meme kanser hiicreleri, prostat karsinom hiicreleri, insan l6semi
hiicreleri ve noronal hiicreleri KTS ile muamele edildiginde hiicre 6liimii
gerceklesmistir ve bu durum KTS’nin yalnizca konjestif kalp yetmezliginde degil
kanser tedavisinde de kullanilabilecegini diistindtirmektedir (64). Kalp problemleri
nedeniyle KTS kullanan ve kanserden o6len hastalarda retrospektif epidemiyolojik
¢aligmalar yapilmistir. Stenkvist ve arkadaglart KTS’in (digoksin ve digitoksin) kanser
tzerinde terapétik etkileri oldugunu rapor etmislerdir. 32 tanesi tam konuldugunda
dijital tedavisi alan meme kanserli 175 hastay1 22 yil izleyerek, 6liim oranlanmi dijital
alan grupta % 6 almayan grupta % 34 olarak gozlemislerdir (114). Bufadienolid
sinifindan  bir KTS olan bufalin yiizyillardir geleneksel Cin tibbinda malign

hepatoselliiler ve hematolojik kanser tedavisinde kullamilmaktadir (96)

75 nM’a kadar olan ouabain dozlan tek basmma HepG2 hiicrelerinde apopitotik
etki gostermezken 2-DG ile kombine edildiginde apopitotik etki gostermistir (89).
Ouabainin HepG2 hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi, hiicre apopitozunu
indiikledigi, hiicre dongiisii S faz1 arresti olugturdugu saptanmistir. HepG2 hiicresinde
Na'/K'-ATPaz al altbirim siRNA’sinin hiicre i¢i Ca®” ve ROU artis1 yaparak apopitozu
indiikledigi gosterilmistir (141).

Calismamizda ouabain doza ve 2-DG ile kombinasyonuna bagli olarak HepG2
hiicrelerinin mtDNA kopya sayisi, mtDNA lezyon frekans1 ve mtDNA*"" delesyonu
tzerinde farkh etkiler gosterdi. Yiiksek doz ouabain tek basma ve 2-DG ile kombine
iken mtDNA lezyon frekansim ve mtDNA*"’ delesyonunu arttirdi. Bu artis ouabainin
kanser hiicrelerinde oksidatif stres olusturarak DNA hasar1 ve apopitozis yaptig1 savini

desteklemektedir.
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6. SONUCLAR

I,

10.

1.

mtDNA ve mtDNA*"" delesyon kopya sayilarinin belirlenmesinde kullanilan
uygun primer ve problarin dizaym igin yapilan biyoinformatik analizler
tarafimizca gerceklestirildi.

Tm hesaplama programlarmin farkli sonuglar vermesi nedeniyle primerlerin en
uygun annealing derecesini belirlemek igin Gradient PCR ¢alisilip {iriinlerin
agaroz jelde goriintiilenmesi gerektigi anlagild.

QPCR ile yapilan ¢alismamizda absolii ve relatif kantitasyon metodlar ile yakin
degerler bulunmasi, QPCR ¢alismalarinda absolii kantitasyon yerine standart
hazirh@ gerektirmeyen relatif kantitasyonun yeterli olabilecegini gdsterdi.
mtDNA lezyon analizi i¢in XL-PCR {iriinlerinin kantitasyonu QPCR yodntemiyle
hizli, hassas ve kolay bir sekilde basariyla gergeklestirildi.

2-DG, mtDNA kopya sayisint ve mtDNA lezyon frekansimi arttirdi ancak
mtDNA*7"" delesyon frekansim degistirmedi.

2-DG ile kombine tiim gruplarda mtDNA kopya sayis artt1.

75 nM ouabain mtDNA kopya sayisini azaltirken, 7.5 ve 0.75 nM ouabain
dozlan arttirdi.

750, 75 ve 7.5 nM ouabain dozlann mtDNA*" delesyonunu, 750 ve 75 nM
ouabain dozlart mtDNA lezyon frekansinm arttirds.

750 ve 75 nM ouabain dozlarinin tek basina uygulandiginda mtDNA lezyon
frekansini arttirict etkisi 2-DG ile kombine edildiginde azaldi.

2-DG, 750 nM ouabainin tek basinayken mtDNA*"" delesyonu iizerindeki
arttirici etkisini daha da arttirirken daha diisiik ouabain dozlarimin etkisini azaltt:.

Ouabain, doza bagh olarak mtDNA iizerinde farkl etkiler gostermektedir.
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