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ÖZET 

 

RATLARDA ROZİGLİTAZONUN MİTOKONDRİYAL GENOM ÜZERİNDEKİ 

ETKİLERİNİN MOLEKÜLER YÖNTEMLERLE ARAŞTIRILMASI 
 

 
Mitokondrial DNA’da görülen yaygın delesyon 4834 baz uzunluğundadır. Bu 

delesyon normal yaşlanma sürecinde oksidatif fosforilasyon kapasitesinin azalmasının 

bir sonucu olarak görülebilir ve aynı zamanda serbest radikallerin üretilmesi ile de 

ilişkili olabilir. Yaygın delesyon genellikle oksidatif hasarın bir belirteci olarak da 

kullanılmaktadır. Roziglitazon, Tip II diabet tedavisinde kulanılan tiazolidinedion 

sınıfına ait bir ilaçtır. Bu sınıf ilaçlar peroksizom proliferatör aktive reseptör-gama’nın 

ligandı olarak etki gösterirler.  

 Bu çalışmada amaç, farklı rat dokularında yaygın delesyon görülme sıklığının 

incelenerek roziglitazonun mitokondriyal DNA üzerine olan etkilerinin araştırılmasıdır. 

Bu amaçla Sprague-Dawley cinsi erkek ratların karaciğer, ince bağırsak, pankreas 

dokuları ve lenfositlerinden nükleer ve mitokondriyal DNA izolasyonu yapıldı. 

Kantitatif PCR ile numunelerin nükleer DNA, mitokondriyal DNA ve yaygın delesyon 

kopya sayıları belirlendi. Yaygın delesyon frekansı ve hücre başına düşen mitokondriyal 

DNA kopya sayıları hesaplandı.  

 Roziglitazonun tüm dozlarında karaciğer dokusunda yaygın delesyon frekansı 

kontrol grubuna göre anlamlı olarak düşük bulundu. Bununla beraber ince bağırsak ve 

pankreas dokularında hücre başına düşen mitokondriyal DNA kopya sayısı 

roziglitazonun tüm dozlarında kontrol grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı olarak daha 

düşüktü. Aynı zamanda kontrol grupları arasında da yaygın delesyon frekansı ve hücre 

başına düşen mitokondriyal DNA kopya sayısında istatistiksel olarak anlamlı fark vardı.  

Sonuç olarak, karaciğer dokusunda yaygın delesyon frekansındaki azalmaya yol 

açması roziglitazonun oksidan bir etkisinin olmadığını göstermektedir. Fakat pankreas 

ve ince bağırsaktaki mitokondriyal DNA kopya sayılarınında azalmaya neden olması 

roziglitazonun oksidan etkisinin olduğunu düşündürebilir. 

 

Anahtar Kelimeler: Roziglitazon, Yaygın Delesyon, Oksidatif Stres 
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SUMMARY 

 

THE EFFECTS OF ROSIGLITAZONE ON THE RAT MITOCHONDRIAL 

GENOM: AN INVESTIGATION DONE WITH MOLECULAR METHODS 

 

The common deletion seen at mitochondrial DNA has a length of 4834 base 

pair. This deletion could be seen as a result of the reduction of oxidative 

phosphorylation capacity in the normal aging process, and it may be also related to the 

production of free radicals. The common deletion is often used as a spesific indicator of 

oxidative damage as well. Rosiglitazone is a drug which belongs to tiazolidinedione 

class used in the treatment of Type II diabetes mellitus. Drugs of this class acts as 

ligands for the peroxisome proliferators activated receptor-gamma.  

 The aim of this study was to investigate the effects of rosiglitazone on the 

mitochondrial DNA by examining the frequency of the common deletion in the 

different rat tissues. For this purpose, nuclear and mitochondrial DNA was isolated 

from of liver, small intestine, pancreas and lymphocytes of the male Sprague-Dawley 

rats. Nuclear DNA, mitochondrial DNA and common deletion copy numbers of the 

samples was determined by quantitative PCR. The mitochondrial DNA copy number 

per cell and common deletion frequencies were calculated.  

 The common deletion frequency in the liver tissue at all doses of rosiglitazone 

was found to be significiantly lower than in the control group. However, the 

mitochondrial DNA copy numbers per cell in the tissues of small intestine and pancreas 

were significiantly lower than in all rosiglitazone doses compared to the control group. 

At the same time, there was a significiant statistical difference in the common deletion 

frequency and mitochondrial DNA copy numbers per cell between the control groups.  

As a conclusion, rosiglitazone treatment let to decrease the common deletion 

frequency in the tissue of liver, indicating no oxidant effect of it. But rosiglitazone 

caused to decrease the mitochondrial DNA copy numbers in the tissues of small 

intestine and pancreas, this condition might be considered rosiglitazone’s oxidant effect. 

  

Key Words: Rosiglitazone, Common Deletion, Oxidative Stress 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

İnsan mitokondriyal DNA (mtDNA) dizisi ilk defa 1981’de Anderson ve 

arkadaşları (8) tarafından saptanmıştır. mtDNA, kapalı sirküler bir yapıya sahiptir ve 

16569 baz çifti uzunluğundadır. Memeli hücreler, birkaç yüz ile birkaç bin arasında 

mitokondri içerir. Her bir mitokondri de, 2-10 kopya mtDNAbulundurur (31). mtDNA, 

13 adet mitokondriyal elektron transport zincir (ETZ) proteinini,  22 tRNA (transfer 

RNA)’yı ve 2 rRNA (ribozomal RNA)’yı kodlayan 37 gen içerir (69, 276). 

İnsan mtDNA’sı, biri H-zincir (ağır zincir) diğeri L-zincir (hafif zincir) olmak 

üzere, çift zincirli sirküler bir yapı gösterir. H-zincir daha çok pürin bazlarını, L-zincir 

ise daha çok pirimidin bazlarını içerir (308, 332). Mitokondri matriksinde yer alan 

mtDNA, nükleustan bağımsız olarak replikasyon, transkripsiyon ve translasyon yapma 

yeteneğine sahiptir (220, 338). 

Mitokondri hücre içine giren oksijenin yaklaşık % 90’dan fazlasının tüketildiği 

önemli bir hücresel organeldir (341). Normal fizyolojik respirasyon sırasında tüketilen 

moleküler oksijenin %1-2’si süperoksid ((O2
•)-)  radikallerine çevrilir (230). (O2

•)- 

radikalinin büyük bir kısmı esas olarak solunum zinciri komplekslerinden kompleks I 

(NADH ubikinon oksidoredüktaz) ve kompleks III (ubikinon sitokrom C 

oksidoredüktaz)’te üretilmektedir (9). Mitokondride oksijenin suya indirgendiği 

basamaklarda oluşan (O2
•)-, hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil (•OH)- radikalleri, 

mitokondride protein, lipid, RNA (ribonükleik asit) ve DNA (deoksiribonükleik asit)’yı 

içeren makromoleküllerde hasar yapmaktadır (270).  

mtDNA histon proteinlerini içermemesi, DNA tamir sisteminin zayıf olması, 

oksidanların oluştuğu mitokondri iç zarına yakın yerleşimli olması ve intron içermemesi 

nedenleriyle oksidan hasarlara karşı daha duyarlıdır (150, 152, 198, 336) . mtDNA’daki 

mutasyonların nükleer DNA(nDNA)’daki mutasyonlardan 10-20 kat daha hızlı olarak 

ortaya çıktığı gösterilmiştir (67,  151, 162). 

Ratlar, günümüzde genetik temeli olan insan hastalıklarının anlaşılmasında 

geçerli bir modeldir (64, 145). İnsanlardaki 4977 baz çift (bç)’lik mtDNA delesyonunun 

ratlardaki karşılığı olan 4834 bç’lik mtDNA delesyonu, normal yaşlanma ile beraber 

dokularda oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) kapasitesinin azalmasının bir sonucu 

olarak birikmektedir (39, 67, 102). Bu delesyon, yüksek insidansı nedeniyle ‘yaygın 
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delesyon’ (mtDNA4834 delesyon) olarak adlandırılmaktadır (352) ve oksidatif hasarın 

spesifik belirteci olarak kullanılmaktadır (85). Delesyon birikiminin, respiratuvar zincir 

anormallikleri ve serbest radikallerin üretilmesi ile ilişkili olabileceği bulunmuştur (184, 

248, 340). 

Tiazolidinedion (TZD) grubu bir ilaç olan Roziglitazon (RZG), 2000 yılında, 

Tip II diabet tedavisi için kan glukozunu düşürmek amacıyla piyasadaki yerini almıştır 

(309). Etkilerini, nükleer bir reseptör olan peroksizom proliferatör aktive edici reseptör 

gama (PPAR γ)’nın aktivasyonu ile gösterirler. TZD’lar kas, yağ dokusu ve karaciğerde 

insülin duyarlılığını artıran ilaçlardır (214, 223, 260, 361).  

 TZD’ların PPARγ-bağımsız mekanizma ile izole doku ve hücrelerde 

mitokondriyal kompleks I’i inhibe ettiği belirtilmiştir. RZG’nun kompleks I’deki bu 

inhibitör etkisinin reaktif oksijen ürünleri (ROÜ)’nin oluşumunu etkilediği 

gösterilmiştir  (40, 104). Diğer taraftan RZG’un, süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz 

gibi antioksidan enzimlerin ekpresyonunu artırarak ROÜ oluşumunu engellediği de 

bildirilmiştir (106, 114, 241).    

 Biz de bu bilgilerin ışığında, farklı rat dokularında QPCR (kantitatif real-time 

polimeraz zincir reaksiyon) ile mtDNA kopya sayını ve oksidatif hasarın bir belirteci 

olan mtDNA4834 delesyon görülme sıklığını inceleyerek RZG’un mtDNA üzerine olan 

etkilerini araştırmayı amaçladık. 
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2. GENEL BİLGİLER 

                                                                                                      

2.1 MİTOKONDRİ 

2.1.1 Mitokondrinin Yapısı 

            Mitokondri, hücrede enerji üretiminden sorumlu organel olup, oksijenli solunum 

yapan tüm hücrelerde yani hemen hemen tüm ökaryotlarda bulunurken bakteri, yeşil alg 

ve memeli eritrositlerinde bulunmamaktadır (277) (Şekil 1). 

Mitokondri, yaklaşık 0,5-1 μm büyüklüğündedir (192). Ovalden çubuğa kadar 

değişen şekillerdedir. Sayıları hücrenin fonksiyonuna ve ihtiyacına bağlı olarak birkaç 

yüz ile birkaç bin arasında değişmektedir (13, 313). Canlı hücreler incelendiğinde, 

mitokondrinin şeklinin ve büyüklüğünün değiştiği ve hareket ettiği görülmektedir  (7).                          

Elektron mikroskobik incelemelerde, mitokondrinin iç ve dış membrana sahip 

olduğu gösterilmiştir (232, 297). Dış ve iç membranların arasındaki bölge intermembran 

aralık, iç membranın çevrelediği bölge ise matriks olarak adlandırılmıştır (7).  

  

2.1.1.1 İç Membran 

İç membran matrikse doğru krista denilen yapıları oluşturur. Kristalar, iç 

membranın yüzey alanını artırır. Doku tiplerine göre krista sayısı ve alanı değişiklik 

gösterir. İç membran yüksek oranda kardiyolipin içeren ikili fosfolipid yapıdan 

oluşmuştur. Kardiyolipin, iç membrana özellikle iyonlar için geçirgen olmayan özellik 

kazandırır  (7). Mitokondri iç membranı, adenozin difosfat (ADP), adenozin trifosfat 

(ATP) ve pirüvat gibi küçük moleküllere ve mitokondri fonksiyonu için gerekli diğer 

metabolitlerin çoğuna geçirgen değildir. İyon ya da moleküllerin bu membrandan 

geçebilmesi için transport moleküllerine ihtiyaç vardır (51). İç membran enerji 

üretiminin bulunduğu kısım olduğu için ETZ reaksiyonlarını gerçekleştiren proteinleri, 

ATP sentaz kompleksini ve metabolitlerin matriks ve intermembran aralık arasındaki 

geçişi düzenleyen özel transport proteinlerini içerir (7).  Mitokondri iç membranı 

protein bakımından oldukça zengindir. Bunların çoğu elektron transportu ve oksidatif 

fosforilasyonla doğrudan ilgilidir (51). 
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2.1.1.2 Dış Membran 

Dış membranda çok sayıda porin adı verilen transport proteinleri bulunur. Porin-

lipid yapısındaki bu dış membran, 5000 daltondan küçük moleküllere ve iyonlara karşı 

seçici geçirgenlik gösterir (232, 297). Bu moleküller intermembran aralığa girer fakat iç 

membranı geçemez. Dış membran matrikste metabolize olabilen lipid bileşenlerinin 

sentezi için gerekli enzimleri de içerir (7).  

İç ve dış membran arasında bulunan intermembran aralık krista içi aralıklarla 

devam eder (232, 297). 

 

2.1.1.3 Matriks 

 Kristaların arasını matriks denilen homojen bir madde doldurur. Matriks, TCA 

siklusu için gerekli enzimlerin ve pirüvat, aminoasit, yağ asitlerinin oksidasyonundan 

sorumlu pek çok enzimin yanında özel mitokondriyal ribozomlar, tRNA’lar, 

mitokondriyal DNA ve mitokondriyal DNA ekspresyonu için gerekli enzimleri de içerir 

(7, 232, 297). Üre ve Hem sentezinin mitokondride gerçekleşen reaksiyonlarının 

enzimleride matrikste bulunmaktadır. Matriks ayrıca nikotinamid adenin dinükleotid 

(NAD), flavin adenin dinükleotid (FAD), ADP ve Pi içerir (331). 

 

 
            Şekil 1: Mitokondrinin yapısı (192) 
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2.1.1.3.1 Mitokondriyal DNA (mtDNA)   

Mitokondri, ökaryot organizmalarda, nükleus haricinde DNA’sı olan tek 

hücresel organeldir ve nükleustan bağımsız olarak replikasyon, transkripsiyon ve 

translasyon yapma yeteneğine sahiptir. mtDNA, mitokondri matriksi içinde yer alır  

(220, 338). Memeli hücreler, birkaç yüz ile birkaç bin arasında mitokondri içerir. Her 

bir mitokondri ise, 2-10 kopya mtDNA bulundurur (31). 

   İnsan mtDNA dizisi ilk defa 1981’de Anderson ve arkadaşları (8) tarafından 

saptanmıştır. mtDNA, kapalı sirküler bir yapıya sahiptir ve 16 569 baz çifti (bç) 

uzunluğundadır. mtDNA, 13 adet mitokondriyal elektron transport zincir (ETZ) 

proteinini,  22 tRNA (transfer RNA)’yı ve 2 rRNA (ribozomal RNA)’yı kodlayan 37 

gen içerir (69,276). ETZ için gerekli yaklaşık 100 proteinin 13’ü mtDNA’da 

kodlanmakla beraber kalan proteinler nDNA’da kodlanarak mitokondriye transfer 

edilmektedir (278). mtDNA’da kodlanan 13 proteinin yedisi kompleks I, biri kompleks 

III, üçü kompleks IV ve ikisi kompleks V’e ait subunitlerdir (8). Tablo I’de OXPHOS 

enzimleri ve mtDNA’da kodlanan subnitler gösterilmektedir (201). 

 

  Tablo I: OXPHOS enzimleri ve mtDNA’da kodlanan subünitler  

Kompleks Enzim Subunit 

sayısı 

mtDNA’da kodlanan 

subunitler 

Kompleks I 
NADH 

Ubikinon Oksidoredüktaz 
43 

7 

(ND1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6) 

Kompleks II Süksinat oksidoredüktaz 4 
- 

 

Kompleks III 
Ubikinon 

sitokrom C oksidoredüktaz 
11 

1 

(sitokrom b) 

Kompleks IV Sitokrom c oksidaz 13 
3 

(COX1, COX2, COX3) 

Kompleks V ATP sentaz 17 
2 

(ATPaz 6, ATPaz 8) 
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mtDNA, H zincir (ağır zincir) ve L zincirlerinin (hafif zincir) oluşturduğu, çift 

zincirli sirküler bir yapı gösterir. H zinciri daha çok pürin bazlarını, L zinciri ise daha 

çok pirimidin bazlarını içerir (276, 308, 332). Şekil 2’de mtDNA’nın yapısı 

gösterilmektedir (261). 

mtDNA’da kodlanmayan iki bölge vardır. Birisi, mtDNA’nın 16024 ve 576. 

nükleotidler arasında kontrol bölgesi de denilen yaklaşık 1,1 kilo baz (kb) 

uzunluğundaki D-loop (Displacement Loop) bölgesidir (13, 284). D-loop, replikasyon 

ve transkripsiyonun kontrolünün yapıldığı gen kodlanmayan bir bölgedir. Bu bölge, H-

L zincirlerine ait transkripsiyon promoter bölgeleri (HSP-LSP bölgeleri) ve H zincirine 

ait replikasyon orjini içerir (OH) (59,74). Diğer kodlanmayan bölge ise, ~ 30 nükleotid 

uzunluğundadır ve L zincirin replikasyon orjinini içerir (OL) (308). 

 

 
Şekil 2: mtDNA’nın yapısı 

 

 2.1.1.3.1.1 mtDNA’nın Replikasyonu 

Mitokondriler bölünerek çoğalırlar ve diğer organellerden farklı olarak kendi 

DNA’larına sahip olduğu için replikasyonu, transkripsiyonu ve translasyonu mitokondri 

içinde yapılır (7). mtDNA’nın replikasyonu nDNA’dan farklıdır. Ancak mtDNA’nın 

replikasyonu ve gen ekspresyonu nükleer genler tarafından kontrol edilir (59,74). 

Mitokondride replikasyon OH
’ de bir noktadan, hafif zincirin promotorundan transkribe 
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olan RNA primeriyle başlar (277). İlk primerin yapılması mtRNA polimeraz ve 

mitokondriyal transkripsiyon faktörü A (mtTFA)’ya ihtiyaç duyar. mtTFA, mtRNA 

polimeraz tarafından başlatılan transkripsiyonu aktive eder. Uzayan LSP transkripti 

RNA/DNA hibriti oluşturur. Ribonükleaz mitokondriyal RNA işlemci endonükleaz 

(RNaz MRP), RNA/DNA hibridinin olgun RNA primerlerine dönüşmesinde rol oynar 

(283). Kısa RNA transkript, DNA polimeraz gama (PolG) ’nın baz ekleyebileceği 

serbest 3’ ucuyla her iki zincirle de etkileşime girer. Transkript, PolG ile uzatıldıktan 

sonra DNA replikasyonunun sonlanmasıyla belirlenen D-loop oluşur (86). (Şekil 3)  

 

 
                 Şekil 3: D-loop oluşumu 

 

Uzama ağır zincirin uzaması yönünde devam eder ve hafif zincirin replikasyon 

orjinini geçtiğinde, tek zincirli DNA’da hafif zincir için kalıplık edecek mtDNA primeri 

sentezlenir. Uzama ağır zincirle ters yönde olmak üzere başlar. RNA primerlerinin 

uzaklaştırılması ve sentezlenmesi tamamlanmış DNA zincirlerinin ligaz ile 

birleştirilmesinden sonra replikasyon işlemi tamamlanır. Bu işlemler mitokondride 

bulunan tek DNA polimeraz olan PolG tarafından gerçekleştirilir (86). PolG, 

mtDNA’nın replikasyon ve tamir gibi olaylarının meydana gelmesinden sorumlu 

mitokondriyal bir polimerazdır (349). PolG, 5’-3’ polimerizasyon ve 3’-5’ ekzonükleaz 
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aktivite gösterir. Nükleotid seçiciliği ve ekzonükleotik yanlışları düzeltme aktivitesi, 

baz yerleştirilmesinin doğrulukla yapılmasını sağlar (86).   

 

2.1.1.3.1.2 mtDNA’nın Transkripsiyonu ve Translasyonu 

mtDNA’nın transkripsiyonu da nDNA’dan farklılık gösterir. Ökaryotlarda 

nDNA’da transkripsiyon için her gen kendine ait spesifik bir promotere sahiptir. Oysa 

mtDNA polisistronik bir transkripsiyon gösterir (59, 74, 332). D-loop bölgesinde, H ve 

L zincirin promoterinde yerleşmiş olan iki majör transkripsiyon başlama alanı vardır 

(ITH1 ve ITL1) (53).  

Mitokondriyal transkripsiyon, RNA polimeraz ve mtTFA’ya ihtiyaç duyar (308). 

mtTFA, HSP ve LSP’nin upstream bölgelerine bağlanarak mtDNA’nın konformasyonel 

değişikliğini indükler ve RNA polimerazın transkripsiyonu başlatmasına izin verir (94). 

Transkripsiyonun sonlanmasına aracılık eden faktör (mtTERM), mtDNA’ya bağlanır ve 

DNA heliksinde bükülmeye neden olur. Fiziksel bir bariyer oluşturarak transkripsiyonu 

sonlandırır (136, 285). Sentezlenen dizi ribonükleaz P (RNaz-P) ile kesilerek mRNA, 

tRNA ve rRNA’lar biribirinden ayrılır (59, 74, 332). Genlerin çoğu H zincirden 

transkribe edilir. H zincir 2 tane rRNA geni, 14 tane tRNA geni ve 12 tane protein 

kodlayan geni içerir  (74, 150). 

  mtDNA tarafından kodlanan mRNA’lar mitokondri içinde translasyona uğrar. 

Mitokondri translasyonunda önemli bir nokta, evrensel kodlamadan farklılık 

göstermesidir. Bundan dolayı mtDNA tarafından kodlanan proteinlerin translasyonu 

için mtDNA’nın kendisi tarafından kodlanan uygun tRNA’lara ihtiyaç vardır. mtDNA 

ve nDNA arasındaki kodon farklılıkları Tablo II’de gösterilmiştir (356).  

 

                   Tablo II: mtDNA ve nDNA arasındaki kodon farklılıkları 

     Kodon  nDNA mtDNA 

      UGA Stop Trp 

      AGA Arg Stop 

      AGG Arg Stop 

      AUA Ile Met 
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 Memeli mitokondriyal mRNA’sı, ribozoma bağlanmayı kolaylaştıracak öncü 

sekanslara sahip değildir ve 7-metilguanilat cap yapısı bulunmamaktadır. Böylelikle 

ribozomu başlama kodonuna yönlendiren tanıma mekanizmasından yoksun 

bırakılmıştır. Düşük translasyon verimi, mitokondrideki mesajcı yoğunluğu ile yeterli 

hale getirilmeye çalışılmıştır (108, 120, 320). Tablo III’de mtDNA ve nDNA’nın 

yapısal ve fonksiyonel farkları gösterilmektedir (261). 

 

 Tablo III: mtDNA ve nDNA’nın yapısal ve fonksiyonel farkları 

Karakter nDNA mtDNA 

Büyüklük  ~ 3,3x109 bç 16.569 bç 

Hücre başına DNA 

sayısı 
Haploid hücrede 23 

Her hücrede birkaç bin kopya 

(poliploidi) 

Kodlanan genlerin 

sayısı 
~ 20.000-30.000 

37 (13 polipeptid, 22 tRNA ve 2 

rRNA) 

Gen dansitesi ~ 1/40.000 baz çifti 1/450 baz çifti 

Kodlanan  

DNA yüzesi 
~ %3 ~ %93 

İntron Çoğu gende bulunur Yok 

Kodon kullanımı Universal genetik kod 
AUA metionini, TGA triptofanı, 

AGA ve AGG stop kodonu kodlar 

İlişkili proteinler 

Nükleozom ilişkili histon 

proteinleri ve non- histon 

proteinler 

Histon yoktur  

Kalıtım Mendelien ve paternal  Maternal 

Replikasyon DNA polimeraz α ve δ’yı 

kullanır 

DNA polimeraz γ’yı kullanır. 

Transkripsiyon Genlerin çoğu için 

spesifik 

Polisistronik  
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2.1.1.3.1.3 Mitokondriyal Kalıtım 

Nükleer genlerin aksine, insan mtDNA’nın sadece anneden kalıtıldığı 

bilinmektedir. Annenin mtDNA’sı tüm yavrulara aktarılır, babanın mtDNA’sı ise 

mitokondriyal kalıtıma katkıda bulunmamaktadır (291,333). 

     Hücre bölünmesi esnasında mitokondri ve mtDNA, yavru hücrelere rastgele 

dağılır. Hücrelerdeki tüm mtDNA’ların aynı olması gerekirken, mutasyon nedeniyle 

normal ve mutant DNA bir arada bulunur (116). Hücrelerde belirli bir mutant ve normal 

mtDNA’nın bir arada bulunmasına ’heteroplazmi’ denir. Bu durum letal mutasyonların 

tolere edilerek kalıcı olmasını sağlar. Tüm mtDNA’lar tek tip ( mutant ya da normal) 

olursa buna da ‘homoplazmi’ denir. Replikasyon esnasında mtDNA kardeş hücrelere 

paylaştırıldığı için mutant ve normal DNA oranı hücreden hücreye değişmektedir 

(150,333). Heteroplazmik olarak bulunan mutasyonlarda hastalığın ortaya çıkması, 

mutant DNA oranına bağlıdır. Normal mtDNA oranının, belirli bir değerin altına 

düşmesi, ölümcül hastalıklara yol açabilir (220).  

 

2.1.1.3.1.4 mtDNA, Mutasyonlara Neden Daha Fazla Maruz Kalır? 

       mtDNA’nın oksidatif hasara nDNA’dan daha yatkın olduğu ileri sürülmüştür 

(259). Daha sonraları QPCR’ın geliştirilmesiyle, insan, rat, fare ve mantar gibi çeşitli 

hücre tiplerindeki oksidatif stresin mtDNA’da nDNA’dan 3-10 kat daha fazla hasara 

neden olduğu gösterilmiştir (268, 348).  Çünkü;  

• mtDNA, nDNA gibi histon proteinlerince korunmaz ve bu nedenle mutajenler 

mtDNA’yı daha çok etkiler. 

• Mitokondrilerde DNA onarım sistemi yetersizdir. mtDNA’nın nükleotid 

eksizyon tamir (NER) için gerekli enzimlerden yoksun olduğu, bununla beraber 

baz eksizyon tamir (BER) sisteminin oksidatif DNA hasarının uzaklaştırılması 

için temel yol olduğu ortaya çıkarılmıştır (30, 32, 71, 273). Urasil DNA 

glikozilaz, apürinik endonükleaz (AP endonükleaz) ve alkillenmiş bazların 

onarım sistemleri vardır ancak aktiviteleri çok düşüktür  (74, 150, 152, 234, 

291). 

• mtDNA’nın turn-over sayısı çok yüksektir ( 67). 
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• mtDNA’nın replikasyonu polimeraz-gama enzimi tarafından yapılır. PolG’nın 

proofreading aktivitesindeki yetmezlik nedeniyle mutasyon oranı nDNA’dan 

daha fazla görülmektedir (75, 202).  

• mtDNA intron içermediği için, rastgele bir mutasyon genellikle kodlayıcı DNA 

zincirini etkileyecektir (336). 

• mtDNA’sı oksidanların oluştuğu mitokondri iç zarına yakın yerleşimlidir (198). 

Mitokondride gerçekleşen OXPHOS sırasında fazla miktarda serbest oksijen 

radikalleri ortaya çıkar ve mtDNA bu radikallere maruz kalır  (150). 

 

2.1.1.3.1.5 mtDNA Mutasyonları  

      Birçok çalışmada mtDNA’daki mutasyonların nDNA’daki mutasyonlardan daha 

hızlı olarak ortaya çıktığı gösterilmiştir (152). mtDNA mutasyonları, baz değişimi ve 

insersiyon-delesyon mutasyonları olarak iki temel gruba ayrılmaktadır. Baz değişimi 

mutasyonları, aminosit değişikliğine neden olan missense mutasyonları ve protein 

sentezi ile ilişkili nokta mutasyonlarını içermektedir. Sıklıkla görülen mutasyonlar, A-G 

ve G-A transizyon mutasyonlarıdır. Bu mutasyonlar, ROÜ gibi endojen faktörler 

tarafından oluşturulan DNA adduklarının replikatif bypass’ı ya da DNA replikasyon 

hatalarından ortaya çıkmaktadır (155). 

  mtDNA’daki somatik mutasyonlar yaşlanmanın ya da yaşlanma ile ilişkili 

hatalıkların nedeni olarak gösterilmektedir (101, 131, 189). Çeşitli çalışmalarda 

yaşlanan normal ve malign dokularda mitokondriyal nokta mutasyonlarında artış 

saptanırken (67, 151, 162) çalışmaların çoğu mtDNA’daki delesyonlara odaklanmıştır 

(85, 102, 279, 310). mtDNA delesyonları ile ilgili yapılan çalışmalar, delesyon tipi 

mtDNA mutasyonlarının yaşlanma ve yaşlanma ile alakalı hastalıklarla ilişkili olduğunu 

göstermiştir (76,133). mtDNA delesyonlarının sadece yaşlanmanın belirtisi olmadığı 

aynı zamanda yaşlanmanın nedeni de olabileceği bildirimiştir (148). Bu delesyonlar, 

iskelet kası, miyokard ve beyin gibi postmitotik dokularda farklı oranlarda 

birikmektedir (58). 

Delesyonların, mtDNA’nın replikasyonu sırasında oluştuğu bilinmektedir ve 

normal yaşlanma ile beraber OXPHOS kapasitesinin azalmasının bir sonucu olarak 

birikmektedir (39, 67). Delesyona uğramış olan ve normal mtDNA, her hücrede beraber 

bulunur. Mutant mtDNA kopyalarının oranı, dokuların mitotik aktivitesi ile ve daha 
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önemlisi dokuların mitokondriyal ATP üretimine ihtiyacı ile orantılıdır (352).   Ozawa 

ve arkadaşları (353), değişik PCR primerleri kullanarak tüm mtDNA molekülünü 

taramışlar ve 180’in üzerinde değişik büyüklüklerde delesyon varolabileceğini rapor 

etmişlerdir. Her iki replikasyon orjininin ortadan kalktığı delesyon tipi, OH ve OL 

delesyonları, Pearson Sendromu, Oküler myopatiler, Kronik Progresiv External 

Oftalmopleji (CPEO) ve Kearns Sayre Sendromu ile ilişkilidir  (333). Bu hastaların 

%35-50’de görülen delesyon ise 13 bç’lik direkt tekrarlarının yanında yer alan 8468-

13446 nükleotidleri arasındaki 4977 bç’lik delesyondur (123). Diğer delesyonlar da 

farklı uzunluk ve lokalizasyonlar göstermektedir (217).  

Ratlar, günümüzde genetik temeli olan insan hastalıklarının anlaşılmasında 

geçerli bir modeldir ve bu konuda çalışmalar devam etmektedir (64, 145). İnsanlardaki 

4977 bç’lik mtDNA delesyonunun ratlarda görülen şekli olan 4834 bç’lik mtDNA 

delesyonunun yaşlı dokularda biriktiği bulunmuştur ve mtDNA’da 8103-8118 (ATP6 

geni) ve 12937-12952 (ND5 geni) nükleotidleri arasında lokalize 2 tane 16 bç tekrarı 

içeren 4834 bç’lik bölgenin delesyonu olarak tanımlanmaktadır (102). Bu delesyon, 

yüksek insidansı nedeniyle yaygın delesyon (mtDNA4834 delesyonu, common deletion) 

olarak adlandırılmaktadır (352) ve oksidatif hasarın spesifik bir belirteci olarak 

kullanılmaktadır (85). mtDNA4834 delesyonu aynı zamanda bazı ilaçlar (216) veya 

stresle de (267) artış göstermektedir. Ratlarda yapılan çalışmalarda, bazı dokularda 

diyet kısıtlaması ile bu delesyonun azaldığı tespit edilmiştir (49, 154). Şekil 4’te 

mtNA’da mtDNA4834 delesyon bölgesi gösterilmektedir (67). 
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Şekil 4: mtDNA4834 delesyon bölgesi 

 

mtDNA delesyonlarının birikiminin nedeni tam olarak anlaşılamamasına 

rağmen, respiratuvar zincir anormallikleri ve serbest radikallerin üretilmesi ile ilişkili 

olabileceği rapor edilmiştir (184, 248, 340). Oksidatif stres de mtDNA baz 

modifikasyonları nedeniyle delesyon veya fonksiyon kaybına neden olmaktadır (303, 

304). Daha küçük boyuttaki delesyona uğramış mtDNA’nın replikatif üstünlüğü, yaşlı 

dokularda delesyonlu mtDNA’nın daha hızlı birikmesine yol açmaktadır (72, 87). 

mtDNA delesyonlarının çoğu direkt tekrarlar ile ilişkilidir. Bu olayın nedeni, 

yanlış eşleşme yoluyla direkt tekrarların sınırlandırdığı bölgedeki homolog 

rekombinasyon olayıdır (225). Yapılan bir çalışmada, ratlardaki direkt tekrarlardan 3 

tanesi mitokondriyal delesyonlarla ilişkili bulunmuştur ve direkt tekrar sekansının bir 

kopyasının ayrı ayrı kesme noktalarında kaldığı, DNA sekansı ile doğrulanmıştır. 16 

nükleotid direkt tekrarı ile olan delesyon tipinde rat mtDNA’nın 4834 bç’lik kısmı 

uzaklaştırıldığı görülmüştür. mtDNA4834 delesyonunun, çalışılan bütün dokularda yaş ile 

ilişkili olduğu tespit edilmiştir. OH ve OL’leri korunmakla beraber, mtDNA’nın  %30’u 

delesyona uğramıştır (67) ve delesyona uğramış mtDNA kısmında, sitokrom c 

oksidazın, NADH ubikinon oksidoredüktaz ve ATP sentazın subunitlerini içeren 

proteinler kodlanmaktadır (39). mtDNA delesyonunun prevalansı, direkt tekrar 

büyüklüğüne, delesyonun büyüklüğüne ve mutasyona uğramış molekülde replikasyon 

orjininin varlığına bağlı olduğu bildirilmiştir (67).  
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2.1.1.3.1.6 mtDNA Tamir Mekanizmaları 

İnsan hücrelerinin mtDNA’nda, UV’nin indüklediği tamir edilmeyen pirimidin 

dimerlerinin bulunmasıyla mitokondriyal DNA tamir kapasitesinin olmadığı 

düşünülmekle beraber (60) bugün mtDNA’da oluşan bazı hasarların onarılabildiği 

bilinmektedir (79, 239).  

nDNA hasarı onarılamayacak kadar büyük olduğunda, hücre apopitotik 

mekanizmasını çalıştırmaktadır. mtDNA’nın birden çok kopyasının bulunması 

nedeniyle oluşan hasar mtDNA tarafından kompanse edilebilmektedir. mtDNA, 

nDNA’dan daha savunmasız olduğu için, oksidatif strese ve kimyasal hasarlara daha 

fazla maruz kalır. Bu nedenle oksidatif olarak modifiye olmuş bir baz olan 8-hidroksi-

deoksiguanozin (8-OHdG), mtDNA’da çok daha fazla miktarda oluşur ve birikir (156). 

Oksidatif modifiye edilmiş mtDNA molekülündeki 8-OHdG rezidüleri, mitokondriyal 

8-OHdGTPaz tarafından uzaklaştırılabilir. Ancak bu enzim, diğer modifiye bazları 

uzaklaştıramaz (179, 314).  

 Son yıllarda yapılan çalışmalarda, mitokondrinin, UV-radyasyon, karsinojenik 

polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve sisplatin gibi kemoterapötik ajanların indüklediği 

DNA adduklarının uzaklaştırılması için majör yol olan NER için gerekli enzimlerden 

yoksun olduğu ortaya çıkarılmıştır (30, 32, 71, 273). Mitokondride NER tamir sistemi 

olmadığı için UV hasarı tamir edilememektedir (60, 269). 

Mitokondrilerde, DNA sarmalını tahrip etmeyen küçük miktardaki baz hasarları, 

BER tarafından onarılır. mtDNA’da meydana gelen sitozinin urasile deaminasyonu, 

alkalasyon, bazların oksidatif modifikasyonları (8-OHdG) ve DNA replikasyonu 

sırasında oluşan hasarlar düzeltilebilir (156). Bu arada, alkile baz alanlarının tamiri çift 

zincir kırık tamiri ve yanlış eşleşme tamiri olduğuna dair deneysel kanıtlar gösterilmiştir 

(342). 

PolG, 3’-5’ yanlışları düzeltme özelliğine sahip olmasına rağmen mtDNA’da 

yüksek oranda mutasyon görülmesinin zayıf onarım sistemine bağlı olduğu rapor 

edilmiştir (156). 

 

2.1.1.3.1.7 mtDNA ve Hastalıklarla İlişkisi 

Bütün organizmaların enerjiye ihtiyaç duymalarından dolayı ATP üretimimde 

oluşacak yetersizlikler, mitokondriyal hastalıkların oluşmasındaki en önemli nedendir 
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(150). Oksidatif fosforilasyon beyinde, kasta, kalpte, karaciğerde, böbrekte ve 

pankreasın insülin oluşturan adacıklarında birincil enerji kaynağı olduğundan, 

mitokondriyal hastalıklar bu organlarda öncelikli olarak kendini gösterir. Klinik tablo ve 

hastalığın şiddeti, mtDNA mutasyon tipine, mutant DNA’nın oranına ve doku 

dağılımına bağlıdır (231, 334). Son yıllarda yapılan çalışmalar, mtDNA 

mutasyonlarının nörodejeneratif hastalıklar (336), yaşlanma (316) ve kanserle ilişkili 

olduğunu ortaya koymuştur (148, 182).  

Çeşitli hastalıklar ve mtDNA delesyonları arasındaki ilişkiyi araştıran 

çalışmalarda, mtDNA delesyonlarının oluşumunda yaşlanma kadar hastalık patogenezi 

ve şiddetinin de rol oynadığı gösterilmiştir (164, 185). Aynı yaş grubundaki hastalıklı 

ve sağlıklı bireylerden alınan doku örnekleriyle yapılan bir çalışmada, hastalık 

patogenezi ve şiddetinin, mtDNA delesyonlarının oluşma yaşını aşağıya çektiği rapor 

edilmiştir. Hastalıklı dokularda biriken toksik maddelerin oksidatif etkiyi artırdığı ve 

dolayısıyla erken oksidatif hasar meydana getirdiği ileri sürülmüştür (185). 

İlk olarak, mtDNA mutasyonu sonucu ortaya çıkan ‘LHON’ (Leber’s Hereditary 

Optic Neuropathy) hastalığını tanımlanmış ve günümüze kadar geçen süre içerisinde 

çeşitli hastalıklarda mtDNA’nın rolü ile ilgili çalışmalar devam etmiştir. İnsanlarda 

tanımlanan beyin, kalp, iskelet kası, böbrek ve endokrin bezlere ait bir çok kronik 

dejeneratif hastalıkların moleküler temelinde mtDNA mutasyonlarının varlığı tespit 

edilmiştir (333, 337). Mitokondriyal hastalıkların, körlük, sağırlık, diyabet, renal 

fonksiyon bozuklukları ve karaciğer hastalıklarını içeren bir çok klinik bulgularla da 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (220, 335). Tablo IV’de mtDNA ve ilişkili olduğu 

hastalıklar gösterilmektedir (322). 
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     Tablo IV: mtDNA ve ilişkili olduğu hastalıklar  

Asbesitoz/ Mezotelyoma 

AZT (HIV tedavisi) 

Kanser 

    Meme 

    Kolorektal 

    Gastrik ( H.Pylori enfeksiyonu) 

    Herediter paraganglioma 

    Feokromasitoma 

    Papiller renal hücreli 

    Uterin leiyomyom 

 Kardiyovasküler hastalıklar 

     Ateroskleroz 

     Progresif kalp yetmezliği 

 

Diabetes Mellitus 

İskemi- reperfüzyon zedelenme 

Karaciğer hastalıkları 

     Alkolik hepatit 

     Hemokromatozis 

Nörodejeneratif hastalıklar 

     Alzheimer hastalığı 

     ALS 

     Friedreich ataksi 

     Huntington hastalığı 

     Parkinson hastalığı 

 

 

 

2.1.2 Mitokondrinin Fonksiyonları 

Mitokondri, lipid ve karbonhidratların yıkımından elde edilen ve oksidatif 

fosforilasyon işlemiyle ATP’ye dönüştürülen kullanılabilir enerjinin büyük bölümünün 

üretiminden sorumludur (61). Ayrıca Hem sentezi, lipit sentezi, aminoasit sentezi,  

nükleotid sentezi, karaciğerde amonyağın üre siklusu ile detoksifikasyonu, kolesterol 

metabolizması, östrojen ve testesteron sentezi, nörotransmitter metabolizması, serbest 

radikal üretimi ve detoksifikasyonu da mitokondride gerçekleşen metabolik olaylardır 

(107, 275). 

 

2.1.2.1 Oksidatif Fosforilasyon (Oxidative Phosphorylation, OXPHOS) 

OXPHOS terimi, mitokondrilerin ADP ve inorganik fosfattan (Pi) ATP 

üretmesini tanımlamak için kullanılır. Karbonhidratların ve yağların yıkılmasından elde 

edilen kullanılabilir enerjinin büyük kısmı mitokondride yer alan oksidatif 

fosforilasyonla sağlanır (61). Bütün basamaklar mitokondri iç membranda 

gerçekleşmektedir (213, 244).   
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ATP sentezi, iç mitokondriyal membranın diğer tarafına bir proton gradienti ile 

NADH veya FADH2’den oksijene elektronların akışı ile gerçekleştirilir. Glikoliz, yağ 

asidi oksidasyonu ve sitrik asit siklusunda yapılan NADH ve FADH2, yüksek enerjili 

moleküllerdir. Çünkü her biri yüksek bir transfer potansiyeline sahip bir çift elektron 

içerir. Oksidatif fosforilasyon sırasında NADH ve FADH2’den çıkan elektronlar O2 ile 

birleşir ve bu yükseltgenme/indirgenme reaksiyonları sırasında açığa çıkan enerji 

ADP’den ATP sentezlemek için kullanılır (61). 

OXPHOS, 5 enzim kompleksinden oluşur (kompleks I, II, III, IV, V). Bu 

enzimleri oluşturan polipeptidler, yaklaşık 90 kadar nükleer gen ve 13 mtDNA geni 

tarafından kodlanmıştır. Elektronların NADH’tan O2’e taşınması, enerji üreten bir 

reaksiyondur. Enerjinin kullanıma uygun şekilde toplanabilmesi için, elektronların 

elektron taşıma zincirini oluşturan bir dizi taşıyıcıdan geçirilerek, yavaş yavaş 

çıkarılması gerekir. Bu taşıyıcılar mitokondri iç zarında dört kompleks halinde 

düzenlenmiştir. Beşinci bir protein kompleks, enerji sağlayan elektron taşıma 

reaksiyonunun ATP senteziyle birleşmesini sağlar (61). Şekil 5’de OXPHOS enzim 

kompleksleri görülmektedir.  

Kompleks I (NADH: Ubikinon Oksidoredüktaz), OXPHOS sisteminin 7’si 

mitokondride kodlanan, 43 subunitten oluşan en büyük enzim kompleksidir. Enzim, bir 

FMN ve 8 Fe-S kümelerinden oluşan bir çok prostetik grup içerir (48). NADH ile gelen 

elektronlar, elektron taşıma zincirine, kompleks I’den girer. Bu iki elektron önce 

NADH’dan flavin mononükleotide aktarılır ve NADH, NAD+’a oksitlenir. Elektronlar 

daha sonra demir-kükürt kompleksi üzerinden küçük, lipitte çözünen bir molekül olan 

koenzim Q (ubikinon)’ya aktarılır. Matriksten elektron çifti başına 4 proton 

intermembran aralığa çıkarılır (61, 224). 

Kompleks II (Süksinat oksidoredüktaz), sadece nDNA’da kodlanan 

komplekstir. Trikarboksilik asit siklusu (TCA)’nda süksinatın fumarata okside 

edilmesini ve süksinattan ETZ’ne elektron verilmesini sağlar (47). Kompleks II, iki tip 

prostetik grup ve en az 4 farklı protein içerir ve iç mitokondriyal membrana 

bağlanmıştır. Bir proteinde, FAD ve Fe-S merkezi vardır (221). Elektronlar süksinattan, 

süksinat dehidrogenazın FADH2’ye indirgediği FAD’ye aktarılır. Daha sonra Fe-S 

kümelerinin birkaçı ile ubiquinole indirgenmesi için ubikinona aktarılır (177, 271). 

Kompleks I’de elektronların NADH’tan koenzim Q’ya aktarılmasındakinin aksine, 
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elektronların FADH2’den koenzim Q’ya aktarımı serbest enerjide önemli bir düşüş 

sağlamaz. Bu nedenle kompleks II’de zardan proton pompalanmaz, ATP sentezi 

oluşmaz. Sonuç olarak, FADH2’den çıkan elektronların elektron taşıma zincirinden 

geçişi sırasında sadece kompleks III ve IV’te serbest enerji elde edilir (61).     

Elektron taşıyan enzimlerin her birinin etkisiyle redükte ubikinon havuzu dolar. 

koenzim Q, elektron ve protonların hareketli taşıyıcısı olarak iş yapar ve oksitlenerek 

elektronları kompleks III’e geçirir. (221). 

Kompleks III (Ubikinon: sitokrom C oksidoredüktaz, sitokrom bc1 kompleksi), 

elektronları ubikinolden sitokrom c’ye aktarırken matriksten intermembran aralığa 

proton transferi yapar (221). Kompleks III, her bir monomeri 11 subunitten oluşmuş 

homodimer yapı içerir. Mitokondri genomu tarafından kodlanan subunit, sitokrom b 

olarak adlandırılır (355). Bir ubikinol molekülünün oksidasyonu sırasında dört proton 

zarlar arası boşluğa geçer (68, 83). 

Kompleks III’te elektronlar, sitokrom b’den sitokrom c’ ye geçirilir. İç zarın dış 

yüzüne bağlı, hareketli bir periferal zar proteini olan sitokrom c, elektronları son olarak 

O2’e aktaracak olan kompleks IV’e taşır (61).  

Kompleks IV (Sitokrom c oksidaz), 13 subunitten oluşur, bunların 3’ü 

mtDNA’da kodlanır. Redükte sitokrom c havuzundan moleküler oksijene elektron 

transferini sağlar ve oksijeni suya indirger. Kompleks IV’ten dört elektron, iki molekül 

oksijene verilir. Bu reaksiyon sırasında mitokondri iç membranından iki proton 

intermembran aralığa geçer (280).  

Kompleks V (ATP sentaz), ADP+Pi’den ATP oluşumu sağlanır. mtDNA 

tarafından kodlanmış iki tane subunit içerir. İç zar protonlara geçirgen değildir ve 

protonlar sadece protona özgü kanallardan (Fo) matrikse geri dönebilir. Kompleks V, 

membrana bağlı integral protein (Fo) ve büyük periferal zar proteini F1’den oluşur. 

İntermembran aralıkta protonlar, enzim kompleksinde subunit rotasyonuna yol açan Fo 

proteini yoluyla kompleks V’e girerler. Bu rotasyondan oluşan enerji daha sonra F1 

proteininde ATP sentezi için kullanılır  (280). Geçen her üç protona karşılık bir ATP 

sentezlenir (68, 83).  Mitokondri iç zarı genelde yüklü molekülleri geçirmez, ADP ve 

Pi’ı matrikse, ATP’yi de sitozol dşına taşıyan ‘adenin nükleotid translokaz’ (ANT) 

sistemi bulunur. ANT, iç zarda bulunur ve zarlar arası boşlukta ADP bağlar, onu 

matrikse taşırken bir ATP molekülü eş zamanlı dışarıya salınır  (221). 



 19 
 

 
  Şekil 5: OXPHOS enzim kompleksleri 

 

Oksijen, OXPHOS’da son elektron alıcısıdır. Bu elektron transferi ile ortaya 

çıkan enerji, kompleks I, III ve IV’de protonları iç mitokondriyal membranın diğer 

tarafına pompalamak için kullanılır (291,297). Kemiosmotik modele göre, elektron akışı 

zardan proton transferi ile olur, hem kimyasal hem de elektriksel fark meydana gelir. 

ETZ’de matriks alanından protonlar intermembran aralığa transfer edilir, intermembran 

aralığın sitoplazmik alanında protonlar depolanır, matriks alanı ise negatif yüklenir. Zar 

üzerinde elektrokimyasal gradiyent şeklinde potansiyel enerji oluşur. Bu enerjinin bir 

kısmı zarın iki tarafında farklı yüklü iyonlar olduğu için membran potansiyeli olarak, 

geri kalanı ise proton konsantrasyonu dışta daha yüksek olduğu için kimyasal gradiyent 

olarak depolanır. Sonuç olarak bu elektrokimyasal gradiyent OXPHOS sisteminin 

beşinci kompleksi tarafından kullanılır (68, 83, 244, 271). 

 

2.2. SERBEST RADİKALLER 

Elektronlar orbital denen bölgelerde dönerler. Her orbital normal şartlarda 

birbirine zıt yönde dönen 2 elektron ihtiva eder (56, 354). En dış elektron 

yörüngelerinde bir veya daha fazla sayıda ortaklaşmamış elektron bulunduran, stabil 

olmayan, kısa ömürlü molekül ya da molekül gruplarına “radikal” adı verilmektedir ve 
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R•, R- gösterilmektedir (163). Serbest radikaller, atomik yörüngelerinde ortaklaşmamış 

elektron bulundurarak, bağımsız olarak varolabilen moleküllerdir. Ortaklaşmamış 

elektronun kazandırdığı en önemli özellik, bir çok radikal ile bu elektronun 

paylaşılabilinmesidir (77, 127, 160). Radikaller, en sık olarak ETZ’de elektronların 

transferi ile oluşur (56, 354). 

Serbest radikaller başlıca üç temel mekanizma ile oluşur. Elektriksel olarak 

nötral, pozitif veya negatif yüklü olabilirler (126). 

• Kovalent bağların homolitik kırılması; yüksek enerjili elektromagnetik dalgalar 

ve yüksek sıcaklık kimyasal bağların kırılmasına neden olur. Kırılma sırasında 

bağ yapısındaki iki elektronun her biri ayrı ayrı atomlar üzerinde paylaşılmamış 

olarak kalmakta ve radikal formu oluşmaktadır (5, 163, 274). 

A:B   ⎯⎯⎯→   A• + B•   

• Nötral bir atomdan bir elektron kaybı; nötral bir atomun elektron kaybetmesi ile 

dış elektron yörüngelerinde paylaşılmamış elektron kalması durumunda radikal 

formu oluşmaktadır (5  )(126). 

A  ⎯⎯⎯→ (A•)+ + e- 

• Nötral bir atoma bir elektronun eklenmesi; nötral bir atoma veya moleküle 

elektron transferi ile dış elektron yörüngelerinde paylaşılmamış elektron 

oluşuyorsa bu da radikal oluşumuna neden olabilir (5). Biyolojik sistemlerde en 

sık bu reaksiyona rastlanılmaktadır (126). 

A + e- ⎯⎯⎯→ (A•)-  

Hücrelerde oksidatif hasarların oluşumunda ilk sırada yer alan serbest radikaller 

normal hücresel bileşenleri bağlayarak, membran lipidlerinin doymamış bağları ile 

reaksiyona girerler, proteinleri denatüre ederler ve nükleik asitlere saldırırlar. Ayrıca 

serbest radikallerin, DNA üzerine etkisiyle DNA zincirinde kopmalar ve bazlarda 

kırılmalar meydana gelir (5).Tablo V’te oksijen türevi bileşikler gösterilmektedir (1). 
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                       Tablo V: Oksijen türevi bileşikler  

Radikaller Radikal Olmayanlar 

Süperoksit (O2
•)- 

Hidroksil (•OH)- 

Peroksil (L(R)OO•) 

Alkoksil (L(R)O•) 

Hidroperoksil (HOO•) 

Nitrik oksit (NO•) 

Hidrojen peroksit (H2O2) 

Hipoklorik asit (HOCl) 

Hidroperoksit (L(R)OOH) 

Ozon (O3) 

Singlet oksijen (1O2) 

Peroksinitrit (ONOO-) 

 

2.2.1. Oksijen Radikalleri  

Normal şartlarda oksijen kararlı, kokusuz, tatsız, renksiz ve sudaki çözünürlüğü 

sınırlı olan bir gazdır.  İnsan hayatı için hem gerekli hemde toksik olan bir moleküldür 

(6). Moleküler oksijen (O2), paralel spin durumlu iki ortaklaşmamış elektrona sahip, 

doğada dioksijen şeklinde bulunan (O2) kararsız bir elementtir (126, 163). Bu nedenle 

de oksijen bir radikal olmaktadır (6).                                                                                                          

Oksijen, iki elektronu ortaklaşmamış şekilde bir elektron dağılımına sahip 

olduğu için bazen biradikal olarak değerlendirilir. Oksijen molekülünün reaktif bir 

özelliği olmamasına rağmen diğer radikallerle reaksiyona girme özelliğine sahiptir (56, 

163, 325).  

Organizmada geçiş metallerini (Fe2+ ve Cu+ gibi metaller) içeren enzimler 

vasıtasıyla, moleküler oksijene tek elektronların transferi suretiyle oksidasyon 

reaksiyonları meydana gelir. Biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest radikallerin 

en önemlileri oksijen radikalleridir (147, 163). 

Serbest radikaller hücrede metabolik dengenin bir parçası olarak devamlı 

yapılırlar. Serbest radikallerin aerobik hücrelerde en önemli tepkimeleri, moleküler 

oksijen ve onun reaktif ürünleri olup bu radikaller, oksijenli solunum sırasında oluşurlar 

(147, 318, 362). Bunlar önemli oksidatif stres ajanları olup reaktif oksijen ürünleri 

(ROÜ) olarak adlandırılır. Tablo VI’da oksijen’in indirgenme reaksiyonları 

gösterilmektedir (98, 228). 

 

 

 



 22 
 

                    Tablo VI: Oksijenin indirgenmesi      

O2 + e + H+ → HOO.                       Hidroperoksil radikali 

HOO. → H+ + (O2
•)-                    Süperoksit radikali 

(O2
•)- + 2H+ + e → H2O2             Hidrojen peroksit 

H2O2 + e → OH- + (•OH)-            Hidroksil radikali 

(•OH)- + e + H+ → H2O 

 

2.2.1.1. Süperoksit Radikali (O2
•)- 

Oksijenli ortamda yaşam, oksidatif fosforilasyon ile ATP üretimi açısından 

önemli ölçüde yarar sağlarken bazı tehlikeleri de beraberinde getirir. Oksidatif 

fosforilasyonun ana bileşeni olan oksijene bir elektron eklenmesi ile (O2
•)- radikali 

oluşur (176). 

(O2
•)- radikali moleküler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktır ve oluştuğu 

yerden fazla uzağa diffüze olamaz. Doğal oksijen molekülünün başka bir molekülden 

elektron almış hali olan (O2
•)- mitokondriyal elektron transfer zincirinde, NADH’ ın 

okside nikotinamid adenin dinükleotid (NAD
+
)’a okside olması ile üretilir. (O2

•)-, bir 

serbest radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. Asıl önemli 

olan, H
2
O

2 
kaynağı ve geçiş metal iyonlarının indirgeyicisi olmasıdır. (O2

•)-, 

nötrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve vasküler fonksiyonların 

regülasyonu gibi yararlı etkilere sahiptir. Artmış (O2
•)- düzeyleri, süperoksit dismutaz 

(SOD) enzimi ile H
2
O

2
 ve oksijene dönüştürülerek azaltılır. (O2

•)-‘ in aşırı üretimi ile 

ATP sentezi inhibe edilir ve elektron transport zinciri yavaşlar (56, 208, 209, 354). 

(O2
•)-, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz gibi enzim katalizörlüğünde elektron 

indirgenmesi sonucunda endojen olarak da oluşturulur (171, 206, 360). Lipooksijenaz 

ve siklooksijenaz ise diğer (O2
•)- oluşturan enzimlerdir (171). (O2

•)- ayrıca yüksek 

enerjili elektromanyetik dalgalar gibi fiziksel ve kimyasal ajanlar ile bazı bileşiklerin 

otooksidasyonunda ve fagositozda oluşur (229). 

 

2.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) 

H2O2, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da (O2
•)-’lerin 

enzimatik ve nonenzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucunda oluşmaktadır (5, 163, 
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299). Ürat oksidaz, glukoz oksidaz, d-aminoasit oksidaz gibi birçok enzim oksijene iki 

elektron transfer ederek direk H2O2 oluşturabilirler (128). 

H2O2, membranlardan kolaylıkla geçip hücreler üzerine toksik etkilere sahip 

olabilir. Fakat eşleşmemiş elektrona sahip olmadığı için radikal olarak adlandırılamaz 

(228). Ancak üretildiği bölgede kalan (O2
•)- ‘in aksine membranları geçerek sitozole 

diffüze olan ve uzun ömürlü bir oksidan olarak bilinir. Bu nedenle (O2
•)- ‘in ulaşamadığı 

membranla korunan yapılara kolaylıkla ulaşarak (O2
•)- ile reaksiyona girer ve en reaktif 

ve zarar verici radikal olan (•OH)- radikalini oluşturmak üzere kolaylıkla yıkılabilir (56, 

208, 209, 266, 300, 325, 354).  

H2O2’in redoks özelliği ve geçiş metalleri varlığında yüksek reaktif serbest 

radikalleri oluşturmasına karşı vücut, savunma sistemi geliştirmiştir. İstenmeyen H2O2 

katalaz, glutatyon peroksidaz ve diğer oksidazlar ile hücreden uzaklaştırılır (122). 

 

2.2.1.3. Hidroksil Radikali (•OH)- 

(•OH)- radikali en aktif ve en toksik oksijen radikali olup üretildiği yerlerde 

birçok molekül ile reaksiyon verebilir. İyonize radyasyonun etkisiyle su moleküllerinin 

homolitik kırılması ile oluşabildiği gibi, H2O2’in metaller ile reaksiyonu sonucunda da 

oluşabilmektedir (5, 126). 

Biyolojik sistemlerin tanıdığı en reaktif tür olan (•OH)- radikali, su dahil ortamda 

rastladığı her molekül ile tepkimeye girebilir. Bütün bu tepkimeler, bu radikalin 

paylaşılmamış elektron içeren en dış orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanır  

(126). H2O2, (O2
•)-  ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici serbest oksijen 

radikali olan (•OH)- radikalini oluşturmak üzere kolaylıkla yıkılabilir. Bu tepkimeye 

Haber-Weiss tepkimesi denir (Reaksiyon 1) ve tepkime katalizörsüz ortamda oldukça 

yavaşken, demirin katalizörlüğünde çok hızlıdır (6, 122). 

H2O2 + (O2
•)-  + H+→ H2O+ O2 + (•OH)- (Reaksiyon 1) 

 

H2O2’in Fe+2 gibi indirgenmiş metallerle reaksiyona girmeye oldukça fazla eğilimi 

vardır (166). Bu eğilim neticesinde H2O2 ile Fe+2 arasında Fenton reaksiyonu adı verilen 

reaksiyon gerçekleşir (Reaksiyon 2) ve son ürün olara (•OH)- radikali ortaya çıkar (117, 

166). 

 Fe+2 + H2O2 →  Fe+3 + (•OH)- + OH-    (Reaksiyon 2) 
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 2.2.1.4. Singlet Oksijen (1O2) 

Singlet oksijen eşleşmemiş elektron içermediği için serbest radikal değildir. 

Bununla birlikte elektron dönme yönlerinin zıtlığından dolayı oksijenin yüksek reaktif 

formudur (122). 

Serbest radikal olmamasına rağmen serbest radikal reaksiyonlarını başlattğı için 

radikal sınıfına dahil edilmiştir. Singlet oksijen, son yörüngedeki oksijen 

elektronlarından birinin dışarıdan enerji alması sonucu kendi dönüş yönünün tersi yönde 

farklı bir yörüngeye yer değiştirmesi sonucu oluşabileceği gibi (O2
•)- radikalinin 

dismutasyonu ve H2O2’in hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da oluşabilir (5, 126, 

299).  

 

2.2.2. Reaktif Nitrojen Ürünleri  

Lipofilik özellikte olup, oksijensiz ortamda son derece stabildirler. Düşük 

konsantrasyonlarda, ortamda oksijen varlığında bile stabilitesini koruyabilen nitrik oksit 

(NO•) bilinen en düşük molekül ağırlıklı, biyoaktif memeli hücresi sekresyon ürünüdür. 

Oksijen ve NADPH bağımlı reaksiyon ile nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi aracılığıyla 

L-arjininden sentezlenir (257). 

  NO˙ eşleşmemiş elektron bulundurmasına rağmen birçok biyomolekül ile 

kolayca tepkimeye giremez, öte yandan peroksil, alkil gibi diğer serbest radikallerle 

kolayca tepkimeye girerek daha az reaktif moleküller oluşturur (228). (NO•) metabolize 

olurken moleküler oksijen ile bağlanıp bir radikal olan azot dioksiti (NO2
•) oluşturur 

(169).  

(NO•) bazı durumlarda bir antioksidan gibi davranır ve lipid 

peroksidasyonundan korur. Bununla birlikte (O2
•)- düzeylerinin arttığı durumlarda (O2

•)- 

ile reaksiyona girer ve bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO•) oluşturabilir  (243, 325) 

ve bu da daha ileri şekliyle (OH•)- radikaline dönüşür  (228).  
 

2.2.3. Endojen Oksidatif Stres Kaynakları 

Fizyolojik şartlar altında serbest radikal üretiminin en önemli kısmını 

mitokondriyal elektron transport zinciri oluşturur. Mitokondride enerji metabolizması 

sırasında oksijen kullanılırken tüketilen oksijenin %1-5’i (O2
•)- yapımı ile sonuçlanır. 
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Buradaki radikal yapımının nedeni NADH Ubikinon Oksidoredüktaz ve koenzim Q gibi 

elektron taşıyıcılarından oksijene elektron kaçağı olmasıdır (295).  

Endoplazmik retikulumda bulunan sitokrom p450 sistemi ile (295), araşidonik 

asitten prostaglandin ve lökotrien sentezi sırasında (207),  fagositik hücrelerde NADPH 

oksidaz enzim aktivasyonun da (344), otooksidasyon olayların da (255), ksantin oksidaz 

ve glikojen oksidaz gibi oksidan enzim reaksiyonlarında da (11) serbest radikaller ve 

ROÜ üretilmektedir. 

 

 2.2.4. Antioksidan Savunma Mekanizmaları 

Serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal oluşumunu önleyen veya 

serbest radikallerin temizlenmesini arttıran maddelere “antioksidan maddeler” 

denilmektedir (274). 

 

2.2.4.1 Hücre İçi Antioksidan Sistemler 

Reaktif oksijen ürünleri, SOD, glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), 

glutatyon redüktaz (GSR), sitokrom oksidaz gibi enzimatik ve redükte glutatyon (GSH) 

gibi non-enzimatik hücre içi antioksidanlar tarafından indirgenir (5, 248, 274). 

 

2.2.4.1.1 Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Antioksidan savunmanın ilk basamağını (O2
•)-’in H2O2’e dismutasyonunu 

katalizleyen bir metalloenzim olan SOD oluşturur (Reaksiyon 3). İnsanda SOD’nın iki 

izomer tipi bulunmaktadır. Cu-Zn SOD sitozolde bulunur, Cu ve Zn içerir, dimerik 

yapıdadır, siyanidle inhibe edilir. Mn-SOD mitokondri matriksinde bulunur, Mn içerir, 

tetramerik yapıdadır, siyanidle inhibe olmaz (5, 248, 274). (O2
•)- radikalinin H2O2

’e 

çevrilmesiyle mitokondriyal Fe-S içeren enzimler, (O2
•)- ataklarından korur (105). 

                             SOD 

2(O2
•)- + 2H+    ———→    H2O2  + O2  (Reaksiyon 3) 

 

Mn-SOD aktivitesi, dokular arasında eşit olmayan bir şekilde dağılmıştır. 

Farelerde karaciğer ve böbrekteki aktivitesi, beyin kalp, kas, dalaktan ve akciğerden 

daha yüksek bulunmuştur (323).  
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2.2.4.1.2 Katalaz (CAT) 

H2O2 oldukça toksik etki gösterebilir ve bazı enzimlerle detoksifiye edilir. 

Bunlardan birisi olan katalaz, H2O2’i su ve oksijene ayrıştaran, hem grubu içeren bir 

metalloenzimdir (Reaksiyon 4). Sıçan dokularında katalaz aktivitesi, karaciğerde en 

yüksek olmakla beraber böbrek, akciğer, kalp ve beyinde bulunmaktadır. Ancak katalaz, 

H2O2’in uzaklaştırılmasında glutatyon peroksidaz kadar öneme sahip değildir (10, 138, 

246). 

                CAT 

2H2O2  ———→ 2H2O + O2 (Reaksiyon 4) 

 

2.2.4.1.3 Redükte Glutatyon (GSH) 

Redükte glutatyon (GSH), yapısında glutamik asit, sistein ve glisin bulunduran, 

karaciğerde sentezlenen bir tripeptid olup aktif bir (-SH) grubu içerir (80, 236). 

Vücudun birçok hücresinde bulunur ve hücrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan 

ajanlara karşı korur. DNA sentezinde ve hasarlı DNA parçalarının onarılmasında, 

metabolik fonksiyonların yerine getirilmesinde, toksik maddelerin inaktivasyonunda ve 

serbest radikallerin zararlı etkilerinin önlenmesinde görev yapmaktadır (46, 54, 144, 

146). 

Mitokondri,  hücredeki total GSH’un ~ %10-12’ni içerir (328). Mitokondri, 

GSH biyosentezi için gerekli enzimlerden yoksundur. Spesifik GSH-transporter gibi 

GSH’ı mitokondriye taşıyan birkaç sistem mevcuttur. (119, 199). Glutatyon’un ~ %90’ı 

redükte formdadır. Redükte-okside form, doku, yaş ve metabolik duruma bağlı olarak 

değişmektedir (251).  

                                    

2.2.4.1.4 Glutatyon Redüktaz (GSR) 

Hidroperoksitlerin redükte olması sırasında meydana gelen okside glutatyon 

(GSSG), glutatyon redüktazın (GSR) katalizlediği reaksiyonla tekrar redükte (GSH) 

hale döner (Reaksiyon 5). Reaksiyonun gerçekleşmesi için NADPH’a ihtiyaç vardır (5). 

GSR, mitokondri matriksinde yer alır (161). 

                                         GSR 

GSSG + NADPH+H+  ———→  2GSH + NADP+  (Reaksiyon 5) 
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2.2.4.1.5 Glutatyon Peroksidaz (GPx) 

Hücrelerde oluşan hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu, tetramerik 

yapıda, dört selenyum içeren bir enzimdir. Sitozol ve mitokondrilerde SOD tarafından 

oluşturulan H2O2 ve yağ asidi peroksitlerini ortadan kaldırır (Reaksiyon 6) (5) (248). 

Memeli dokularında hemen hemen her yerde bulunur. GPx, mitokondriyal matriks (12) 

ve intermembran aralığı (235) içeren çeşitli kompartmanlarda yer alır. Mitokondriyal ve 

ekstramitokondriyal GPx, aynı gen tarafından kodlanır (89). 

                                        GPx 

H2O2  + 2GSH  ———→  GSSG + 2H2O (Reaksiyon 6) 

 

Gpx aktivitesi karaciğer, böbrek ve kalp mitokondrilerinde yüksek, beyin ve 

iskelet kası mitokondrilerinde ise daha düşük bulunmuştur (88). Gpx aktivitesindeki 

azalma hücre içi H2O2 artışına ve hücre hasarına neden olmaktadır (5, 33, 248). 

 

2.2.4.1.6 Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz 

Sitokrom-c, mitokondri intermembran aralıkta bulunur ve (O2
•)-‘i uzaklaştırma 

kapasitesine sahiptir. (O2
•)- tarafından redüklenen sitokrom c, elektron alıcısı sitokrom c 

oksidaz ile okside edilerek rejenere olur (124, 172, 205). Bu oksidasyon, mitokondrinin 

ATP üretmekte kullanabileceği proton hareket gücünü oluşturur (197). Solunum 

zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, (O2
•)- suya çevirerek etki göstermektedir 

(Reaksiyon 7) (5). 

                                  Sitokrom oksidaz 

4(O2
•)- + 4H+ + 4e-  ———————→  2H2O (Reaksiyon 7) 

 

Bu reaksiyon fizyolojik şartlarda sürekli olan normal bir reaksiyon olup bu yolla 

yakıt maddelerinin oksidasyonu tamamlanır ve bol miktarda enerji elde edilir. Ancak 

çoğu zaman (O2
•)- üretimi bu enzimin kapasitesini aşar. Bu durumda diğer antioksidan 

enzimler devreye girerek (O2
•)-’in zararlı etkilerini önlerler (5, 78). 
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2.2.4.2 Membran Antioksidanları 

            Membranların hidrofobik lipid yüzünde hücre içi ortamdan farklı olarak 

lipidlerde çözünen ve hücresel enzimlerle yok edilemeyen radikaller üretilir. Başta α-

tokoferol (E vitamini) olmak üzere, β-karoten, ubiquinal bileşikleri ve koenzim Q 

membran antioksidanlarıdır. (82, 122). 

 

2.2.4.3 Hücre Dışı Antioksidan Sistemler  

Vücut sıvıları ve organik ürünler antioksidan enzimlerin hiçbirini içermez. Bu 

nedenle antioksidan enzimlerin hücre dışı ortamda hiç bir etkisi yoktur. Transferrin, 

laktoferrin, askorbik asit, haptoglobulinler, albumin, seruloplazmin, bilüribin, ürik asit 

gibi proteinler ve glukoz temel hücre dışı antioksidanlardır (43, 122, 126). 

Hücreler arası ortamda üretilen serbest radikal metabolitlerinin, demir ve bakır 

gibi katalizör metal iyonları ile karşılaşmalarının engellenmesi, hücre dışı antioksidan 

savunmanın temel fonksiyonudur (122).  

 

2.3. mtDNA VE OKSİDATİF STRES 

 Oksidatif hasar, DNA’da, pürin ve pirimidin bazlarında modifikasyonlara, 

abazik alanlara, tek ve çift zincir kırıklarına neden olmaktadır. mtDNA’da, oksidatif 

stres altında okside deoksiguanin nükleotidi (8-OHdG), nDNA’dan daha hızlı artarak 

birikir. 8-OHdG, DNA’da adenin ile ve replikasyon sırasında sitozinle birleşir. Bunun 

sonucu olarakta transversiyon mutasyonları görülür (155). mtDNA’da oksidatif 

modifiye baz düzeyi, nükler DNA’dan 10-20 kat daha yüksek bulunmuştur (230). 

DNA modifikasyonları, kanser, Tip II diyabet, ateroskleroz, kronik inflamatuvar 

olaylar, iskemik hasarlar ve çeşitli nörodejeneratif hastalıkları içeren çeşitli patolojilerde 

gösterilmiştir. Mitokondriyal respiratuvar zincir, intraselüler ROÜ oluşumunun majör 

kaynağıdır ve ROÜ’nin hasar yapıcı etkilerinin önemli bir hedefi de mtDNA olmaktadır 

(81). Oksidatif stres, elektron transportu, mitokondriyal membran potansiyeli ve ATP 

oluşumunda bozulma yoluyla hücre zedelenmesine yol açarak, mtDNA’da hasara yol 

açmaktadır (230).  

Mitokondri, hücre içine giren oksijenin yaklaşık %90’dan fazlasının tüketildiği 

önemli bir hücresel organeldir (341). Normal fizyolojik respirasyon sırasında tüketilen 

moleküler oksijenin %1-2’i, (O2
•)- radikallerine çevrilir (230).  Mitokondride oksijenin 
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suya indirgendiği basamaklarda oluşan (O2
•)-, H2O2 ve (•OH)- radikalleri, mitokondride 

protein, lipid, RNA ve DNA’yı içeren makromoleküllerde hasar yapmaktadır (270).  

Moleküler oksijenin bir elektron indirgenmesi ile stabil bir ara ürün olan ve bir 

çok ROÜ’nin prekürsörü olarak bilinen (O2
•)- radikali oluşur (230). Normal şartlar 

altında, üretilen (O2
•)- radikali mitokondriyal bir enzim olan MnSOD tarafından H2O2’e 

dönüştürülür. Yeni bir reaktif molekül oluşturma potansiyeline sahip olan H2O2 ise 

tamamen etkisiz hale getirilmek üzere GPx enzimi tarafından suya çevrilir (166). H2O2 

ve (O2
•)- anyonunun, Haber-Weiss reksiyonu ile etkileşmesi ile ya da H2O2’in  Fenton 

reaksiyonu ile parçalanması ile (•OH)- radikali oluşur (230). (•OH)- radikali bilinen en 

reaktif molekül olma özelliği ile bulunduğu ortamlarda proteinler, yağ molekülleri ve 

özelliklede DNA molekülleri üzerinde büyük miktarda hasara neden olur (117). 

Mitokondri içinde üretilen diğer önemli radikal ise (NO•)‘tir. Sınırlı miktarda olsa da 

mitokondri kendi (NO•)sentezini yapabilme kabiliyetine sahiptir (166). (NO•), 

mitokondriyal nitrik oksit sentaz (mtNOS) tarafından üretilir ve kompleks III elektron 

transferini inhibe ederek mitokondri ve mitokondriyal subunitlerde, H2O2 ve (O2
•)- 

üretimini artırır. Kompleks IV ‘de (NO•) inhibisyonuna duyarlıdır. (O2
•)-, mitokondriyal 

matrikste (NO•) ile reaksiyona girerek yüksek reaktif form olan peroksinitrite dönüşür 

(44).   

H2O2 ve (O2
•)-‘in mitokondriyal üretiminin hızı mitokondriyal metabolik duruma 

bağlıdır. Mitokondriyal dinlenme durumu, solunum hızının nispeten yavaş olması ve 

ADP’nin olmaması ile karakterizedir ve bu da muhtemelen respiratuvar zincirdeki 

komponentlerin yüksek redükte durumunun bir sonucu olarak yüksek H2O2 ve (O2
•)-  

üretim hızı ile ilişkilidir. Bunun aksine, yüksek oksijen alım hızı ve fazla ADP 

kullanılabilirliğinin olduğu aktif mitokondriyal durum,  respiratuvar zincirdeki 

komponentlerin yüksek okside durumunun bir sonucu olarak nispeten düşük H2O2 ve 

(O2
•)-  üretim hızı gösterir (34, 35).   

Radikal üretimi için doğru lokalizasyon hala tartışmalıdır. Bununla beraber, 

respiratuvar komplekslerin farklı alanlarında, farklı miktarlarda elektronlar, elektron 

transfer zincirinde birikir ve (O2
•)- oluşur (3, 227). Solunum zinciri komplekslerinden 

kompleks I (NADH ubikinon oksidoredüktaz) ve kompleks III (ubikinon sitokrom C 

oksidoredüktaz)’ün, (O2
•)-  radikalinin büyük bir kısmının üretildiği iki temel bölge 

olduğu belirtilmiştir (9, 281). 
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(O2
•)- radikalinin çoğunun, in vitro şartlarda,  kompleks I tarafından oluştuğuna 

dair kanıtlar elde edilmiştir. (O2
•)- radikalinin oluşumu öncelikle, iç mitokondriyal 

membranın matriks alanında görülmektedir. Kompleks I tarafından (O2
•)- radikalinin 

oluşumunun, kompleks II’nin sübsratı olan süksinatın varlığında stimüle edildiği de 

bulunmuştur (230). Kompleks I’deki Fe-S grupları ve FMN alanının ROÜ oluşumunda 

önemli olduğu görülmüştür (17). 

Kompleks III, elektronların ubikinolden rieske proteininde Fe-S merkezine 

transfer olmasıyla sitokrom c’ye indirgenir. Ubikinolün oksidasyonu, semikinon 

radikalini oluşturan tek basamaklı elektron transferini içerir ve unstabil semikinon (Q-

.)’un,  (O2
•)- radikalini oluşturmak üzere oksijenle reaksiyona girer (38, 258).   

mtDNA mutasyonlarının, ROÜ’nin de eşlik ettiği oksidatif fosforilasyon 

reaksiyonları sırasında oluştuğu kabul edilmektedir (65). 

 

2.4. TİAZOLİDİNEDİONLAR (TZD’lar) 

Siglitazon, troglitazon, englitazon, roziglitazon, pioglitazon ve darglitazon 

tiazolidinedion (TZD) grubu bileşiklerdir (214). TZD sınıfı ilaçların prototipi ciglitazon, 

ilk olarak 1982’de tanımlanmıştır. Bu ajan, yetersiz etki ve kötü yan etkileri nedeniyle 

fazla kullanılamamıştır (103).  

İlk olarak piyasaya sürülen troglitazondur. Troglitazon lipid peroksidasyonunu 

inhibe eden ve insülin rezistansında iyi etkileri olan bir ilaç olarak geliştirildi ancak ağır 

karaciğer toksisitesi ve bazı fatal sonuçlar nedeniyle 2000 yılının mart ayında piyasadan 

kaldırıldı. Bu grup ilaçlardan FDA tarafından onaylı roziglitazon ve pioglitazon 

kullanılmaktadır (103, 130). Şekil 6’da TZD grubu antidiabetik ilaçlar gösterilmektedir 

(347).    

 

2.4.1. Roziglitazon  

Roziglitazon, pioglitazon ile beraber 2000 yılında, Tip II diabet tedavisi için kan 

glukozunu düşürmek amacıyla piyasadaki yerini almıştır (309). Roziglitazon 2,4 ve 8 

mg’lık tabletler halinde mevcuttur. Oral alım ile biyoyararlılığı yüksektir ve absorbe 

edildiği zaman plazmadaki proteinlere büyük oranda bağlanır (>%99) (130, 309, 317). 

Roziglitazon başlıca CYP2C8 ve daha az olarakta CYP2C9 tarafından metabolize edilir. 

Normal karaciğer fonksiyonu ile yarılanma ömrü 3-4 saat olan roziglitazon (309), safra 
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yolundan feçesle atılır (214, 223). Roziglitazonun iki majör metaboliti, para-hidroksi ve 

N-desmetil roziglitazon ve minör metaboliti orto-hidroksi roziglitazon, insan karaciğer 

mikrozomlarında belirlenmiştir (18). 

 

 
            Şekil 6:  Tiazolidinedion grubu antidiabetik ilaçlar 

  

2.4.2. TZD’ların Etki Mekanizması  

TZD’lar etkilerini peroksizom proliferatör aktive reseptör-γ (PPAR-γ)’a 

bağlanarak gösterirler (282). PPAR- γ, nükleer reseptör ailesinin bir üyesidir. Bütün 

PPAR’lar retinoid X reseptör ile heterodimerik halde bulunur. PPAR-RXR kompleksi 

peroksizom proliferatör response element (PPRE) ile bağlanır ve karbonhidrat ve lipid 

metabolizmasını etkileyen genlerin expresyonunu düzenler (26). (Şekil 7)  

PPAR reseptörleri 3 tipe ayrılmıştır: PPARα: Karaciğerde, yağ dokusunda, kalp, 

kas, böbrek ve enterositlerde bulunur. Yağ asidi metabolizmasında ve ksenobiotik 

detoksifikasyon yollarında rol alır. Bu reseptör hipolipidemik ilaç olan fibratların 

(gemfibrozil, bezafibrat ve fenofibrat v.s) hedef gen ekspresyonunu stimüle eder (143, 

168). Yakın zamanda lökotrien B4'ün PPARα.nın doğal bir ligandı olduğu ve 

inflamatuar cevapta rol oynadığı gösterilmiştir (70). PPARβ: İnsan vücudunda her 

yerde eksprese olabilir. Biyolojik fonksiyonu ve ligandları tam olarak bilinmemektedir  

(238). PPARγ: İki tipi bulunur. PPARγ1, karaciğer, ince bağırsak, kolon, dalak, böbrek, 
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pankreas, kas ve kalp dokularında, PPARγ2 ise primer olarak adipoz dokuda eksprese 

edilir (26). TZD grubu ilaçlar, nonsteroid-antiinflamatuvar ilaçlar ve 15-deoksi-

prostaglandin J, PPARγ ligandlarıdır (175). 

TZD’ların net etkisi, periferal insülin direncinde azalmadır ve özellikle iskelet 

kasında olmak üzere periferal dokuda insülinin uyardığı glukoz alımını artırmaktır         

(170, 219). İnsülin duyarlılığını artırması yanında, plazma glukoz, insülin ve trigliserid 

düzeylerini de düşürürler (214, 223, 260, 361). Olası etkileri arasında GLUT-1 ve 

GLUT-4’te artış, tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) etkisinde azalma ve plazma serbest 

yağ asitlerinde azalma da sayılabilir (317). 

 

 
Şekil 7: TZD’ların PPAR-γ reseptörüne bağlanması (157) 

 

2.4.3. TZD’ların Etkileri 

 

2.4.3.1. Glukoz Metabolizması Üzerine Olan Etkileri 

TZD grubunda yer alan roziglitazon, glukoz düzeylerini ve glukoz üretimini 

azaltmakta, glukoz klirensini artırmaktadır. İnsülin duyarlılığını artırarak ve pankreas 

beta hücre fonksiyonunu düzelterek Tip II diyabet tedavisinde yeni bir seçenek 

oluşturmaktadır (327). Yapılan çalısmalarda TZD’ların açlık kan şekeri, postprandiyal 

kan şekeri ve serbest yağ asidi düzeyini düşürdüğü gösterilmiştir  (211). TZD ’lerin Tip 
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II diyabet hastalarında Hemoglobin A1c (HbA1c) ve açlık plazma glukoz 

konsantrasyonundaki %20-30 azalmaya paralel olarak açlık plazma serbest yağ asidi 

konsantrasyonunu da %20-30 azalttığı rapor edilmiştir (96, 97, 307, 196).  

 

2.4.3.2. Lipid Metabolizması Üzerine Olan Etkileri 

TZD’ler, özellikle adipozitlerde belirgin olarak farklılaşma sağlayan, hücre içine 

yağ asidi alımını artıran ve plazma serbest yağ asidi miktarını azaltan ilaçlardır (27, 

302). TZD’lerin lipid metabolizması üzerindeki etkileri muhtemelen yağ asidi ve 

trigliserid sentezini inhibe etmelerine bağlıdır. Bu da beraberinde VLDL (çok düşük 

yoğunluklu lipoprotein) düzeylerindeki azalmayı getirir. LDL (düşük yoğunluklu 

lipoprotein) ve total kolesterolü arttırdığı gösterilmişse de ortaya çıkan bu LDL 

moleküllerinin oksidasyona daha dayanıklı ve daha az aterojenik özellikleri olduğu 

savunulmuştur (36, 109, 250). TZD’lar adipoz dokuda yağ asidi alınımını ve 

depolanmasını artırır. Böylece kas, karaciğer ve pankreatik hücreleri gibi insüline 

duyarlı dokuları yüksek düzeydeki serbest yağ asidlerinin zararlı metabolik etkilerinden 

korurlar (2). 

PPAR agonistleri, obezite ve Tip II diyabet’te, yağ dokusunda düşük olan 

adiponektin üretimini artırırlar. Adiponektin, insülin reseptör düzeyinde TNF-α’nın 

etkisini önleyerek insülin duyarlılığını sağlar (2, 195). 

 

2.4.3.3. Kardiyovasküler Sistem ve Kan Basıncı Üzerine Olan Etkileri:  

CRP (C-Reaktif protein), IL-6 (İnterlökin-6) ve TNFα, gibi inflamatuvar 

parametreleri azaltır ve vasküler düz kas hücre çoğalması ve göçünü inhibe ederek 

antiaterojenik etki gösterirler (130, 317). TZD’lar periferik vasodilatasyonu artırır ve 

periferik direnci azaltarak antihipertansif etki yaparlar (317). Pioglitazon ve 

roziglitazonun özellikle diastolik olmak üzere kan basıncında hafif azalmaya neden 

olduğu gösterilmiştir (100, 125, 254). 
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2.4.4. TZD’ların Yan Etkileri 

2.4.4.1. Hipoglisemi 

Hipoglisemi, oral antidiabetik ilaçların yan etkilerinden biridir. Fakat insülin 

sekresyonunu etkilemediğinden dolayı TZD’larda bu yan etki ortaya çıkmamaktadır 

(103).  

Sulfonilüre ya da insülin alan hastalarda roziglitazon’un eklenmesi, genellikle 

tedavinin 4. haftasında belirgin hale gelen hipoglisemiye neden olabilir. Bu koşullarda 

sülfonilüre ya da insülin dozu azaltılmalı, tiazolidinedion tedavisine devam edilmelidir 

(130). 

 

2.4.4.2. Hepatotoksisite 

TZD grubunun ilk ilacı olan troglitazon, ciddi hepatotoksisite ve ölümlere yol 

açması nedeniyle 2000 yılında klinik kullanımdan çekilmiştir. Bu grubun diğer üyeleri 

olan roziglitazon ve pioglitazonun bugüne kadar çok ciddi hepatotoksisite ve ölümlere 

neden olduğu kesinlik ifade etmese de geniş çaplı yapılan bir araştırmada, diğer oral 

antidiyabetiklerle karşılaştırıldığında bu ilaçların kullanımının, karaciğer yetmezliği ve 

hepatitte artış ile ilişkili olmadığı gösterilmiştir (52, 249).  Muhtemelen karaciğer yağ 

miktarının azalmasının bir sonucu olarak karaciğer enzimlerinde hafif bir artış ortaya 

çıkmaktadır (22). 

 

2.4.4.3. Ödem ve Kilo Artışı 

TZD’ların en önemli yan etkisi sıvı retansiyonu ve subkutanöz yağ dokusunda 

artıştır (193, 223, 252, 260, 361). TZD’ların vücut ağırlığının artışına neden olduğu 

gösterilmekle birlikte (149) bu olayın nedeninin sıvı retansiyonu olduğunu öne 

sürülmektedir (20). Sıvı retansiyonu ve artmış kalp yetmezliği riski özellikle insülin ile 

kombine edildiğinde görülür (223). PPARγ aktivasyonundan dolayı adipogenezin 

artması ve iştah artışı diğer bir kilo artış mekanizmasıdır ( 130).  
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2.4.4.4. Kardiyak Yan Etkiler 

RZG özellikle diastolik olmak üzere kan basıncında hafif azalmaya neden olur 

(100, 125, 254). Kardiyomyopati ya da konjestif kalp yetmezliği öyküsü olan hastalarda 

RZG ile diüretik tedavisine yanıtsız pulmoner ödem bildirilmiştir. Bununla birlikte kalp 

yetmezliği, daha önce böyle bir öyküsü olmayan hastalarda da ortaya çıkmıştır (130). 

 

2.4.5. TZD’ların Kontrendikasyonları 

Bu ilaçların ödem yaptığı ve bu nedenle de kalp yetmezliğinde kullanılmaması 

gerektiği ileri sürülmektedir (193, 223, 252, 260, 361). Kardiyak dekompansasyon 

bulgu ve belirtileri gelişen hastalarda kesilmelidir (130). Aktif karaciğer hastalığının 

varlığında, ALT düzeyinin normalin 2,5 katını aşması durumunda, Tip I diyabet, 

diyabetik ketoasidoz ve non–ketotik hiperozmolar koma’da, diyabetik retinopati, 

hemodiyaliz, periferal gangren ve nöropatilerde de kullanılmamalıdır (16, 309). 

 

 

2.5. KANTİTATİF REAL-TIME POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU 

 

2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 PCR, DNA içerisinde yer alan, baz dizisi bilinen iki segment arasındaki özgün 

bir gen bölgesini in vitro koşullarda enzimatik olarak amplifiye etmek için uygulanan 

tepkimelere verilen ortak bir isimdir. Bu uygulama için ilgili gen bölgesine ait baz 

dizisinin bilinmesi gereklidir (265). 

Tüp içerisinde nükleik asitlerin uygun koşullarda çoğaltılması ile gerçekleşen 

PCR reaksiyonu; 94 °C–98 °C aralığında gerçekleştirilen denatürasyon, 37°C–65°C 

aralığında gerçekleştirilen annealing ve 72°C’de gerçekleştirilen elongasyon 

aşamalarından oluşur ve bu siklusların belirli sayıda tekrarlanmasına dayanır (242). 

Şekil’8 de PCR aşamaları gösterilmektedir (174). 
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                                Şekil 8: PCR aşamaları  

 

Dr. Kary B. Mullis (215) 1980’li yıllarda yaptığı PCR çalışmaları ile 1993 

yılında Kimya alanında Nobel ödülü almıştır. Real–time PCR ile ilgili ilk çalışmalar ise 

Russel Gene Higuchi ve arkadaşları (137) tarafından ilk kez 1993 yılında 

yayınlanmıştır. 

 

2.5.2. Kantitatif Real-Time PCR (QPCR) 

QPCR, PCR amplifikasyonunu görülür hale getirme ve moniterize etme olanağı 

veren, fluoresan işaretli problar veya şelat edici boyaların kullanıldığı, fluoresansın 

çoğaltılan DNA (amplikon) ile doğru orantılı olduğu, online izlenebilen bir çoğaltma 

yöntemidir. Ürünün çoğalması floresan sinyalinde artışa neden olduğundan, her siklusta 

artan DNA miktarı reaksiyon süresince hassas olarak ölçülür. Real-time PCR’da 

konvansiyonel PCR’dan farklı olarak, ürünlerin analizi sikluslar sırasında 

yapılmaktadır. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi ve DNA bantlarının ultraviyole ışık 

altında görüntülenmesi gibi ek işlemlerin uygulanmasına gerek kalmamaktadır. Real-

time kantitatif PCR, oluşan amplikonların ergime derecelerini (Tm) de belirleme 

olanağı veren bir yöntemdir. Tüm reaksiyonun eş zamanlı kontrolü, Tm’in 

değerlendirilebilmesi, standart eğrinin hesaplanabilmesi ve internal kalite kontrolün 

kullanılabilmesi önemli avantajlarıdır. Bu da tekrarlanabilirliğe ve kantitatif sonuçların 

elde edilmesine olanak vermektedir (21, 55, 319). 
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2.5.2.1 QPCR Cihazları  

Real-Time PCR ölçümü için mevcut birçok cihaz arasından ihtiyaçlar göz 

önünde bulundurularak tercih yapmak mümkündür. Bugün için yaygın olarak 

kullanımda olan üç ayrı sistem şunlardır: ABI Prism 7700 (Perkin Elmer Applied 

Biosystems, USA), LightCycler cihazı (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 

Germany) ve “BioRad Instruments” ın “i-cycler ‘dır (226, 272). 

LightCycler cihazı sıcak hava akımıyla ısınan bir kapalı sistemdir ve analiz 20 

µL numune alabilen borosilikat camlarda gerçekleşmektedir. Fluoresans eksitasyonu 

mavi ışıklı emitting-diot ile ve okuma da 3 faklı dalga boyunda filtreye sahip 3 silikon 

fotodiot ile yapılır. Bu açıdan multipleks PCR da gerçekleştirilebilir ve fluoresans 

dataları PCR amplifikasyonu sırasında gözlenebilir. Hızlı termal cycling ve yüksek 

yüzey alanı/hacim oranına sahip kapillerlerin kullanılması 30-40 siklusluk bir PCR 

çalışmasının 20-30 dakika gibi kısa bir sürede gerçekleşebilmesine olanak sağlamasına 

karşın yalnızca 32 reaksiyon gerçekleştirebilen bir sistemdir. Performans olarak hem 

duyarlılığı hem özgüllüğü ABI 7700 sistemine eşit olarak bildirilmiştir (226, 272). 

 

2.5.2.2 QPCR’da Kullanılan Metodlar 

Real-time PCR’da kullanılan metodlar spesifik ve spesifik olmayan metodlar 

olarak 2 ana başlık altında incelenebilir. Spesifik metodlar her PCR ölçümü için bir 

veya daha fazla fluoresans probun sentez ve dizaynını gerektirir ve FRET teknolojisinin 

kullanıldığı tekniklerdir. Spesifik metodlarda TaqMan® veya hidroliz problar, 

molecular beacon problar, Scorpions® problar ve hibridizasyon problar gibi prob 

sistemleri kullanılır. Spesifik olmayan metodlar ise her PCR ölçümü için sentez ve 

dizayn gerektirmeyen SYBRGreen® ve etidyum bromid gibi floresans veren boyaların 

kullanıldığı metodlardır. Spesifik olmayan metodlardan günümüzde daha çok SYBR 

Green boyası kullanılmaktadır (41). 

 

2.5.2.2.1 SYBR Green Metodu 

Spesifik olmayan ve sık kullanılan bu metodda, SYBR Green, çift zincirli 

DNA’ya bağlanarak fluoresans emisyonunda artışa neden olmaktadır. SYBR Green çift 

zincirli DNA’nın minor oluğuna bağlanır (115, 141). SYBR Green, 497 nm dalga 
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boyunda yükseltgenir, 520 nm dalga boyunda indirgenir ve 30 amplifikasyon döngüsü 

sonrası yalnızca aktivitesinin % 6’sını kaybeder (174).    

PCR siklusları esnasında denatürasyon aşamasında bağlanmamış SYBR Green 

düşük miktarda fluoresans verir. Annealing derecesinde moleküller oluşan çift zincirli 

primer hedef DNA’ya bağlanmaya başlarlar. Polimerizasyon basamağında daha fazla 

molekül sentezlenen DNA’ya bağlanır ve oluşan fluoresans real-time monitörize 

edilerek değerlendirilir (115). (Şekil 9)  

                                          

 
                     Şekil 9: (a) SYBR Green I’in kimyasal yapısı (174)      

                                   (b) SYBR Green metodu (174)    

 

Bu yöntem optimize edilmiş PCR şartlarında ve dizaynı iyi yapılmış primerler 

ile çok fazla sayıda hedef genin çoğaltılmasına olanak verir. Floresan işaretli problara 

ihtiyaç göstermediği için maliyeti ucuzdur. Bunun yanı sıra yöntemin dezavantajları da 

vardır. Ortamda hedef DNA dizisi olmadığında primerlerin birbiri ile bağlanmaları 

sonucunda “primer dimer”leri olarak adlandırılan ve çift zincirli DNA bölgelerinin 

oluşumu ile floresan ışıma gözlenebilir. Çoğaltılan DNA’nın istenilen hedef bölge olup 

olmadığını anlayabilmek için DNA’ların erime eğrisi analizleri (“melting curve”) 

yapılması gerekmektedir (296, 321). 
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2.5.2.3 Primer-Prob Dizaynı 

İyi düzenlenmiş primerler ve problar doğru bölgelere bağlanarak amplifikasyon 

ya da genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlış pozitif sonuçları 

önleyebilir. İdeal bir amplifikasyon için, primer-prob seçimi Tm sonucuna bakılarak 

yapılmalıdır ve primerlerin ve probların boyları birbirine yakın olmalıdır. Bu nedenle 

primer ve probların düzenlenmesi için hazırlanmış çeşitli bilgisayar programları 

kullanılmaktadır ki bunların bir bölümünü sistem üretici firmalar da sağlamaktadır. 

Primer ve prob dizaynında dikkat edilecek başlıca noktalar şunlardır: 

 

1. Tm dereceleri primer için 58-60oC prob için 68-70oC olmalı 

2. G-C içerikleri % 30-80 aralığında olmalı 

3. Primerler 15-30 baz uzunluğunda olmalı 

4. Primerın 3’ ucundaki son 5 nükleotitteki total G-C içeriği 2’yi aşmamalı.  

5. Maksimum amplikon büyüklüğü 400 bç’i aşmamalı (ideali 50-150 bç).  

6. Problar ardışık benzer nükleotit içermemeli (özellikle 4 veya daha fazla ardışık 

Guanin),  

7. Problardaki % 30-80 aralığındaki G-C içeriğinde C, G’den fazla olmalı,  

8. Probların 5' ucunda G olmamalı (84, 264). 

 

2.5.2.4 Sonuçların Yorumlanması 

PCR amplifikasyonunda oluşan ürün başlangıçtaki DNA miktarına bağlıdır. 

Ürün PCR siklusları ile plato fazına ulaşıncaya kadar eksponansiyel olarak artış 

gösterir. Her siklus sonrası meydana gelen ürün miktarı: 

 

P = T (2)n formülüyle hesaplanır. 

P: Ürün (Product) 

n: Siklus sayısı 

T: Başlangıçtaki DNA sayısı (Template) 

 PCR ürünleri her bir siklusta tam olarak iki katına ulaşamazlar. Her siklus 

sonucunda meydana gelen ürün miktarı: 

P = T (1+E)n formülü ile hesaplanır   

P: ürün (Product) 
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 n: siklus sayısı 

T: başlangıçtaki DNA sayısı (Template) 

E = PCR verimliliği (Efficiency)  (21, 55, 242). 

 

PCR reaksiyonunun verimliliği (E), standart eğrinin slope (S) değerinden 

anlaşılır. Verimlilik, E = 10-1/S -1 formülünden hesaplanır. Efficiency’nin etkisi, 

exponansiyel olarak siklus sayısına bağlıdır. Eğer E=1 ise amplikon miktarı her siklusta 

iki katına çıkmaktadır. Eğer E=0,8 ise amplikon miktarı sadece 1,2 siklusta iki katına 

ulaşmaktadır (191, 240, 324). Verimlilik tipik olarak % 90-110 arasında değişmektedir 

ve kısa PCR ürünleri daha yüksek verimlilikle çoğalmaktadır (42, 247). 

PCR reaksiyonu sırasında hedef bölgenin amplifikasyonunu yansıtan fluoresans 

emisyonundaki artış dedektör sistemi ile eş zamanlı okunabilir (115). Bilgisayarın 

software programı ΔRn=Rn+ - Rn- eşitliğini kullanarak ΔRn değerini hesaplamaktadır. 

Rn+, ürünün floresans emisyonunu, Rn- ise baseline bölgesindeki fluoresans emisyonu 

ifade etmektedir (112, 135). Software programı PCR amplifikasyonu sırasında 

hesaplanan fluoresans emisyon verilerini toplayarak ΔRn değerleri siklus numarasına 

karşı gelecek şekilde amplifikasyon eğrisi çizer. PCR amplifikasyonunun erken 

sikluslarında ΔRn değeri baseline değerini aşamaz (345).  

Baseline değerini aşan ilk siklus “threshold siklus, (Ct)” olarak adlandırılır. PCR 

sonrası, her bir amplifikasyon eğrisi, onların Ct sayısı ile belirtilir. Ct değerleri kantite 

edilen hedef DNA miktarının artması ile orantılı olarak azalır (345).  

Kantitatif real-time PCR sırasında amplifikasyon farklı evreler meydana getirir. 

Bunlar; başlangıç fazı, logaritmik faz ve plato fazıdır. Başlangıç fazında ürün 

oluşmakta, ancak floresans background seviyesinin altında kalmaktadır. Logaritmik 

fazda ürünün eksponansiyel birikimiyle floresans background seviyesinin üzerine 

çıkmaktadır ve fluoresans her PCR siklusunda ikiye katlanan ürün miktarıyla direkt 

orantılı olarak yükselmektedir. Son olarak plato fazı DNA veya fluoresans miktarında 

reaksiyon bileşenlerinin (primer, taq polimeraz vs.) tükenmesi ve ortamdaki inhibitör 

maddelerin varlığı nedeniyle anlamlı artışın olmadığı evredir (113). (Şekil 10)  
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           Şekil 10: PCR amplifikasyonunun başlangıç, logaritmik ve plato fazları (174) 

 

  Başlangıçtaki DNA miktarını kantite etmek için farklı yaklaşımlar mevcuttur. 

 

2.5.2.4.1 Absolü Kantitasyon 

Absolü kantitasyonda standart eğri kullanılarak başlangıç kopya sayısı tespit 

edilir. Bu metodda, konsantrasyonları bilinen standart örneğin seri dilüsyonları 

hazırlanır. Standart eğri, standart dilüsyonlarının amplifikasyonu sonrası, her bir 

dilüsyonun oluşturduğu Ct değerlerine karşı başlangıç kopya sayısının logaritması ile 

oluşturulur. Bu standart eğride,  bilinmeyen numunenin Ct değeri karşılaştırılarak 

başlangıç kopya sayısı tespit edilir. Standart eğri en az dört nokta içermelidir (42,247). 

(Şekil 11) 

Standart olarak ilgili gen klonlanmış plazmid, genomik DNA, cDNA, in vitro  

transkriptler ya da total RNA gibi çeşitli kaynaklar kullanılmaktadır (42,247). 
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                     Şekil 11:  Absolü kantitasyon                                   

 

 

2.5.2.4.2 Relatif  Kantitasyon 

Real-time PCR mRNA kantifikasyonuna ait yanlışlıklar başlangıç materyaline 

ait küçük farklılıkların amplifikasyon üründe katlanarak yansımasından da 

kaynaklanabilir. Bu durum özellikle farklı bireylerden alınan örneklerle başlanan 

reaksiyonlarda izlenir. Bir internal kontrol kullanılarak bu başlangıç farklılıklarını 

standardize etmek ve elde edilen sonucun normalizasyonu bu yüzden çok faydalıdır. 

İdeal bir internal kontrol farklı doku ve organizmalarda belli bir biçimde ekspresse 

olabilmelidir. Bu amaçla kullanılan ‘housekeeping gen’ler ökaryotlarda çok çeşitli 

olmakla birlikte en sık kullanılanları Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), β 

actin ve rRNA’dır (28, 190, 359). 

 

2.5.2.4.2.1 Relatif Standard Eğri Metodu 

Bu metodda kalibratör kullanılır. Normalize edilen her bir değer kalibratöre 

bölünerek kalibratörle normalize edilmiş değer elde edilir ve relatif ekspresyon değerine 

ulaşılır. Kantite edilen değerler kalibratörün n-katı şeklinde ifade edilir (142, 245, 346). 
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2.5.2.4.2.2 Komparatif Threshold Siklus (CT) Metodu 

Bu metodda miktarı bilinen standart kullanılmaz. Ancak hedef sekansının 

miktarı seçilen bir referans değerle karşılaştırılır. Sonuçlar referans değere oranı 

şeklinde verilir. CT’nin doğru hesaplanabilmesı için, hedefin amplikasyonunun 

verimliliği ile referansın amplikasyonunun verimliliğinin yaklaşık eşit olması gerekir 

(321, 346). 

 

2.5.2.5 Melting Curve Analizi 

SYBR Green, etidyum bromid gibi PCR reaksiyonu esnasında meydana gelen 

çift zincirli DNA’ya bağlanarak fluoresans emisyonunda artışa neden olan boyaların 

kullanıldığı metodda, floresans artışı her zaman spesifik amplifikasyonu 

göstermeyebilir. Çünkü çift zincirli DNA’ya bağlanan boya, primerlerin arasında 

gerçekleşebilecek olan bağlanmalar (primer dimerleri) sonucunda da floresan 

oluşumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz durumu gidermek için amplifikasyon 

ürünlerinin melting curve (ergime eğrisi) analizi yapılmaktadır. Her çift zincirli DNA, 

kendine özgü melting temperature, (Tm: çift zincirli DNA’nın % 50’sinin tek zincirli 

hale geçmesi için gerekli sıcaklık) değerine sahiptir (28). 

Melting curve analizinde, cihaz PCR tüplerini yavaşça ısıtmaya başlar ve çift 

zincirli DNA’lar birbirinden ayrılır. Floresan boya serbest kalır ve okunan floresan 

miktarı da düşer. Her bir DNA’nın belirli bir erime sıcaklığı (Tm) derecesi vardır. Bu 

erime sıcaklığı çoğalan DNA parçalarının uzunluğuna ve içerdiği GC/AT oranına 

bağlıdır. Spesifik olmayan ürünler çoğaldığında (primer dimerlerinde) aradığımız 

DNA’nın Tm derecesi ile aralarında farklılık olacaktır. Tm derecesinin farklı olması her 

ürünün kendine özgü uzunluğu ve gen dizisi içermesinden kaynaklanmaktadır (321).    

 

2.5.2.6 QPCR’ın Avantajları ve Dezavantajları 

• Konvansiyonel PCR “plato fazında” yani end-point ölçüm yaparken, real time 

PCR “ekponansiyel büyüme fazında” ölçüm yapmaktadır. 

• Floresan sinyalin gücü doğrudan çoğaltılan ürün miktarı ile orantılıdır. 

• Konvansiyonel ölçümlerden 1000 kat daha az nükleik asit ile çalışılabilmektedir. 

• PCR sonrası elektroforez gerektirmez. 

• Hızlıdır (< 1 saat). 
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• Günlük numune çalışma sayısı yüksektir (~200 numune/gün). 

• Kontaminasyon riski düşüktür. 

• Sensitivitesi yüksektir  (< 5 kopya). 

• Geniş dinamik aralığa sahiptir (10-1010 kopya). 

• Tekrarlanabilir (CV < % 2.0). 

• Sonuçlar kantite edilebilir. 

• Multiplex PCR kullanımına uygundur. 

• Floresans veren problar kullanılarak hedef nükleik asitteki mutasyonlar 

saptanabilir (139). 

 

Real-time PCR metodunda günümüz teknolojisi ile eşzamanlı maksimum 4 

reaksiyon yürütülebilmektedir. Ayrıca yüksek teknik beceri ve teknik destek 

gerektirmektedir ve kullanılan cihaz, teçhizat vs. maliyeti yüksektir (140). 

 

2.5.2.7 QPCR’ın Kullanım Alanları 

Biyolojik örneklerden elde edilen DNA’nın kopya sayısını sayısal değerlere 

dönüstürme ve mRNA’nın düzeyini sayısal olarak belirleyebilme en çok kullanılan 

alanlarını oluşturmaktadır (174).   

Plazma serbest nükleik asit tayini, anne kanında fetal DNA tayini, kromozom 

bozukluklarının tespiti, tek nükleotid polimorfizmler (SNP), allelik diskriminasyon 

tayini, gen ekspresyonu kantitasyonu, viral kantitasyon, patojen tespiti, DNA hasarı 

ölçümü, metilasyon tespiti, mikroarray sonuçlarını doğrulamak, mikrosatellit analizleri, 

ilaç tedavisinin etkinliğinin takibi, moniterize edilmesi mitokondrial DNA çalışmaları, 

solid organ transplantasyon sonuçlarının takibi, hematopoetik kök hücre 

transplantasyonu sonrası şimerizmin moniterize edilmesi başlıca kullanım alanları 

olarak özetlenebilir (73, 134, 153, 312). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 
 
3.1 Kullanılan Araç ve Gereçler 

1. Santrifüj (MSE, MISTRAL 3000I, Serial no: 5691/02/075). 

2. Mikropipetler (Sealpette Jencons 0.5-10, Treff Lab 20- 200, 100-1000,  Genex 

Beta 10-100, 

3. 50, 2-20, Dialab 200-1000, Rainin Pipet-plus R 20, Socorex 50-200). 

4. Mikrosantrifüj (SIGMA 3K30, Serial no: 76262). 

5. Mikrosantrifüj (Jouan A-14, Seri no: 39903105). 

6. 1,5 ml ve 0,6 ml nükleaz içermeyen eppendorf tüp 

7. 0,2 ml PCR tüp 

8. Derin dondurucu (-70 oC, NUAIRE) 

9. Benmari (ASTEL, TIP J18 BAIN UNIVERSAL, N Serie: 3940517). 

10. Vorteks (VM3, Windaus ) 

11.  LightCycler (Serial No: 1400879, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany)  

12.  Laminar-flow (Bilser, Seri no: 6087, Ankara, Türkiye) 

13.  Laminar-flow (Nuaire, Model no: Nu-425-400E) 

14.  LightCycler kapiller tüpler (04 929 292 001, Roche Diagnostics GmbH, 

Mannhein, Germany) 

15.  LightCycler kapiller tüp santrifüj adaptörü (Roche, 1909312) 

16.  Ultrasonic Cleaner (Seri no: 030607)  

17.  EDTA içeren kan toplama tüpleri 

18.  Havan  

19.  Spektrofotometre (IMPLEN NanoPhotometer, Seri no: 1271,U.K.) 

20. Jel görüntüleme sistemi (Avagene, PacificImage Electronics ) 

21.  Güç kaynağı (Microcompiter Electrophoresis Power Supply BioKim 

International, S\N 42039) 

22.  pH metre (Microprosessor pH meter EDT Instruments RE 357) 

23.  Mikrodalga fırın (Arçelik,  MD 554, Seri no. 0300472807) 

24.  Elektronik terazi (Chyo Balanced Corparation, Ser no: 300258) 

25.  Distile su cihazı (Ecoro Reverse Osmosis Systems, USA) 

26.  PCR Cihazı (Genius, Techne (Cambridge) Ltd, UK. Model: FGEN02CD ) 
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3.2 Kullanılan Kimyasallar 

1. Etidyum Bromid (2,7-Diamino-10-ethyl-9-phenyl-phenanthridinium bromide 

C21H20N3Br, 106H3637, SIGMA) 

2. Histopaque-1077 (109H6043, SIGMA) 

3. pH4, pH7, pH10 kalibratörler (Orion Application Solution 910104, 910107, 

910110 CAS Reg.No 7732-18-5) 

4. Absolü Etanol (C2H5OH, MA: 36.07 g/mol, K33723886 436, Merck) 

5. 2X SYBR Greene I  (Sigma-Aldrich, S9430) 

6. dNTP Set (Fermentas, R0181) 

7. Roziglitazon (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, CAS1222320-73-4) 

8. Dimethylsulfoxid (DMSO) (MERCK-Schuchardt, Art.802912) 

9. PBS (Phosphat Buffer Salin), 10 mM, pH 7.4 

 NaCl, 136 mM (Merck, Art.6400) 

 KCl, 2.7 mM (Merck, Art.4935) 

 Na2HPO4, 10 mM (Merck, Art.6586) 

 KH2PO4, 10 mM (Merck, Art.4871) 

10.  Eter (Merck, Art. 926) 

11.  HBSS pH: 7.2, 1L 

 NaCl, 8.0 gr, ( Merck, Art.6400 ) 

 KCl, 0.40 gr, ( Merck Art.4935 ) 

 Na2HPO4, 0.0477 gr, ( Merck Art. 6586 ) 

 KH2PO4, 0.06 gr, ( Merck Art.4871) 

 NaHCO3, 0.35 gr, ( Merck Art.6323) 

 D-Glukoz, 1.0 gr, ( Sigma, G-5000) 

12. RPMI 1640 Medium ( Sigma-Aldrich, R4130-1L) 

13. Isopropanol (Merck, Art.995) 

14. Sıvı azot gazı (TİGEM, Samsun) 

15. Agarose (Sigma, A-5093) 

16. 5X TBE Buffer pH  8.3, 1L 

 Tris (hydroxymethyl)-aminomethan, 450mM, ( Merck, Art.8387) 

 Borik Asit, 450mM, (Merck, Art.160) 

 Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA), 10 mM, (Pancreac, 131026 )          
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TBE Buffer, 0.5X olarak hazırlandıktan sonra kullanılır. 

17. pUC Miks Marker 8 (Fermantas, SM0301) 

18. FastStart DNA Master Hybridization Probe kit (Roche, 12 239 272 001) 

19. High-pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Cat. No. 11 796 828 001, 

Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany ) 

20.  High-pure PCR Product Purification kit (Cat. No. 1 732 676, Roche Diagnostics 

GmbH, Penzberg, Germany) 

21. Uracil-DNA-Glycosylase, (Roche, 1 775 375, 500 units) 

22. SephadexTm G-50 Medium filtre (Amersham Biosciences,  17-0043-01, 100 g) 

23. JM109 Kompetent hücre ( Promega, Catalog: L-2001) 

24. pGEM-T ve pGEM-T Easy Vector Sistem ( Promega, Cat: P2291 ) 

25. Luria-Bertani (LB) Besiyeri  

 Tryptone Agar (10 g/L) (OXOID, LP0042) 

 Yeast extract  (5 g/L) (OXOID, LP0021) 

    NaCl  (10 g/L) 

    Agar (15 g/L) 

    Distile su 

            Tüm bileşenler çözüldükten sonra pH 7.5’e ayarlanır ve otoklavda 15 dakika    

       steril edilir. 

26. Plazmid izolasyon kiti ( Promega, Wizard Plus SV Minipreps. Cat No: A1460) 

27. Ampisilin (Fako A.Ş, Potency 91) 

      28. 36B4 Standart Forward Primer  (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      29. 36B4 Standart Reverse Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      30. 36B4 Forward Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      31. 36B4 Reverse Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      32. D-loop Standart Forward Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      33. D-loop Standart Reverse Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      34. D-loop Forward Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      35. D-loop Reverse Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      36. mtDNA4834 delesyon Forward Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 

      37. mtDNA4834 delesyon Reverse Primer (Ella Biotech GmbH, Almanya, 20 μM) 
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3.3 Hayvanlar 

Samsun Ondokuz Mayıs Üniversitesi Cerrahi Araştırmalar Merkezinde 

yetiştirilen 7 – 8 haftalık, 248 - 275 g arasında, 16 tane erkek Sprague-Dawley cinsi rat 

kullanıldı. Hayvan çalışması için üniversite etik kurulundan onay alındı. Ratlar, ayrı 

kafeslerde 22 ± 3°C sıcaklıkta, % 40-60 nemli ortamda ve 12 saat ışıklı, 12 saat karanlık 

ortamda beslendi. Ratlara su ve yem kısıtlaması yapılmadı.  (Samsun Yem Sanayii. 

Samsun,Türkiye)  

Ratlar, her grupta 4 tane olacak şekilde 4 gruba ayrıldı ve aşağıda gösterilen 

dozlar uygulandı:  

             Grup A:  2,0 mg/kg RZG 

             Grup B:  1,0 mg/kg RZG  

             Grup C:  0,5 mg/kg RZG 

             Grup K:  Kontrol (İlaç verilmedi) 

 

3.4 İlaç Hazırlanması ve Uygulanması 

50 mg RZG,  4ml DMSO’da çözülerek 12,5 mg/ml stok RZG1 hazırlandı. Bu 

stok solüsyondan 32 μL alınarak PBS ile 1 ml’ye tamamlandı. Grup A ratlara oral gavaj 

ile her sabah aynı saatte, 14 gün boyunca uygulandı. Stok 1’den seri dilüsyon ile stok 

RZG2 (6,25 mg/ml) ve stok RZG3 ( 3,125 mg/ml) hazırlandı. Grup B ve grup C ratlara 

oral gavaj ile her sabah aynı saatte, 14 gün boyunca uygulandı. Verilen tüm dozlarda 

final DMSO konsantrasyonu %3 (v/v) idi. Kontrol ratlara ise eşit volümde PBS içinde 

%3 DMSO verildi. 

 

3.5 Ratlardan Lenfosit ve Dokuların Elde Edilmesi  

Ratlar, 14. gün ilaç uygulanmasından 4 saat sonra kısa eter anestezisini takiben 

öldürüldü. EDTA’lı tüpe kan alındı. Lenfosit izolasyonu için 1 ml Histopaque-1077 

üzerine tabaka oluşturacak şekilde 1,5 ml kan eklenerek 1500 g, 4 °C’de 20 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant başka bir tüpe alınarak üzerine 1 ml HBSS 

eklendi ve 400 g’de, 4 °C’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı,  400 μL 

RPMI-1640 Medium, 50 μL otolog plazma ve 50 μL DMSO eklendi ve hücreler 

resüspanse edildi. Numuneler kullanılana kadar – 70 °C’de saklandı. 
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Anestezi sonrası öldürülen ratlardan, karaciğer, ince bağırsak ve pankreas 

dokuları kesilerek çıkarıldı. Dokular soğuk PBS ile yıkanarak kandan temizlendi ve 

HBSS solusyonu  (Mg ve Ca içermeyen) içinde laboratuvara getirildi. Tüm dokular 

çalışılacağı zamana kadar –70 °C’de saklandı. 

 

3.6 Lenfosit ve Dokulardan DNA İzolasyonu  

DNA izolasyonu için High Pure PCR Template Preparation Kit kullanıldı. (Roche) 

 

3.6.1 İzolasyon Kiti İçeriği ve Solüsyonlarının Hazırlanması 

            Tissue Lysis Buffer: Kullanıma hazır .20 ml şişe, 4 M ürea, 200 mM Tris, 20 

mM NaCI, 200 mM EDTA içermektedir. [pH: 7.4 (25oC)]. 

Binding Buffer: Kullanıma hazır. 6 M guanidin-HCl, 10 mM üre, 10 mM tris-

HCl, % 20 Triton X-100 (v/v) içermektedir  [pH: 4.4 (25oC)].  

Proteinaz K: 90 mg liyofilizat içeren şişe içine 4,5 mL distile su ilave edildi ve 

tam olarak çözünene kadar beklendi. Daha sonra proteinaz K solüsyonu 300 μL’lik 

aliquotlara ayrıldı. -70 oC’de saklandı. 

Inhibitor Removel Buffer: 33 mL’lik şişe içerisine 20 mL absolü etanol 

eklenerek hazırlandı. 5 mM guanidine-HCl, 20 mM Tris-HCl içermektedir [pH:6.6 

(25oC)]. 

Wash Buffer (yıkama solüsyonu): 20 mL’lik şişe içerisine 80 mL etanol 

eklenerek hazırlandı. 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl içermektedir. [pH: 7.5, (25oC)]. 

Elution Buffer: Kullanıma hazır. 40 ml’lik şişe, 10 mM Tris içermektedir. [pH: 

8.5, (25oC)]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 50 
 

3.6.2 Lenfositlerden DNA İzolasyonu 

DNA, High Pure PCR Template Preparation Kit kullanılarak aşağıda yazılan 

prosedüre göre izole edildi. 

1. –70 oC’de saklanan lenfositler 37 oC’de hızla çözüldü. 

2. 1 000 g’de 10 dakika santrifüj edilerek süpernatant atıldı 

3. Pellet üzerine 200 μL Tissue Lysis Buffer ve 40 μL Proteinaz K ilave edilerek 

karıştırıldı. 

4. 55oC’ye getirilmiş Benmari cihazında 1 saat inkübe edildi 

5. 200 μL binding buffer ilave edildi ve karıştırıldı. 

6. 72oC’ye getirilmiş Benmari cihazında 10 dakika inkübe edildi. 

7. 100 μL izoprobanol eklenerek karıştırıldı. 

8. High pure filtre tüpleri kolektör tüplere konuldu. Karışım filtre tüplerine 

aktarıldı 

9. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi. 

10. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

11. 500 μL inhibitor removal buffer, filtre tüplerine eklendi. 

12. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi. 

13. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

14. 500 μL wash buffer filtre tüplerine eklendi. 

15. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi 

16. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

17. 500 μL wash buffer filtre tüplerine eklendi. 

18. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi. 

19. 14 000 g’de 25oC’de 10 saniye santrifüj edildi. 

20. Kolektör tüpler atıldı ve filtre tüpleri 1.5 mL’lik nükleaz free eppendorf tüplere 

yerleştirildi. 

21. Daha önceden 70 oC’ye ısıtılmış 200 μL elüsyon buffer ilave edildi. 

22. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi. 

23. Elde edilen DNA’lar -70o’ye kaldırıldı. 
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3.6.3 Rat Dokularından DNA İzolasyonu 

DNA, High Pure PCR Template Preparation Kit kullanılarak aşağıda yazılan 

prosedüre göre izole edildi: 

1. –70 oC’de saklanan dokular çözünmeden yaklaşık 25-50 mg tartılarak sıvı azot 

gazı ile pulverize edildi. 

2. Pulverize edilen rat dokuları eppendorf tüplere aktarıldı. 

3. Doku üzerine 200 μL Tissue Lysis Buffer ve 40 μL Proteinaz K ilave edilerek 

karıştırıldı. 

4. 55oC’ye getirilmiş Benmari cihazında 1 saat inkübe edildi. 

5. 200 μL binding buffer ilave edildi ve karıştırıldı. 

6. 72oC’ye getirilmiş Benmari cihazında 10 dakika inkübe edildi. 

7. 100 μL izoprobanol eklenerek karıştırıldı. 

8. High pure filtre tüpleri kolektör tüplere konuldu. Karışım filtre tüplerine 

aktarıldı. 

9. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi. 

10. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

11. 500 μL inhibitor removal buffer, filtre tüplerine eklendi. 

12. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi. 

13. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

14. 500 μL wash buffer filtre tüplerine eklendi. 

15. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi. 

16. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

17. 500 μL wash buffer filtre tüplerine eklendi. 

18. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi. 

19. 14 000 g’de 25oC’de 10 saniye santrifüj edildi 

20. Kolektör tüpler atıldı ve filtre tüpleri 1.5 mL’lik nükleaz free eppendorf tüplere 

yerleştirildi. 

21. Daha önceden 70 oC’ye ısıtılmış 200 μL elüsyon buffer ilave edildi. 

22. 8 000 g’de 1 dakika 25oC’de santrifüj edildi 

23. Elde edilen DNA’lar deney yapılana kadar -70o’de saklandı. 
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 3.7 İzole Edilen DNA Miktarlarının Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi 

İzole edilen DNA’ların konsantrasyonu, nanofotometre (IMPLEN) cihazı ile 

μg/mL olarak ölçüldü. Tablo VII’de lenfositlerden izole edilen DNA’ların 

konsantrasyonları ve saflık oranları,  Tablo VIII’de ise dokuların pulverize edildikten 

sonraki yaş ağırlıkları, izole edilen DNA’ların konsantrasyonları ve saflık oranları 

gösterilmektedir. 

 

Tablo VII: Lenfositlerden izole edilen DNA’ların konsantrasyonları ve saflık oranları 

DOKU DNA Miktarı (μg/ml) A260 / A280 

A1- Lenfosit 4,0 2,0 

A2-  Lenfosit 5,5 1,833 

A3-  Lenfosit 7,5 1,667 

A4-  Lenfosit 13 1,857 

B1-  Lenfosit 9,5 1,727 

B2-  Lenfosit 19 1,810 

B3-  Lenfosit 13,5 1,8 

B4-  Lenfosit 5,0 1,429 

C1-  Lenfosit 23,5 1,808 

C2-  Lenfosit 15 1,765 

C3-  Lenfosit 13 1,857 

C4-  Lenfosit 21,5 1,792 

K1-  Lenfosit 8,0 1,778 

K2-  Lenfosit 5,5 1,575 

K3-  Lenfosit 12 1,846 

K4-  Lenfosit 2,0 1,33 
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Tablo VIII: Dokuların yaş ağırlıkları, izole edilen DNA’ların konsantrasyonları ve 

saflık oranları 

DOKU DOKU Miktarı DNA A260 / A280 

A1- Karaciğer 28,0 370 1,963 
A2- Karaciğer 50,0 267 1,880 
A3- Karaciğer 38,6 532 1,987 
A4- Karaciğer 43,4 437 1,947 
B1- Karaciğer 37,0 637 1,961 
B2- Karaciğer 39,2 249 1,926 
B3- Karaciğer 40,0 490 1,974 
B4- Karaciğer 35,0 238 1,951 
C1- Karaciğer 35,5 314 1,897 
C2- Karaciğer 49,4 434 1,966 
C3- Karaciğer 35,0 143 1,932 
C4- Karaciğer 38,1 431 1,966 
K1- Karaciğer 40,6 299 1,961 
K2- Karaciğer 34,3 208 1,986 
K3- Karaciğer 36,4 300 1,939 
K4- Karaciğer 45,0 224 1,935 
A1- İnce bağırsak 28,0 314 1,810 
A2- İnce bağırsak 50,0 110 1,825 
A3- İnce bağırsak 38,6 284 1,812 
A4- İnce bağırsak 43,4 409 1,812 
B1- İnce bağırsak 37,0 223 1,820 
B2- İnce bağırsak 39,2 137 1,815 
B3- İnce bağırsak 40,0 391 1,810 
B4- İnce bağırsak 35,0 370 1,825 
C1- İnce bağırsak 35,5 226 1,812 
C2- İnce bağırsak 49,4 283 1,811 
C3- İnce bağırsak 35,0 269 1,833 
C4- İnce bağırsak 38,1 247 1,836 
K1- İnce bağırsak 40,6 227 1,823 
K2- İnce bağırsak 34,3 441 1,809 
K3- İnce bağırsak 36,4 152 1,836 
K4- İnce bağırsak 45,0 224 1,806 
A1- Pankreas 41,6 36,5 1,921 
A2- Pankreas 48,0 25 2,000 
A3-  Pankreas 44,6 90 1,858 
A4-  Pankreas 35,0 122 1,855 
B1-  Pankreas 31,5 80,5 1,830 
B3-  Pankreas 35,0 76 1,854 
B4-  Pankreas 41,0 40 1,860 
C1-  Pankreas 35,0 48 1,882 
C2-  Pankreas 41,0 158 1,827 
C3-  Pankreas 41,0 95,5 1,802 
C4-  Pankreas 41,5 36 1,800 
K1-  Pankreas 32,4 34,5 1,865 
K2-  Pankreas 38,4 42,5 1,889 
K3-  Pankreas 37,4 47,5 1,792 
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3.8 Kantitatif Real-Time PCR Metodunun Uygulanması 

 

3.8.1 Biyoinformatik Analiz  

3.8.1.1 36B4 Standart Primerlerinin Belirlenmesi 

Numunelerdeki nükleer genom sayısınının belirlenmesi için literatür taraması 

yapılarak, rat genomunda 12. kromozomda bulunan, tek kopya olarak eksprese edilen 

ve psödogeni olmayan, asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) geni seçildi (4).  

LightCycler Probe Design Software 2.0 programı kullanılarak 453 bç uzunluğunda 

amplikon oluşturan 36B4 standart primerleri belirlendi (GenBank accession no: NW 

047376.1). Tablo IX’de 453 bç’lik 36B4 standart amplikonu görülmektedir. Altı çizili 

olan yerler primerlerin bağlanma bölgeleridir. 

 

Tablo IX: 453 bç’lik 36B4 standart amplikonu 

Primer pozisyonları: 42317245-42317661 

5’-gaacaaccccgctctggagaagctgctgcctcacatccgggggaacgtgggctttgtgttcaccaagga 

     ggacctcaccgagattagggacatgctgctggccaataaggtaaggggcggtaggacggatgagaggag 

     gtagctgtgctccggtgtacgagttggggttaccacagaataccttcgttctgtttttaggtgccagctgctgcc 

     cgagccggtgccatcgccccgtgtgaggtcacagtacctgctcagaacaccggtctggggcccgagaag 

     acctctttcttccaagctttgggcatcaccactaaatctccagaggtaccattgaaatcctggtgagtagccatg  

     gcttgcagtg gtaactccgtattgcagagtccttgggattggaccttctgtgtgtctgggtggtaactgctctt    

     ctcttcctcagagcgatgtgc - 3’   

 

3.8.1.2 36B4 Primerlerinin Belirlenmesi: 

LightCycler Probe Design Software 2.0 programında, 453 bç’lik 36B4 standart 

sekansı kullanılarak 80 bç’lik amplikon oluşturan 36B4 primerleri belirlendi (GenBank 

accession no: NW 047376.1). Tablo X’da 80 bç’lik 36B4 amplikonu görülmektedir. 

Altı çizili olan yerler primerlerin bağlanma bölgeleridir. 

 

        Tablo X: 80 bç’lik 36B4 amplikonu 

Primer pozisyonları: 42317245-42317288 

5’-gcagtggtaactccgtattgcagagtccttgggattggaccttctgtgtgtctgggtggtaactgctct 

     tctcttcctcagagcgatgtgc -3’ 
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3.8.1.3 D-loop Standart Primerlerinin Belirlenmesi 

              Numunelerdeki mtDNA kopya sayılarının belirlenmesi için D-loop bölgesi 

seçildi. LightCycler Probe Design Software 2.0 programı kullanılarak 321 bç 

uzunluğunda amplikon oluşturan D-loop standart primerleri belirlendi (GenBank 

accession X14848). Tablo XI’da 321 bç’lik D-loop standart amplikonu görülmektedir. 

Altı çizili olan yerler primerlerin bağlanma bölgeleridir. 

 

 Tablo XI: 321 bç’lik D-loop standart amplikonu 

 Primer pozisyonları: 15786-16106 

 5’-ttcagggccatcaattggttcatcgtccatacgttccccttaaataagacatctcgatggtaacgggtct  

     aatcagcccatgatcaacataactgtggtgatatacatttggtattttttaattttcggatgccttcctcaacata  

     gccgtcaaggcatgaaggtcagcacaaagtcctgtggaaccttttagttaagggtcatttatcctcatagac  

     aaagctcgaaagactattttattcatgtttgtaagacataaatatttataaatactgaaaaatctgtcaacaaac  

     ccccccaccccctacacctgaaacttcaatgccaaaccccaaaaacattaaagcaag aattaaataa -3’  

 

3.8.1.4 D-loop Primerlerinin Belirlenmesi 

 Bu çalışmada, Nicklas ve arkadaşları tarafından dizayn edilen, 321 bç’lik D-loop 

standart amplikonu içinde 83 bç’lik amplikon oluşturan primerler kullanılmıştır 

(GenBank accession X14848) (225). Tablo XII’de 83 bç’lik D-loop amplikonu 

görülmektedir. Altı çizili olan yerler primerlerin bağlanma bölgeleridir. 

 

        Tablo XII: D-loop bölgesinde PCR ile çoğaltılan 83 bç’lik amplikon      

  Primer pozisyonları: 15772-15854 

  5’- accaggcatc tggttcttacttcagggccatcaattggttcatcgtccatacgttcccct  

       taaataagacatctcgatggtaacgggtctaatcagccca-3’  
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3.8.1.5 mtDNA4834 Delesyon Primerlerinin Belirlenmesi 

Bu çalışmada, Nicklas ve arkadaşları tarafından dizayn edilen, rat mtDNA’nda 

yerleşim gösteren mtDNA4834 delesyon bölgesine ait primerler kullanılmıştır (GenBank 

accession X14848) (225). Tablo XIII’de mtDNA4834 delesyon bölgesi renkli olarak 

görülmektedir. Tablo XIV’de ise delesyon varlığında PCR ile çoğaltılan 81 bç’lik 

bölüm görülmektedir. Altı çizili olan yerler primerlerin bağlanma bölgeleridir. 

 

      Tablo XIII: mtDNA4834 delesyon bölgesi 

    8041 acactgacta atcaaactta tcatcaaaca aataatgtta attcacacac caaaaggacg 

     8101 aacctgagcc ctaataattg tatccctaat tatatttatt ggctcaacca accttctagg 

     8161 gcttcttccc catacattta cccctaccac tcagctatct atagacctaa gcatagccat 

              ……….     ……….       ……….   ……….    ……….     ………. 

              ……….     ……….       ……….   ……….    ……….     ………. 

              ……….     ……….       ……….   ……….    ……….     ………. 

    12841 ttatcggaag cctagccctt accggaatac ctttcctcac aggattctat tcaaaagatc 

    12901 tcatcatcga agccatcaac acgtgtaaca ccaacgcctg agccctaataa tcactttaa 

    12961 tcgccacatc cataactgct gtgtacagca tacggatcat ctacttcg tc accatgacaa   

 

 

   Tablo XIV: mtDNA4834 Delesyon Varlığında PCR ile Çoğaltılan 81 bç’lik ürün 

Primer pozisyonları: 8094-13008 

5’-aaggacgaacctgagccctaataattcactttaatcgccacatccataactgct 

gtgtacagcatacggatcatctacttg -3’ 
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PCR çalışmalarında kullanılan tüm primerlerin pozisyonu, amplikon uzunluğu ve primer sekansları Tablo XV’de gösterilmektedir. 

 

 

       Tablo XV: Primerlerin pozisyonu, amplikon uzunluğu ve primer sekansları  

Primer Adı Pozisyonu Amplikon uzunluğu (bç) Primer Sekansı 

36B4 Standart Forward 42317661-42317680   5’- GAACAACCCCGCTCTGGAGA- 3’ 

36B4 Standart Reverse 42317228-42317245 453   5’- GCACATCGCTCTGAGGAA- 3’ 

36B4  Forward 42317288-42317307   5’- TCCGTATTGCAGAGTCCTTG- 3’ 

36B4  Reverse 42317228-42317245 
80 

  5’- GCACATCGCTCTGAGGAA- 3’ 

D-loop Standart Forward 15786-15806   5’- GGCCATCAATTGGTTCATCGT- 3’ 

D-loop Standart Reverse 16084-16106 
321 

  5’- GGCATTGAAGTTTCAGGTGTAGG- 3’ 

D-loop Forward 15772-15793   5’- GGTTCTTACTTCAGGGCCATCA- 3’ 

D-loop  Reverse 15831-15854 
83 

  5’- GATTAGACCCGTTACCATCGAGAT- 3’ 

mtDNA4834 Delesyon Forward 8094-8116 5’- AAGGACGAACCTGAGCCCTAATA- 3’ 
mtDNA4834 Delesyon Reverse 12984-13008 81 5’- CGAAGTAGATGATCCGTATGCTGTA- 3’ 
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3.8.2 Rat Nükleer Genom Standardının Elde Edilmesi 

 

 3.8.2.1 36B4 Standart Sekansının PCR ile Çoğaltılması 

PCR Cihazı (Genius) ile standart olarak kullanılacak 36B4 amplikonu, 36B4 

standart primerleri kullanılarak çoğaltıldı. Numune olarak bir rat genomu kullanıldı. 

PCR’da kullanılan master miks ve PCR programı sırasıyla tablo XVI ve tablo XVII’da 

gösterilmiştir.  

 

Tablo XVI: 36B4 standart PCR master miks hazırlanması 

1 

 

Komponent Volüm           Final Konsantrasyon 

H2O; Steril ve PCR Grade 40.5 μL                        - 

Taq Buffer 5.0 μL                        1 X 

MgCl2; Stok Solüsyonu 1.0 μL                     2.0 mM 

36B4 Standart Forward Primer 0,625 μL                     0,25 μM 

36B4 Standart Reverse Primer 0,625 μL                     0,25 μM 

Taq DNA Polymerase 0,25 μL                   1,25 U/ 50 μL 

dNTP (Fermentase ) 1 μL                     0,2 mM 

DNA Template 1 μL                     50 ng/50 μL 

Toplam 50 μL 
 

2 Nazikce karıştırıldıktan sonra PCR tüpüne aktarıldı.   

3 PCR tüpü, PCR cihazına yerleştirildi. 

4 Tablo XVII’de belirtilen PCR protokolü uygulandı. 

 

          Tablo XVII: 36B4 Standart PCR protokolü 

Evre     Isı Süre Siklus 

Başlangıç Denatürasyonu   94 ºC 4 dakika 1 

Denatürasyon   94 ºC 1 dakika 30 

Annealing    60 ºC 30 saniye 30 

Elongasyon    72 ºC 1 dakika 30 

Final Ekstansiyon   72 ºC 5 dakika 1 

Soğutma   6 ºC 4 saat  1 
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3.8.2.2 36B4 Standart PCR Ürününün Saflaştırılması 

PCR ürünleri, High Pure PCR Product Purification Kit kullanılarak aşağıda yazılan 

prosedüre göre saflaştırıldı. 

1. 1.5 mL’lik nükleaz free eppendorf tüplere 100 μL PCR ürünü aktarıldı. 

2. Üzerine 500 μL binding buffer ilave edildi ve karıştırıldı. 

3. High pure filtre tüpleri kolektör tüplere yerleştirildi. Karışım filtre tüplerine 

aktarıldı. 

4. 13 000 g’de 1 dakika 15-25oC’de santrifüj edildi. 

5. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

6. 500 μL Wash Buffer filtre tüplerine eklendi. 

7. 13 000 g’de 1 dakika 15-25oC’de santrifüj edildi. 

8. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

9. 200 μL Wash Buffer filtre tüplerine eklendi. 

10. 13 000 g’de 1 dakika 15-25oC’de santrifüj edildi. 

11. Kolektör tüpler atıldı ve filtre tüpleri 1.5 mL’lik nükleaz free eppendorf tüplere 

yerleştirildi. 

12. 200 μL Elüsyon Buffer ilave edildi. 

13. 13 000 g’de 1 dakika 15-25oC’de santrifüj edildi. 

14. Epperdorf tüplerde oluşan glass fiber kalıntılarını uzaklaştırmak için 16 000 g’de 

2 dakika 15-25oC’de tekrar santrifüj edildi. 

15. Supernatant başka bir 1.5 mL’lik nükleaz free eppendorf tüpe alındı. 

 

3.8.2.3 36B4 Standart PCR Ürününün Agaroz Jelde Görüntülenmesi  

453 bç’lik 36B4 PCR ürününün elde edilip edilmediğini görmek amacıyla PCR 

sonrası saflaştırılan DNA, agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.  

1. Erlenmayerde, 1 gr agaroz ( Sigma, A-0169), 50 ml TBE buffer (0,5X) içinde 

çözüldü.  

2. Mikrodalga fırında 600 watt’ta bir taşım kaynatıldı. 

3. Çözünen agaroz üzerine 3 μL Ethidium Bromide eklendi. 

4. Sekizli tarak elektroforez tankına yerleştirildi. Agaroz, ılık hale gelince tanka 

döküldü. 

5. 30-40 dk kadar agarozun donması beklendi. 
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6. İlk kuyucuğa 15 μL Marker 8 (M8) yüklendi. 

7. 15 μL PCR ürünleri ,3 μL 6X Loading Buffer ile karıştırıldıktan sonra diğer 

kuyucuklara yüklendi. Yürütücü tampon olarak 0,5 X TBE Buffer kullanıldı. 

8. PCR ürünlerine, 80V’ta 50 dakika elektroforez uygulandı. 

9. Bandlar elektroforez sonrası, U.V. ışıkta, jel görüntüleme cihazında 

değerlendirildi      

     36B4 standartlarına ait 453 bç’lik elektroforez bandları şekil 12’de 

gösterilmektedir. 

 

 
                   Şekil 12:  36B4 standardına ait bandların elektroforetik görüntüsü 

 

3.8.2.4 36B4 Standardının Nanospektrofotometre ile Kantitasyonu 

Saflaştırılan 36B4 standart numunesinin miktarı nanospektrofotometre ile 

ölçüldü. 36B4 standart konsantrasyonu 13 μg/ml olarak bulundu. 

 Absorbans 260: 0,027 

 Absorbans 280: 0,01 

 Absorbans 260/280: 2,0 

 

3.8.2.5 36B4 Standardının Kopya Sayısının Hesaplanması 

 36B4 standart amplikonun uzunluğu: 453 bç 

 1 bç ağırlığı: 660 Dalton (Da) 

 1 amplikonun ağırlığı: 453 x 660 = 298980 Da olarak hesaplandı. 

 1 Dalton: 1/ 6,02x1023 gr  
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 1 amplikonun ağırlığı: 298980x1/6,02x1023 gr= 4,96x10-13 μg olarak hesaplandı. 

 Nanospektrofotometre ile 36B4 standart konsantrasyonu 13 μg/ml olarak 

bulunduğundan; 

 36B4 standart amplikon kopya sayısı: 13 μg/ml / 4,96 x 10-13μg 

                                                                 :  2,6 x 1013 kopya / ml                   

                                                                       :  2,6 x 1010 kopya / μl olarak  bulundu.                        

 

3.8.2.6 Rat Nükleer Genom Standardının Elde Edilmesi 

 13 μg/ml (2,6 x 1010 kopya / μl) ölçülen 36B4 standardı deiyonize su ile dilüe 

edilerek, konsantrasyonu 130 fg/ μl’e ayarlandı. 

 10 kat seri dilüe edilerek 5 adet 36B4 standardı hazırlandı. 

            Standart 1: 130 fg/ μl 

            Standart 2: 13 fg/ μl 

            Standart 3: 1,3 fg/ μl 

            Standart 4: 0,13 fg/ μl 

            Standart 5: 0,013 fg/ μl 

 PCR’da 2 μl numune kullanıldığından dolayı standartlar, 260-0,026 fg/ μl 

arasında elde edildi. 

Yukarıdaki standartlar ve nükleer genom standardı olarak kullanılacak bir rat DNA 

numunesi, 36B4 primerleri kullanılarak LightCycler PCR cihazı ile çalışıldı. Rat genom 

standardı için hazırlanan PCR master miksi ve PCR programı sırasıyla tablo XVIII ve 

tablo XIX’de gösterilmiştir.  
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Tablo XVIII: Rat nükleer genom standardı için 36B4 PCR master miks hazırlanması 

1 Komponent Volüm Final Konsantrasyon 

H2O; Steril ve PCR Grade 11.9 μL - 

MgCl2; Stok Solüsyonu 1.6 μL 3.0 mM 

36B4 Forward Primer 0,25 μL 0.25 μM 

36B4 Reverse Primer 0,25 μL 0.25 μM 

SYBR Green 2.0 μL 0.2 X 

LightCycler-FastStart DNA 

Master Hybridization Probes 
2.0 μL 0.5 U/ 20 μL 

Toplam 18 μL 
 

2 Nazikce karıştırıldıktan sonra 18’er μL master miks solüsyonu kapiller tüplere 

aktarıldı. Üzerine 2 μL numune eklendi. 

3 Kapiller tüpler 7 000 g’de 5 saniye santrifüj edildi. 

4 Kapiller tüpler LightCycler cihazının rotoruna yerleştirildi. 

5 Tablo XIX’da belirtilen PCR protokolü uygulandı. 

  

     Tablo XIX: Rat nükleer genom standardı için 36B4 PCR protokolü 

Evre Isı Süre Siklus 

Başlangıç Denatürasyonu  95 ºC 10 dakika 1 

Denatürasyon 95 ºC 5 saniye 40 

Annealing  56 ºC 10 saniye 40 

Elongasyon  72 ºC 6 saniye 40 

Soğutma 6 ºC 4 saat 1 

 

 

 Çalışma, Second Derivation maximum’a göre analiz edildi.  

Slope: -3,508      r: -1,00  olarak bulundu. 

 PCR ile elde edilen Ct ve konsantrasyon değerleri tablo XX’da gösterilmiştir. 
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     Tablo XX: Rat nükleer genom standardının ölçülmesi 

Numuneler Ct Konsantrasyon (fg/20 μl) 

Standart 1: 260 fg/ μl 17,98 277 

Standart 2: 26 fg/ μl 21,62 25,5 

Standart 3: 2,6 fg/ μl 25,19 2,44 

Standart 4: 0,26 fg/ μl 28,73 0,24 

Standart 5: 0,026 fg/ μl 31,97 0,028 

NTC >36 <0,002 

Rat nükleer genom standardı 22,54 13,95 

 

 Rat genom standardı 13,95 fg/20 μl ölçüldü. Çalışma için 2 μl kullanıldığından, 

1 μl’deki miktar 13,95 / 2: 6,97 fg olarak bulundu. 

 Rat genom standardının kopya sayısının bulunması için 6,97 fg/ μl, 453 bç 

amplikonun ağırlığına bölündü. Standart olarak kullanılacak numunede, kaç 

kopya nükleer genom olduğu bulundu. 

6,97 fg/ μl / 4,966 x 10-4 fg:  ~ 14 000 kopya / μl . 

 Bir rat genom uzunluğu 2,75 x 109 – 2,82 x 109 bç arasındadır. 

 Bir rat genom uzunluğu ortalama 2,8 x 109 bç kabul edildi. Rat genom uzunluğu, 

bir baz çiftinin ağırlığı olan 660 Da ile çarpılarak, bir rat genom ağırlığı ~ 3 pg 

bulundu. 

 Standart olarak kullanılacak numune 14 000 kopya/μl olduğundan,  

 Konsantrasyonu: 14 000 x 3 pg 

                                : 42 000 pg/ μl   

                                : 42 ng/ μl olarak bulundu.. 

 42 ng/ μl olan bu numune, rat genom standardı olarak kabul edildi.  

 

3.8.3 Numunelerde 36B4 PCR çalışılması 

 42 ng/ μl ölçülen 36B4 standardından, 10 kat seri dilüsyon ile 5 adet standart 

hazırlandı.  

            Standart 1: 42 ng/ μl 

            Standart 2: 4,2 ng/ μl 

            Standart 3: 0,42 ng/ μl 
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            Standart 4: 0,042 ng/ μl 

            Standart 5: 0,0042 ng/ μl 

 PCR’da 10 μl numune kullanıldığından dolayı standartlar, 420-0,042 ng/ μl 

arasında elde edildi. 

 Nükleer genom kopya sayılarının bulunması için numuneler ile yukarıdaki 

standartlar LightCycler PCR cihazı ile çalışıldı.   

Numuneler için hazırlanan PCR master miks ve PCR programı sırasıyla tablo   

XXI ve tablo XXII’de gösterilmiştir.  

 
 Tablo XXI: Numuneler için hazırlanan 36B4 PCR master miksi  

1 Komponent Volüm Final Konsantrasyon 

H2O; Steril ve PCR Grade 3,9 μL - 

MgCl2; Stok Solüsyonu 1,6 μL 3.0 mM 

36B4 Forward Primer 0,25 μL 0.25 μM 

36B4 Reverse Primer 0,25 μL 0.25 μM 

SYBR Green 2.0 μL 0.2 X 

LightCycler-FastStart DNA 

Master Hybridization Probes 
2.0 μL 0.5 U/ 20 μL 

Toplam    10 μL 
 

2 Nazikce karıştırıldıktan sonra 10’er μL master miks solüsyonu kapiller 

tüplere aktarıldı. Üzerine 10 μL numune eklendi. 

3 Kapiller tüpler 7 000 g’de 5 saniye santrifüj edildi. 

4 Kapiller tüpler LightCycler cihazının rotoruna yerleştirildi. 

5 Tablo XXII’de belirtilen PCR protokolü uygulandı. 

    

   Tablo XXII: Numuneler için hazırlanan 36B4 PCR protokolü  

Evre Isı Süre Siklus 

Başlangıç Denatürasyonu  95 ºC 10 dakika 1 

Denatürasyon 95 ºC 5 saniye 40 

Annealing  56 ºC 10 saniye 40 

Elongasyon  72 ºC 6 saniye 40 

Soğutma 6 ºC 4 saat 1 
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3.8.4 Rat mtDNA Standardının Elde Edilmesi 

 

3.8.4.1 D-loop Standart Sekansının PCR ile Çoğaltılması 

PCR Cihazı (Genius) ile standart olarak kullanılacak D-loop amplikonu, D-loop 

standart primerleri kullanılarak çoğaltıldı. Numune olarak, bir rat genomu kullanıldı. 

PCR’da kullanılan master miks ve PCR programı tablo XXIII ve tablo XXIV ’de 

gösterilmiştir.  

 

  Tablo XXIII: D-loop standart PCR master miks hazırlanması 

1 Komponent Volüm      Final Konsantrasyon 

H2O; Steril ve PCR Grade 40.5 μL - 

Taq Buffer 5.0 μL 1 X 

MgCl2; Stok Solüsyonu 1.0 μL 2.0 mM 

D-loop Standart Forward Primer 0,625 μL 0,25 μM 

D-loop Standart Reverse Primer 0,625 μL 0,25 μM 

Taq DNA Polymerase 0,25 μL 1,25 U/ 50 μL 

dNTP (Fermentase ) 1 μL 0,2 mM 

DNA Template 1 μL 50 ng/50 μL 

Toplam 50 μL 
 

2 Nazikce karıştırıldıktan sonra PCR tüpüne aktarıldı.   

3 PCR tüpü, PCR cihazına yerleştirildi. 

4 Tablo XXIV’de belirtilen PCR protokolü uygulandı. 

  

 Tablo XXIV: D-loop standart PCR protokolü 

Evre Isı Süre Siklus 

Başlangıç Denatürasyonu  94 ºC 4 dakika 1 

Denatürasyon 94 ºC 1 dakika 30 

Annealing  62 ºC 30 saniye 30 

Elongasyon  72 ºC 1 dakika 30 

Final ekstansiyon 72 ºC 5 dakika 1 

Soğutma 6 ºC 4 saat 1 
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3.8.4.2 D-loop Standart PCR Ürününün Saflaştırılması 

PCR ürünleri, High Pure PCR Product Purification Kit kullanılarak aşağıda yazılan 

prosedüre göre saflaştırıldı. 

1. 1.5 mL’lik nükleaz free eppendorf tüplere 100 μL PCR ürünü aktarıldı. 

2. Üzerine 500 μL binding buffer ilave edildi ve karıştırıldı. 

3. High pure filtre tüpleri kolektör tüplere yerleştirildi. Karışım filtre tüplerine 

aktarıldı. 

4. 13 000 g’de 1 dakika 15-25oC’de santrifüj edildi. 

5. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

6. 500 μL Wash Buffer filtre tüplerine eklendi. 

7. 13 000 g’de 1 dakika 15-25oC’de santrifüj edildi. 

8. Kolektör tüpler atılıp filtre tüpleri yeni kolektör tüplere konuldu. 

9. 200 μL Wash Buffer filtre tüplerine eklendi. 

10. 13 000 g’de 1 dakika 15-25oC’de santrifüj edildi. 

11. Kolektör tüpler atıldı ve filtre tüpleri 1.5 mL’lik nükleaz free eppendorf tüplere 

yerleştirildi. 

12. 200 μL Elüsyon Buffer ilave edildi. 

13. 13 000 g’de 1 dakika 15-25oC’de santrifüj edildi. 

14. Epperdorf tüplerde oluşan glass fiber kalıntılarını uzaklaştırmak için 16 000 g’de 

2 dakika 15-25oC’de tekrar santrifüj edildi. 

15. Supernatant başka bir 1.5 mL’lik nükleaz free eppendorf tüpe alındı. 

 

3.8.4.3 D-loop Standart PCR Ürününün Agaroz Jelde Görüntülenmesi  

321 bç’lik 36B4 PCR ürününün elde edilip edilmediğini görmek amacıyla PCR 

sonrası saflaştırılan DNA, agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.  

1. Erlenmayerde, 1 gr agaroz ( Sigma, A-0169), 50 ml TBE buffer (0,5X) içinde 

çözüldü.  

2.  Mikrodalga fırında 600 watt’ta bir taşım kaynatıldı. 

3. Çözünen agaroz üzerine 3 μL Ethidium Bromide eklendi. 

4. Sekizli tarak elektroforez tankına yerleştirildi. Agaroz, ılık hale gelince tanka 

döküldü. 

5. 30-40 dk kadar agarozun donması beklendi. 
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6. İlk kuyucuğa 15 μL Marker 8 (M8) yüklendi. 

7. 15 μL PCR ürünleri ,3 μL 6X Loading Buffer ile karıştırıldıktan sonra diğer 

kuyucuklara yüklendi. 

8. PCR ürünlerine, 80V’ta 50 dakika elektroforez uygulandı. 

9. Bandlar elektroforez sonrası, U.V. ışıkta, jel görüntüleme cihazında 

değerlendirildi.  

D-loop standartlarına ait 321 bç’lik elektroforez bandları şekil 13’de 

gösterilmektedir. 

 

 
                 Şekil 13:  D-loop standardına ait bandların elektroforetik görüntüsü                           

 

3.8.4.4 D-loop Standardının Nanospektrofotometre ile Kantitasyonu 

 Saflaştırılan D-loop standart numunesinin miktarı nanospektrofotometre ile 

ölçüldü. D-loop standart konsantrasyonu 23 μg/ml olarak bulundu. 

 Absorbans 260: 0,048 

 Absorbans 280: 0,026 

 Absorbans 260/280: 1,917 

 

3.8.4.5 D-loop Standardının Kopya Sayısının Hesaplanması 

 D-loop standart amplikonun uzunluğu: 321 bç 

 1 bç ağırlığı: 660 Da  

 1 Amplikonun ağırlığı: 321 x 660 = 211 860 Da olarak hesaplandı. 

 1 Dalton: 1/ 6,02x1023 gr  
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 1 Amplikonun ağırlığı: 211 860 x 1/ 6, 02x1023 gr = 3,52 x 10-13 μg olarak 

hesaplanır. 

 Nanospektrofotometre ile ölçülen D-loop standart konsantrasyonu 23 μg/ml 

olarak bulunduğundan,   

 D-loop standart amplikon kopya sayısı: 23 μg/ml / 3,52 x 10-13 μg 

                                                                          : 6,5 x 1013 kopya / ml    

                                                                          : 6,5 x 1010 kopya / μl bulundu. 

                         

3.8.4.6 Rat mtDNA Standardının Elde Edilmesi 

 23 μg/ml (6,5 x 1010 kopya / μl) ölçülen D-loop standardından, 10 kat seri 

dilüsyonla 9 adet D-loop standardı hazırlandı. 

            Standart 1: 6,5 x 109 kopya / μl    (2,3 ng/ μl ) 

            Standart 2: 6,5 x 108 kopya / μl    (230 pg/ μl ) 

            Standart 3: 6,5 x 107 kopya / μl    (23 pg/ μl ) 

            Standart 4: 6,5 x 106 kopya / μl    (2,3 pg/ μl ) 

            Standart 5: 6,5 x 105 kopya / μl    (230 fg/ μl ) 

            Standart 6: 6,5 x 104 kopya / μl    (23 fg/ μl ) 

            Standart 7: 6,5 x 103 kopya / μl    (2,3 fg/ μl ) 

            Standart 8: 6,5 x 102 kopya / μl    (0,23 fg/ μl ) 

 Standart 9: 6,5 x 101 kopya / μl    (0,023 fg/ μl ) 

 PCR’da 10 μl numune kullanıldığından standartlar, 6,5 x 1010–6,5 x 102 kopya / 

μl arasında elde edildi. 

Yukarıdaki standartlar ve mtDNA standardı olarak kullanılacak bir rat DNA 

numunesi,  D-loop primerleri kullanılarak LightCycler PCR cihazı ile çalışıldı. 

Hazırlanan PCR master miksi ve PCR programı sırasıyla tablo 25 ve tablo 26’da 

gösterilmiştir. 

 

 Çalışma, Second Derivation maximum’a göre analiz edildi. 

Slope: -3,426      r: -1,00  olarak bulundu. 

 PCR ile elde edilen Ct ve konsantrasyon değerleri tablo XXV’de gösterilmiştir. 
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   Tablo XXV: Rat mtDNAstandardının ölçülmesi 

Numuneler Ct Kopya/ μl) 

Standart 1: 6,5 x 1010 kopya / μl  7,82 5,8 x 109 

Standart 2: 6,5 x 109 kopya / μl  9,97 1,37 x 109 

Standart 3: 6,5 x 108 kopya / μl  13,55 1,25 x 108 

Standart 4: 6,5 x 107 kopya / μl  17,00 1,23 x 107 

Standart 5: 6,5 x 106 kopya / μl  20,68 1,03 x 106 

Standart 6: 6,5 x 105 kopya / μl  24,20 9,7 x 104 

Standart 7: 6,5 x 104 kopya / μl  27,83 8,5 x 103 

Standart 8: 6,5 x 103 kopya / μl  31,10 9,4 x 102 

Standart 9: 6,5 x 102 kopya / μl  35,69 4,3 x 101 

NTC >40,49 --- 

Rat mtDNA Standardı 12,12 3,28 x 108 

 

3.8.5 Numunelerde D-loop PCR Çalışılması  

 Rat mtDNA standardı 3,28 x 108 kopya olarak bulundu.  

 10 kat seri dilüsyon ile 7 adet standart hazırlandı.  

            Standart 1: 3,28.108 kopya            

Standart 2: 3,28.107 kopya            

Standart 3: 3,28.106 kopya            

            Standart 4: 3,28.105 kopya 

            Standart 5: 3,28.104 kopya 

            Standart 6: 3,28.103 kopya 

            Standart 7: 3,28.102 kopya 

 PCR’da 10 μl numune kullanıldığından dolayı standartlar, 3,28.109-3,28.103 

kopya arasında elde edildi.  

 mtDNAsayılarının bulunması için numuneler ile yukarıdaki standartlar 

LightCycler PCR cihazı ile çalışıldı. 

Numuneler için hazırlanan PCR master miksi ve PCR programı sırasıyla tablo 

XXVI ve tablo XXVII’de gösterilmiştir.  
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Tablo XXVI: Rat mitokondriyal D-loop PCR master miks hazırlanması  

1 Komponent Volüm Final Konsantrasyon 

H2O; Steril ve PCR Grade 3.4 μL - 

MgCl2; Stok Solüsyonu 1.6 μL 3.0 mM 

D-loop Forward Primer 0,25 μL  0.25 μM 

D-loop Reverse Primer 0,25 μL 0.25 μM 

SYBR Green 2.0 μL 0.2 X 

LightCycler-FastStart DNA 

Master Hybridization Probes 
2.0 μL 0.5 U/ 20 μL 

UNG (Roche) 0.5 μL 0.5 U/ 20 μL 

Toplam 10 μL 
 

2 Nazikce karıştırıldıktan sonra 10 μL master miks solüsyonu kapiller tüplere 

aktarıldı. Üzerine 10 μL numune eklendi.  

3 Kapiller tüpler 7 000 g’de 5 saniye santrifüj edildi. 

4 Kapiller tüpler LightCycler cihazının rotoruna yerleştirildi. 

5 Tablo XXVII’de belirtilen PCR protokolü uygulandı. 

 

Tablo XXVII: Rat mitokondriyal D-loop PCR protokolü 

Evre Isı Süre Siklus 

UNG ile Dekontaminasyon 30 ºC 5 dakika 1 

Başlangıç Denatürasyonu  95 ºC 10 dakika 1 

Denatürasyon 95 ºC 5 saniye 45 

Annealing  56 ºC 10 saniye 45 

Elongasyon  72 ºC 6 saniye 45 

Soğutma 6 ºC 4 saat 1 

 

3.8.6 mtDNA4834 Delesyon Standardının Elde Edilmesi 

 

3.8.6.1 mtDNA4834 Delesyon Sekansının PCR ile Çoğaltılması 

PCR cihazı (Genius) ile standart olarak kullanılacak 81 bç’lik mtDNA4834 

delesyon amplikonu, mtDNA4834 delesyon primerleri kullanılarak çoğaltıldı. Numune 
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olarak, bir rat genomu kullanıldı. PCR’da kullanılan master miks ve PCR programı 

tablo XXVIII ve tablo XXIX’de gösterilmiştir. 

 

Tablo XXVIII: mtDNA4834 delesyon PCR master miks hazırlanması 

1 Komponent Volüm           Final Konsantrasyon 

H2O; Steril ve PCR Grade 40.5 μL                        - 

Taq Buffer 5.0 μL                        1 X 

MgCl2; Stok Solüsyonu 1.0 μL                     2.0 mM 

mtDNA4834 Delesyon Forward Primer 0,625 μL                     0,25 μM 

mtDNA4834 Delesyon Reverse Primer 0,625 μL                     0,25 μM 

Taq DNA Polymerase 0,25 μL                   1,25 U/ 50 μL 

dNTP (Fermentase ) 1 μL                     0,2 mM 

DNA Template 1 μL                      

Toplam 50 μL 
 

2 Nazikce karıştırıldıktan sonra PCR tüpüne aktarıldı.   

3 PCR tüpü, PCR cihazına yerleştirildi. 

4 Tablo XXIX’de belirtilen PCR protokolü uygulandı. 

     

   Tablo XXIX: mtDNA4834 delesyon PCR protokolü 

Evre Isı Süre Siklus 

Başlangıç Denatürasyonu  94 ºC 4 dakika 1 

Denatürasyon 94 ºC 45 saniye 30 

Annealing  56 ºC 30 saniye 30 

Elongasyon  72 ºC 30 saniye 30 

Final Ekstansiyon 72 ºC 2 dakika 1 

Soğutma 6 ºC 4 saat 1 

 

3.8.6.2 mtDNA4834 Delesyon Ürününün Agaroz Jelde Görüntülenmesi  

mtDNA4834 delesyon PCR ürününün elde edilip edilmediğini görmek amacıyla 

PCR sonrası saflaştırılan DNA, agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.  

1. Erlenmayerde, 1 gr agaroz ( Sigma, A-0169), 50 ml TBE buffer (0,5X) içinde 

çözüldü.  
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2. Mikrodalga fırında 600 watt’ta bir taşım kaynatılarak çözülmesi sağlandı. 

3. Çözünen agaroz üzerine 3 μL Ethidium Bromide eklendi. 

4. Sekizli tarak elektroforez tankına yerleştirildi. Agaroz, ılık hale gelince tanka 

döküldü. 

5. 30-40 dk kadar agarozun donması beklendi. 

6. İlk kuyucuğa 15 μL Marker 8 yüklendi. 

7. 15 μL PCR ürünleri, 3 μL 6X Loading Buffer ile karıştırıldıktan sonra diğer 

kuyucuklara yüklendi. 

8. PCR ürünlerine, 80V’ta 50 dakika elektroforez uygulandı. 

      9.Bandlar elektroforez sonrası, UV ışıkta, jel görüntüleme cihazında değerlendirildi. 

mtDNA4834 delesyon standartlarına ait 81 bç’lik elektroforez bandları şekil 14’de 

gösterilmektedir. 

             
   Şekil 14: mtDNA4834 delesyon standardına ait bandların elektroforetik görüntüsü 

 

3.8.6.3 mtDNA4834 Delesyon Ürününün Saflaştırılması 

  mtDNA4834 delesyon PCR ürünleri,  SephadexTm G-50 Medium filtre kullanılarak 

aşağıda yazılan prosedüre göre saflaştırıldı. 

1. SephadexTm G-50 Medium filtre, kolektör tüpe yerleştirildi. 

2. 50 μg SephadexTm G-50,  filtreye eklendi ve üzerine 600 μL dH2O ilave edildi. 

3. İyice çalkalandıktan sonra suyu uzaklaştırmak için 1 000 g’de 4 dakika santrifüj 

edildi. 

4. Kolektör tüp atılıp filtre tüpü nükleaz içermeyen eppendorf tüpe yerleştirildi. 

5. 40 μL PCR ürünü SephadexTm G-50 filtreye pipetlendi. 

6. 1 000 g’de 4 dakika santrifüj edildi. 

7. Santrifüj sonrası, filtre atıldı. 

8. Elüe edilen PCR ürünü alındı. 
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3.8.6.4 mtDNA4834 Delesyon Ürününün Nanospektrofotometre ile Kantitasyonu 

Saflaştırılan mtDNA4834 delesyon standart numunesinin miktarı 

nanospektrofotometre ile ölçüldü. mtDNA4834 delesyon standart konsantrasyonu 46 

μg/ml olarak bulundu. 

 Absorbans 260: 0,091 

 Absorbans 280: 0,050 

 Absorbans 260/280: 1,804      

 

3.8.6.5 mtDNA4834 Delesyon Ürününün Plazmid Genomuna Aktarılması     

                                                                                                                                                                     

3.8.6.5.1 Ürün (İnsert) Miktarının Belirlenmesi  

• İnsert miktarı aşağıda gösterilen formüle göre hesaplanmıştır. 

• Vektör (ng) × insert büyüklüğü (kb) × insert/vektör oranı = insert miktarı (ng) 

                        Vektör büyüklüğü (kb) 

• pGEM®-T Easy vektör,  ~ 3kb uzunluğundadır ve konsantrasyonu 50ng/μl ‘dir. 

• 50 ng × 0,08 kb  ×  _3_ = ~ 4 ng (insert miktarı) 

                   3 kb                   1 

• 46 μg/ml olarak bulunan mtDNA4834 delesyon standart konsantrasyonu 10 kat 

dilüe edilerek ~ 4 ng/ μL’ye ayarlandı. 

 

3.8.6.5.2 mtDNA4834 Delesyon Ürününün Plazmid ile Ligasyonu  

     Elde edilen PCR ürünün pGEM®-T Easy Vektöre yerleştirilmesi için aşağıda 

yazılan ligasyon miksi hazırlanarak 4ºC’de, bir gece inkübasyona bırakıldı. PCR 

ürününün plazmid ile ligasyon protokolü tablo XXX’da gösterilmektedir.    

                                                                                                                                                                      

        Tablo XXX: PCR ürününün plazmid ile ligasyonu 

Komponent Standart reaksiyon 

2X Rapid Ligasyon Buffer 5 μL 
pGEM-T Easy Vektör ( 50 ng) 1 μL 
PCR Ürünü 1 μL 
T4 DNA Ligaz ( 3u/μL) 1 μL 
dH2O 2 μL 
Toplam 10 μL 
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3.8.6.6 Plazmidin Kompetent Hücreye Aktarılması 

1. -80 ºC’de saklanan JM 109 kompetent hücre çıkarıldıktan sonra buz üzerinde 5 

dakika bekletildi. 

2. Bir gece 4 ºC’de bekletilen plazmid içeren tüp kısa süreli santrifüj edildi. 

3. 50 μL kompetent hücrenin bulunduğu eppendorf tüpe 2 μL plazmid eklendi. 

4. Karışım buz üzerinde 20 dakika bekletildi. 

5. Başka bir eppendorf tüpe 475 μL LB besiyeri konularak 37 ºC etüve bırakıldı. 

6. 20 dakikanın sonunda hücreler 42 ºC’de 45-50 saniye bekletilerek ısı şoku 

yapıldı. 

7. Isı şokundan sonra 2 dakika buz üzerinde bekletildi. 

8. Etüvde bekleyen LB besiyeri hücrelerin üzerine eklendi. Hafifçe vortekslendi. 

9. 150 rpm’de, 37 ºC’de inkübatöre bırakıldı ve 4 saat bekletildi. 

10. 4 saat sonra, 4 bölmeye ayrılmış LB agar besiyerine sırayla; 50 μL, 10 μL, 5 μL, 

1 μL kompetent hücre ve plazmid karışımı pipetlenerek agara yayıldı. 

11. Bir gece 150 rpm’de, 37 ºC’de etüvde bırakılarak, mtDNA4834 delesyon ürününü 

içeren plazmidin kompetent hücreye girmesi beklendi. 

12. Ertesi gün, LB agar besiyerinde üreyen hücre kolonilerinden birisi alındı. 

13. Koloni, 50-100 μg ampisilin eklenen 5 ml besiyerine steril pipet ucu ile konuldu. 

14. Hücrelerin çoğalması için 200 rpm’de 37 ºC’de 7 saat inkübasyona bırakıldı. 

 

3.8.6.7 Plazmid İzolasyonu 

1. Üç adet eppendorf tüpe 1,5 ml LB besiyeri ve çoğalan hücreler pipetlendi. 

2. Tüpler, 10 000 g’de 10 dakika santrifüj edildi. 

3. Süpernatant atılarak dipte çöken hücrelere ~85 μL hücre resüspansiyon 

solüsyonu eklendi. Üç eppendorf tek tüpte ~250 μL olarak birleştirildi ve 

karıştırıldı. 

4. Eppendorfun üzerine 250 μL hücre lizis solüsyonu eklendi. 

5. Eppendorf 4 kez alt üst edildi. 

6. 10 μL alkalin proteaz solüsyon eklendi. 

7. Eppendorf 4 kez alt üst edildi. 

8. 5 dakika oda ısısında bekletildi. 

9. 350 μL nötralizasyon buffer eklendi. 
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10. Eppendorf 4 kez alt üst edildi. 

11. Oda ısısında 16 000 g’de 10 dakika santrifüj edildi. 

12. Santrifüj sonrası plazmid DNA dışındaki DNA’lar çöktüğü için süpernatant 

alınarak spin kolona aktarıldı. 

      14. Süpernatant spin kolona aktarıldıktan sonra oda ısısında, 16 000 g’de, 1 dakika     

            santrifüj edildi. 

      15.  Kolektör tüp atıldı. 

15. 750 μL wash solüsyon eklendi. 

16. Oda ısısında, 16 000 g’de, 1 dakika santrifüj edildi. 

17. Kolektör tüp atıldı. 

18. 250 μL wash solüsyon eklendi. 

19. Oda ısısında, 16 000 g’de, 1 dakika santrifüj edildi. 

20. Kolektör tüp atıldı. 

21. Spin kolon, 1,5 ml’lik eppendorf tüpe aktarıldı. 

22. 100 μL nükleaz içermeyen dH2O eklendi. 

23. Oda ısısında, 10 000 g’de, 1 dakika santrifüj edildi. 

24. Tekrar aynı spin kolona 100 μL nükleaz içermeyen dH2O eklendi. 

25. Oda ısısında, 10 000 g’de, 1 dakika santrifüj edildi. 

26. Toplam 200 μL elüat elde edildi. 

 

3.8.6.8 mtDNA4834 Delesyon Standardının Nanospektrofotometre ile Kantitasyonu  

mtDNA4834 delesyon standart numunesinin miktarı nanospektrofotometre ile 

ölçüldü. 

 mtDNA4834 delesyon standart konsantrasyonu 65,5 μg/ml olarak bulundu. 

 Absorbans 260: 0,131 

 Absorbans 280: 0,071 

 Absorbans 260/280: 1, 85 
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3.8.6.9 mtDNA4834 Delesyon Standardının Kopya Sayısının Hesaplanması 

 mtDNA4834 delesyon ürünü içeren plazmidin uzunluğu: 3096 bç (3015 bç 

plazmid +81 bç mtDNA4834 delesyon ürünü) 

 1 bç ağırlığı: 660 Da  

 1 Plazmidin ağırlığı: 3096 x 660=  2043360 Da olarak hesaplandı. 

 1 Dalton: 1/ 6,02x1023 gr  

 1 Plazmidin ağırlığı: 2043360 x 1/ 6, 02x1023 gr  

                                      : 34 x 10-13 μg olarak hesaplandı. 

 Nanospektrofotometre ile mtDNA4834 delesyon standart konsantrasyonu 65,5 

μg/ml olarak bulunduğundan, 

 mtDNA4834 delesyon standart kopya sayısı: 65,5 μg/ml / 34 x 10-13 μg 

                                                                          : ~ 2 x 1013 kopya / ml 

                                                                          : ~ 2 x 1010 kopya / μl bulundu. 

 

  3.8.7 Numunelerde mtDNA4834 Delesyon PCR Çalışılması 

 2 x 1010 kopya / μl mtDNA4834 delesyon standardından, 10 kat seri dilüsyonla 7 

adet mtDNA4834 delesyon standardı hazırlandı. 

            Standart 1: 2 x 107 kopya / μl    

            Standart 2: 2 x 106 kopya / μl    

            Standart 3: 2 x 105 kopya / μl    

            Standart 4: 2 x 104 kopya / μl    

            Standart 5: 2 x 103 kopya / μl    

            Standart 6: 2 x 102 kopya / μl    

            Standart 7: 2 x 101 kopya / μl   

 PCR’da 10 μl numune kullanıldığından standartlar, 2 x 108 – 2 x 102 kopya / μl 

arası elde edildi. 

Yukarıdaki standartlar ile mtDNA4834 delesyon primerleri kullanılarak tüm 

numuneler,  LightCycler PCR cihazı ile çalışıldı. Hazırlanan PCR master miksi ve PCR 

programı sırasıyla tablo XXXI ve tablo XXXII’de gösterilmiştir. 
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 Tablo XXXI: Numuneler için hazırlanan mtDNA4834 delesyon PCR master miksi 

1 Komponent Volüm Final Konsantrasyon 

H2O; Steril ve PCR Grade 3.4 μL - 

MgCl2; Stok Solüsyonu 1.6 μL 3.0 mM 

mtDNA4834 Delesyon Forward  Primer 0,25 μL  0.25 μM 

mtDNA4834 Delesyon Reverse Primer 0,25 μL 0.25 μM 

SYBR Green 2.0 μL 0.2 X 

LightCycler-FastStart DNA Master 

Hybridization Probes 
2.0 μL 0.5 U/ 20 μL 

UNG (Roche) 0.5 μL 0.5 U/ 20 μL 

Toplam 10 μL 
 

2 Nazikce karıştırıldıktan sonra 10 μL master miks solüsyonu santrifüj 

adaptöründe soğutulmuş kapiller tüplere aktarıldı. Üzerine 10 μL numune 

eklendi.  

3 Kapiller tüpler 7 000 g’de 5 saniye santrifüj edildi. 

4 Kapiller tüpler LightCycler cihazının rotoruna yerleştirildi. 

5 Tablo XXXII’de belirtilen PCR protokolü uygulandı. 

 

 

   Tablo XXXII: Numuneler için hazırlanan mtDNA4834 delesyon PCR protokolü 

Evre Isı Süre Siklus 

UNG ile Dekontaminasyon 30 ºC 5 dakika 1 

Başlangıç Denatürasyonu  95 ºC 10 dakika 1 

Denatürasyon 95 ºC 5 saniye 45 

Annealing  56 ºC 10 saniye 45 

Elongasyon  72 ºC 3 saniye 45 

Soğutma 6 ºC 4 saat 1 
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3.9. Numunelerde Hücre Başına Düşen mtDNA Kopya Sayılarının Hesaplanması 

QPCR ile absolü kantitasyon yapılarak bütün numunelerin nükleer ve 

mitokondriyal kopya sayıları bulundu. Numunelerin D-loop kopya sayıları,  36B4 

kopya sayılarına bölündü ve iki ile çarpılarak hücre başına düşen mitokondriyal DNA 

kopya sayıları hesaplandı. 

 (mtDNA/hücre = (D-loop kopya/36B4 kopya) x2). Bütün numuneler üçer kez çalışıldı. 

 

3.10 Numunelerde mtDNA4834 Delesyon Frekansının Hesaplanması 

QPCR ile absolü kantitasyon yapılarak bütün numunelerin mitokondri kopya 

sayıları ve mtDNA4834 delesyon kopya sayıları bulundu. Numunelerin mtDNA4834 

delesyon kopya sayıları D-loop kopya sayılarına bölündü ve 100 ile çarpılarak delesyon 

frekansı (%) hesaplandı.  

(delesyon frekansı (%)= (mtDNA4834 delesyon kopya/D-loop kopya) x100). Bütün 

numuneler üçer kez çalışıldı. 

 

3.11 Verilerin İstatistiksel Değerlendirilmesi 

Veriler SPSS 16.0 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket 

programına aktarılarak, istatistiksel değerlendirmeler yapıldı. Grupların karşılaştırılan 

parametreler açısından normal dağılıma uymadıkları tespit edildi. Farklı RZG 

dozlarında, dokular ve lenfositlerin mtDNA/hücre sayıları ve delesyon frekansının 

belirlenmesinde non-parametrik Kruskal-Wallis testi kullanıldı.  

 

İstatistiksel değerlendirmelerde anlamlılık düzeyi P < 0.05 olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1 PCR Çalışmasının Validasyon Sonuçları 

Çalışmaların doğruluğunu görmek amacıyla farklı tarihlerde yapılan 36B4, D-

loop ve mtDNA4834 delesyon PCR çalışmalarından elde edilen slope ve verimlilik 

değerleri tablo XXXIII’de gösterilmiştir. Şekil 15’de ise verimlilik değerleri grafiksel 

olarak verilmiştir. 

 

Tablo XXXIII: 36B4, D-loop ve mtDNA4834 delesyon çalışmalarının slope ve 

verimlilik sonuçları 

 

 

36B4 

  Slope   Verimlilik 

D-loop 

   Slope   Verimlilik 

mtDNA4834 delesyon 

   Slope   Verimlilik 

1. Çalışma -3,589 0,90 -3,439 0,95 -3,554 0,91 

2. Çalışma -3,147 1,078 -3,55 0,91 -3,640 0,88 

3. Çalışma -3,314 1,003 -3,534 0,92 -3,589 0,90 

4. Çalışma -3,060 1,121 -3,379 0,98 -3,843 0,82 

5. Çalışma -3,10 1,101 -3,380 0,98 -3,899 0,80 

6. Çalışma -3,024 1,141 -3,386 0,97 -3,889 0,81 

7. Çalışma -3,145 1,079 -3,395 0,97 -3,77 0,84 

8. Çalışma -3,160 1,072 -3,368 0,98 -3,706 0,86 

9. Çalışma     -3,741 0,85 

Ortalama  -3,19 1,06    -3,43 0,96 -3,74 0,85 
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       Şekil 15: 36B4, D-loop ve mtDNA4834 delesyon çalışmalarının slope ve verimlilik    

                       grafiği 

 

4.2 Numunelerin Absolü Kantitasyon Sonuçları 

Çalışma sonrasında elde edilen rat dokuları ve lenfositlerine ait mtDNA/hücre ve 

delesyon frekansı Tablo XXXIV, XXXV, XXXVI ve XXXVII’de ortalama, minimum 

ve maksimum değerleri ile birlikte gösterilmiştir. 

 

Tablo XXXIV: Karaciğer dokusunda mtDNA/hücre ve delesyon frekansının, ortalama, 

minimum ve maksimum değerleri 

 Doz Ortalama Minimum Maksimum 

mtDNA/hücre 2 mg/kg 45100,1 21583,6 91730,8 

 1 mg/kg 47818,8 24958,9 68838,9 

 0,5 mg/kg 45450,3 32228,1 65540,7 

 kontrol 45450,8 35788,8 62307,7 

 delesyon 2 mg/kg 3,24 2,38 4,40 

frekansı (%) 1 mg/kg 3,53 2,42 5,03 

  0,5 mg/kg 3,87 3,14 5,65 

 kontrol 4,22 3,35 4,81 
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Tablo XXXV: İnce bağırsak dokusunda mtDNA/hücre ve delesyon frekansının, 

ortalama, minimum ve maksimum değerleri 

 Doz Ortalama Minimum Maksimum 

mtDNA/hücre 2 mg/kg 2032,2 532,5 5126,4 

 1 mg/kg 3321,1 2504,3 5161,5 

 0,5 mg/kg 2858,4 1368,7 5910,2 

 kontrol 5613,1 2668,8 11583,5 

delesyon 2 mg/kg 2,88 1,99 4,17 

frekansı (%) 1 mg/kg 2,85 1,79 4,24 

 0,5 mg/kg 2,77 2,25 3,23 

 kontrol 2,88 1,66 4,09 

 

 

 

Tablo XXXVI: Pankreas dokusunda mtDNA/hücre ve delesyon frekansının, ortalama, 

minimum ve maksimum değerleri 

 Doz Ortalama Minimum Maksimum 

mtDNA/hücre 2 mg/kg 40617,8 10506,6 85920,9 

 1 mg/kg 16961,9 10770,1 21559,1 

 0,5 mg/kg 23350,5 7684,4 49052,6 

 kontrol 58229,4 30941,2 91285,3 

 delesyon 2 mg/kg 4,66 3,52 6,24 

frekansı (%) 1 mg/kg 4,70 3,62 6,61 

 0,5 mg/kg 4,69 2,66 6,79 

 kontrol 4,77 4,24 5,36 
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Tablo XXXVII: Lenfositlerde mtDNA /hücre ve delesyon frekansının, ortalama, 

minimum ve maksimum değerleri 

 Doz Ortalama Minimum Maksimum 

mtDNA/hücre 2 mg/kg 23971,4 15141,4 39915,2 

 1 mg/kg 28687,2 12463,3 65208,8 

  0,5 mg/kg 28294,5 12798,3 42113,1 

 kontrol 25454,2 10196,1 37502,3 

 delesyon 2 mg/kg 5,82 4,82 7,65 

frekansı (%) 1 mg/kg 5,27 3,69 7,18 

 0,5 mg/kg 5,73 4,42 7,24 

 kontrol 5,21 1,96 7,61 

 

Rat dokuları ve lenfositlerinde mtDNA/hücre sayıları ve delesyon frekansı 

açısından RZG’un tüm dozları ile kontrol grubu Kruskal-Wallis testi yapılarak 

karşılaştırıldı. Karaciğer dokusunda RZG’un tüm dozlarında kontrol grubuna göre 

delesyon frekansındaki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05) (Tablo 

XXXIV). İnce bağırsak ve pankreasta ise RZG’un tüm dozlarında kontrol grubuna göre 

mtDNA/hücre sayılarındaki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05) (Tablo 

XXXV, Tablo XXXVI). Şekil 16’da RZG dozlarına göre karaciğer dokusunda delesyon 

frekansı, şekil 17’de RZG dozlarına göre ince bağırsak dokusunda mtDNA/hücre 

sayıları ve şekil 18’de RZG dozlarına göre pankreas dokusunda mtDNA/hücre sayıları 

ve %95 güven aralıkları (Confidence Intervale, CI) gösterilmiştir. 
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 Şekil 16: Roziglitazon dozlarına göre karaciğer dokusunda delesyon frekansı (%95CI)                       

                

 
 Şekil 17: Roziglitazon dozlarına göre ince bağırsak dokusunda mtDNA/hücre (%95 CI)                   
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 Şekil 18: Roziglitazon dozlarına göre pankreas dokusunda mtDNA/hücre (%95 CI)                     

 

Tüm dokular ve lenfositlerde, mtDNA/ hücre ve delesyon frekansında fark olup 

olmadığını anlamak için kontrol grupları seçilerek Kruskal-Wallis testi ile istatistiksel 

analiz yapıldı.  

Kontrol grupları esas alındığında, dokular ve lenfositlerde mtDNA/ hücre 

sayıları açısından istatistiksel olarak anlamlı fark olduğu görüldü. Kontrol grupları 

arasında, mtDNA/hücre sayıları, pankreas>karaciğer>lenfosit>ince bağırsak olarak 

bulundu (P < 0,05). Şekil 19’da kontrol dokularında ve lenfositlerde mtDNA/hücre 

gösterilmektedir. Tablo XXXVIII’de ise kontrol dokuları ve lenfositlerin mtDNA/hücre 

sayılarının ortalama, minumum ve maksimum değerleri gösterilmektedir. 
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  Şekil 19: Kontrol dokularında ve lenfositlerinde mtDNA/ hücre (%95 CI)                    

 

               Tablo XXXVIII: Kontrol dokuları ve lenfositleride mtDNA/ hücre  

               ortalama, minumum ve maksimum değerleri 

Doku Ortalama Minimum Maksimum 

Karaciğer        47608,84        35788,47       62307,69 

İnce bağırsak 5613,09 2668,81 11583,51 

Pankreas 58229,43 30941,29 91285,35 

Lenfosit 25454,22 10196,08 37502,32 

 

Kontrol grupları esas alındığında, dokular ve lenfositlerde delesyon frekansı 

açısından istatistiksel olarak anlamlı fark olduğu görüldü (P < 0,05). Şekil 20’de kontrol 

dokuları ve lenfositlerde delesyon frekansı gösterilmektedir. Tablo XXXIX’de ise 

kontrol dokuları ve lenfositlerde delesyon frekansının ortalama, minumum ve 

maksimum değerleri gösterilmektedir. 
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   Şekil 20: Kontrol dokuları ve lenfositlerinde delesyon frekansı (%95 CI) 

 

 

              Tablo XXXIX: Kontrol dokuları ve lenfositlerde delesyon frekansının   

              ortalama, minumum ve maksimum değerleri 

Doku Ortalama Minimum Maksimum 

Karaciğer 4,22 3,35 4,81 

İnce bağırsak 2,88 1,66 4,09 

Pankreas 4,77 4,24 5,36 

Lenfosit 5,21 1,96 7,61 
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5. TARTIŞMA 

 

Mitokondri, hücre içine giren oksijenin yaklaşık %90’dan fazlasının tüketildiği 

önemli bir hücresel organeldir (341). Normal fizyolojik respirasyon sırasında tüketilen 

moleküler oksijenin %1-2’si, (O2
•)- radikallerine çevrilir (230). Solunum zinciri 

komplekslerinden kompleks I ve kompleks III, (O2
•)- radikalinin büyük bir kısmının 

üretildiği iki temel bölgedir (9, 281). Mitokondride oksijenin suya indirgendiği 

basamaklarda oluşan ROÜ, protein, lipid, RNA ve DNA’yı içeren makromoleküllerde 

hasar oluşturmaktadır (270).  

mtDNA delesyonu, kapalı sirküler yapıya sahip mtDNA’dan bir veya birkaç gen 

parçasının yada bir baz çiftinin eksilmesi sonucu ortaya çıkan mutasyondur (232). 

mtDNA delesyonunun görüldüğü dokularda mitokondriyal solunum fonksiyonlarının 

azalabileceği (289), ATP üretiminin azalması ile beraber ROÜ’nin artabileceği ve hatta 

doku hücrelerinin ölümü ile sonuçlanabileceği rapor edilmiştir (198). Oksidatif stresin 

de mtDNA baz modifikasyonları nedeniyle delesyon veya fonksiyon kaybına neden 

olduğu gösterilmiştir (303, 304). mtDNA4834 delesyonu, rat mitokondriyal genomunda, 

8103-8118 (ATP6 geni) ve 12937-12952 (ND5 geni) nükleotidleri arasında lokalize 

olan, 2 tane 16 bç’lik tekrar bölgesi içeren, 4834 bç’lik bir bölgenin delesyonu olarak 

tanımlanır (102). Yapılan çalışmalar, mtDNA delesyonlarının OXPHOS kapasitesinin 

azalmasının bir sonucu olarak yaşlanma ve yaşlanma ile ilgili hastalıklarla ilişkili 

olduğunu göstermiştir (39, 67, 76,133). Bununla beraber çoğu çalışmada yaşlanma ile 

ilişkili mtDNA delesyonlarının düzeyinin genellikle %1’den daha az olduğu rapor 

edilmiştir (67). mtDNA4834 delesyonunun insandaki görülen şeklinin, yaşlanma, Kearns 

Sayre sendromu, Pearson sendromu, kronik progresif eksternal oftalmopleji, iskemik 

kalp hastalığı ve karaciğer sirozu gibi durumlar ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (62, 63, 

287, 298, 350).  Yapılan çalışmalarda Parkinson hastalığında yaş ile ilişkili mtDNA 

delesyonunun nöronlarda yaklaşık %50 oranında olduğu bulunmuştur (25, 173). 

mtDNA delesyon birikiminin nedeni tam olarak anlaşılamamasına rağmen, respiratuvar 

zincir anormallikleri ve serbest radikallerin üretilmesi ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (184, 248, 340). 

  Kompetetif PCR ile yapılan çalışmalarda genç rat dokularına oranla yaşlı rat 

dokularında mtDNA4834 delesyonu artmış olarak bulunmuştur. Yaşlı Fisher 344 rat 
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kullanılarak yapılan bir çalışmada mtDNA4834 delesyonu karaciğerde % 0,0188, beyinde 

% 0,0022, böbrekte % 0,0040, kalpte % 0,0007 ve akciğerde % 0,0004 olarak 

belirlenmiştir (67). Benzer olarak yapılan diğer çalışmalarda mtDNA4834 delesyonu, 

beynin farklı bölgelerinde %0,0006- 0,0075 (92) ve karaciğerde % 0,02 (102) olarak 

bulunmuştur. Yaşlı Wistar ratlarında yapılan başka bir çalışmada mtDNA4834 delesyonu 

karaciğerde %1,17, pankreasta %0,0639 ve intestinal mukozada %0,0152 olarak tespit 

edilirken (93) Edris ve arkadaşlarının çalışmasında ise karaciğerde mtDNA4834 

delesyonu %0,5 olarak bulunmuştur (85). Relatif QPCR metodu ile yapılan bir 

çalışmada ise mtDNA4834 delesyon frekansını genç Fisher 344 rat karaciğer dokusunda 

%0,18, yaşlı rat karaciğer dokusunda ise %0,59 olarak tespit etmişlerdir (225). Biz, 

QPCR ile yaptığımız bu çalışmamızda, RZG verilmeyen genç ratlarda delesyon 

frekansını, karaciğerde %4,22, ince bağırsakta %2,88, pankreasta %4,77 ve lenfositlerde 

%5,21 olarak bulduk (p<0,05).  

             mtDNA delesyonlarının belirlenmesi için genellikle semi-kantitatif bir metod 

olan kompetetif PCR kullanılmıştır. Kompetetif PCR ile PCR bitiminde değerlendirme 

yapıldığı için ürün miktarı başlangıç miktar ile orantılı olmayabilir ve hedef DNA kesin 

olarak hesaplanamayabilir. Yaşlı dokularda mtDNA4834 delesyon düzeyinin düşük 

olması nedeniyle Southern Blot gibi uzun zaman alan ve fazla miktarda DNA gerektiren 

metodlar ile mtDNA4834 delesyonun tespit edilmesinin zor olduğu rapor edilmiştir (256, 

306, 357). QPCR’da ise eksponansiyel fazda ölçüm yapıldığından dolayı mtDNA4834 

delesyonun belirlenmesi ve kantitasyonu daha kolay yapılmaktadır. Ayrıca QPCR 

çalışmaları az miktarda DNA gerektirir ve daha kısa sürede sonuçlanır (326, 352). Biz 

de mtDNA4834 delesyon ve mtDNA kopya sayısını belirlemek için QPCR’ı kullandık. 

Plazmid klonlama çalışmasıyla elde edilen mtDNA4834 delesyon standardını kullanarak 

absolü kantitasyon ile numunelerimizin delesyon frekansını hesapladık. Sonuçlarımızın 

literatürde bahsedilen çalışmalardan farklı olmasında plazmid klonlama ile elde edilen 

mtDNA4834 delesyon standardı oluşturarak uyguladığımız PCR metodu ve 

kullandığımız Sprague-Dawley rat cinsine bağlı olmuş olabilir. 

Roziglitazon, Tip II diabetin tedavisi için kullanılan, etkisini PPARγ reseptörüne 

bağlanarak gösteren, TZD grubu bir ilaçtır (309). RZG uygulanan rat karaciğer dokusu 

ve lenfositlerden izole edilen genomik DNA’larda doza bağımlı olarak gözlenen 

genotoksisite Comet (single cell gel electrophoresis) yöntemi ile gösterilmiştir. Yine 
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aynı metodla pioglitazonunda rat karaciğer ve lenfositlerinde genotoksik olduğu 

bulunmuş, FPG ve Endo III DNA tamir enzimlerinin kullanılmasıyla, genomik 

DNA’daki bu hasarda okside pürin ve pirimidinlerin oluştuğu gösterilmiştir (23,24). 

Obez farelerde yapılan bir çalışmada RZG’un kompleks I aktivitesini inhibe ederek 

ROÜ oluşumunu artırdığı ve oksidatif strese neden olduğu gösterilmiştir (104). Yine 

PPAR ligandlarının doku homojenat ve hücre kültürlerinde kompleks I aktivitesini 

azaltarak oksidatif fosforilasyonun kesintiye uğramasına ve respiratuvar hızın 

azalmasına neden olduğu bulunmuştur. TZD’ın PPARγ-bağımsız mekanizma ile 

kompleks I aktivitesini inhibe etmesi, izole edilen mitokondrilerde kompleks I 

sübstratlarının varlığında respiratuvar parametrelerin bozulması ile doğrulanmıştır (40). 

TZD’ların oksidatif stres üzerindeki etkilerinin anlaşılması oldukça karmaşıktır. 

Oksidatif fosforilasyonun kesintiye uğramasının serbest radikal üretiminin azalması ile 

ilişkili olabileceği (95), diğer taraftan kısa vadeli TZD maruziyetinin oksidatif stresi 

artırabileceği (288) rapor edilmiş ve TZD’ların mitokondriyi birden fazla mekanizma ile 

etkileyebileceği öne sürülmüştür (91). 

 Bu çalışmaların aksine yapılan bazı çalışmalarda, TZD’ların hiperglisemiyi 

azaltma özelliklerinden bağımsız bir şekilde oksidatif stresi azaltabileceği gösterilmiştir 

(66). RZG’un, karaciğer ve kasta hücresel ve sistemik enerji homeostazisin 

düzenleyicisi olan 5’–AMP aktive protein kinaz’ı (AMPK) aktive ederek NAD(P)H 

oksidazın inhibisyonuna neden olduğu ve oksidatif stresi azalttığı rapor edilmiştir. Bu 

antioksidan etki,  PPARγ antagonisti verilerek ortadan kaldırılamamıştır (50). TZD 

grubu ilaçların antioksidan etkilerinin mekanizması kesin olarak belli değildir. RZG’un 

kimyasal yapısındaki piridin ve fenil halkalarının hidroksilasyonun, hidroksil 

radikallerinin temizlenmesini kolaylaştırdığı ifade edilmektedir (111). RZG’un rat beyin 

mikrovasküler endotelyal hücrelerde (RBMEC) katalaz enzim aktivitesini doza bağlı 

olarak artırdığı gösterilmiştir (114). SOD ve katalaz enzim promoterlerinin PPRE 

içermeleri nedeniyle bu enzimlerin ekspresyonunun RZG ile düzenlendiği ve RZG’un 

oluşan ROÜ’nin etkisini önlediği rapor edilmiştir (106, 114,241).   

 RZG’un mtDNA4834 delesyon ile ilişkili olduğuna dair bir çalışma mevcut 

değildir. Biz de RZG’un mtDNA4834 delesyona etkisinin olup olmadığını araştırmak 

amacıyla RZG verilen ratlarda mtDNA4834 delesyon frekansını inceledik. Karaciğer 

dokusunda, RZG’un tüm dozlarında kontrole göre mtDNA4834 delesyon frekansında 
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azalma görülürken diğer dokularda bu etkinin olmadığını bulduk (p<0,05). Karaciğer 

dokusunda mtDNA4834 delesyon frekansındaki azalmanın, GPx ve SOD enzim 

aktivitelerinin karaciğerde yüksek olmasına (93) ve RZG’un da bu antioksidan 

enzimlerin ekspresyonunu artırmasına (106, 241)  bağlı olabileceğini düşündük. 

            mtDNA kopya sayısı, doku ve hücre tipleri ile hücre büyüme ve farklılaşma 

evrelerine göre değişiklik göstermektedir (253, 262, 286, 343). Memeli hücreleri birkaç 

yüz ile birkaç bin arasında mitokondri sayısına sahiptir. Her bir mitokondri ise 2-10 

mtDNA kopyası içerir (262). Kompetetif PCR ile yapılan bir çalışmada kalp, beyin ve 

kas dokusunun, böbrek, akciğer, karaciğer, pankreas, intestinal mukoza ve kemik iliğine 

göre daha yüksek mtDNA’ya sahip olduğu gösterilmiştir (93). QPCR ile yapılan bir 

çalışmada ise mtDNA içeriğinin dokular arasında farklı olduğu, genç farelerde 

karaciğer, beyin ve kalpte yüksek, yaşlanma ile beraber iskelet kası ve kalpte daha 

yüksek olduğu tespit edilmiştir. Yaşla beraber dokular arasındaki mtDNA içeriğindeki 

farklılığın özellikle beyin, kalp ve kas gibi yüksek oksidatif fosforilasyona ihtiyaç 

duyan dokularda arttığı rapor edilmiştir (204).   

 Rat karaciğerinde kompetetif PCR ile mtDNA kopya sayısını Gadaleta ve 

arkadaşları 860 mtDNA kopya/hücre olarak bulmuşlardır (102). Nicklas ve arkadaşları 

ise relatif QPCR çalışması ile rat karaciğerinde mtDNA kopya sayısını düşük bulmuşlar 

(512 kopya/hücre) ve bunun nedenini nükleer genom kopya sayısını bulmak için 

kullandıkları β-aktin’in psödogen içermesine bağlamışlardır (225). Biz çalışmamızda, 

mtDNA kopya sayılarının daha doğru hesaplanması için daha uygun olduğunu 

düşündüğümüz, psödogen içermeyen 36B4 tek kopya genini kullandık. D-loop ve 36B4 

external standart ürünlerini spektrofotometre ile ölçerek standart hazırladıktan sonra 

nükleer ve mitokondriyal genom standardı elde ettik. Bu standartları kullanarak absolü 

kantitasyon yaptık ve numunelerimizin kopya sayılarını hesapladık. QPCR ile absolü 

kantitasyon yaptığımız bu çalışmamızda RZG verilmeyen genç rat dokuları ve 

lenfositlerinde mtDNA kopya sayılarını diğer çalışmalardaki gibi farklı bulduk. Hücre 

başına düşen mtDNA kopya sayılarını karaciğerde 47 608, ince bağırsakta 5613, 

pankreasta 58 229 ve lenfositlerde 25 454 olarak belirledik ve dokular arasındaki bu 

farkı istatistiksel olarak anlamlı bulduk (p<0,05). Bulduğumuz mtDNA kopya 

sayılarının diğer çalışmalardan daha yüksek olmasının nedeni, kullanılan nükleer ve 

mitokondriyal genom standardına ve QPCR metoduna bağlı olabilir. 
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 mtDNA biyogenezinin hızlanmasının, rat karaciğer, rat hipokampus ve yaşlı 

dokularda mtDNA kopya sayısının artışı ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (121, 237, 305, 

339). Mitokondriyal kopya sayısının, çeşitli fare dokularında mtTFA protein düzeyi ile 

orantılı olduğunu gösteren çalışmada, böbrek ve beyinde yaşla beraber olan 

değişikliklerin artmış olan mtTFA mRNA ekspresyonu nedeniyle olduğu ileri 

sürülmüştür. Yaşlı ratların, karaciğer, kalp ve beyinde adult ratlara göre daha yüksek 

mtDNA içeriğine sahip olduğu gösterilmiştir (204). İnsan akciğer dokusunda oksidatif 

DNA hasarı ile ilişkili olan mtDNA, yaşlanma ile beraber artış göstermiştir (180). Artan 

oksidatif stresin yaşlanma sırasında mtDNA içeriği ve miktarındaki artışta kritik bir rol 

oynadığı bildirilmiştir (181). Yaşla beraber mtDNA içeriğindeki artışın, defektif 

mitokondrinin mutasyonlu mtDNA’ı kompanse etmesine bağlı olduğu öne sürülmüştür 

(204). RZG’un da insan yağ dokusu hücre kültüründe mtDNA sayısını artırdığı, diabetik 

farelerde yapılan diğer bir çalışmada, inguinal yağ dokusunda azalan mtDNA içeriğini 

doza bağımlı olarak artırdığı bulunmuştur (29, 263).  

 Bu çalışmaların aksine, insan iskelet kasında yapılan bir çalışmada 

yaşlanmaya bağlı olarak mitokondriyal fonksiyon ve ATP üretiminde azalma ile birlikte 

mtDNA kopya sayısında azalma rapor edilmiştir. Mitokondri tarafından oluşturulan 

ROÜ’nin mtDNA’da oksidatif hasara ve yaşlanma ile beraber mitokondriyal 

fonksiyonlarda azalmaya yol açtığı öne sürülmüştür (210, 292). İnsan pankreas adacık 

hücrelerinde yapılan bir çalışmada, izole edilen adacık hücre mtDNA kopya sayılarında 

yaşlanmaya bağlı olarak azalma tespit edilmiştir. Bu azalmanın mtDNA’da delesyon ile 

ilişkili olmadığı bulunmuştur. Delesyon tespit edilememesinin nedeni olarak insan 

pankreas adacık hücrelerinin hasara daha dayanıklı olduğu ya da adacık hücrelerinin 

yüksek delesyon düzeyi ile selektif olarak uzaklaştırıldığı düşünülmüştür (194).  

 Biz çalışmamızda, rat pankreas ve ince bağırsak dokularında, RZG’un tüm 

dozlarında mtDNA kopya sayılarının kontrole göre azaldığını bulduk (p<0,05). 

Karaciğer ve lenfositlerde ise mtDNA kopya sayılarını değişmemiş olarak belirledik. 

Yapılan çalışmalarda GPx ve SOD enzim aktivitelerinin pankreas ve ince bağırsakta 

düşük olduğu tespit edilmiş ve bu nedenle bu hücrelerin ROÜ’ne karşı hassas 

olabileceği ileri sürülmüştür (93, 183, 212, 294, 315). Biz de bu çalışmamızda, RZG 

verilen rat pankreas ve ince bağırsak dokularında, mtDNA kopya sayılarındaki 
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azalmanın, GPx ve SOD enzim aktivitelerinin pankreas ve ince bağırsakta düşük olması 

ile ilişkili olabileceğini düşündük. 

 Mitokondri matriksinde lokalize olan sitrat sentaz aktivitesinin, yağ ve kas 

dokusunda mitokondriyal fonksiyon değişikliğini belirlemede referans olduğu 

belirtilmiştir (293). İnsan teratokarsinoma hücre kültüründe sitrat sentaz aktivitesinin, 

yüksek doz uygulanan pioglitazon ile azaldığı ve bu durumun mitokondriyal bütünlüğün 

bozulması ya da oksidatif stres aracılı enzim inhibisyonu ile ilişkili olduğu rapor 

edilmiştir (110). Bizim çalışmamızda da ince bağırsak ve pankreas dokusundaki 

mtDNA kopya sayılarının azalmış olması, yüksek doz RZG kullanmamıza bağlı olmuş 

olabilir. 

Apopitoz, sıklıkla, hücre ölümüne yol açan oksidanların oluşumu ile beraberdir 

(200). PPARγ ligandlarının pro-apopitotik ya da antiapopitotik olabileceği yönünde 

deneysel çalışmalar mevcuttur (45, 57, 90, 99, 129, 167, 186, 222, 233, 330). 

Apopitozdaki etkilerin uygulanan hücre tipine, ligandın özelliğine ve uygulama süresine 

bağlı olduğu düşünülmektedir. Troglitazonun oksidan üretime sebep olarak 

mitokondriyal disfonksiyon ile beraber mitokondriyal membran potansiyelini azalttığı, 

mitokondriyal permeabiliteyi (mitochondrial permeability transition, MPT) artırarak 

hepatositlerde sitotoksisiteye neden olduğu gösterilmiştir (15, 132, 290, 351, 218). 

Troglitazona bağlı hepatotoksisitede, sitokrom c’nin sitozole sızması ve apopitozu 

tetiklemesinin rol oynadığı düşünülmektedir (203). Yapılan bir çalışmada, troglitazonun 

PPARγ-bağımsız mekanizma ile mitokondriyal bütünlüğün değişmesine yol açtığı ve 

kanser hücrelerinin apopitozu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (288). RZG’un yüksek 

dozda PPARγ- bağımsız mekanizma ile rat vasküler düz kas hücre kültüründe apopitozu 

artırdığı (118), insan böbrek karsinoma hücrelerinde apopitozu uyardığı (165), 

kolorektal ve kolon kanser hücre kültüründe doza bağlı olarak hücre büyümesini inhibe 

ettiği ve apopitoza neden olduğu gösterilmiştir (188, 358). 

  Bu çalışmaların aksine RZG’un oksidanları artırmadığını ve hücre canlılığını 

azaltmadığını gösteren çalışmalar da vardır (203, 218). Troglitazonun toksik 

metabolitlerinin oksidasyon alanı olan kroman halkasına sahip olması nedeniyle 

hepatotoksisiteyi (159, 311) ve MPT’u artırdığı öne sürülürken piridin halkasına sahip 

olan RZG ve pioglitazonun ise MPT’u artırmadığı ve hepatotoksiside rolünün olmadığı 

belirtilmiştir (15, 132, 203, 218, 290, 351). Troglitazon ve RZG’un, insan HepG2 
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hücrelerinin büyüme hızı üzerine olan etkilerinin incelendiği bir çalışmada, RZG’un 

troglitazona göre PPARγ’ya daha kuvvetli bağlandığı ancak büyüme inhibisyonuna ve 

apopitoza daha az neden olduğu gösterilmiştir (15). HepG2 hücrelerinde troglitazonun 

indüklediği apopitozun, TZD’ların PPARγ’ya bağlanma affiniteleri ile ilişkili olmadığı 

sonucuna varılmıştır (351). 

 Shishido ve arkadaşlarının çalışmasında hepatosit hücre kültüründe 

troglitazonun pioglitazona göre önemli derecede H2O2 ve mitokondriyal volüm artışına 

neden olduğu saptanmıştır (290). H2O2’nin mitokondride aşırı üretiminin, membran 

fosfolipitlerinin oksidasyonu yoluyla mitokondriyal membranlarda hasara neden olduğu 

kabul edilmektedir (19) Bunun sonucu olarak membran geçirgenliğinin bozulmasıyla 

beraber mitokondriyal şişme meydana gelmektedir (290). Mitokondriyal volüm artışının 

mitokondride belirgin büyüme ile beraber olduğu ve megamitokondri (MG) olarak 

tanımlanan bu büyümüş mitokondrinin, sitopatik bir belirti olabileceği rapor edilmiştir 

(158, 329). Oksidatif strese bağlı olarak oluşan MG, respirasyon hızının azalması 

sonucu ROÜ’ni düşük miktarda üretebilir. MG’de ATP üretiminin azalması daha sonra 

hücrelerin büyümesinin durması ile sonuçlanmaktadır. Eğer oksidatif stres ortadan 

kaldırılırsa MG’ler normal fonksiyon ve yapılarına dönmektedir. Daha fazla strese 

maruz kaldığında ise membran potansiyeli ve ATP azalmakta, MG’den sitokrom c 

salınmasıyla beraber apopitotik değişiklikler meydana gelmektedir (158). 

 Biz çalışmamızda, RZG verilen ratlarda, ince bağırsak ve pankreasta mtDNA 

kopya sayılarının azaldığını bulduk. Oksidatif stres nedeniyle oluştuğu düşünülen MG 

veya apopitoz, numunelerimizdeki mtDNA kopya sayılarının azalmasının bir nedeni 

olabilir. RZG’un mitokondriyal aktiviteyi artırarak ROÜ’nin oluşumuna neden olduğu 

bir yandan da antioksidan enzimlerin ekspresyonu hızlandırarak aşırı ROÜ’ni azalttığı 

gösterilmiştir (187, 301). Ancak GPx ve SOD enzim aktivitelerinin ince bağırsakta ve 

pankreasta düşük olması (93) nedeniyle RZG bu dokularda oluşan ROÜ’ni azaltamıyor 

olabilir. Diğer taraftan, GPx ve SOD enzim aktivitelerinin karaciğerde yüksek olması ve 

RZG’un bu enzimlerin ekspresyonunu artıyor olması (93, 106, 241), bu çalışmada 

karaciğer dokusundaki mtDNA4834 delesyon frekansının azalmasının nedeni 

olabileceğini düşündürdü.  
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Çalışmamızın sonuçlarına göre RZG, karaciğer, ince bağırsak ve pankreasta 

farklı etkiler göstermektedir. Karaciğer dokusundaki mtDNA4834delesyon frekansındaki 

azalma nedeniyle RZG’un bu dokuda oksidan bir etkisinin olmadığını söyleyebiliriz. 

Pankreas ve ince bağırsakta mtDNA kopya sayılarının düşük olmasında ise oksidan bir 

hasarın sonucu olarak MG veya apopitoz etkili olmuş olabilir. Bu durumun daha iyi 

aydınlatılması için ileri çalışmalar yapılmasına gereksinim olduğu açıktır. Bu amaçla 

RZG’un her dokuda farklı olan etkilerinin hücre kültürü çalışmaları ile araştırılmasını 

planlamaktayız.  
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6. SONUÇLAR 

 

1. QPCR ile mtDNA ve mtDNA4834 delesyon kopya sayılarının belirlenmesinde 

referans gen olarak psödogeni bulunmayan 36B4 tek kopya geni kullanılabilir. 

2. mtDNA4834 delesyon frekansının belirlenmesi için relatif kantitasyonun yanında 

absolü kantitasyon da kullanılabilir. 

3. QPCR çalışmalarında absolü kantitasyon için gerekli standartlar ilgili gen 

bölgesinin plazmide aktarılmasıyla elde edilebilir. 

4. PCR’da SYBR Green I boyası kullanılacaksa, dimer oluşturmayacak primerler 

seçilmeli ve kontaminasyona dikkat edilmelidir. 

5. Q-PCR, mtDNA ve mtDNA4834 delesyon kopya sayılarının belirlenmesinde daha 

hızlı, hassas ve kolay bir yöntemdir. 

6. Sağlıklı rat dokularında hücre başına düşen mtDNA kopya sayısı ve mtDNA4834 

delesyon frekansı farklıdır. 

7. Roziglitazon, karaciğer dokusunda mtDNA4834 delesyon frekansını azaltmıştır. 

8. Roziglitazon, ince bağırsak ve pankreasta hücre başına düşen mtDNA kopya 

sayılarını azaltmıştır. 

9. RZG, farklı rat dokularında farklı etkiler göstermektedir. 
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