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ÖZET 

Mitokondriyal Membran Modelindeki Süperkompleks Yapı Ve Fonsiyonuna 

Kardiyolipin’in Etkisinin Ġncelenmesi 

Son yıllarda yapılan çalışmalar ile mitokondri solunum zinciri 

komplekslerininsüperkompleks adı verilen supramoleküler organizasyonlar içerisinde 

bulunduğu gösterilmektedir. Süperkompleks yapısı içerisinde bulunan komplekslerin 

biraraya gelerek adeta bir substrat kanalı oluşturduğu ve daha hızlı ve etkin bir elektron 

akışına sebep olduğu önerilmektedir.Kardiyolipin, mitokondri iç membranına spesifik 

bir fosfolipid olup süperkompleks oluşumuna yardımcı olduğu ve bu supramoleküler 

yapının stabilizasyonunu sağladığı düşünülmektedir. Mitokondriyal solunum zinciri 

komplekslerinin membran ile etkileşen domainlerinde kardiyolipin bağlanma 

bölgelerinin bulunması, bu molekülün adeta bir yapıştırıcı gibi davranarak 

komplekslerin biraraya gelmesine yardımcı olabileceği ve komplekslerinin elektron alan 

bölgelerine yakın bağlanma bölgelerinin olması ise elektron akışını kolaylaştırabileceği 

şeklinde yorumlanmaktadır. 

Yapılan çalışmalarada protein:fosfolipid oranı 1:1 olan proteolipozomlarda 

süperkompleks I1III2 yapısının gözlendiği, lipid dilüsyonu ile bu oranı 1:30 olduğunda 

süperkompleks yapısının destabilize olduğu gösterilmiştir. Bu bağlamda, kardiyolipin 

içeren ve içermeyen lipozomlara, sığır kalp mitokondrilerinden izole edilen kompleks I 

ve III‟ce zengin mitokondri fraksiyonları (R4B), 1:1 ve 1:30 oranlarında yerleştirilerek 

oluşan proteolipozomladakardiyolipinin SK I1III2 üzerindeki etkileri incelenmiştir. 

Süperkompleks varlığında kardiyolipin içeren 1:30 proteolipozomların NADH-

sitokrom c oksidoredüktaz aktivitesi, komplekslerin bireysel olarak yer aldığı 

kardiyolipin içermeyen 1:30 proteolipozomlarına oranla anlamlı derecede artmış ve 1:1 

proteolipozomların seviyesine ulaşmıştır. BN-PAGE yöntemi ile gerçekleştirilen yapısal 

analizlerde kardiyolipin içermeyen 1:30 proteolipozomlarda süperkompleks yapısı 

gözlenmez iken kardiyolipin içeren 1:30 proteolipozomlarda süperkompleks yapısının 

tekrar oluştuğu gözlenmiştir. Kardiyolipinin kompleks I kaynaklı ROS üretimini 

azalttığı bu etkisinin süperkompleks yapılarının tekrar oluşmasını sağlayarak elektron 

kaçışını azaltması ile gösterdiği şeklinde yorumlanmıştır.   

Anahtar Kelimeler: Süperkompleks, kardiyolipin, proteolipozom, BN-PAGE, ROS 
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SUMMARY 

Investigation of Effect of Cardiolipin on Structure and Function of 

Supercomplexes in Mitochondrial Membrane Model System 

In recent years, it has been shown that the mitochondrial respiratory chain 

complexes, called assupercomplexes have been presentin supramolecular organizations. 

It is recommended that substrat channelling has occured in the structure of 

supercomplexes and caused tofaster and more effective electron flow.  It is thought that 

cardiolipin, a phospholipid specific tomitochondrial inner membrane, aids inthe 

formation of supercomplexes as well asprovidingstabilization of these supramolecular 

structures. It has been suggested that, cardiolipin can act as a glue in establishment of 

cardiolipin binding sites in membrane-interacting domains of some mitochondrial 

respiratory complexes. Cardiolipin can also make the flow of electrons more effective 

and faster. This is achieved in the binding regions, where the complexes accept 

electronsbetter.  

Supercomplex I1III2structure has been shown in proteoliposomes that have

protein:phospholipid ratio of 1:1, whereas it has disappearedin proteoliposomes that  

have a lipid dilution with the ratio of 1:30. In this study, the effect of cardiolipin on 

function and structure of supercomplex I1III2 was investigated by scrutinizing the 

proteoliposomes that are formed by incoparation of  mitochondrial fractions (R4B) 

enriched with complex I and III into liposomes with and without cardiolipin and with 

the ratios of  1:1  and 1:30. 

NADH-cytochrome c oxidoreductase activity of proteoliposomes that contain 

cardiolipin with the ratio of 1:30 are significantly higher than the acitivity of 

proteoliposomes without cardiolipin and with the ratio of 1:30, which reach to the 

activitiy level of 1:1 proteoliposomes. In the structural analysis made by BN–PAGE, the 

disassembling of supercomplex was monitored in the proteolipozomes with the ratio 

1:30 and without cardiolipin whereas, the formation of supercomplex structure was 

shownin proteoliposomes that contain cardiolipin and with the ratio of 1:30. It was 

suggested thatthe cardiolipin reducedcomplex I induced ROS production, and by means 

of this effect a reduced leakage of electrons within the structure of the supercomplexes 

occured.  

Keywords: Superkomplex, cardiyolipin, proteoliposome, ROS, BN-PAGE 
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3. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Mitokondriyal solunum zinciri ilk olarak, elektron iletimini sağlayan mitokondri 

iç membranına gömülü prostetik gruplar (flavinler ve sitokromlar) dizisi olarak 

tanımlanmıştır (1). Mitokondriyal solunum zincirinde yer alan kompleksler : NADH-

Koenzim Q redüktaz,  süksinat-CoQ redüktaz, ubikinol-sitokrom c redüktaz ve sitokrom 

c oksidaz olarak adlandırılmıştır (2). Süperkompleks modeli; mitokondriyal iç 

membranda yer alan solunum zinciri komplekslerinin bir araya gelmesiyle oluşan 

supramoleküler organizasyonlardır (3).Süperkompleks oluşumunun gücü ve stabilitesi 

membrandaki lipid içeriğine ve kompozisyonuna bağlıdır. Mitokondri membranı için 

karakteristik olan ve membran proteinleri ile spesifik etkileşimde bulunarak membran 

yapı ve fonksiyonu için gerekli olan kardiyolipinin süperkompleks oluşumunda etkili 

olabileceği düşünülmektedir ve kardiyolipin eksikliği olduğu bilinen Barth Sendromu 

hastalarında süperkompleks disorganizasyonu olduğu gösterilmiştir. Bu 

disorganizasyona kardiyolipin eksikliğinin yol açmış olabileceği ileri sürülmüştür (4). 

Mitokondrial solunum zinciri, hücrede reaktif oksijen türlerinin (ROS) ana 

kaynağıdır. Moleküler oksijeni süperoksit radikaline indirgeyen başlıca redoks 

kaynakları, kompleks I ve kompleks III‟te yer alırlar. Özellikle kompleks I‟de elektron 

akışını sınırlandıran şartlar büyük oranda süperoksit oluşumunu 

indüklerler.Mitokondriyal lipid kompozisyonundaki değişiklik süperkompleks 

disorganizasyonuna yol açarak kompleks I ‟e etki edebilir ve ROS üretimi artabilir (5). 

Bu çalışmanın amacı, lipid kompozisyonundaki kardiyolipin içeriği farklı olan 

mitokondriyal membran modelleri kullanılarak süperkompleks I-III supramoleküler 

organizasyonunda herhangi bir değişikliğe yol açıp açmadığının belirlenerek bu yapısal 

değişikliklerin kompleks I aktivitesine ve ROS üretimine etkisini araştırmaktır.  
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4. GENEL BĠLGĠLER 

4.1.  Mitokondri 

Mitokondri, ökaryot hücrelerde bulunan0.5-1 µm çapında en önemli organellerden 

biridir. İlk defa 19.yy‟ın sonunda keşfedildiklerinde, ışık mikroskobunda tanecikler 

(condria) ve filamentler (mitos) gibi göründüklerinden latincemitochondria ismini 

almışlardır. Mitokondri izolasyon teknikleri 1940‟ların sonlarına doğru geliştirilmiş 

olup mitokondri organelinin3 boyutlu yapısı, ilk kez 1950 yıllarında Palade ve Sjostrand 

tarafından elektron mikroskopisi ile gösterilmiştir(6,7). Oksidatif fosforilasyon 

(OXPHOS) aracılığıyla ATP formatında enerji üreterek hücre enerji gereksinimini 

büyük oranda karşılaması bu organelin en bilinen fonksiyonel özelliğidir. Bunun yanı 

sıra hücresel redox durumunun kontrolü, reaktif oksijen türleri (ROS) oluşumunun 

indüklenmesi, sitoplazmik kalsiyumun tamponlanması, kritik yolakları düzenleyen 

süksinat ve α-ketoglutarat gibi metabolitlerin sentezi, apopitozun düzenlenmesi ve 

çeşitli sinyal yolakları kullanarak substrat çeşitliliğine karşın hücrenin adaptasyonun 

sağlamak gibi fizyolojik özellikleri de bulunmaktadır. Mitokondri, yaşam ve ölüm 

arasındaki dengeyi koruyan bir merkez gibidir ve bu nedenle regülasyon mekanizmaları 

oldukça fazladır. Bu regülasyon, hem ekspresyon, transkripsiyon ve translasyon 

aşamalarındaki uzun dönemli cevaplarda hem de uzun dönemli post-transkripsiyonel 

cevaplarda oluşur (8-10).  

Mitokondri yapısında iki farklı membran bulunmaktadır ve bu membranlar 

mitokondri iç membranı (MIM) ve mitokondri dış membranı (MOM) olarak 

adlandırılmaktadır. İç mitokondri membranının protein ve lipid kompozisyonu diğer 

membranlara göre farklılıklar göstermektedir. Memeli hücrelerindeki iç mitokondri 

membranının fosfolipid içeriği yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur.   Fosfatidilkolin 

(PC)vefosfatidiletanolamin (PE) iç membran yapısında en çok bulunan fosfolipidler 

olup sırası ile iç membran fosfolipidlerinin %40 ve %34‟ ünü oluşturmaktadırlar. 

Mitokondri iç membranına spesifik bir fosfolipid olan kardiyolipin (CL)oranı %18iken 

fosfatidilinositol (PI) vefosfatidilserin (PS) oranları ise %5 civarındadır (11)( Tablo 1).  

 

Mitokondri iç membranı, biyolojik sistemlerdeki membranlar arasında en yüksek 

protein oranına sahip olup çift tabakalı lipid yapısındadır. Mitokondri işlevlerinin bir 
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çoğu iç membrana gömülü çok alt birimli protein kompleksleri tarafından 

gerçekleştirilmektedir. Bu komplekslerin büyük bir kısmını oksidatif fosforilasyonda 

görev alan mitokondri solunum zinciri komplekleri oluşturmaktadır (12).  

 

Tablo 1. Mitokondri iç membranına (MIM) ait fosfolipid kompozisyonu (11).  

Fosfolipid Memeli Hücresi (Rat Karaciğer) 

ÇeĢitleri MIM 

 Fosfolipid oranı (%) 

Fosfatidilkolin 40 

Fosfatidiletanolamin 34 

Kardiyolipin 18 

Fosfatidilinositol 5 

Fosfatidilserin 3 

 

4.2.    Mitokondri Solunum Zinciri 

4.2.1. Mitokondri Solonum Komplekslerinin Yapı ve Organizasyonu  

Klasik elektron transfer zinciri, ilk olarak elektronları sırasıyla ileterek redoks 

potansiyelini arttıran ve iç mitokondri zarında sıralanan prostetik (flavinler ve 

sitokromlar) dizisi olarak tanımlanmıştır (1). Sonrasında, fonksiyonel dizinin iç 

mitokondri membranında rastgele dağılmış dört büyük çok alt birimli kompleksden 

oluştuğu yaygın bir kanı haline dönüşmüştür. Bu kompleksler; NADH - koenzimQ 

(KoQ) redüktaz (Kompleks I, K I), süksinat-KoQ redüktaz (Kompleks II, K II), 

ubikinonsitokrom c redüktaz (Kompleks III, K III) ve sitokrom c oksidaz (Kompleks 

IV, K IV) olarak isimlendirilmektedir. Enzim kompleksleri iki hareketli redoks-aktif 

protein ile etkileşim halindedir. Bu proteinlerden biri zara gömülü KoQ veya ubikinon 

ve iç zarın dış yüzünde bulunan hidrofilik hem proteini  sitokrom c‟ dir (2). Mitokondri 

solunum zinciri komplekslerinin özellikleri Tablo 2‟ de verilmiştir. 

 

 

Tablo 2. Mitokondri Solonum Zinciri Kompleksleri (13) 
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Enzim Kompleksi Mass (kDa) Number of subunits Prosthetic group (s) 

Kompleks I 850 43 (14) FMN, Fe-S 

Kompleks II 140 4 FAD, Fe-S 

Kompleks III 250 11 Hemes, Fe-S 

Kompleks IV 160 13 (3-4) Hemes; Cu 

 

 

Sığır kalbinde kompleksler arasındaki sitokiyometri 1 kompleks I – 1.3 kompleks 

II – 3 kompleks III – 6.7 kompleks IV şeklindedir (14). Ek olarak, 0.5 ATP sentaz 

(kompleks V), ADP-ATP translokazve NADH-ADP
+
 transhidrogenaz elektron transport 

zinciri komplekleri ile birlikte çalışmaktadır (15, 16). 

 

 

 

ġekil.1. Mitokondriyal Solunum Zinciri Kompleksleri  

 

Oksidatif fosforilasyon yukarıda bahsedilen mitokondriyal solunum zinciri 

kompleksleri tarafından MIM‟ de gerçekleştirilmektedir. Sitrik asit döngüsü, yağ asidi 

oksidasyonu veya glikoliz gibi metabolik yolaklardan açığa çıkan NADH ve FADH2‟ 
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den alınan elektronlar solunum zinciri kompleksleri tarafından oksijene aktarılır ve su 

molekülü oluşumuna sebebiyet verirler. Elektron akışı sırasında her bir kompleks 

mitokondriyal matriksden iç ve dış membranlar arasındaki boşluğa proton (H
+
) 

pompalayarak elektrokimyasal gradiyent (ψ) oluştururlar. Bu gradiyent oluşumu 

kompleks V‟i aktive eder ve kompleks V ADP‟ yi fosforilleyerek hücrenin enerji 

kaynağı  olan ATP molekülünü sentezler (17) ( Şekil 1).  

4.2.1.1. Kompleks I  (NADH-koenzim Q Oksidoredüktaz) 

Kompleks I (E.C. 1.6.5.3) elektron transport zincirinin ilk adımı olan iki eş 

zamanlı ve birbiri ile bağlantılı reaksiyonu katalizlemektedir. Bunlarda biri hidrojen 

iyonun NADH‟den koenzim Q‟ ya egzergonik transferi iken diğeri ise 4 protonun 

matriksden membranlar arası boşluğa endergonik transferidir (NADH  +  Q  +  H
+
  +  

4H
+

iç  NAD
+
  + QH2 +  4H

+
dış)(18).  

Memeli mitokondrilerinde bulunan kompleks I enzimi 45 alt birimden oluşan, 

molekül kütlesi yaklaşık 1,000 kDa olan solunum zincirinin en büyük enzimidir. Alt 

birimlerden 7 tanesi mitokondriyal genom ürünüdür. Yapısal ve genetik açıdan 

bakıldığında kompleks 3 farkı bölgeden oluşmaktadır: dehidrogenaz unitesi, hidrogenaz 

benzeri ünite ve proton translokasyon ünitesi. Dehirogenaz ünitesi NADH oksitleyici 

bölgeyi içerirken hidrogenaz ünitesi koenzim Q‟ yu bağlar ve indirger. Her iki unitede 

prostetik gruplar bulunmaktadır, fakat translokasyon ünitesi herhangi bir kofaktör 

içermez (19).    

İnsan kompleks I için tarif edilen 45 atbirimden oluşan L-şeklindeki enzim 

kompleksi I, I, I ve Iγisimli fragmentlere ayrılmıştır. NADH‟ den FMN‟e, 

FMN‟den demir-sülfür gruplarına (N1‟ den N6‟ya) ve nihayetinde koenzim Q‟ ya 

uzanan elektron transfer yolu Hinchliffe and Sazanov tarafından şematize edilmiştir 

(20)(Şekil 2).  
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ġekil 2. Kompleks I Yapısı (13). 

 

Kompleks I yapısındaki elektron yolağı iyi bilinmektedir. NADH‟ den gelen 

elektronların ilk alıcısı 51-kDa molekül kütleli altbirime bağlı olan FMN‟dir. Çünkü, 

demir-sülfür grubu N1a negatif potansiyele sahiptir ve diğer demir-kükürt gruplarından 

da daha uzak bir mesafededir. Dolayısıyla, elektronlar FMN‟ den N3‟ e geçerler ve 

ardından sırasıyla 75-kDa molekül kütleli alt birimde yer alan N4 ve N5 yolunda devam 

ederler. Ardından N6a ve N6b‟ den geçerek 49-kDa molekül kütleli alt birimde bulanan 

N2‟ ye ulaşırlar (21). N2 direk koenzim Q‟ya bağlanan elektron vericidir. Bu adımın 

proton transferi ile bağlantılı olduğu düşünülmektedir. Kompleks I‟ deki bütün redoks 

grupları hidrofilik kolda veya hidrofilik kolun hidrofobik kol ile etkileştiği bölgede 

olduğundan elektron akışının yarattığı konformasyonel değişikliğin proton taşınımı için 

gerekli ortamı oluşturduğu önerilmektedir (18). 
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Kompleks I yapısındaki N2 çukurunun pH bağımlılığı bir mutasyon ile tamamen 

ortadan kaldırıldığında redoks potansiyelinin proton translokasyonu üzerinde hiç etkisi 

olmadığı gözlenmiştir. Dolayısıyla, konformasyonal değişikliğin proton 

translokasyonunu sürdürdüğü ve bu olayın özellikle koenzim Q‟ nun indirgenmesi ile 

bağlantılı olduğu kanısına varılmaktadır(22).  

Kompleks I, rotenon gibi 60 farklı bileşik ailesi tarafından inhibe edilmektedir. Bu 

bileşiklerin enzimdekine benzer geniş hidrofobik cep sayesinde inhibitör olarak etki 

ettikleri kabul edilmektedir. Demir-sülfür yapılarının bulunduğu N2 merkezinin 

elektronun koenzim Q‟ ya ulaşmasında rol oynadığı düşünülmektedir (Şekil 3)(23). 

 

 

ġekil 3. Kompleks I‟ in Rotenon tarafından inhibisyonu (23). 

 

4.2.1.2.Kompleks II ( Süksinat-Koenzim Q Oksidoredüktaz)  

Süksinat dehidrogenaz (E.C. 1.3.5.1) olarakda adlandırılan bu enzim kompleksi 

aynı zamanda sitrik asit döngüsünde yer alan ve membrana bağlı olan tek enzimdir. 

Kompleks I‟ e göre oldukça küçük olan bu protein iki farlı tipte 5 adet prostetik gruba 
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ve 4 altbirime (A-D) sahiptir. İntegral membran proteini olan C ve D altbirimleri 

yapılarında 3 adet transmembran heliks içermektedir. Hem a ve hem b grupları ile son 

elektron alıcısı ubikinon için bağlanma bölgesini yapısında bulundurmaktadır. A ve B 

altbirimleri matrikse doğru bakan kısımda bulunup 3 adet demir-sülfür merkezi, FAD 

ve süksinat bağlanma bölgesi içerirler. Elektron akış yolu, süksinatın bağlanma 

bölgesine bağlanarak elektronu FAD‟ ye vermesi ile başlar, akabinde FAD‟ den demir-

sülfür merkezlerine ve nihayetinde kinon bağlanma bölgesine doğru devam eder (Şekil 

4).  

 

 

ġekil 4. Kompleks II Yapısı (13). 

 

Kompleks II, tenoil trifloroaseton ve karboksin (5,6-dihidro-2-metil-1,4-oksatin-3-

karboksinilat) tarafından B altbirimdeki demir-sülfür merkezlerine bağlanarak inhibe 

edilir (24). 
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4.2.1.3.Kompleks III (Ubikinol-sitokrom c Oksidoredüktaz) 

Sitokrom bc1 kompleksi (E.C. 1.10.2.2) olarakda adlandırılan kompleks III 

ubikinolden sitokrom c‟ ye elektron transferini ve matriksden membranlar arası boşluğa 

proton pompalanması reaksiyonlarını katalizler (25). 

Sitokrom bc1 kompleksleri 11 altbirimli yapılarında sitokrom b, sitokrom c1 ve 

demir-sülfür proteini (Rieske protein) bulunmaktadır (26). 

Solunum zinciri komplekslerininde bulunan fakat elektron transferinde ve proton 

translokasyonunda görev almayan altbirimler enzimin yapısal stabilitesini sağlayarak 

regülasyonunda görev alırlar (27).  

Mitokondriyal kompleks III, oligomerik ve simetrik dimer yapıdadır. Demir-

kükürt proteinin bir kısmı bir monomere saplanmış durumda iken periferal kısmı diğer 

monomerin ubikinol oksidasyonu bölgesine yerleşmiş durumdadır. Böylece Rieske 

proteini dimerik yapının stabilitesine destek vermektedir. Dimerik yapı, fonsiyonel bir 

monomerik yapı gibi tavır sergilemektedir (28). Rieske proteininin periferal domaini 

sitokrom b ve sitokrom c1 arasında ileri giderek elektron transferini kolaylaştırdığına 

dair çarpıcı kanıtlar elde edilmiştir (29, Şekil 5). 

 

 

ġekil 5. Kompleks III Yapısı (13). 
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Ubikinol oksidasyonu için “Q-döngüsü” mekanizması ilk olarak Mitchell tarafından 

önerilmiş, Trumpower tarafından özetlenmiş ve kabul edilmiştir. İlk etapta, 

ubikinoldaki iki elektrondan biri Fe-S yapılarına geçer.Bu elektron sırasıyla sitokrom c1 

ve sitokrom c‟ ye geçer.Tek elektronunu kaybeden ubikinol, semikinon forma 

dönüşmüş olur. Semikinondaki tek kalan elektron sitokrom b‟ ye transfer edilir. 

Dolayısıyla, ubikinoldeki iki elektronun da akış yolağı farklıdır. Elektronlar kompleks 

III‟ den sitokrom c‟ ye aktarılır (30, 31)(Şekil 6). 

 

 

ġekil 6. Kompleks III‟ elektron akışı şeması (13). 

 

Kompleks III, 4 farklı bölgeden etki eden inhibitörler tarafından inhibe 

olmaktadır. Bunlardan en popüleri Antimisin a‟ dır (32).  
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4.2.1.4.Kompleks IV (Sitokrom c Oksidaz) 

Kompleks IV (EC. 1.9.3.1), hem-bakır oksijen redüktaz ailesine mensup oksijenin 

suya indirgenmesini katalizleyen ve proton translokasyonunu sağlayan bir enzimdir. 

Memelilerde bulunan kompleks IV yapısında 13 altbirim, iki adet hem grubu (a ve a3) 

ve iki adet bakır merkezine (CuA ve CuB) bulunmaktadır. Molekil kütlesi 204 

kDalton‟dur.  

Enzimatik fonksiyon altbirim I, altbirim II ve altbirim 3 tarafından 

gerçekleştirilmektedir. Diğer altbirimler kompleksin stabilasyonunu sağlamaktadır. 

Kompleks IV yapısı Şekil 7‟ de verilmiştir.  

 

 

ġekil 7. Kompleks IV yapısı (13). 

 

Sitokrom c oksidaz, siyanür tarafından enzimin oksijen bağlanma bölgesine 

bağlanarak inhibe edilir (23, 33).  

Son bulgular, iç mitokondri membranındaki solunum zinciri komplekslerinin 

supramoleküler organizasyonlarda bulunduklarını göstermektedir (34, 35).  
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4.2.2. Superkompleks Teorisi 

1985 yılında, Hackenbrock ve ark. solunum zinciri komplekslerinin iç mitokondri 

zarında birbirinden bağımsız kompleksler halinde bulunduğunu, elektron iletiminin 

lateral difüzyon ile rastgele biraraya gelerek gerçekleştirdiklerini ifade etmişler ve bu 

membran modelini “random collision model” olarak adlandırmışlardır (36-38)(Şekil 8). 

 

ġekil 8.Random Collision Modeli (K I: Kompleks I, K III : Kompleks III, K IV: 

Kompleks IV, K V: Kompleks V, Q: Koekzim Q, S: Sitokrom c) 

 

Alternatif olarak, solunum zinciri komplekslerinin membranda bir arada 

bulunarak çalıştığı düşünülen “solid-state model” önerilmiştir (1) (Şekil 9). Bu model, 

2000 yılında Schӓgger ve Pfeiffer‟ ın Blue-Native-poliakrilamid jel elektroforezi (BN-

PAGE) yöntemi ile solunum zinciri kompleklerinin supramoleküler yapılarda 

bulunduklarını göstermesiyle destek kazanmıştır. Bu supramoleküler yapılar 

“süperkompleks” veya “respirazom” olarak adlandırılmaktadır (3, 23). Ek olarak, 

Althoff ve Kühlbrant supramoleküler organizasyonun 3-boyutlu yapısını göstermeyi 

başarmıştır (39).  
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ġekil 9.Solid-state Modeli. (K I: Kompleks I, K III : Kompleks III, K IV: Kompleks IV, 

K V: Kompleks V, Q: Koekzim Q, S: Sitokrom c) 

Bu iki modelin yanısıra,“plasticity model” olarak isimlendirilen diğer bir model 

de ise,random collision modelgibi komplek II ve kompleks IV proteinlerinin bir 

çoğunun mitokondri iç membranında serbest olarak dolaştıklarını önermektedir. Aynı 

zamanda, çok sayıda kompleks I proteininin diğer solunum zimciri komplekleri ile 

farklı kombinasyonlarda etkileşim içinde bulunduğu supramoleküler formda olduğunu 

da önermektedir (35,40)(Şekil 10). 

 

ġekil 10.Plasticity Model.(K I: Kompleks I, K III : Kompleks III, K IV: Kompleks IV, 

K V: Kompleks V, Q: Koekzim Q, S: Sitokrom c) 
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Membran modellerinin konu alındığı çalışmalarda süperkompleks varlığına dair 

kanıtlar gün geçtikçe artmaktadır. 

4.2.3. Süperkompleks Organizasyonun Varlığına Dair Kanıtlar 

4.2.3.1. Yapısal Kanıtlar 

Blue Native- Poliakrilamid Jel Elektroforezi (BN-PAGE) ve Clear Native- 

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (CN-PAGE), çeşitli canlılardaki solunum zinciri 

süperkompleks kompozisyonun yapısal analizinde en popüler yöntemler haline 

gelmişlerdir (41).BN-PAGE,Coomassie Brilliant Blue boyası kullanılarak protein 

komplekslerinin işaretlendiğive membranda bulunduları formları ile arılabildiği 2 

boyutlu elektroforetik bir tekniktir. 1. boyutta Coomassie Brillant Blue boyası ile 

işaretlenen protein kompleksleri denatüre edilmeden jelde boyut büyüklüğüne göre 

farklı bantlar oluştururlar. 2. boyutta ise numune yüklenen şerit kesilerek 2. bir SDS 

(sodyum dodesil sülfat) – PAGE jeline yüklenerek protein komplekslerinin hangi 

komplekslerden oluştuğu belirlenir (Şekil 11) (42, 43).  

 

 

ġekil 11. Blue Native- Poliakrilamid Jel Elektroforezi  

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Coomassie_Brilliant_Blue
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Protein komplekslerinin jelde yürüme mesafesi buyutlarına, yüklerine ve jelindeki 

gözeneklerin büyüklüğü ile bağlantılıdır.CN-PAGE tekniğinde BN-PAGE‟den farklı 

olarak yüksüz boya kullanılmaktadır (44). Native-PAGE yöntemi, membran 

proteinlerinin membranda bulundukları formları ile analiz edilebilmelerine olanak 

sağladığı için süperkompleks yapılarının analizinleri için oldukça uygun bir yöntemdir 

(41). 

Bu yöntem ile bakteri, mantar, bitki ve insan mitokondrilerinde süperkompleks 

yapılarının bulunduğu gösterilmiştir (45-49, Şekil 12).  

 

 

ġekil 12.Mitokondriyal Solunum Zinciri Süperkomplekslerinin 3-Boyutlu Modelleri.A; 

Saccharomyces cerevisiae‟ da bulunan Süperkompleks III2IV2(52), B; 

Arabidopsis thaliana‟ da bulunan Süperkompleks I1III2(53), C; Bos taurus‟ 

da bulunan Süperkompleks I1III2, D; B. Taurus‟da bulunan 

SüperkompleksI1III2IV1(27).(Mitokondri iç membranı mavi bant, Kompleks I 

sarı, dimerik Komplek III kımızı ve Komplek IV yeşil renkte gösterilmiştir). 
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Süperkomplekslerin varlığı ile ilgili kanıtlar yapılan çalışmalarla her geçen gün 

daha da artmaktadır.Son olarak, Cruciat (50) ve Schӓgger (14, 51) membrandaki 

proteinleri membranda bulundukları formları ile izole ederek molekül yapısını 

belirleyebilen BN-PAGE yöntemi ile maya ve memeli mitokondrilerinde 

multikompleks yapıların olduğuna dair kanıtlar elde etmişlerdir.İzole 

Saccharomycescerevisiaemitokondrisi üzerinde yapılan BN-PAGE çalışmalarında iki 

adet süperkompleks yapısı ortaya konmuştur. Bunlardan biri, dimerik kompleks III ve 

monomerik kompleks IV‟ den oluşan süperkompleks III2IV1diğeri ise, dimerik 

kompleks III ve dimerik kompleks IV‟ den oluşan süperkompleks III2IV2‟ dir (3). Sığır 

kalbi mitokondrileri ile yapılan benzer bir çalışmada benzer etkileşimlerin olduğu 

gözlenmiştir. Süperkompleks I1III2‟nin kompleks IV ile etkileşerek süperkompleks 

I1III2IV2 ve süperkompleks I1III2IV4 gibi iki büyük süperkompleksin varlığı 

gösterilmiştir. BN-PAGE yönteminde kullanılan deterjan digitoninin varlığında 

kompleks I„ in sadece %14-16‟ sı serbest olarak bulunmaktadır. Bu veri, fizyolojik 

koşullarda kompleks I‟ in tamamının kompleks III ile etkileşim içinde olduğuna işaret 

etmektedir (14, 23). 

4.2.3.2.Kinetik Kanıtlar 

Bu konuyla ilgili yapılan çalışmalar süperkomplekslerinsubstrat kanalına sahip 

olabileceği fikrinden yola çıkarak daha çok metabolik akış-kontrol (MAK) çalışmaları 

yönünde yoğunlaşmıştır. Bu ölçümün temel prensibi; farklı enzimlerin katıldığı ortak 

aracı moleküllerin difüze olduğu her bir enzimatik adımın analiz edilmesidir. Herhangi 

bir sistem birden fazla enzimatik aşamadan oluşsa bile kontrol MAK katsayılarının 

toplamı bir olmalıdır. Süperkompleksler, birden fazla enzimin bir araya gelmesiyle 

oluşan fakat tek bir enzim gibi hareket eden yapılardır. Bu nedenle MAK analizi söz 

konusu olduğunda her bir enzimatik adımının aynı kontrol katsayısına eşit olması ve her 

birinin MAK katsayısının 1‟den küçük olmaması gerekmektedir. İki alternatif membran 

modeli; rastgele difüzyon modeli ve süperkompleks modellerinin MAK analizi 

açısından beklenen sonuçları Şekil 13‟te tasvir edilmiştir. 
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ġekil 13. Rastgele difüzyon modeli ve Süperkompleks Modellerinde, NADH bağımlı 

MAK Analiz Gösterimi (23). 

 

Her iki modelin MAK açısından karşılaştırılması amacıyla, oksidatif 

fosforilasyonun diğer elemanlarından (ATP sentaz, membran potansiyeli, taşıyıcılar) 

arındırılmış açık ve fosforile olamayan submitokondriyal partiküllerde ve sığır kalp 

mitokondrilerinde her komplekse özgü inhibitör kullanılarak akış-kontrol analizi 

yapılmıştır (54). Elde edilen MAK değerleri, kompleks I ve III‟ün her ikisininde, 

NADH oksidasyonu üzerinde yüksek oranda kontrol gücü olduğunu (CI=1.1;CIII=1.0) 

ve her iki kompleks arasında güçlü bir ilişki olduğunu doğrulamaktadır. Bunun aksine 

kompleks IV‟ün rastgele dağıldığı (CIV=0.3) tespit edilmiştir. Bunun nedeni olarak; 

kompleks IV‟ün birleşmemiş formlarda çok fazla oranda bulunmasından dolayı yalancı 

negatiflik oluşturabileceği veya sitokrom c‟nin süperkompleksin stabil bir parçası 

olmadığı için havuz davranışı gösteriyor olabileceği şeklinde yorumlanmıştır. Farklı 
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olarak patates yumrularında (potato tubers mitochondria, POM) yapılan titrasyon 

çalışmalarında MAK katsayıları değerlendirildiğinde (CII=0.9;CIII=1.1;CIV=1.2) 

kompleks I, III ve IV‟ün süperkompleks yapısı içerisinde birleştiği gözlenmiştir. Yaşlı 

sıçan karaciğer mitokondrilerinde yapılan MAK analizinde yine sığır kalp 

mitokondrilerinde olduğu gibi kompleks I ve kompleks III arasında bağlantı olduğu her 

ikisininde NADH oksidasyonunu yüksek oranda kontrol ettikleri gösterilmiştir (55). Bu 

çalışmalarda, inhibitörlerin etki ettikleri spesifik kompleksten ziyade metabolik akışı 

durdurmuş olması süperkomplekslerin metabolik bir yolak gibi değil de tek bir enzim 

gibi çalıştığını destekler niteliktedir (23). 

4.2.4. Süperkompleks I-III 

Sığır kalbi mitokondrileri ile yapılan çalışmalarda kompleks I proteinlerinin % 76‟ 

sı süperkompleks I1III2IV yapısında bulunurken % 17‟ sinin süperkompleks I1III2 

oluşumu içerisinde yer aldığı belirlenmiştir. Kompleks I‟ in sadece % 14-16‟sının 

digitonin varlığında serbest halde bulunması fizyolojik koşullarda kompleks I‟in hemen 

hemen hepsinin kompleks III ve/veya diğer kompleksler ile etkileşim halinde olduğunu 

işaret etmektedir (14).Bu durum, sığır kalbi mitokondrileri ile yürütülen iki-boyutlu jel 

elektroforezlerinde solunum zinciri süperkomplekslerinin yapısı gösterilmiştir (56) 

(Şekil 14).  

 

ġekil 14.  Sığır kalbi mitokondrilerinin iki boyutlu jel elektroforezi (56) 
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Memeli hayvanlar ve bitkilerden izole edilen Süperkompleks I1III2ün 3 boyutlu 

modeli, kompleks I ve kompleks III ün elektron mikroskopu ve X-ray görüntüleme 

teknikleri ile ortaya koyulan yapıları ve süperkompleklerin 2 boyutlu haritası dikkate 

alınarak oluşturulmuştur (53, 57, 58)(Şekil 15). 

 

 

ġekil 15. Süperkompleks I1III2 ün üç buyutlu modeli (53). 

 

Her iki kompleksin membran düzlemi içerisinde etkileşim halinde olduğu 

gözlenirken komplekslerin matriks yüzeyine bakan domainleri birbirlerine çok yakın 

olsalarda güçlü bir etkileşim içerisinde değildirler. Fakat, bu iki kompleksin 

Arabidopsis‟ deki etkileşimi farklı olabilir (53). Sığır kalbi mitokondrilerinde gözlenen 

süperkompleks I1III2IV1 oluşumundaki bireysel komplekslerin yönelimleri ve 

pozisyonları ayrıntılı olarak incelenmiştir (58). Schäfer ve ark. bitkilerde kompleks III‟ 

ün kompleks I‟in membran kolu ile etkileşim halinde iken sığır kalbindeki etkileşim 

daha kapsamlı olduğunu belirtmişlerdir. Kompleks III ve kompleks IV sırasıyla 

kompleks I „in membran kolunun orta kısmı ve terminal ucuyla ve ayrıca birbirleri ile 

etkileşim halindedirler (27, 58). Üç-boyutlu haritalardan elde edilen yapısal bilgiler 

ışığında, hareketli elektron taşıyıcıların (koenzim Q ve sitokrom c) bağlanma 

bölgelerinin kompleksler üzerinde karşılıklı bulunduğu bilinmektedir. Bu durum, 

substratlara kısa mesafe difüzyonu sağlayan süperkompleks yapılarının elektron 

transferini kolaylaştırdığı (daha etkili kıldığı) görüşünü desteklemektedir (58).   
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Komplek I ve kompleks III ce zenginleştirilmiş mitokondri fraksiyonları (R4B), 

fosfolipid ve CoQ10 içeriği farklı lipozomların membranlarına tekrar yerleştirilerek, 

solunum komplekslerinin bireysel olarak mı veya süperkompleks yapısında birlikte mi 

hareket ettikleri sorusuna cevap aranmıştır (59,60). Fosfolipid dilüsyonu 1:10 (w:w) 

olduğu durumda, Kröger andKlingenberg tarafından havuz metodu ile teorik olarak 

hesaplanan NADH-sitokrom c oksidoredüktaz aktivitesinin, deneysel veriler ile 

örtüştüğü gösterilmiştir (61). Ayrıca, komplekslerin rastgele dağıldıkları varsayımla 

yapılan hesaplama da kompleks I ve kompleks III arasında öngörülen mesafenin >50 

nm olduğu ve mitokondri solunum zinciri kompleksleri arasındaki mesafe ile benzerlik 

gösterdiği belirtilmiştir (62, 63).  

 

4.3.   Lipidlerin Süperkompleks OluĢumundaki Rolü   

Lipidlerin süperkompleks etkileşimlerinde belirleyici rol oynadğı söylenmektedir. 

Fakat bu etkileşimin niteliği ve kapsamı üzerindeki etkileri zamana bağımlı olarak 

ortaya çıkmakla beraber bu etkiler organizmaya, dokuya, diyete ve yaşam tarzına göre 

değişmekte olduğu düşünülmektedir. İç mitokondri membranındaki lipid içeriği ve 

kompoziyonunun süperkompleks oluşumuna etki ettiğine düşüncesi gün geçtikçe 

güçlenmektedir (64-67).   

Ragan ve Heron tarafından yapılan deneylerde sırasıyla izole kompleks I ve 

kompleks III fraksiyonları, FMN, sitokrom c ve koenzim Q10 varlığında ve 1:1 

(protein:lipid) oranında kompleks I-III unitesi (NADH-siyokrom c oksidoredüktaz) 

oluşturabilmek amacıyla deterjan varlığında karıştırılarak yapılan BN-PAGE analizinde 

superkompleks I-III2 yapısını net olarak görüntüleyebilmişlerdir. Bu çalışma, komplek I 

ve kompleks III tarafından oluşturalan superkompleksin varlığının ilk kez gösterilmesi 

açısından önemlidir. Ayrıca iç mitokondri membranında bulunan doğal fosfolipidlerin 

varlığında in vitro süperkompleks oluşumunun düşük lipid konsantrasyonunda 

gerçekleştiği belirtilmiştir (65). Bununla birlikte, iç ve dış membran bağlantılarının ve 

matriksin yarı katı organizasyonunun integral proteinleri membranda kümeleşerek 

hareketsiz düzenlenmeler içerisinde bulunabileceği ifade edilmiştir. Bu kümeleşme 

etrafındaki fosfolipid kompoziyonun da belirliği olduğu düşünülmektedir (66, 67).   
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Protein:fosfolipid oranının 1:30 ve 1:1 olduğu iki ayrı proteolipozom modeli 

üzerinde metabolik flux kontrol analiziyle yapılan kinetik testler, komplek I ve 

Kompleks III arasındaki işlevsel bir birleşme olduğu yönündeki hipotezi destekler 

niteliktedir (55). BN-PAGE metodu ile yapılan deneylerle, yüksek protein oranına sahip 

örneklerin superkompleks I-III ce zengin iken fosfolipid oranı yüksek örneklerde ise 

superkompleks I-III miktarının serbest kompleks sayısına kıyasla dramatik olarak 

azaldığı gözlenmiştir (56)(Şekil 16). Jel bantlarının dansitometrik sonuçlarına göre, 1:1 

örneklerinde bağlı kompleks I oranı 20 ve bağlı kompleks III oranı 1 iken, 1:30 

örneklerinde ise bağlı kompleks I oranı 0.4 ve bağlı kompleks III oranının 0.3‟ e 

düştüğü gözlenmiştir.Başka bir deyişle, fosfolipid miktarını arttırarak proteinlerin 

seyreltilmesi ile birlikte solunum zinciri komplekslerini bir arada tutan bağların 

zayıfladığı gözlenmiştir (56). 

 

 

ġekil 16. Proteolipozom sistemleri (Protein:FL oranı 1:1 ve 1:30) 

içerisindeSüperkompleks I1III2 yapı analizinin BN-PAGE yöntemi ile 

gösterimi. 
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İç mitokondri membranı fosfolipidleri arasında kardiyolipin ve 

fosfatidiletanolamin mitokondri fonksiyonunda kritik role sahiptir. Her ikiside iri 

gövdeli apolar kurukları ile karşılaştırıldığinda küçük polar başlara sahiptirler (68, 69). 

Fosfolipidler protein yüzeylerine oldukça yakın mesafede bulunurlar ve oldukça 

hareketli olup değişim için serbestirler. Fakat, kardiyolipin daha çok protein 

komplekslerinin içine gömülü şekilde onlara bağlı halde bulunmaktadır (70-72). 

Sitokrom c aktivitesi için kardiyolipinin mutlak gerekliliği bu fosfolipidin elektron 

transfer işleminde kritik bir rol oynadığını düşündürmektedir (73-75).  

 

4.3.1. Kardiyolipin  

 Kardiyolipin (CL), ilk olarak 1947 yılında kimyager Mary Pangborn tarafından 

keşfedilen mitokondri lipid belirtecidir (76). Kardiyolipin, difosfatidilgiliserol (1,3-

bis(sn-3_-fosfatidil)-sn-gliserol) olarak da adlandırılmaktadır. Kardiyolipin, diğer 

anyonik fosfolipidlere göre yapısal olarak farklıdır. Dimerik olan bu fosfolipidin 

yapısında iki fosfat grubu ve dört yağ asidi bulunmaktadır (Şekil 17, 18) (77).   

Hayvanlarda ve yüksek bitkilerde kardiyolipin yapısındaki yağ asitleri genellikle 18 

karbonlu çoklu doymamış yağ asitleri iken Saccharomyces cerevisiae‟de bulunan 

kardiyolipindeki yağ asitleri genellikle 16 ve 18 karbonlu tekli doymamış yağ asitleridir 

(78).    

 

 

ġekil 17.Kardiyolipin (difosfatidil gliserol) yapısı. 
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ġekil 18.Kardiyolipin molekülünün atomik ve 3-boyulu görünümü.  

 

Kardiyolipin gibi mitokondriyal fosfolipidlerin fonksiyonu ve sentez mekanizması 

mayalarda ve memelilerde oldukça benzerdir. Maya hücreleri kullanılarak yapılan 

çalışmalar, yüksek ökaryotlar ile yapılanlarla karşılaştırıldığında mitokondriyal 

fosfolipid komposizyonundaki dramatik farklılıklarda büyüme ve genetik manipülasyon 

kolaylığına bağlı olarak büyük bir avantaja sahiptir. Mayalarda, CL ve öncülü 

fosfatidilgliserol (PG) ortak öncülleri fosfatidik asit üzerinden mitokondriyal enzimlerin 

katalizörlüğünde sentezlenirler.  Bu enzimler sitoplazmik ribozomlarda sentezlenip iç 

mitokondri membranına yerleşirler. Sentezlenen kardiyolipinin kendisine özel yağ asidi 

kompozisyonu CLD1 ve TAZ1 genleriden sentezlenen ürünlerin yer aldığı translasyon 

reaksiyonu ile oluşturulur. Mayalarda kardiyolipin biyosentezinde her bir basamakta 

görev alan proteinleri kodlayan genlerŞekil 19‟ de gösterilmiştir (79). 

Kardiyolipin özellikle ATP sentezi için gerekli elektrokimyasal potansiyelin 

oluştuğu membranlarda bulunur. Kardiyolipin, mitokondri iç membranına spesifiktir ve 

membranda bulunan fosfolipidlerin % 18‟ ini oluşturur (11). Kardiyolipin, 

mitokondriyal membrandaki osmotik basıncı koruyarak mitokondri yapı ve 

fonksiyonunda hayati bir role sahiptir (80). Aynı zamanda, kompleks I, kompleks III ve 

kompleks IV gibi birçok mitokondri iç membran proteini ile etkileşim halinde olup 

kompleks III ve kompleks IV gibi proteinlerin stabilitesini sağladığı önerilmektedir. 
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ġekil 19. Kardiyolipin sentezi 

 

Mitokondriyal biyoenerjetik fonksiyonun gerçeklermesi için kardiyolipin 

seviyesinin normal olması gereklidir. Apopitosize giden hücrelerde, yaşlanmada ve X-

bağımlı genetik bir bozukluk olan Barth Sendromu hastalarında düşük kardiyolipin 

seviyeleri tespit edilmiştir (81, 82).   

           Kardiyolipinin süperkompleks oluşumu ve stabilitesinin devamı için gerekli 

olduğu düşünülmektedir (4, 83 - 87). Bu rolü, ilk olarak mayadaki tetramerik SK III2IV2 

oluşumu üzerinde yapılan BN-PAGE, CN-PAGE ve kinetik analizlerde ortaya 

konmuştur. Kardiyolipin sentezi için gerekli olan crd1 geni null mutant olan mayalarda 

SK III2IV2 oluşumu gözlenmemiştir (4, 88, 89). CL içeriğinin yeniden düzenlendiği in 

vivo çalışmalarda, CL düzeyleri ve SK oluşum miktarı arasında bağlantı olduğu öne 

sürülmektedir. Ek olarak, CL sentezinde görev alan Taz 1 geni susturulmuş mayalarda 

kompleks IV stabilitesinin ve diğer komplekslerle etkileşiminin azaldığı bulunmuştur 

(90). TAZ geni, cardiolipin sentezinde görev alan tafazzin proteinin sentezinden 

sorumludur. Barth sendromu hastalarında oluşan tafazzin mutasyonu, nötropen, 

kardiyo-iskelet miyopati ve solunum zinciri disfonksiyonu ile karakterizedir (91). CL 

sentezinde görev alan TAZ geni mutasyonu olan Barth Sendromu hastalarında SK 
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oluşumunun CL miktarı ile değiştiği görülmüştür. CL seviyesinin düşük olduğu 

belirlenen bu hastaların (92) lenfosit hücreleri ile yapılan BN-PAGE çalışmalarında 

serbest K IV oranının arttığı ve SK I1III2IV1 miktarının azaldığı gözlenmiştir (93). 

Kardiyolipin içeriği azaltılmış mitokondrilerde süperkompleks yapılarının görülmemesi 

kardiyolipinin solunum zinciri süperkomplekslerini bir araya getirmede etkili 

olabileceği ve/vaya süperkompleks stabilitesini koruyabileceği yorumunu 

desteklemektedir. Muhtemelen, CL, komplekslerin membranla etkileştikleri bölgede 

görev alarak kompleksleri birleştirici bir yapıştırıcı gibi davranmaktadır (94).  

Süperkompleks organizasyonunun yapısal analizlerinde süperkompleks yapısında 

bulunan komplekslerin birbirleri ile etkileşen domainleri, bu domainler arasındaki 

uzaklık ve CL‟ inin sıkı veya gevşek bağlı olduğu pozisyonlar açığa kavuşturulmaya 

çalışılmıştır. Kardiyolipinin kendisine yüksek affinite gösteren solunum zinciri 

kompleksleri gibi mitokondri iç membranı (MIM) proteinleri ile etkileşim halide olduğu 

gösterilmiştir (95-97)(Şekil 20). 

 

 

 

ġekil 20. Mitokondriyal solunum zinciri komplekslerinin CL ile etkileşimim şematik 

gösterimi (98).  

 

Sığır kalbi süperkompleks I1III2IV1‟ in üç-boyutlu yapısı elektron kromatografisi, 

elektron mikroskopu (EM) ve tek parçacık analizi yöntemleri kullanılarak ortaya 

konulmuştur (39). Bu üç-boyutlu haritalar Pettersen ve ark. tarafından geliştirilen UCSF 

Chimera programı kullanılarak gerçeğine çok benzer atomik modelleme ile elde 

edilmiştir (99,39).  
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Mayalarda, K IV‟ ün dimerik K III ile yüzleştiği bölge transmembran dominlerin 

bulunduğu oyuk olmakla beraber bu oyuk aynı zamanda kendisine bağlı bir kardiyolipin 

fosfolipidi içermektedir (79, 100) (Şekil 21).  

 

 

ġekil 21. Süperkompleks III2IV2 üzerindeki CL-bağlanma bölgelerinin 3-Boyutlu 

Gösterimi (79). 

 

Kompleklerin birbirleri ile etkileştiği bölgelerde kardiyolipin bağlanma 

bölgelerinin varlığı, bu fosfolipidin süperkompleks oluşumuna yardım edebileceği 

hipotezini desteklemektedir (79). 

4.4. Reaktif Oksijen Türlerinin (ROS)  

Serbest radikaller, dış yörüngelerinde eşleşmemiş elektrona sahip bileşikler olarak 

adlandırılmaktadır (101, 102). Eşleşmemiş elektronlarından dolayı serbest radikaller 

hücre bileşenleri ile kolayca kimyasal etkileşimde bulunabilirler. Bu kimyasal 

etkileşimler hücre ve doku hasarına neden olmaktadır (101). Biyolojik sistemlerin bir 

çoğunda oksijen-merkezli serbest radikaller reaktif oksijen türleri (ROS) olarak 

adlandırımaktadır. ROS, hücrede süperoksit iyonu (O
2-

), hidroksil radikali(
·
OH) ve 

hidrojen peroksit (H2O2) üretiminden sorumludur. Hidrojen peroksit yapısında 

eşleşmemiş elektron bulunmamasına karşın demir ve bakır iyonlarıyla etkileşime 
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girerek yüksek reaktiviteye sahip hidroksil serbest radikalleri oluşturabilmesi nedeniyle

bu grup içerisinde yer alır (103-105).

İnsanlarda, ROS üretimi daha çok oksidatif fosforilasyon sırasında

gerçekleşmektedir (106). Molekiler oksijen molekülü yapısında iki adet eşleşmemiş

elektron bulunmaktadır. Moleküler oksijenin suya indirgenmesi sırasında O 2
-, H2O2 ve

·OH gibi radikaller oluşur (105, 106). Oksijenin indirgenmesi reaksiyonu aşağıdaki

gibidir :

O2 + e-          O2
-. Superoksit radikal

O2
-. + H2O         HO2

. + OH- Peroksit radikali

HO2
. + e- + H         H2O2 Hidrojen peroksit

H2O2 + e-         OH + OH- Hidroksil radikali  (107).

4.4.1. ROS Üretiminin Süperkompleks Oluşumu Üzerindeki Etkisi

Hücredeki reaktif oksijen türlerinin (ROS) çeşitli kaynakları, sinyal iletimi ve

patalojik koşullarda önemli bir etkiye sahip olabilir. Birçok çalışmada mitokondri

solunum zinciri komplekslerinin ROS üretimi kaynağı olduğuna dair kanıtlar elde

edilmiştir (108-110). Süperoksit oluşumundan sorumlu başlıca redoks bileşenlerinin

kompleks I ve kompleks III oluğu söylenmektedir. Özellikle, elektron akışının limitli

olduğu koşullarda kompleks I’in süperoksit oluşumunu indüklemektedir.  Bu olay,

fizyolojik ve kompleks I’ in etkilendiği patolojik durumlarda veya rotenon gibi

kompleks I inhibitörlerinin varlığında gerçekleşmektedir (111). Komplek I’ de

elektronun hangi bölgeden kaçığı konusundaki tartışmalar sürmektedir. Olası noktaların

FMNH2 veya ubisemikinon veya demir-sülfür oyuğu (N2) olabileceği önerilmektedir.

(111-114).

Süperkompleks I1III2’ nin ayrışması, kompleks I ve kompleks III arasındaki

elektron akışını sınırlandırmaktadır. Bu durumun kompleks I kaynaklı ROS üretiminin

artışına ve/veya modifiye olmasına sebep olup olmadığı sorusu akla gelmektedir.

Süperkompleks oluşumunun solunum zinciri tarafından üretilen süperoksit

miktarını azalttığı düşünülmektedir. Panov ve ark. süperkompleks yapısındaki

komplekslerin redoks bileşenlerinin korunduğunu, bu durumun elektron akışını

kolaylaştırdığını ve ROS üretimini azalttığını ileri sürmektedirler (115). Benzer olarak,
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Seelert ve ark. elektron akışı kolay olduğunda ROS üretiminin azalabileceğini 

belirtmektedirler (116) (Şekil 22). 

 

 

ġekil 22. Süperkompleks I1III2 yapısı organize iken ve ayrıştığında ROS oluşum 

mekanizması. 

 

Süperoksit oluşumuna neden olan elektron kaçışının lokasyonunu belirlemeye 

yönelik, izole kompleks I veya mitokondri ile yapılan çalışmaların bir çoğunda 

kompleks I yapısında bulunan N2 bölgesinin ROS kaynağı olabileceği kanısına 

varılırken (111, 113). FMN‟in ise sadece izole kompleks I ile çalışıldığında e
-
 kaçışına 

müsade ettiği belirlenmiştir (112, 114). Dolayısıyla, kompleks I ve kompleks III 

arasındaki etkileşim ortadan kalktığında FMN bölgesinden elektron kaçtığı hipotezi 

ortaya çıkmaktadır (23, 40, 117).  

Bu bilgiler ışığında, Maranzana ve ark. tarafından kompleks I ve kompleks III‟ ün 

birleşerek süperkompleks I1III2 oluşturduğu durumda ve bu iki kompleksin ayrıştığı 

durumdaki kompleks I tarafından üretilen ROS miktarının ölçüldüğü çalışmada 

süperkompleks oluşumunun ROS üretimini azalttığı yolundaki hipotezi destekler veriler 

elde edilmiştir (118).  

Ayrıca, reaktif oksijen türlerine maruz kalan mitokondrilerde süperkompleks 

oluşumuna etki ettiği düşünülen kardiyolipin gibi fosfolipidlerin oksidatif hasara 

uğraması sonucu solunum zinciri aktivitesinin azalabileceği düşünülmektedir (119-121). 

Paradies ve ark. ve Genova ve ark. tarafından yapılan çalışmalarda, lipid 
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peroksidasyonunun 2,2′-azobis-(2-amidinopropan) dihidroklorür ile indüklenmesiyle 

süperkompleks ayrışmasının meydana geldiği gözlenmiştir (55, 122).   

Süperkompleks oluşumundaki azalma düşük CL seviyesi ile bağlantılıdır ve 

olduğu bu durumun yaşlılıkta, nörodejeneratif hastalıklarda ve kanserde CL 

peroksidasyonuna ve oksidatif strese yol açmaktadır (120-125).  
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler 

Bu çalışmada kullanılan cihaz ve malzemeler Tablo 3‟ de verilmiştir. 

Tablo 3. Tez Çalışmasında Kullanılan Cihaz ve Malzemeler 

Cihaz Marka/Model 

Ultrasantrifüj Beckman Coulter, Optima LE-80K, Rotor type 50.2 Ti, JA20 

Santrifüj   Beckman Coulter, Avanti JA10, Rotor SA 10 

Santrifüj   Kontron Centrifuge Centrikon T-1080, Rotor TFT 55.38 

Santrifüj   Sorvall RC-5B, Rotor GS3 

pH metre Hanna, bench pH/ISE meter HI 4222 

Spektrophotometre Jasco Europe, Cremella-LC,V550 

Kuartz küvet   Hellma, QS 10.00 mm 

Homojenizatör   Wheaton,Potter-Elvehijem 

Sonikatör Labsonic,Braun model U 2000 

Vorteks Nüve, NM 110 

Hassas Terazi Kern ACS, Z757217 ALDRICH 

Semi-otomatik pipet Gilson, PIPETMAN Classic P1000, P500, P100, P10, P5 

Şırınga Hamilton 

Florasan okuyucu Perkin Elmer, Victor 2 

Elektroforez Tank Sist. İnvitrogen 

Güç kaynağı Bio-Rad 

Görüntüleme sistemi Bio – Rad, Fluor-S Max MultiImager   

Ekstrüzyon cihazı Avanti, Mini Ekstruder AVA610023-1EA 
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5.2. Kullanılan Kimyasallar 

Bu çalışmada kullanılan kimyasallar Tablo 4‟ de verilmiştir. 

Tablo 4. Tez Çalışmasında Kullanılan Kimyasallar 

Kimyasal Adı Markası 

KCl Carlo Erba 471177 

Tris Sigma T1303-1KG 

Sükroz Sigma 84097 

Histidin Sigma-Aldrich H3751 

Na-DOC (Sodyum-deoksikolat) Sigma D6750-500G 

EDTA Sigma-Aldrich E9884 

NADH Sigma N8129 

Rotenon Sigma R-8875 

Musidin Pharma 

Amonyum asetat Sigma A7330-100G 

Kardiyolipin Sigma C1649 

Koenzim Q10 Sigma C9538-1G 

ODG (n-oktil –D-glukopiranosid)  Fluka-BroChemika 75083 

Asolektin Sigma 11145 

Mannitol Sigma M4125-1KG 

Sitokrom c GERBY #1338 

DB (deçil-ubikinon) Sigma D7911-10MG 

Antimisin A Sigma A8674 

KCN Baker Chemicals-0213 

Na2S2O4 (Sodyum Hidrosülfür) Sigma 71699 

Asolektin A11145 

DCFDA (diklorofloresandiasetat) Sigma 35845-5G 

H2O2  

Total OXPHOS Blue Native WB  

Antibadi Kokteyli 
MitoScience MS603 

Kompleks I altbirim NDUFA9  

monoklonal antikor 
MitoScience MS111 
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Tablo 4‟ün devamı.  

Kimyasal Adı Markası 

Kompleks III altbirim Core 2  

monoklonal antikor 

MitoScience MS304 

 

Coomassie blue G Boyası Sigma-Aldrich B5133 

6-aminohegzanoik asit Sigma A2504 

Anot Tamponu Invitrogen, BN2001  

Katot Tamponu Invitrogen, BN2002 

1.Boyut Jeli 
İnvitrogen, Native-PAGE Bis-Tris gel 

system (%3-%12)  

2.Boyut Jeli 
%4–%12 T, Nu-PAGE Bis-Tris gel 

system; NP0326 

Molekül Ağırlığı Belirteci Invitrogen, NativeMark 

BSA Bio-Rad 

TWEEN 20 BioRad 170-6531 

DMSO Sigma D8418-100ML 
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5.3.  Kullanılan Çözeltiler ve HazırlanıĢları 

5.3.1. Mitokondri Ġzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler 

0.15 M KCL Tamponu: 55,92 g KCl (MA: 74,55 g/mol) tartılarak 5 L saf su 

içerisinde çözüldü. 

1 M Tris Tamponu : 30,29 g Tris (MA: 121,14 g/mol) tartılarak 250 mL saf su ile 

çözüldü. 

0,25 M Sükroz/ 10 mM Tris Tamponu (pH;7,4) : 171,15 g sükroz (MA: 342,3 

g/mol) ve 2,42 g (MA: 121,14 g/mol) tarılarak 1,5 L saf su içerisinde çözülerek pH‟sı 1 

M Tris tamponu ile 7,4‟ e ayarlandı. Ardından, hacim saf su ile 2 L‟ ye tamamlandı. 

0,25 M Sükroz Tamponu (pH;7,6) : 427,88 g sükroz (MA: 342,3 g/mol) tartılarak 

bir miktar saf suda çözuldü. Akabinde, pH‟sı 1 M Tris tamponu ile 7,6‟ ya ayarlanarak 

hacim saf su ile 5 L‟ ye tamamlandı.  

 

5.3.2. R4B Fraksiyonlarının Hazırlanmasında Kullanılan Çözeltiler 

TSH Tamponu (pH;8) : Bu tampon 660 mM sükroz, 50 mM Tris ve 1 mM 

histidin içerecek şekilde hazırlandı. 22,6 g sükroz, 0,61 g Tris ve 0,016 g histidin (MA: 

155,16 g/mol) tartılarak 70 mL saf su içerisinde çözüldü ve pH‟ sı 8‟ e ayarlandıktan 

sonra hacmi saf su ile 100 mL‟ ye tamamlandı. 

%10’ luk Sodyum-Deoksikolat (Na-DOC) Çözeltisi:10 g Na-DOC, 100 mL saf 

su içerisinde çözüldü.  

10 mM Tris-HCl Tamponu (pH; 8) : 1,21 g Tris 750 mL saf su ile çözüldü. pH‟ 

sı 8‟ e ayarlandıktan sonra hacmi 1 L‟ ye tamamlandı.   

% 50 Doygun Amonyum Asetat Çözeltisi : 100 g amonyum asetat kutusuna 135 

mL saf su eklenerek %50 doygun hale getirildi. 
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5.3.3. Lipozom Hazırlığında Kullanılan Çözeltiler 

NaCl tamponu (140mM, pH: 8): Bu tampon 140 mM NaCl ve 10 mM Tris 

içerecek şekilde hazırlandı. 81,82 mg NaCl (MA: 58,44 g/mol) ve 12,11mg Tris 

tartılarak 6 mL saf su içerisinde çözüldü ve pH‟ sı 8‟ e ayarlandıktan sonra hacmi saf su 

ile 10 mL‟ ye tamamlandı. 

Kloroform-Metanol (3:1 v/v) Çözeltisi: 1500 μL kloroform üzerine 500 μL 

Metanol eklenerek hazırlandı. 

 

5.3.4. R4B fraksiyonlarının Lipozomlara YerleĢtirilmesi ĠĢleminde Kullanılan 

Çözeltiler 

KCl-Tris-EDTA Tamponu (pH; 7.4) :Bu tampon 50 mM KCl, 10 mM Tris ve 1 

mM EDTA içerecek şekilde hazırlandı. 0,373 g KCl, 0,121g Tris ve 0,037g EDTA 

(MA: 372,24 g/mol) tartılarak 80 mL saf su içerisinde çözüldü ve pH‟ sı 7.4‟ e 

ayarlandıktan sonra hacmi saf su ile 100 mL‟ ye tamamlandı. 

% 50’ lik ODG (n-oktil –D-glukopiranosid ) Çözeltisi: 0,025 g ODG tartıldı ve 

50 µL saf su içerisinde çözüldü. 

 

5.3.5. BN-PAGE Analizinde Kullanılan Çözeltiler 

5.3.5.1. 1.Boyut Elektroforezde Kullanılan Çözeltiler  

Tampone B (pH:7,2): 1,002g mannitol, 0,599g sükroz, 0,03 gTris ve 0,00931g 

EDTA tartılarak 20 mL saf suda çözüldükten sonra pH‟ sı 7,2‟ ye ayarlandı ve 

çözeltinin hacmi 25 mL‟ ye tamamlandı. 

Resüspansiyon Tamponu (pH:7):0,073050 g NaCl, 0,08505 g imidazol ve 

0,01640 g 6-aminohekzanoik asit tartılarak 20 mL saf suda çözüldükten sonra pH‟ sı 7‟ 

ye ayarlandı ve çözeltinin hacmi 25 mL‟ ye tamamlandı. 

Aminohegzanoik Asit Çözeltisi: 0,656 g6-aminohegzanoik asit 10 mL saf suile 

çözüldü.  

Digitonin Çözeltisi (%5): 5 mg digitonin tartılarak 100 µL saf su ile çözüldü. 
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Coomassie Boyası :1 mgCoomassieBlue G tartılarak 20 µl aminohegzanoik asit 

çözeltisi içerisinde çözüldü.  

Anot Tamponu: 30 mL BN2001 570 mL saf su ile seyreltildi. 

Koyu Katot Tamponu:10 mL  BN2001 ve 10ml BN2002, 180 mL saf su ile 

seyreltildi. 

Açık Katot Tamponu:10 ml BN2001 ve 1 ml BN2002, 189 mL saf su ile 

seyreltildi. 

 

5.3.5.2.2.BoyutElektroforezde Kullanılan Çözeltiler 

Quenching Çözeltisi: 1 mL NuPAGE LDS numune tamponu 3 mL saf su ile 

seyreltildi. 

Ġndirgeme Çözeltisi: 15 mL‟ lik steril falkon tüpüne 1,124 mL NuPAGE LDS(4X) 

numune tamponu, 500 µL numune indirgeyici ajan (10X) ve 3,375 mL saf su eklenerek 

vortekslendi. 

Alkilleyici Çözelti: 1,25 mL NuPAGE LDS(4X) numune tamponu, 28 µL 

antioksidan ve 3,75 mL saf su karıştırılarak hazırlandı. 

Yürütme Tamponu:40 mL MOPS-SDS (20X) yürütme tamponuna 760 mL 

eklenerek 800 mL çözelti elde edildi. Bu çözeltinin 600 mL‟ si anot tamponu olarak 

kullanıldı. Kalan 200 mL‟sine 500 µL antioksidan eklenerek katot tamponu olarak 

kullanıldı. 

 

5.3.5.3.Western Blotting ĠĢleminde Kullanılan Çözeltiler 

PBS Tamponu (10X):0,72 g KH2 PO4, 45 g NaCl ve 2,67 gr Na2HPO4 +2H2O 

tartılarak 500 mL saf su içerisinde çözüldü. 

PBS Tamponu (1X):50 mL PBS (10X), 450 mL saf su ile seyreltildi.  
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PBS Tween Çözeltisi: 250 µL Tween-20 ile 500 mL PBS (1X) tamponu 

karıştırılarak hazırlandı.  

Transfer Tamponu : 50 mL tranfer tamponu, 1 mL antioksidan ve 100 mL 

metanol karıştırılarak hazırlandı. 

Bloklama Çözeltisi (%2): 2 g BSA (Bovine Serum Albumin), 100 mL PBS Tween 

çözeltisi içerisinde Çözülür.   

 

5.3.6. Enzimatik Aktivite Tayinlerinde Kullanılan Çözeltiler 

KCl-Tris-EDTA Tamponu (pH; 7.4) :Bu tampon 50 mM KCl, 10 mM Tris ve 1 

mM EDTA içerecek şekilde hazırlandı. 0,373 g KCl, 0,121g Tris ve 0,037g EDTA 

(MA: 372,24 g/mol) tartılarak 80 mL saf su içerisinde çözüldü ve pH‟ sı 7.4‟ e 

ayarlandıktan sonra hacmi saf su ile 100 mL‟ ye tamamlandı. 

Tampon B (pH 7.4):Bu tampon 0.22 mM Mannitol, 0.07mM Sükroz 10 mM Tris 

ve 1 mM EDTA içerecek şekilde hazırlandı. 4g Mannitol, 2.396 g sükroz, 0.12 g Tris ve 

0.037 g EDTA tartılarak 70 mL saf su içerisinde çözüldü ve pH‟ sı 7.4‟ e ayarlandıktan 

sonra hacmi saf su ile 100 ml‟ ye tamamlandı. 

KCN Çözeltisi : Çözelti konsantrasyonu 200 mM olacak şekşlde hazırlandı. 0,013 

g KCN (65,12 g/mol) tartılarak 600 µL saf su içerisinde çözüldükten sonra pH‟sı HCl 

ile 7,4‟ e ayarlanarak hacmi 1000 µL‟ ye tamamlandı.  

 

5.3.7. ROS Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

KCl-Tris-EDTA Tamponu (pH; 7.4) :Bu tampon 50 mM KCl, 25 mM Tris ve 1 

mM EDTA içerecek şekilde hazırlandı. 0,093 g KCl, 0,076 g Tris ve 0,009 g EDTA 

(MA: 372,24 g/mol) tartılarak 20 mL saf su içerisinde çözüldü ve pH‟ sı 7.4‟ e 

ayarlandıktan sonra hacmi saf su ile 25 mL‟ ye tamamlandı. 
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DFCDA Çözeltisi (5mM): 2,4 mg prob tartılarak 1 mL DMSO (dimetil sülfoksit) 

ile çözülerek spektrofotometre ile konsantrasyonu teyit edildi. Spektrofotometrede dalga 

boyu 258 nm‟ ye ayarlandıktan sonra kuartz küvete 1 mL metanol koyularak absorbans 

sıfırlanır ve 5 L DFCDA çözeltisi de küvete eklenerek karıştırıldıktan sonra absorbans 

okunur. Ölçüm iki veya üç kez tekrarlanır. Formül 1‟e göre konsantrasyonu hesaplanır. 

Çözelti küçük eperdorflara bölünerek -20 
o
C‟ ye kaldırıldı. 

0,01 N NaOH Çözeltisi: 0,020 g NaOH ( 39,997 g/mol) tartılarak 50 mL saf su 

içerisinde çözüldü.  

 

5.3.8. Lipozom Hazırlığı, Enzimatik Aktivite Tayinleri ve ROS Tayininde 

Kullanılan Ortak Çözeltiler 

Aşağıda belirtilen çözeltilerin konsantarsyonları Formül 1 kullanılarak hesaplandı.  

 

Formül 1. 

𝐾𝑜𝑛𝑠𝑎𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛 (𝑚𝑀)

=
ortalama absorbans değeri  x küvetteki toplam hacim (L)

ɛ değeri x küvetteki numune hacmi
 

 

Koenzim Q10 Çözeltisi: Çözelti konsantrasyonu 20 mM olacak şekilde hazırlandı. 

0.017 g KoQ10 tartılarak 1 ml etanol ile cam tüp içersinde çözüldü. Aşırı hidrofobik 

yapısından dolayı çözülme işleminin tam olarak gerçekleşmesi için sıcak musluk suyu 

altında bir süre bekletildi. 

Spektrofotometrede dalga boyu 275 nm‟ye ayarlandıktan sonra kuartz küvete 1 ml 

etanol koyularak absorbans sıfırlandı ve 2μl KoQ10 çözeltisi de küvete eklenerek 

karıştırıldıktan sonra absorbans okunddu. Ölçüm üç kez tekrarlandı. Formül 1‟e göre 

konsantrasyonu hesaplandı. 
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30 mM NADH Çözeltisi : 0,00638 g NADH (MA:709,4 g/mol) 300 L saf su 

içerisinde çözülerek spektrofotometre ile konsantrasyonu tespit edildi.  

Spektrofotometrede dalga boyu 340 ve 380 nm‟ ye ayarlandıktan sonra kuartz 

küvete 1 mL saf su koyularak absorbans sıfırlandı ve 5 L NADH çözeltisi de küvete 

eklenerek karıştırıldıktan sonra her iki dalga boyunda da okuma yapıldı. Ölçüm iki veya 

üç kez tekrarlandı.  

340 nm absorbans değerlerinden 380 nm absorbans değerleri birbirinden 

çıkartılarak ortalamaları alındı. Konsantrasyonlar Formül 1 uygulanarak hesaplandı.  

Sitokrom c
3+

 Çözeltisi: Çözelti konsantrasyonu 5mM olacak şekilde hazırlandı. 

61,635 mg sitokrom c
3+

 (12384g/mol) l mL saf su içerisinde çözülerek spektrofotometre 

ile konsantrasyonu tespit edildi. 

Spektrofotometrede dalga boyu 550 nm‟ ye ayarlandıktan sonra kuartz küvete 1 mL 

saf su koyularak absorbans sıfırlandı ve 10 µL sitokrom c çözeltisi de küvete eklenerek 

karıştırıldıktan okuma yapıldı. Daha sonra Na2S2O4 ile okside edilmek koşuluyla en az 

iki kez ölçüldü. Okside olmuş abzorbans değeri ile ilk değerin farkı alındı ve Formül 1‟e 

göre konsantrasyonu hesaplandı. 

DB: Çözelti konsantrasyonu 40 mM olacak şekilde hazırlandı. 0,012896 g DB 1 

mLetanol içerisinde çözülerek spektrofotometre ile konsantrasyonu belirlendi.  

Spektrofotometrede dalga boyu 280 nm‟ ye ayarlandıktan sonra kuartz küvete 1 mL 

etanol koyularak absorbans sıfırlandı ve 0.3 µl DB çözeltisi de küvete eklenerek 

karıştırıldıktan sonra absorbans okundu. Ölçüm iki veya üç kez tekrarlandı ve Formül 

1‟e göre konsantrasyonu hesaplandı. 

Rotenon Çözeltisi : Çözelti konsantrasyonu 1 mM olacak şekilde hazırlandı. 0,4 

mg Rotenon (MA: 394,4 g/mol) 1 mL etanol içerisinde çözülerek spektrofotometre ile 

konsantrasyonu belirlendi.  

Spektrofotometrede dalga boyu 292 nm‟ ye ayarlandıktan sonra kuartz küvete 1 mL 

etanol koyularak absorbans sıfırlandı ve 4 L Rotenon çözeltisi de küvete eklenerek 
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karıştırıldıktan sonra absorbans okundu. Ölçüm iki veya üç kez tekrarlandı. Formül 1‟e 

göre konsantrasyonu hesaplandı.   

Mucidin: Çözelti konsantrasyonu 1 mg/mL olacak şekilde hazırlandı. 1 mg 

mucidin tartılarak (M.A: 258 g/mol) 1 mL etanol içerisinde çözülerek spektrofotometre 

ile konsantrasyonu tespit belirlendi.  

Spektrofotometrede dalga boyu 292 nm‟ ye ayarlandıktan sonra kuartz küvete 1 mL 

etanol koyularak absorbans sıfırlandı ve 4 L Rotenon çözeltisi de küvete eklenerek 

karıştırıldıktan sonra absorbans okundu. Ölçüm iki veya üç kez tekrarlandı. Formül 1‟e 

göre konsantrasyonu hesaplandı.   

Antimisin A (AA) Çözeltisi :Çözelti konsantrasyonu 1.8 mM olacak şekilde 

hazırlandı. 1 mg AA tartılarak 1 mL etanol içerisinde çözülerek spektrofotometre ile 

konsantrasyonu tespit belirlendi. 

Spektrofotometrede dalga boyu 320 nm‟ye ayarlandıktan sonra kuartz küvete 1 mL 

etanol koyularak absorbans sıfırlandı ve 20 µL AA çözeltisi de küvete eklenerek 

karıştırıldıktan sonra absorbans okundu. Ölçüm üç kez tekrarlandı ve Formül 1‟e göre 

konsantrasyonu hesaplandı. 

 

Çözeltisi hazırlanan kimyasalların molar absorpsiyon katsayısı katsayıları (ɛ) 

aşağıdaki gibidir. 

NADH: 5.5 mM
-1

.cm
-1

, DB: 14.5 mM
-1

.cm
-1

 Rotenon: 25 mM
-1

.cm
-1

, Musidin 21.9 

mM
-1

.cm
-1

, AA: 4.8 mM
-1

.cm
-1

, Sitokrom c: 19.1 mM
-1

.cm
-1

, KoQ10: 14.2 mM
-1

.cm
-1
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5.4. Deneysel Yöntemler 

5.4.1. Sığır Kalbi Mitokondri Ġzolasyonu 

Sığır kalbi mitokondri izolasyonu için Smith tarafından geliştirilen metod modifiye 

edilerek kullanıldı(126). 

 Öncelikle taze kesilmiş genç erkek sığır kalp dokusu yağ ve bağlantı 

dokularından arındırıldı. 

 Ardından, doku kan ve kas olamayan dokulardan temizlenmek üzere 0.15 M 

KCl tamponu ile yıkandı. 

 Kalp dokusu 0.25 M sükroz tamponu ile homojenize edildi. Homojenizasyon 

sırasında 1 M tris tamponu kullanılarak çözeltinin pH‟sının 7.6 civarında olması 

sağlandı. 

 Homojenatlar 706 x g „de 20 dakika boyunca santrifüj edildi. 

 Süpernatant 14295x g„de 30 dakika süresince tekrar santrifüj edildi. 

  Süpernatant uzaklaştırıldı. Mitokondri içeren sediment sükroz Tris-HCl 

tamponu ile resüspanse edildi ve 14295 x g „de 30 dakika santrifüj edildi. 

 Sediment konsantrasyonu 50 mg/mL olacak şekilde sükroz Tris-HCl tamponu 

ile resüspanse edildi ve kullanılmak üzere -80 
o
C‟ de muhafaza edildi. 

 

5.4.2. Sığır Kalbi Mitokondrisinden Kompleks I ve Kompleks III’ ce zengin R4B 

Fraksiyonlarının Hazırlanması 

Mitokondriyal protein fraksiyonu olan Kompleks I ve III‟ ce  zengin R4B, izole 

sığır kalbi mitokondrileri kullanılarak elde edildi. Bu işlem Hatefi tarafından geliştirilen 

protokol ile gerçekleştirildi (127).  

 Mitokondriler, çözelti konsantrasyonu 20 mg/mL olacak şekilde TSH tamponu 

içerisinde homojenize edildi. 

 Ardından 0.35 mg potasyum deoksikolat ve 72 mg katı KCl eklenerek 30 000 

rpm‟de 30 dakika boyunca +4 
0
C‟ de santrijüs edildi. 

 Santrifüj sonrası açık kırmızı renkli süpernatan alınarak ¼ oranında soğuk distile 

su ile seyreltildi ve tekrar 108472 x g‟de 30 dakika santrifuj edildi. 
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 Süpernatan diyaliz membranına alınarak 10 mM Tris tamponu içerisinde 3 saat 

boyunca diyaliz edildi. 

 Diyalizat, tekrar santrifüj tüplerine konularak 108472 x g rpm‟ de 75 dakika 

boyunca santrifüj edildi. 

 Sediment TSH tamponu ile çözülerek Potter-Elvehijem homojenizatör ile 

homojenize edildi. 

 Homejenatın konsantrasyonu Biüret metodu ile tayin edildi. Bir gece boyunca -

80
o
C‟ de saklandı.  

 Ertesi gün çözelti çözülerek konsantrasyonu 10-12 mg/mL olacak şekilde TSH 

tampunu ile seyreltildi. 

 Üzerine mg protein başına 0.5 mg olacak şekilde %10‟luk sodyum deoksikolat 

ve 100 mL çözelti için 17 mL olacak şekilde %50‟lik amonyum asetat çözeltisi 

eklendi. 

 Buz içerisinde 15 dakika inkübe edildikten sonra 108472 x g „de 30 dakika 

boyunca santrifüj edildi.  

 Açık kırmızı renkli süpernatana 100 mL çözelti için 6 mL olacak şekilde %50‟ 

lik amonyum asetat çözeltisi eklenerek 15 dakika boyunca buz üzerinde inkübe 

edildi. 

 Akabinde, 108472 x g‟de 30 dakika santrifüj edildi. 

 Süpernatana 100 mL özetli için 3,2 mL olacak şekilde %50‟ lik amonyum asetat 

çözeltisi eklenerek 15 dakika boyunca buz üzerinde inkübe edilerek 30 000 

rpm‟de 30 dakika santrifüj edildi. 

 Kompleks I ve kompleks III ce zengin sediment TSH tamponu ile resüspense 

edilerek konsantrasyonu Biüret metodu ile belirlendi ve daha sonra kullanılmak 

üzere aligotlara bölünerek –80 
o
C de saklandı.  

 

 

5.4.3. Lipozom (Fosfolipid Veziküllerinin) Hazırlığı 

Fosfolipid vezikülleri Degli Esposti tarafından geliştirilen metod modifiye edilerek 

hazırlandı (128).  
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 Kontrol numunesi hazırlamak üzere son lipid konsantrasyonu 30 mg/mL olacak 

şekilde asolektin (soya fasülyesi yapısında bulunan fosfolipid karışımı) cam tüp 

içerisinde tartılarak2 mL kloroform metanol (3:1v/v) çözeltisi ile çözüldü ve 

konsantrasyonu mg fosfolipid başına 30 nmol olup etanolde çözülen KoenzimQ10 

çözeltisi cam tüpe eklendi. 

 Kardiolipin numunesi hazırlamak üzere toplam fosfolipid miktarının % 82‟ 

sine tekabül eden miktarda asolektincam tüp içerisinde tartılarak 2 mL kloroform 

metanol (3:1 v/v) çözeltisi ile çözüldükten sonrakalan % 18‟ lik kısımı tamamlayacak 

şekilde kardiyolipin çözeltisi eklendi ve konsantrasyonu mg fosfolipid başına 30 nmol 

olup etanolde çözülen KoenzimQ10 çözeltisi cam tüpe eklendi. 

 Sarı renkte olan çözelti iyice vorteklendikten sonra cam kapağı açıldı ve lipid 

peroksidasyonunu engellemek amacıyla nitrojen gaz akışı altında cam tüp eğik tutularak 

ve kendi ekseni etrafında çevrilerek çözelti buharlaştırıldı. 

 Cam tüpün çeperine ince bir tabaka halinde yapışmış olan fosfolipid-ubikinon 

karışımın iyice çözüldüğünden emin olunduktan sonra 140mM NaCl tamponu (pH: 8) 

ile lipid konsantrasyonu 30 mg/mL olacak şekilde 5-7 dakika boyunca çözüldü. 

 Elde edilen çözelti mini-extruder (Avanti) ekstrüzyon aletinde bulunan 

şırıngalardan birine çekildi ve 200 nm‟lik porlara sahip çift membrandan 

ortalama 21 kez geçirilerek lipozomlar hazırlandı (Resim 1). 

 

Resim 1. Ekstrüzyon Cihazı 
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 Hazırlanan berrak sarı lipozom çözeltisi kullanılmadan önce cam tüpte cam 

kapakla kapatılmış bir şekilde bir gece +4 
0
C‟de bekleyebilir. 

 

5.4.4. Hazırlanan Lipozomlara R4B Fraksiyonlarının YerleĢtirilmesi 

R4B fraksiyonlarının fosfolipid veziküllerine yerleştirilmesi, Racker ve ark. 

tarafından kullanılan metod modifiye edilerek gerçekleştirildi (129). 

Hazırlanan fosfolipid vezikülleri (30 mg/mL) ile R4B fraksiyonları 1:1 ve 1:30 

(protein:fosfolipid) oranlarında ve 1.7 M n-oktil–D-glukopiranosid isimli deterjan 

varlığında deterjanın konsantrasyonu %1.4 hacim/hacim olacak şekilde karıştırıldı.  

Karışım, 10 dakika buz içinde bekletildikten sonra 40 kat KCl tamponu ile dilue 

edildi. Böylece deterjan uzaklaştırılmış oldu (130).   

Hazırlanan çözeltinin konsantrasyonu Lowry yöntemi ile tespit edildi (131).   

5.4.5. Aktivite Tayinleri 

Bütün kinetik analizler proteinlerin uygun tamponlarda istenilen konsantrasyonda 

olacak şekilde çözülmesi ile gerçekleştirildi. Sığır kalp mitokondrileri ve R4B 

proteolipozomları tampon B ilekonsatrasyonları 2 mg/mL olacak şekilde seyreltilerek 

ölçüldü. Enzimatik analizler çift dalga boyulu spektrofotometrede (V550 extended 

model, Jasco Europe, Cremella-LC, Italy)  30  °C sıcaklıkta ve kuartz küvet kullanılarak 

gerçekleştirildi (132).  

5.4.5.1. NADH-O2 Aktivite Tayini 

NADH-O2 aktivite tayini; fizyolojik koşullar sağlanarak NADH substratının birim 

zamanda azalma hızı hesaplanarak ölçüldü. 

 Sığır kalbinden izole edilen mitokondri izolatının konsantrasyonu 2 mg/mL 

olacak şekilde Tampon B ile seyreltildi. 

 Ölçüm yapılacak olan küvete KCl -Tris -EDTA tamponu eklendi.  

 Spektrofotometre dalga boyu 340, referans dalga boyu 380 nm, bant genişliği 5 

nm ve kabin sıcaklığı 30 
0
C olacak şekilde ayarlandı.  

 Okuma haznesine yerleştirilen küvete son konsantrasyonu75 µM olacak şekilde 

aynı gün içerisinde hazırlanmış NADH çözeltisi eklendi.  
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 Bu koşullar altında reaksiyon minimum 250 saniye monitörize edildi. 

 Elde edilen NADH miktarındaki azalma hızının mitokondri solunum zinciri 

aktivitesinden kaynaklandığından emin olmak amacıyla konsantrasyonu 4 µM olacak 

şekilde Rotenon eklenerek reaksiyonun durduğu teyit edildi. 

Hesaplama : 

 Hesaplama spektrofotometrenin yazılım programı kullanılarak yapıldı. 

 Aşağıdaki formül kullanılarak faktör (f) değeri hesaplandı ve yazılımdaki 

formülde yerine koyularak aktivite hesabı yapıldı.  

]...[...

1
)(

)/( mLmgproteinx
fFaktör


  

 Kullanılan spektrofotometrede NADH için molar absorpsiyon katsayısı (ɛ) 3,5 

mM
-1

.cm
-1

,yol (x) 1 cm‟dir.  

 Hesaplanan aktivite birimi µmol NADH-O2 oksidoredüktaz / dakika/ mg protein 

olarak verildi. 

 

5.4.5.2.NADH-Ubikinon Oksidoredüktaz (Kompleks I) Aktivite Tayini 

NADH-ubikinon oksidoredüktaz aktivitesi; substrat, Rotenon ve AA inhibitörleri 

varlığında ölçüldü. Bu tayin için substrat olarak NADH kullanılır ve protein 

örneğindeki diğer kompleksler inhibe edilerek ortama elektron alıcısı olarak Decyl-

ubikinon, DB eklenir ve birim zamanda NADH miktarındaki azalmanın hızı ölçülerek 

aktivite tayini yapılır.  

 Ölçüm yapılacak olan küvete KCl -Tris -EDTA tamponu eklendi.  

 Spektrofotometre dalga boyu 340, referans dalga boyu 380 nm, bant genişliği 5 

nm ve kabin sıcaklığı 30 
0
C olacak şekilde ayarlandı.  

 Okuma haznesine yerleştirilen küvete son konsantrasyonu75 µM olacak şekilde 

aynı gün içerisinde hazırlanmış NADH çözeltisi eklendi.  

 Ardından, son protein konsantrasyonu 1,4 mg/mL olacak şekilde protein 

numunesi ve son konsantrasyonu 1mM olacak şekilde Antimisin A eklenerek yaklaşık 

30 sn beklendi. 
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 Son elektron alıcısı olarak konsantrasyonu 120µM olacak şekilde Decyl-

ubikinon, DB eklendikten sonra  yaklaşık 50 sn boyunca ölçüm yapıldı. 

 Elde edilen NADH miktarındaki azalma hızının kompleks I aktivitesinden 

kaynaklandığından emin olmak amacıyla konsantrasyonu 4 µM olacak şekilde Rotenon 

eklenerek reaksiyonun durduğu teyit edildi. 

 Bu koşullar altında reaksiyon minimum 250 saniye monitörize edildi. 

Hesaplama : 

 Hesaplama spektrofotometrenin yazılım programı kullanılarak yapıldı. 

 Aşağıdaki formül kullanılarak faktör (f) değeri hesaplandı ve yazılımdaki 

formülde yerine koyularak aktivite hesabı yapıldı.  

]...[...

1
)(

)/( mLmgproteinx
fFaktör


  

 Kullanılan spektrofotometrede NADH için molar absorpsiyon katsayısı (ɛ) 3,5 

mM
-1

.cm
-1

,yol (x) 1 cm‟dir.  

 Hesaplanan aktivite birimi µmol NADH-ubikinon oksidoredüktaz / dakika/ mg 

protein olarak verildi. 

 

5.4.5.3. NADH-Sitokrom c Oksidoredüktaz (Kompleks I-III) Aktivite Tayini 

NADH-sitokrom c oksidoredüktaz aktivite ölçümleri,substrat NADH varlığında 

son elektron alıcısı olarak sitokrom c 
3+

 kullanıldı ve birim zamanda sitokrom c 
3+

 „nın 

elektron alarak sitokrom c 
2+

 „ya dönüşüm hızı hesaplanarak aktivite tayini yapıldı.  

• Ölçüm yapılacak olan küvete KCl -Tris -EDTA tamponu eklendi.  

• Spektrofotometre dalga boyu 550, referans dalga boyu 540 nm, bant genişliği 2 

nm ve kabin sıcaklığı 30 
0
C olacak şekilde ayarlandı.  

• Okuma haznesine yerleştirilen küvete son konsantrasyonu 75 µM olacak şekilde 

aynı gün içerisinde hazırlanmış NADH çözeltisi eklendi.  



48 
 

• Ardından, son protein konsantrasyonu 1,4 mg/mL olacak şekilde protein 

numunesi eklendi.  

• Son elektron alıcısı olarak konsantrasyonu 50µM olacak şekilde sitokrom 

c
3+

çözeltisi eklendikten sonra ölçüm başlatıldı.  

• Elde edilen sitokrom c
3+

 miktarındaki azalma hızının kompleks I-III 

aktivitesinden kaynaklandığından emin olmak amacıyla konsantrasyonu 1 mM olacak 

şekilde Antimisin A eklenerek reaksiyonun durduğu teyit edildi. 

•  Bu koşullar altında reaksiyon minimum 150 saniye monitörize edildi. 

Hesaplama : 

• Hesaplama spektrofotometrenin yazılım programı kullanılarak yapıldı. 

• Aşağıdaki formül kullanılarak faktör (f) değeri hesaplandı ve yazılımdaki 

formülde yerine koyularak aktivite hesabı yapıldı.  

]...[...

1
)(

)/( mLmgproteinx
fFaktör




 

• Kullanılan spektrofotometrede Sitokrom c için molar absorpsiyon katsayısı (ɛ) 

19,1 mM
-1

.cm
-1

, yol (x) 1 cm‟dir.  

• Hesaplanan aktivite birimi µmol NADH-sitokrom c oksidoredüktaz / dakika/ mg 

protein olarak verildi. 
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5.4.6. Blue Native – Poliakrilamid Jel Elektrororezi (BN-PAGE) 

Hazırlanan proteolipozomların içerisindeki superkompleks yapısı ve ayrık 

solunum zinciri kompleksleri2-boyutlu BN-PAGE yöntemi kullanılarak görüntülendi 

(42, 133). 

5.4.6.1. Numune Hazırlığı 

R4B fraksiyonları ile 1:1 ve 1:30 oranlarında hazırlanan proteolipozomlar her bir 

kuyucukta 0.4 µg protein olacak şekilde ayarlandı.  

 75 µg protein içeren proteolipozom 33051 x g ‟de, 4 °C‟ de, 1 saat süreyle KCl-

Tris-EDTA tamponunu uzaklaştırmak amacıyla santrifüj edildi. 

  Proteolipozom örneklerindeki proteinlerin membran yapısından ayrılması, 

örneklerin 50 mM NaCl, 50 mM imidazole, 5 mM 6-aminohekzanoik asit ve % 

5 digitonin varlığında pH 7.0‟de resüspense edilmesi ile gerçekleştirildi. 

  Protein konsantrasyonu  4 µg/µl olacak şekilde ayarlandı. 

 Protein konsantrasyonu Lowry metodu ile teyit edildilten sonra 5% oranında 

Coomassie G boyası eklendi. “Coomassie mg/mg digitonin” oranının tam olarak 

1/10 olarak ayarlandı.  

 %87‟ lik gliserol çözeltisinden son konsantrasyon%11 olacak şekilde eklenir ve 

ardından hazırlanan numune jel kuyucuğuna eklenir. 

 

5.4.6.2. 1. Boyut Jel Elektroforezi 

1.boyut elektroforez, hazır %3 -%12 T gradyan jelleri (Native-PAGE Bis-Tris gel 

system; Invitrogen) kullanılarak yapıldı.  

 Elektroforez tankı buz dolu bir kap içerisine yerleştirildi.  

 Hazır jel kaseti açıldı ve örneklerin yükleneceği kuyucuk kısmındaki tarak 

çıkarıldı ve jel saf su ile yıkandı.  

 Jel Resim 2‟ de gösterilen şekilde tanka yerleştirilerek sabitlendi.  
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Resim 2. Elektroforez jelinin tanka yerleştiriliş basamakları 

 

 

 İç tampon haznesine saf su doldurularak herhangi bir sızıntı olup olmadığı 

kontrol edildi ve saf su boşaltıldı. 

 Dış tampon haznesine 600 mLanot tamponu eklendikten sonra her bir kuyucuğa 

30 µl numune, başlangıç kuyucuğuna 5 µL molekül ağırlığı markırı 

[NativeMark unstained Protein Standard (Invitrogen)] eklendi.  

 200 mL koyu renkli katot tamponu ise iç tampon haznesine eklendikten sonra 

elektrot kapatıldı ve buz içerisindeki tank soğuk odaya veya buzdolabına (+4 
0
C) 

yerleştirildi. 

 Güç kaynağı 70 Volt (V) ( ~ 4 mA )‟ a ayarlanarak jel 20 dakika boyunca 

yürütüldü. Bu süre sonunda protein bantlarının en çok 2 cm yürüdüğü gözlendi. 
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 Güç 150 V‟ a yükseltildi ve protein bantları jelin yarısına geldiğinde koyu katot 

tamponu açık renkli katot tamponu ile değiştirildi (yaklaşık 1 saat).  

 Elektrik gücü 250 V‟ a yükseltilerek elektroforez tamamlandı (yaklaşık 1 saat).  

 Jelin içinde bulunduğu plastik kap kenardan açılarak ince ve kaygan yapıdaki jel 

çok dikkatli bir şekilde çıkarıldı. 

  Jelin ön yüzü üst kısma bakacak şekilde plastik bir kaba yerleştirildi ve saf su 

eklenerek +  4 ° C‟ de 2. Boyut elektroforezde kullanılana kadar saklandı. 

 

5.4.6.3. 2. Boyut Jel Elektroforezi 

 1. Boyutta kullanılan jeldeki protein bantları 2. Boyutta kullanılmak üzere dikey 

olarak kesilir (Bakınız Şekil 11).  

 Kesilen bant 15 mL‟ lik falkona yerleştirilerek 5 mL indirgeme çözeltisi eklendi 

ve 20 dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

 İndirgeme çözeltisi uzaklaştırıldı ve ardından 5 mL alkilleyici çözelti eklenerek 

20 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.  

 Alkilleyici çözelti uzaklaştırıldıktan sonra jel bandı 5 mL quenching çözeltisi 

içerisinde 30 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi ve quenching çözeltisi 

uzaklaştırıldı. 

  Bant hiç beklemeden 2. Boyut jeline (4%–12% T, Nu-PAGE Bis-Tris gel 

system; Invitrogen) yerleştirldi vebandın üst kısmı bisakrilamid jelle kapatıldı. 

 Başta kalan boş kuyucuğa 5 µL molekül ağırlığı markırı uygulandı ve jel 1. 

Boyut jel elektroforezinde olduğu gibi buzla sarılı tanka yerleştirildi. 

 600 mL anot tamponu dış, 200 mL katot tamponu ise iç tampon haznesine 

konuldu ve buz içerisindeki tank soğuk odaya veya buzdolabına (+4 0C) 

yerleştirildi. 

  110 V‟ da 60 dakika boyunca yürütüldü. 
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5.4.6.4.Western Blotting 

Elektro blotting yöntemiyle proteinler bir membrana geçirildi. Daha sonra çeşitli 

solüsyonlarla işleme tabi tutulan membrandaki proteinlere spesifik antikorlar 

(MitoSciences, Inc., Eugene, OR)  bağlandı. Bu antikorların tespit edilmesiyle proteinin 

olup olmadığı, çıkan bantların kalınlığının kontrol bantlarıyla karşılaştırılmasıyla da ne 

kadar olduğu tespit edildi. 

 Jel çıkarılıp saf su ile yılandı ve Şekil 23‟ de gösterilen sıra ile sandviç 

hazırlandı. 

 

 

ġekil 23. Western Blotting Sandviç Hazırlığı 

 

 Hazırlanan sandviçde jelin proteinlerin bulunduğu yüzü ile nitroselüloz 

membranın (GE- Healthcare) karşılıklı olmasına ve aralarında hava boşluğu 

olmamasına dikkat edildi. 

 Hazırlanan sandviç yürütme tankına yerleştirildikten sonra iç tampon haznesine 

sandviçi kaplayacak kadar transfer tamponu, dış tampon haznesine ise 650 mL 

saf su yerleştirildi. 
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  110 V‟ da yaklaşık 120 dakika boyunca yürütülerek jeldeki protein bantlarının 

membrana geçişi sağlandı.  

 Bu işlemin ardından nitroselüloz membran PBS (1X) - % 0,05 Tween ile 3 kez 5 

dakika süreyle yıkandı. 

 Ardından 5 mL  kompleks I altbirimi NDUFA9 (39 kDa)‟a spesifik birincil 

antikor (MS-111) içeren bloklama tamponu ile 1 gece boyunca +4 
0
C‟ de inkübe 

edildi. 

 Ertesi gün nitroselüloz membran PBS (1X) - % 0,05 Tween ile 3 kez 5 dakika 

süreyle yıkandı. 

 Sonrasında 5 mLkompleks IIIRieske proteinine (22 kDa) spesifik ikincil antikor 

(MS-305) içeren bloklama tamponu ile 1 saat boyunca +4 
0
C‟ de inkübe edildi. 

 Birincil antikor tespiti için “goat anti-mouse IgGH+L”, ikincil antikor tespiti için 

ise “horseradish peroxidase” kullanılarak kemilüminesans teknik (Amersham 

ECL Western Blotting Reagent Pack; GE Healthcare) ile gerçekleştirildi.   

 60 saniyelik uygulamanın ardından dijital resimler Fluor-S Max MultiImager 

(Bio - Rad Laboratories) cihazı kullanılarak çekildi. 

 

5.4.7. Kompleks I tarafından oluĢturulan Hidrojen Peroksit (H2O2) Tayini 

   Hidrojen peroksit miktarı, oluşan hidrojen peroksit ile diklorofloresandiasetat 

(DCFDA) probun tepkimesi sonucu oluşan florasan emisyonun ölçülmesiyle belirlendi. 

Tepkimenin kompleks I ve kompleks III inhibitörleri Rotenon ve Mucidin varlığında 

gerçekleştirilerek kaçan elektronların kompleksler tarafından tekrar yakalanması 

engellenmiştir (111, 134, 135). 

 10 L 6 mM DCFDA üzerine 40 L 0.01N NaOH çözeltisi eklenerek karanlıkta 

30 dakika inkübe edilidi. 

 Ardından üzerine 200 L 25 mM Tris-KCl-EDTA tamponu eklenerek 

konsantrasyonu 240 M olan prob çözeltisi elde edildi. 

 Konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak şekilde hazırlanan örneklerden, kör olarak 

tampondan ve positive kontrol olarak H2O2 çözeltisinden 800 L alınarak her 

biri ayrı tüpe koyularak tüpler örnek içeriğine göre işaretlendi. 
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 Her bir tüpe son konsantrasyonu 5 M olacak şekilde 240 M DCFDA ve son 

konsantrasyonu 1,8 M olacak şekilde mucidin eklendi. 

 Her bir örneğin yarısı yeni bir tüpe alınarak üzerlerine son konsantrasyonu 4 M 

olacak şekilde rotenon eklendi. Böylece her bir örneğin sadece mucidin 

varlığında ve mucidin+rotenon varlığında tepkimeye girmesi sağlandı. 

 Oda ısısında 5 dakika inkübasyonun ardından her bir tüpe son konsantrasyonu 

150 M olacak şekilde NADH eklendi. 

 Her bir kuyucukta 200 L olacak şekilde örnekler çift çalışılacak şekilde 96‟lık 

pleyte yüklendi.  

 Florasan okuyucuda 5 dakikada bir olmak üzere 45 dakika boyunca 30
o
C‟de 10 

adet okuma yapıldı.  

Hesaplama : Pleyt üzerinde çift çalışılan örneklerin ortalaması alınarak aynı zamana ait 

kör değerleri çıkarıldı. Ardından 10. okuma değerlerinden 1. okuma değerleri çıkarıldı 

ve her bir örneğin kompleks I aktivitesi dikkate alınarak sonuçlar hesaplandı. 

5.5.Ġstatistiksel Analizler 

Tüm veriler ortalama ± SD şeklinde verildi. Proteolipozom modellerindeki 

parametrelerin normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov-Simirnov testi ile 

değerlendirildi. Ortalamalar arasındaki farkın önemliliğini analiz etmek için normal 

dağıma uyanlara Student-T testi uygulandı. P<0,05 değerleri anlamlı kabul edildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
 

6. BULGULAR 

6.1.  Sığır Kalbinden Ġzole Edilen Mitokondrilerin ve R4B’lerin Aktivite Değerleri 

İki genç erkek B. taurus kalbinden izole edilen mitokondrilerin, Biüret metoduyla 

ölçülen protein konsantrasyonu, 18.36 mg/mL olarak tespit edilmiştir. Mitokondrilerin 

NADH substrat olarak kullanıldığı solunumsal aktivitelerinin kinetik olarak ölçüm 

sonuçları aşağıdaki Tablo 5‟ de gösterilmiştir. 

 

Tablo 5.B. taurus Kalbinden İzole Edilen Mitokondrilerin Aktivite Değerleri (n=3) 

Enzim aktivitesi μmol NADH-O2/dk/mg 

protein 

Ortalama±SD 

% Ġnhibisyon 

(Rotenon) 

NADH-O2 0,209 ± 0,007 ≥ 90 

Sonikasyon sonrası 

(3x10sn) 0,464 ± 0,015 

≥ 90 

 

 

Mitokondri izolatlarından hazırlanan kompleks I ve III‟ce zengin R4B 

fraksiyonlarının konsantrasyonu Lowry metoduyla, 7.34 mg/ml olarak ölçülmüştür. 

R4B fraksiyonlarının enzimatik aktiviteleri NADH‟in substrat olarak kullanıldığı 

kinetik analizlere ait sonuçlar aşağıdaki Tablo 6‟ da gösterilmiştir. 

 

Tablo 6. R4B fraksiyonlarının Aktivite Değerleri (n=3) 

Enzim aktivitesi μmol NADH-Sit c/dk/mg protein 

Ortalama±SD 

% inhibisyon (AA) 

NADH- Sit c 0,692 ± 0,002 ≥ 90 

 

Elde edilen R4B fraksiyonlarının NADH-sitokrom c aktiviteleri çalışma için 

yeterli bulunmuştur. 
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6.2. R4B:FL Oranları 1:1 ve 1:30 Olan Proteolipozomların NADH-Sitokrom c 

Oksidoredüktaz Aktivite Değerleri  

            Kompleks I ve III‟ce zengin R4B‟lerin, kardiyolipin içeren ve içermeyen 

lipozomlara 1:1 ve 1:30 oranlarında yerleştirilmesiyle oluşan proteolipozomların 

entegre enzim aktivitelerinin ölçüm sonuçlarının ortalama değerleri tablo 7 ve tablo 

8‟de gösterilmiştir. 

 

Tablo 7.R4B:FL 1:1 Proteolipozomlarının NADH-Sitokrom c Oksidoredüktaz Aktivite 

Sonuçları (n=6) 

Enzim aktivitesi μmol NADH-Sit c/dk/mg protein 

Ortalama±SD 

% Ġnhibisyon (AA) 

R4B:FL 1:1 0,706 ± 0,050 ≥ 90 

R4B:FL 1:1 + CL 0,545 ± 0,059 ≥ 90 

 

 

Tablo 8. R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarının NADH-Sitokrom c Oksidoredüktaz 

Aktivite Sonuçları (n=8) 

Enzim aktivitesi μmol NADH-Sit c/dk/mg protein 

Ortalama±SD 

% Ġnhibisyon (AA) 

R4B:FL 1:30                      0,327 ± 0,031* ≥ 90 

R4B:FL 1:30 + CL 0,655 ± 0,018 ≥ 90 

*: p<0.01, kardiyolipin içeren proteolipozomlar kontrole göre anlamlı olarak farklı, 

Student-T test  

 

R4B:FL oranı 1:1 olan proteolipozomların NADH-Sitokrom c oksidoredüktaz 

aktivite sonuçlarında kardiyolipin içreren ile kontrol arasında anlamlı farklılık 

gözükmezken, R4B:FL oranı 1:30 olan proteolipozomlarda kardiyolipin içeren 

numunenin NADH-Sitokrom c oksidoredüktaz aktivitesi kontrole göre 2 kat artmış ve 

anlamlı olarak farklıdır (Şekil 24). 
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ġekil 24. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarının NADH-Sitokrom c Oksido 

Redüktaz Aktiviteler Grafiği 

 

6.3. R4B:FL Oranları 1:1 ve 1:30 Olan Proteolipozomların NADH-ubikinon 

Oksidoredüktaz Aktivite Değerleri  

Kompleks I ve III‟ce zengin R4B‟lerin, kardiyolipin içeren ve içermeyen lipozomlara 

1:1 ve 1:30 oranlarında yerleştirilmesiyle oluşan proteolipozomların spesifik kompleks I 

enzim aktivitelerinin ölçüm sonuçları Tablo 9 ve Şekil 25‟de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

Tablo 9. R4B:FL 1:1 (n=5) ve R4B:FL 1:30 (n=6) Proteolipozomlarının NADH-

ubikinon Oksidoredüktaz Aktivite Sonuçları  
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Proteolipozom μmol NADH-DB/dk/mg protein 

Ortalama±SD 

% Ġnhibisyon 

(Rotenon) 

R4B:FL 1:1 0,543 ± 0,047 ≥ 90 

R4B:FL 1:1 + CL 0,597 ± 0,027 ≥ 90 

R4B:FL 1:30 0,506 ± 0,036 ≥ 90 

R4B:FL 1:30 + CL 0,561 ± 0,043 ≥ 90 

 

 

 

 

 
ġekil 25. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarının NADH-Ubikinon Oksido 

Redüktaz Aktiviteler Grafiği 

 

Hazırlanan proteolipozom numunelerinin ölçülen spesifik kompleks I aktivite 

değerleri arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (p > 0.05, Student-T test). 
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6.4.  Proteolipozomların Yapısal Analiz Bulguları (BN-PAGE) 

R4B‟lerin, kardiyolipin içeren ve içermeyen lipozomlara 1:1 ve 1:30 oranlarında 

yerleştirilmesiyle oluşan proteolipozomların BN-PAGE metodu kullanılarak elde edilen 

resimler Resim 3 ve 4‟ de verilmiştir. 

Resim 3.R4B :FL 1:1 protelipozom serisinin CL içeren ve içermeyen numunelerin BN-

PAGE 2. Boyut yapısal analizlerinin görüntüsü.  

 

 

Resim 4.R4B :FL 1:30 protelipozom serisinin CL içeren ve içermeyen numunelerin 

BN-PAGE 2. Boyut yapısal analizlerinin görüntüsü 

 

 

6.5.  ROS Ölçüm Sonuçları 
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Kardiyolipin içeren ve içermeyen proteolipozomların (R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 

1:30) kompleks I kaynaklı ROS üretimleri, musidin ve rotenon inhibitörleri varlığında, 

DCFDA (diklorofloresandiasetat) probuyla kolorimetrik olarak ölçülmüştür. Elde edilen 

değerler relatif floresan yoğunluğu (RFU) olarak ifade edilmiştir. Ölçüm protokolü 0,5 

mg/ml protein konsantrasyonlarına göre düzenlendiği için, ROS ölçümleri 

proteolipozomların gerçek protein konsantrasyonlarına göre yeniden doğrulanmıştır. 

Daha hassas bir analiz için ROS ölçümleri proteolipozomların kompleks I aktivitesi 

göre teker teker hesaplanmıştır. ROS tayininde kullanılan proteolipozomlarda birden 

çok R4B fraksiyonu kullanıldığından sonuçlar % değeriyle tablo 10‟ da verilmiştir.  

 

Tablo 10.R4B:FL 1:1(n=4) ve R4B:FL 1:30 (n=8) Proteolipozomlarının NADH-

ubikinon Oksidoredüktaz Aktivite Sonuçları 

Proteolipozom RFU/ Kompleks I Aktivitesi  

(%) Musidin 

RFU/ Kompleks I Aktivitesi  

(%) Musidin + Rotenon 

R4B:FL 1:1 134 ± 70 159 ± 64 

R4B:FL 1:1 + CL 62 ± 28 87 ± 5 

R4B:FL 1:30 186 ± 85 214 ± 94 

R4B:FL 1:30 + CL 100 ± 30 119 ± 8 

 

Elde edilen değerler arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır (p > 0.05) 

Sayısal olarak R4B:FL oranı 1:30 olan proteplipozomların ROS üretim miktarı diğer 

proteolipozomlara göre daha yüksek olduğu gözlenmiştir.   
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ġekil 26. ROS Üretimi Ölçüm Sonuçlarının Grafik ile Gösterimi (M: Mucidin R: 

Rotenon). 
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7. TARTIġMA ve SONUÇ 

Mitokondrilerin solunum aktiviteleri; elde edildikleri hayvanların cinsiyetlerine, 

yaşlarına ve ihtiva ettikleri mitokondri miktarına bağlıdır. Bu çalışmada ilk olarak daha 

kaliteli ve çok miktarda mitokondri elde edebilmek amacıyla genç, erkek B. taurus kalp 

dokusundan mitokondri izole edilmiştir. Elde edilen mitokondrilerden kompleks I ve 

III‟ce zengin R4B fraksiyonları Hatefi ve Rieske tarafından modifiye edilen yöntemle 

izole edilmiştir (127). İzole mitokondrilerin ve onlardan elde edilen R4B 

fraksiyonlarının NADH-O2 ve NADH-DB aktiviteleri ölçülüp enzimatik aktivitelerinin 

çalışmaya uygun olup olmadığı belirlenmiştir. Bu çalışmada kullanılan mitokondrilerin 

ve R4B fraksiyonlarının enzimatik aktiviteleri yeterli ve literatürle uyumlu bulunmuştur 

(56, 118).  

Kardiyolipin fosfolipidinin etkisini tespit edebilmek amacıyla lipozom adı verilen 

membran modelleri hazırlandı. Lipozomlar, yapı ve içerik bakımından hücre zarı ile 

benzerlik gösteren, fosfolipit yapıda, amfipatik veziküllerdir (136, 137).Lipozomlar, 

katman sayılarına ve büyüklüklerine göre sınıflandırılırlar. Farklı hazırlama 

yöntemlerine bağlı olarak çok katmanlı (Multi Lamellar Vesicle=MLV) ve tek katmanlı 

(Small Unilamellar Vesicle=SUV, Large Unilamellar Vesicle=LUV) lipozomlar 

oluşturulabilmektedir (138).MLV hazırlığında, lipozomun yapısına katılacak lipitlerin 

kloroform gibi organik çözücülerde çözdürülmesi ve daha sonra bu çözücünün azot gazı 

kullanılarak uçurulması ile lipid film elde edilmektedir. Oluşturulan lipid film, oda 

sıcaklığında bir tampon çözelti ile hidrate edilir. Hidrate edilen lipid film 

voretekslenerek çok tabakalı lipozomlar elde edilir. MLV‟ler büyük ve heterojen bir 

yapıya sahip olduğundan büyüklüğünü veya katmanlarının özelliklerini değiştirebilmek 

amacıyla sonikasyon, ekstrüzyon, vorteksleme gibi yöntemler kullanılarak MLV‟ler 

SUV veya LUV haline dönüştürülmektedir. Sonikasyon cihazı ile, MLV‟lere yüksek 

düzeyde enerji uygulanarak SUV elde edilir. Ekstrüzyon işlemini gerçekleştiren 

lipozom ekstrüzyon cihazı, kullanılan membranın por çapına göre lipozomları ayırmada 

kullanılır. Por çapından daha küçük çapa sahip lipozomlar porlardan geçerek ayrışır ve 

homojen por çaplarına sahip lipozomlar elde edilmiş olur (139). Sonikasyon yöntemi, 

elde edilen lipozomların çaplarının homojen olmaması ve büyük hacimlerle çalışılması 

gibi dezavantajlara sahiptir. Ekstrüzyon yöntemi, küçük hacimlerde çalışmaya olanak 

vermesi ve oluşan lipozomların çaplarının homojen olması gibi avantajlara sahip olması 
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sebebiyle bu çalışmada kullanılmaya uygun bulunmuştur. Lipozom hazırlığında kontrol 

numuneleri için fosfolipid kaynağı olarak % 20-24 fosfatidil kolin, % 18-22 fosfatidil 

etanolamin, % 12-15 fosfatidil inozitol ve % 4-7 diğerfosfolipidleri içeren asolektin 

kullanılmıştır. Kardiyolipin etkisinin anlaşılması amacıyla ise ek olarak literatürle 

uyumlu olarak toplam fosfolipidlerin % 18‟ ine tekabül edecek şekilde kardiyolipin 

içeren lipozomlar hazırlanmıştır (11). Her iki lipozom modelinde de elektron akışı 

reaksiyonun gerçekleşmesi için eser olan 30 nmolKoQ/mgFL oranında Koenzim Q10 

bulunmaktadır. 

Süperkompleks oluşumlarının gücü, büyük oranda iç mitokondriyal membranın 

lipid miktarına, kompozisyonuna ve yapısına bağlıdır (64-67). Yapılan araştırmalarda 

lipid oranı protein oranına göre yüksek olduğunda (>3:1) süperkompleks I-III 

oluşumunun engellendiği BN-PAGE ve kinetik çalışmalarda gösterilmiştir  (55,56, 

65,140). Lenaz ve ark. tarafından yapılan çalışmalarda protein:fosfolipid (R4B:FL) 

oranı 1:1 olan proteolipozomlarda süperkompleks oluşumuna dair kinetik ve yapısal 

analiz sonuçları elde edilirken bu oran 1:30‟a düşürüldüğünde süperkompleksi oluşturan 

komplekslerin ayrışarak serbest kompleksler halinde bulunduklarını göstermişlerdir 

(56). Kardiyolipin fofsolipidinin süperkompleks oluşumu ve stabilitesinin devamı için 

gerekli olduğu düşünülmektedir.  Süperkomplekslerin ayrıştıkları koşulda 

kardiyolipinin kompleksleri tekrar bir araya getirip getiremeyeceği sorusuna cevap 

aramak amacıyla bu çalışmada, kardiyolipin etkisini araştırabilmek amacıyla 

kardiyolipin içeren ve içermeyen lipozomlara mitokondrilerden izole edilen kompleks I 

ve kompleks III‟ ce zengin R4B fraksiyonları protein:fosfolipid oranları 1:1 ve 1:30 

olacak şekilde yerleştirilerek proteolipozom modelleri oluşturulmuş ve bu 

proteolipozomlarla kinetik, yapısal ve oksidatif stres analizleri gerçekleştirilmiştir. 

 Gerçekleştirilen aktivite tayinleri Bologna Üniversitesi, Biyokimya Bölümünde 

bu konuda oldukça tecrübe sahibi olan Prof. Giorgio Lenaz önderliğindeki biyoenerjetik 

grubu tarafından yapılan seri deneyler ile belirlenen optimal şartlara uygun protokoller 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir (55). Her bir proteolipozom serisi için spesifik NADH-

ubikinon oksidoredüktaz ve NADH-sitokrom c oksidoredüktaz entegre aktiviteleri, 

ortamın sıcaklığı, nemi sabit tutulmak kaydı ile oldukça hassas bir şekilde ölçülmüştür. 
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Yapılan aktivite tayinlerinde, her iki proteolipozom modelinin kardiyolipin içeren 

ve içermeyen örneklerinde spesifik kompleks I (NADH-DB) aktivite değerleri, 

beklenildiği üzere birbirine yakın ve aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

görülmemiştir. Fakat, kardiyolipin içeren serilerin aktiviteleri kontrollerine göre sayısal 

olarak yüksektir (Şekil 25). Çalışmamızda süperkompleks varlığında (R4B:FL oranı 1:1 

olan proteolipozomlarda) ve ayrıştığında (R4B:FL oranı 1:30 olduğu 

proteolipozomlarda) solunum aktiviteleri arasındaki farklar incelendiğinde; çalışılan 

proteolipozom numunelerinde kompleks I‟in aktif olarak çalıştığı, değerlerin 

istatistiksel açıdan anlamlı olarak birbirinden farklı olmadığı ve literatür ile uyumlu 

olduğu gösterilmiştir (55,56). Bu sonuç, çalışmada hazırlanan proteolipozomların 

başarıyla oluşturulduğunun bir kanıtı niteliğindedir.Süperkompleks modelinde elektron 

iletimi için hız sınırlandırıcı kompleks olarak kabul edilen kompleks I aktivitesinin 

supramoleküler organizasyon yapısının varlığından ve membran lipid içeriğinden 

bağımsız olduğu ileri sürülmektedir (141). SK I1III2 içeren (1:1) proteolipozomların 

süperkompleksin ayrıştığı (1:30) proteolipozomlara göre nispeten biraz daha yüksek 

kompleks I aktivitesine sahip olmasının nedeni; komplekslerin ayrıştığı durumlarda 

kompleks I‟in destabilize olması olabilir.Literatürde benzer olarak süperkompleks 

yapısında bulunan kompleks I aktivitesi ile serbest kompleks I aktivitesinin  arasında 

anlamlı bir fark gösterilmemiştir (118). Bunun yanı sıra, kardiyolipin içeren 

proteolipozomların içermeyenlere göre daha yüksek olmasının nedeni ise; kompleks I 

üzerindeki kardiyolipin bağlanma bölgesinin elektron (e
-
) alınan bölgeye çok yakın 

olması ve buna bağlı olarak e
-
 alımını kolaylaştırması olabilir (97, 98).  

Süperkomplekslerin yapısında bulunan substrat kanallarıkompleksler arasındaki 

katalizi arttırarak daha etkili bir elektron iletimi gerçekleştirmelerine olanak 

sağlamaktadır. Süperkompleks organizasyonları, solunum sırasında cereyan eden redoks 

reaksiyonlarında iki enzimin aktif bölgeleri arasında adeta bir substrat kanalı 

oluşturarak, aracı moleküllerin direkt ve hızlı bir şekilde iletimini sağlamaktadırlar 

(142). Bu hipotezden yola çıkarak süperkompleks organizasyonu içerisinde bulunan 

yapılarda enzim aktivitesinin daha yüksek olması beklenmektedir. Çalışmamızda, 

NADH-sitokrom c oksidoredüktaz entegre aktivitesi ile ilgili SK I1III2 içeren 

proteolipozomlar ve SK içermeyen proteolipozomlar elektron iletim hızları açısından 

karşılaştırılmıştır. R4B:FL oranı 1:1 olan ve SK içeren proteolipozomlar, R4B:FL oranı 
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1:30 olan ve SK içermeyen proteolipozomlara göre yaklaşık iki kat daha fazla entegre 

aktivite gösterdiler ve bu değerler istatistiksel açıdan birbirinden anlamlı olarak farklıdır 

(Şekil 24). Bu sonuç lipid dilüsyonu ile birlikte süperkompleks organizasyonunun 

ayrıştığı ve aktivite hızının azaldığı literatür çalışmalarını teyit eder niteliktedir (56, 

118). Çalışmanın omurgasını oluşturan kardiyolipin etkisi değerlendirildiğinde; R4B:FL 

oranı 1:1 olan ve kadiyolipin içermeyen proteolipozomlarınentegre aktivite değerleri ile 

R4B:FL oranın 1:1 olan ve kardiyolipin içeren proteolipozomların aktivite değerleri 

arasında anlamlı bir fark bulunmazken R4B:FL oranı 1:30 olan ve kardiyolipin içeren 

proteolipozomların, R4B:FL oranı 1:30 olan ve süperkompleks yapılarının ayrıştığı 

proteolipozomlara göre yaklaşık iki kat daha fazla entegre aktivite göstermiş ve bu 

değerlerin istatistiksel analizle birbirlerinden anlamlı olarak farklı olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 23). Elde edilen bu sonuçlar literatürde bir ilk olmasından dolayı değerlidir. 

Kardiyolipin fosfolipidinin kompleksler üzerinde bağlanma bölgelerinin bulunması 

kompleksleri bir araya getirmede adeta bir yapıştırıcı gibi davranarak süperkompleks 

yapılarının oluşumuna yardımcı olabileceği düşünülmektedir (100). Elde edilen aktivite 

sonuçları bu hipotezi desteklerken, aynı zamanda lipid dilüsyonu ile ayrışan 

süperkompleks yapılarının kardiyolipin varlığının etkisi ile bir araya gelmiş olabileceği 

düşüncesini destekler niteliktedir. R4B 1:1 proteolipozomları ile R4B 1:1 + CL içeren 

proteolipozomlarının aktivite değerlerinde farklılık görülmemesinin nedeni olarak, 

protein konsantrasyonunun artışı ile hali hazırda bir araya gelmiş süperkomplekslere 

kardiyolipin fosfolipidinin ekstra bir fayda sağlamamış olabileceği düşünülmektedir. 

Lenaz ve ark. yaptıkları çalışmalarda R4B:FL oranı 1:1 olan örneklerde serbest 

kompleks I oranının çok az olduğunu göstermesi de bu düşünce ile uyumludur  (56).   

Bu çalışmada ayrıca, elde edilen aktivite değerleri neticesinde oluşan hipotezlerin 

desteklenmesi amacıyla yapısal analizler gerçekleştirildi. Membranlarda bulunan 

protein-protein etkileşimlerini tespit ve analiz etmek amacıyla en çok kullanılan iki 

önemli yöntem 2-boyutlu BN-PAGE ve CN-PAGE adlı elektroforezlerdir. Çözünebilir 

membran protein komplekslerinin tespit ve analizi için kullanılan BN-PAGE yöntemi 

son 10 yıldır oldukça başarılı sonuçlar vermektedir. BN-PAGE yönteminin pahalı ve 

büyük ekipmanlara gerek kalmadan her türlü laboratuarda kolayca yapılabilmesi 

nedeniyle büyük avantaj sağlamaktadır. Kullanılan yöntemin çok yönlü olmasının yanı 

sıra doğruluğu ve güvenilirliği protein-protein etkileşimleri tanımlamada çok önemlidir. 
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Bu yöntem kullanımında yanlış-pozitif (artifisiyel, fizyolojik olmayan proteinler) 

sonuçların görülme sıklığı oldukça düşüktür. Fakat, zayıf etkileşimlerin kaybolmasına 

neden olan anyonik Coomassie boyasının varlığı ve deterjan ile çözme işleminden 

kaynaklanan bazı ayrışmaların olabileceği ve gerçekte var olan protein-protein 

etkileşimlerinin gözden kaçırılabileceği düşüncesi ile CN-PAGE yöntemi 

geliştirilmiştir. Fakat yapılan birçok çalışmada geçici protein kompleksleri gibi oldukça 

zayıf bağlı etkileşimler CN-PAGE yöntemi kullanılsa da tespit edilemektedir. BN-

PAGE uygulaması, protein-protein etkileşimlerinin tespitinde kullanılan diğer 

yöntemler ile paralel olarak kullanıldığında üstün sonuçlar sağlayabilmektedir (41). Bu 

yorumlar doğrultusunda ve literatürede sıklıkla rastlanması nedeniyle BN-PAGE 

yönteminin kullanılması uygun bulunmuştur. BN-PAGE uygulamasının 

gerçekleştirildiği ön çalışmalar, Bologna Üniversitesi, Biyokimya Bölümünde Prof. 

Giorgio Lenaz önderliğindeki biyoenerjetik grubu mensupları Doç. Dr. Maria Luisa 

Genova ve çalışma arkadaşlarının yardımları ve tecrübelerinden faydalanılarak 

gerçekleştirilmiştir.  

R4B:FL oranı 1:1 olan ve R4B:FL oranı 1:1 olan ve CL içeren örneklerde 

süperkompleks I1III2 yapısının varlığı gözlenmektedir (Resim 3). R4B:FL oranı 1:30 

olan proteolipozom numunesinde süperkompleks yapısı nerdeyse yok denecek kadar az 

iken R4B: FL oranı 1:30 olup CL içeren numunede süperkompleks I1III2 var olduğu 

gözlenmiştir (Resim 4). Yapılan yapısal analiz sonuçları kinetik aktivite sonuçları ile 

örtüşmektedir. R4B:FL1:1 ve R4B:FL 1:30 yapısal analiz sonuçları literatürle 

uyumludur (118). R4B 1:1 + CL ve R4B 1:30 +CL numunelerinin yapısal analizleri 

literatürde bir ilk olması acısından değerlidir.  R4B:FL oranı 1:30 olan ve kardiyolipin 

içeren numunelerin BN-PAGE yöntemi ile gerçekleştirilen yapısal analizinde 

süperkompleks I1III2varlığının gözlenmesi kardiyolipin fosfolipidininetkisi ile bir araya 

gelmiş olabileceği düşüncesini desteklemektedir. Çalışmamıza benzer olarak, Bazán ve 

ark. Saccharomyces cerevisiae’ den izole ettikleri kompleks III ve kompleks IV‟ ü 

kardiyolipin içeren ve içermeyen lipozomlara yerleştirdikten sonra yaptıkları yapı 

analizlerinde benzer olarak kardiyolipin içeren lipozomlarda süperkompleks 

III2IV2varlığını göstermişlerdir (143). 

Son yıllarda artan veriler mitokondriyal solunum sisteminde görev alan protein 

komplekslerinin fizyolojik koşullarda, daha etkin bir elektron iletimi için bir araya 
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gelerek süperkompleks oluşturdukları yönündedir. Bununla birlikte süperkomplekslerin 

ayrışması solunum kapasitesinin düşmesine ve ROS üretiminde artışa neden 

olduğundan pek çok patolojik durum ile alakalı olarak gösterilmiştir (56).İndirekt 

çalışmalar komplekslerin süperkompleksler şeklinde supramoleküler organize olmasının 

elektronların kanal içersinde akışı sırasında komplekslerin redoks bileşenlerinin okside 

durumda kalmasını sağladığından süperoksit oluşumunu sınırlandırabileceği yönündedir 

(115). Bunun yanı sıra değişik oranlarda R4B içeren proteolipozomlarla yapılan 

çalışmada süperkompleks yapılarının ayrışmasının kompleks I‟in destabilize olmasına 

neden olduğundan süperoksit üretiminin 3-4 kat arttırdığı gösterilmiştir 

(118).Çalışmamızda kullanılan kompleks I tarafından üretilen hidrojen peroksit 

miktarının ölçüldüğü metodun duyarlılığı ve hassaslığı düşük olmasına karşın 

günümüzde oldukça sık kullanılan bir metoddur.Maranzana ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmaya benzer olarak çalışmamızda; rotenon ve mucidin inhibitörleri varlığında 

kompleks I‟in tüm elektron alıcıları bloke edilmek suretiyle, süperkompleks varlığında 

ve ayrıştığı durumlarda kompleks I kaynaklı süperoksit oluşumu araştırılmıştır. Öncül 

çalışmadan farklı olarak kardiyolipin içeren proteolipozomlar ile çalışılmıştır. Solunum 

zinciri kompleksleri supramoleküler organizasyonların içerisinde bulunduklarında 

aralarındaki mesafe kısalmış olduğundan ve elektron akış hızı artığından dolayı 

kompleks I‟ den kaçan elektronların sayısının ve buna bağlı olarak ROS üretiminin 

azalacağı düşünülmektedir.  

Çalışmamızda, beklenildiği üzere süperkompleklerin ayrıştığı R4B:FL oranı 1:30 

olan proteolipozumun kompleks I kaynaklı ROS üretim değerleri, süperkompleks 

yapısının bulunduğu R4B:FL oranı 1:1 olan proteolipozumun kompleks I kaynaklı ROS 

üretimi değerlerine göre sayısal olarak daha yüksektir. Bu değerler literatür ile 

uyumludur (118). Yine beklenildiği üzere 1:1 ve 1:30 serilerinin kardiyolipin içeren 

örneklerinin kompleks I kaynaklı ROS üretimleri kendi kontrollerine göre sayısal olarak 

azalırken anlamlı olarak farklı değildir (Şekil 26).Elde edilen sonuçlarda ve literatürde 

de gözlendiği üzere ±SD değerlerinin çok yüskek olmasının nedeni metodun 

duyarlılılığının ve hassaslığının düşük olmasına bağlanabilir. 

Kardiyolipin molekülleri, yağ açil komposizyonundan veya ROS üreten 

merkezlerine yakın olmasından dolayı ROS indüklü oksidasyona karşı oldukça 

duyarlıdır. CL molekülleri özellikle kompleks I ve kompleks III‟ den kaynaklanan ROS 
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üretiminin olduğu bölgelerin yakınında bulunmaktadır. CL yapısında bulunan yağ 

asitlerinin arasındaki metilen köprüsü ROS-indüklü oksidasyona karşı oldukça 

duyarlıdır. Bu nedenle, CL molekülüne etki eden oksidatif hasar, solunum zinciri 

kompleksi aktivitesi ve mitokondriyal fonksiyonu üzerinde zararlı bir etkiye sahip 

olabilir. Gerçekten de, sığır kalbi submitochondrial parçacıklarının enzimatik sistemler 

tarafından üretilen ROS‟ a maruz bırakılması sonucunda mitokondriyal CL „ nin 

oksitlenmesine ve tükenmesine paralel olarak kompleks I, III ve IV inaktivasyonu 

gözlenmiştir (144). Bu nedenle süperkompleks varlığının vuku bulduğu kardiyolipin 

içeren peoteolipozomlarda ölçüm sırasında oluşan ROS bileşenlerinin CL 

peroksidasyonuna yol açarak tekrar destabilizasyona yol açabileceği düşünülmektedir.  

Sonuç olarak bu çalışma ile,kardiyolipin varlığının süperkompleks oluşumuna 

yardımcı olduğu ve kardiyolipin yokluğunun çok daha yavaş bir elektron iletimine yol 

açtığı görülmüştür. Ayrıca, yapılan yapı analizlerinde süperkomplekslerin 

destabilizasyonuna yol açan lipid ile seyreltilmiş proteolipozomlarda kardiyolipininin 

adeta bir yapıştırıcı gibi davranarak tekrar süperkompleks yapısının oluşumuna 

yardımcı olduğu gözlenmiştir. Kardiyolipinin süperkompleks yapı ve stabilizesine 

yardımcı olduğuna ve komplekler üzerinde bağlanma bölgelerine sahip olarak 

kompleksleri biraraya getirdiğine ve kompleksler tarafından elektron alımına yardımcı 

olduğuna dair hipotez desteklenerek kardiyolipinin ayrışan kompleksleri biraraya 

getirebilme yetisi ilk defa ortaya konulmuştur.  
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