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OZET

Mitokondriyal Membran Modelindeki Siiperkompleks Yap1 Ve Fonsiyonuna

Kardiyolipin’in Etkisinin Incelenmesi

Son yillarda yapilan g¢alismalar ile mitokondri  solunum  zinciri
komplekslerininstiperkompleks adi verilen supramolekiler organizasyonlar icerisinde
bulundugu gosterilmektedir. Sitiperkompleks yapisi igerisinde bulunan komplekslerin
biraraya gelerek adeta bir substrat kanali olusturdugu ve daha hizli ve etkin bir elektron
akisina sebep oldugu onerilmektedir.Kardiyolipin, mitokondri i¢ membranina spesifik
bir fosfolipid olup siiperkompleks olusumuna yardimci oldugu ve bu supramolekiiler
yapmin stabilizasyonunu sagladigi diisiiniilmektedir. Mitokondriyal solunum zinciri
komplekslerinin  membran ile etkilesen domainlerinde Kkardiyolipin baglanma
bolgelerinin  bulunmasi, bu molekiiliin adeta bir yapistirict gibi davranarak
komplekslerin biraraya gelmesine yardimci olabilecegi ve komplekslerinin elektron alan
bolgelerine yakin baglanma bolgelerinin olmasi ise elektron akisini kolaylastirabilecegi

seklinde yorumlanmaktadir.

Yapilan c¢alismalarada protein:fosfolipid orani 1:1 olan proteolipozomlarda
stiperkompleks 11111, yapisinin gozlendigi, lipid diliisyonu ile bu orani 1:30 oldugunda
stiperkompleks yapisinin destabilize oldugu gosterilmistir. Bu baglamda, kardiyolipin
iceren ve icermeyen lipozomlara, sigir kalp mitokondrilerinden izole edilen kompleks I
ve II’ce zengin mitokondri fraksiyonlar1 (R4B), 1:1 ve 1:30 oranlarinda yerlestirilerek

olusan proteolipozomladakardiyolipinin SK I;I11, tizerindeki etkileri incelenmistir.

Siiperkompleks varliginda kardiyolipin iceren 1:30 proteolipozomlarin NADH-
sitokrom c oksidorediiktaz aktivitesi, komplekslerin bireysel olarak yer aldigi
kardiyolipin icermeyen 1:30 proteolipozomlarina oranla anlamli derecede artmis ve 1:1
proteolipozomlarin seviyesine ulagmistir. BN-PAGE yontemi ile gergeklestirilen yapisal
analizlerde kardiyolipin icermeyen 1:30 proteolipozomlarda siiperkompleks yapisi
gbzlenmez iken kardiyolipin iceren 1:30 proteolipozomlarda siiperkompleks yapisinin
tekrar olustugu gdzlenmistir. Kardiyolipinin kompleks I kaynakli ROS iiretimini
azalttig1 bu etkisinin sliperkompleks yapilarinin tekrar olusmasini saglayarak elektron

kacisini azaltmasi ile gosterdigi seklinde yorumlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Stiperkompleks, kardiyolipin, proteolipozom, BN-PAGE, ROS



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 Iilll,structure 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 I;lll, was investigated by scrutinizing the
proteoliposomes that are formed by incoparation of mitochondrial fractions (R4B)
enriched with complex | and 11 into liposomes with and without cardiolipin and with
the ratios of 1:1 and 1:30.

NADH-cytochrome ¢ 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



3. GIRIS ve AMAC

Mitokondriyal solunum zinciri ilk olarak, elektron iletimini saglayan mitokondri
ic membranina gomiilii prostetik gruplar (flavinler ve sitokromlar) dizisi olarak
tanimlanmustir (1). Mitokondriyal solunum zincirinde yer alan kompleksler : NADH-
Koenzim Q rediiktaz, suksinat-CoQ rediktaz, ubikinol-sitokrom c rediiktaz ve sitokrom
¢ oksidaz olarak adlandirilmistir (2). Soiperkompleks modeli; mitokondriyal i¢
membranda yer alan solunum zinciri komplekslerinin bir araya gelmesiyle olusan
supramolekiiler organizasyonlardir (3).Stiperkompleks olusumunun giicii ve stabilitesi
membrandaki lipid igerigine ve kompozisyonuna baglidir. Mitokondri membran1 igin
karakteristik olan ve membran proteinleri ile spesifik etkilesimde bulunarak membran
yap1 ve fonksiyonu i¢in gerekli olan kardiyolipinin siiperkompleks olusumunda etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir ve kardiyolipin eksikligi oldugu bilinen Barth Sendromu
hastalarinda  slperkompleks  disorganizasyonu  oldugu  gosterilmistir.  Bu

disorganizasyona kardiyolipin eksikliginin yol agmis olabilecegi ileri siirtilmiistiir (4).

Mitokondrial solunum zinciri, hucrede reaktif oksijen turlerinin (ROS) ana
kaynagidir. Molekiiler oksijeni siiperoksit radikaline indirgeyen baslica redoks
kaynaklar1, kompleks I ve kompleks III’te yer alirlar. Ozellikle kompleks I’de elektron
akisini sinirlandiran sartlar biiyiik oranda stiperoksit olusumunu
indiiklerler.Mitokondriyal lipid kompozisyonundaki degisiklik siiperkompleks

disorganizasyonuna yol acarak kompleks I e etki edebilir ve ROS tiretimi artabilir (5).

Bu ¢aligmanin amaci, lipid kompozisyonundaki kardiyolipin igerigi farkli olan
mitokondriyal membran modelleri kullanilarak siiperkompleks I-111 supramolekiler
organizasyonunda herhangi bir degisiklige yol a¢ip agmadiginin belirlenerek bu yapisal

degisikliklerin kompleks I aktivitesine ve ROS {iretimine etkisini arastirmaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Mitokondri

Mitokondri, 6karyot hiicrelerde bulunan0.5-1 um ¢apinda en 6nemli organellerden
biridir. ilk defa 19.yy’n sonunda kesfedildiklerinde, 151k mikroskobunda tanecikler
(condria) ve filamentler (mitos) gibi goériindiklerinden latincemitochondria ismini
almiglardir. Mitokondri izolasyon teknikleri 1940’larin sonlarina dogru gelistirilmis
olup mitokondri organelinin3 boyutlu yapis, ilk kez 1950 yillarinda Palade ve Sjostrand
tarafindan elektron mikroskopisi ile gosterilmistir(6,7). Oksidatif fosforilasyon
(OXPHOS) araciligryla ATP formatinda enerji iireterek hiicre enerji gereksinimini
biiylik oranda karsilamasi bu organelin en bilinen fonksiyonel 6zelligidir. Bunun yani
sira hiicresel redox durumunun kontrold, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunun
indiiklenmesi, sitoplazmik kalsiyumun tamponlanmasi, kritik yolaklar1 diizenleyen
stiksinat ve o-ketoglutarat gibi metabolitlerin sentezi, apopitozun diizenlenmesi ve
cesitli sinyal yolaklar1 kullanarak substrat cesitliligine karsin hiicrenin adaptasyonun
saglamak gibi fizyolojik Ozellikleri de bulunmaktadir. Mitokondri, yasam ve 6liim
arasindaki dengeyi koruyan bir merkez gibidir ve bu nedenle regiilasyon mekanizmalari
olduk¢a fazladir. Bu regiilasyon, hem ekspresyon, transkripsiyon ve translasyon
asamalarindaki uzun donemli cevaplarda hem de uzun dénemli post-transkripsiyonel

cevaplarda olusur (8-10).

Mitokondri yapisinda iki farkli membran bulunmaktadir ve bu membranlar
mitokondri i¢ membran1 (MIM) ve mitokondri dis membran1 (MOM) olarak
adlandirilmaktadir. I¢ mitokondri membranmin protein ve lipid kompozisyonu diger
membranlara gore farkliliklar gostermektedir. Memeli hiicrelerindeki i¢ mitokondri
membraninin fosfolipid igerigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Fosfatidilkolin
(PC)vefosfatidiletanolamin (PE) i¢ membran yapisinda en ¢ok bulunan fosfolipidler
olup sirast ile i¢c membran fosfolipidlerinin ~%40 ve ~%34’ iinii olusturmaktadirlar.
Mitokondri i¢ membranina spesifik bir fosfolipid olan kardiyolipin (CL)oran1 ~%18iken
fosfatidilinositol (PI) vefosfatidilserin (PS) oranlari ise %5 civarindadir (11)( Tablo 1).

Mitokondri i¢ membrani, biyolojik sistemlerdeki membranlar arasinda en yiiksek

protein oranina sahip olup ¢ift tabakali lipid yapisindadir. Mitokondri islevlerinin bir



¢ogu i¢ membrana gomiilii c¢ok alt birimli protein kompleksleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu komplekslerin biiyiik bir kismimi oksidatif fosforilasyonda

gorev alan mitokondri solunum zinciri komplekleri olusturmaktadir (12).

Tablo 1. Mitokondri i¢ membranina (MIM) ait fosfolipid kompozisyonu (11).

Fosfolipid Memeli Hiicresi (Rat Karaciger)
Cesitleri MIM
Fosfolipid orani (%)

Fosfatidilkolin 40
Fosfatidiletanolamin 34

Kardiyolipin 18
Fosfatidilinositol 5

Fosfatidilserin 3

4.2. Mitokondri Solunum Zinciri

4.2.1. Mitokondri Solonum Komplekslerinin Yapi ve Organizasyonu

Klasik elektron transfer zinciri, ilk olarak elektronlar1 sirasiyla ileterek redoks
potansiyelini arttiran ve i¢c mitokondri zarinda siralanan prostetik (flavinler ve
sitokromlar) dizisi olarak tanimlanmigtir (1). Sonrasinda, fonksiyonel dizinin ig
mitokondri membraninda rastgele dagilmis dort biiyiik ¢ok alt birimli kompleksden
olustugu yaygimn bir kan1 haline doniismiistiir. Bu kompleksler; NADH - koenzimQ
(KoQ) rediiktaz (Kompleks I, K 1), stuksinat-KoQ rediktaz (Kompleks 1, K 1I),
ubikinonsitokrom ¢ reduktaz (Kompleks 11, K I11) ve sitokrom ¢ oksidaz (Kompleks
IV, K IV) olarak isimlendirilmektedir. Enzim kompleksleri iki hareketli redoks-aktif
protein ile etkilesim halindedir. Bu proteinlerden biri zara gdmuli KoQ veya ubikinon
ve i¢ zarn dis yiiziinde bulunan hidrofilik hem proteini sitokrom ¢’ dir (2). Mitokondri

solunum zinciri komplekslerinin 6zellikleri Tablo 2° de verilmistir.

Tablo 2. Mitokondri Solonum Zinciri Kompleksleri (13)



Enzim Kompleksi Mass (kDa) Number of subunits  Prosthetic group (s)

Kompleks | 850 43 (14) FMN, Fe-S
Kompleks Il 140 4 FAD, Fe-S
Kompleks 111 250 11 Hemes, Fe-S
Kompleks IV 160 13 (3-4) Hemes; Cu

Sigir kalbinde kompleksler arasindaki sitokiyometri 1 kompleks I — 1.3 kompleks
I — 3 kompleks Il — 6.7 kompleks IV seklindedir (14). Ek olarak, 0.5 ATP sentaz
(kompleks V), ADP-ATP translokazve NADH-ADP" transhidrogenaz elektron transport
zinciri komplekleri ile birlikte ¢alismaktadir (15, 16).

MEMBRANLAR ARASI BOLGE

Sitokrom 2H'/2e  3-4H'/ATP

NAD +1H /20

NADH
Kompleks I Kompleks II Kompleks III Kompleks IV Kompleks V
MATRIKS

4H'/2e

Sekil.1. Mitokondriyal Solunum Zinciri Kompleksleri

Oksidatif fosforilasyon yukarida bahsedilen mitokondriyal solunum zinciri
kompleksleri tarafindan MIM” de gerceklestirilmektedir. Sitrik asit dongiisii, yag asidi
oksidasyonu veya glikoliz gibi metabolik yolaklardan aciga ¢ikan NADH ve FADH’



den alinan elektronlar solunum zinciri kompleksleri tarafindan oksijene aktarilir ve su
molekiili olusumuna sebebiyet verirler. Elektron akisi sirasinda her bir kompleks
mitokondriyal matriksden i¢ ve dis membranlar arasindaki bosluga proton (H")
pompalayarak elektrokimyasal gradiyent (Ay) olustururlar. Bu gradiyent olusumu
kompleks V’i aktive eder ve kompleks V ADP’ yi fosforilleyerek hiicrenin enerji
kaynagi olan ATP molekdlind sentezler (17) ( Sekil 1).

4.2.1.1. Kompleks I (NADH-koenzim Q Oksidorediktaz)

Kompleks | (E.C. 1.6.5.3) elektron transport zincirinin ilk adimi olan iki es
zamanlt ve birbiri ile baglantili reaksiyonu katalizlemektedir. Bunlarda biri hidrojen
iyonun NADH’den koenzim Q’ ya egzergonik transferi iken digeri ise 4 protonun
matriksden membranlar aras1 bosluga endergonik transferidir (NADH + Q + H™ +
4H" = NAD" + QH, + 4H"4)(18).

Memeli mitokondrilerinde bulunan kompleks I enzimi 45 alt birimden olusan,
molekiil kiitlesi yaklagik 1,000 kDa olan solunum zincirinin en biyuk enzimidir. Alt
birimlerden 7 tanesi mitokondriyal genom iriiniidiir. Yapisal ve genetik acidan
bakildiginda kompleks 3 farki bolgeden olusmaktadir: dehidrogenaz unitesi, hidrogenaz
benzeri Unite ve proton translokasyon unitesi. Dehirogenaz tnitesi NADH oksitleyici
bolgeyi igerirken hidrogenaz {initesi koenzim Q’ yu baglar ve indirger. Her iki unitede
prostetik gruplar bulunmaktadir, fakat translokasyon tinitesi herhangi bir kofaktor
icermez (19).

Insan kompleks I icin tarif edilen 45 atbirimden olusan L-seklindeki enzim
kompleksi la, 1B, IA ve lyisimli fragmentlere ayrilmistir. NADH’ den FMN’e,
FMN’den demir-siilfiir gruplarina (N1’ den N6’ya) ve nihayetinde koenzim Q’ ya
uzanan elektron transfer yolu Hinchliffe and Sazanov tarafindan sematize edilmistir
(20)(Sekil 2).



Membranlar e
arasi bolge Kompleks I A

Sekil 2. Kompleks I Yapisi (13).

Kompleks I yapisindaki elektron yolagi iyi bilinmektedir. NADH’ den gelen
elektronlarin ilk alicis1 51-kDa molekiil kiitleli altbirime bagli olan FMN’dir. Ciinkai,
demir-siilfiir grubu Nla negatif potansiyele sahiptir ve diger demir-kiikiirt gruplarindan
da daha uzak bir mesafededir. Dolayisiyla, elektronlar FMN’ den N3’ e gecerler ve
ardindan sirasiyla 75-kDa molekdl ktleli alt birimde yer alan N4 ve N5 yolunda devam
ederler. Ardindan N6a ve N6b’ den gegerek 49-kDa molekdl ktleli alt birimde bulanan
N2’ ye ulasirlar (21). N2 direk koenzim Q’ya baglanan elektron vericidir. Bu adimin
proton transferi ile baglantili oldugu diistiniilmektedir. Kompleks I deki butun redoks
gruplar1 hidrofilik kolda veya hidrofilik kolun hidrofobik kol ile etkilestigi bolgede
oldugundan elektron akisinin yarattigi konformasyonel degisikligin proton taginimi i¢in

gerekli ortami olusturdugu onerilmektedir (18).



Kompleks I yapisindaki N2 ¢ukurunun pH bagimlilig1 bir mutasyon ile tamamen
ortadan kaldirildiginda redoks potansiyelinin proton translokasyonu iizerinde hi¢ etkisi
olmadigr  gozlenmistir.  Dolayisiyla,  konformasyonal  degisikli§in  proton
translokasyonunu siirdiirdiigii ve bu olayimn 6zellikle koenzim Q’ nun indirgenmesi ile

baglantili oldugu kanisina varilmaktadir(22).

Kompleks I, rotenon gibi 60 farkli bilesik ailesi tarafindan inhibe edilmektedir. Bu
bilesiklerin enzimdekine benzer genis hidrofobik cep sayesinde inhibitor olarak etki
ettikleri kabul edilmektedir. Demir-siilfir yapilarinin bulundugu N2 merkezinin

elektronun koenzim Q’ ya ulasmasinda rol oynadigi distinilmektedir (Sekil 3)(23).

ROTENON

Sekil 3. Kompleks I’ in Rotenon tarafindan inhibisyonu (23).

4.2.1.2.Kompleks 11 ( Stiksinat-Koenzim Q Oksidorediktaz)

Stiksinat dehidrogenaz (E.C. 1.3.5.1) olarakda adlandirilan bu enzim kompleksi
ayn1 zamanda sitrik asit dongilisiinde yer alan ve membrana bagli olan tek enzimdir.

Kompleks I’ e gore oldukga kiiciik olan bu protein iki farli tipte 5 adet prostetik gruba



ve 4 altbirime (A-D) sahiptir. Integral membran proteini olan C ve D altbirimleri
yapilarinda 3 adet transmembran heliks icermektedir. Hem a ve hem b gruplar ile son
elektron alicis1 ubikinon i¢in baglanma bdlgesini yapisinda bulundurmaktadir. A ve B
altbirimleri matrikse dogru bakan kisimda bulunup 3 adet demir-sulfiir merkezi, FAD
ve siiksinat baglanma bolgesi igerirler. Elektron akis yolu, siiksinatin baglanma
bolgesine baglanarak elektronu FAD’ ye vermesi ile baslar, akabinde FAD’ den demir-
stilfiir merkezlerine ve nihayetinde kinon baglanma boélgesine dogru devam eder (Sekil

4).

Membranlar arasi
hélge

Fosfatidiletanolamin

Matriks

Substrat baglanma
bolgesi

Sekil 4. Kompleks II Yapisi (13).
Kompleks II, tenoil trifloroaseton ve karboksin (5,6-dihidro-2-metil-1,4-oksatin-3-
karboksinilat) tarafindan B altbirimdeki demir-stlfir merkezlerine baglanarak inhibe

edilir (24).
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4.2.1.3.Kompleks 111 (Ubikinol-sitokrom ¢ Oksidorediktaz)

Sitokrom bcl kompleksi (E.C. 1.10.2.2) olarakda adlandirilan kompleks [l
ubikinolden sitokrom ¢’ ye elektron transferini ve matriksden membranlar arasi bosluga

proton pompalanmasi reaksiyonlarini katalizler (25).

Sitokrom bcl kompleksleri 11 altbirimli yapilarinda sitokrom b, sitokrom c1 ve

demir-stlfur proteini (Rieske protein) bulunmaktadir (26).

Solunum zinciri komplekslerininde bulunan fakat elektron transferinde ve proton
translokasyonunda gorev almayan altbirimler enzimin yapisal stabilitesini saglayarak

regililasyonunda gorev alirlar (27).

Mitokondriyal kompleks 111, oligomerik ve simetrik dimer yapidadir. Demir-
kiikiirt proteinin bir kism1 bir monomere saplanmis durumda iken periferal kismi diger
monomerin ubikinol oksidasyonu bolgesine yerlesmis durumdadir. Boylece Rieske
proteini dimerik yapinin stabilitesine destek vermektedir. Dimerik yapi, fonsiyonel bir
monomerik yap1 gibi tavir sergilemektedir (28). Rieske proteininin periferal domaini
sitokrom b ve sitokrom cl arasinda ileri giderek elektron transferini kolaylastirdigina

dair ¢arpict kanitlar elde edilmistir (29, Sekil 5).

(a) (b)

Membranlar arasi Rieske demir-siifiir Membranlar aras: Sitokrom ¢

bélge proteinleri bélge 3
\ 4 &

Rieske demir-siilfiir
_ proteinleri
/

Hem ¢,

Sitokrom ¢ . L

Hem by Ei, Kavern
Sitokrom b /3,_
Matriks Matriks Y,

[ 2
[ |
\ /

\ ; Vi

‘ |
N 3 \ ///
\ /A—\ //
¥ R > N\ 4

Sekil 5. Kompleks III Yapis1 (13).
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Ubikinol oksidasyonu igin “Q-dongiisii” mekanizmasi ilk olarak Mitchell tarafindan
onerilmis, Trumpower tarafindan &zetlenmis ve kabul edilmistir. ilk etapta,
ubikinoldaki iki elektrondan biri Fe-S yapilarina gecer.Bu elektron sirasiyla sitokrom cl
ve sitokrom ¢’ ye gecer.Tek elektronunu kaybeden ubikinol, semikinon forma
doniismiis olur. Semikinondaki tek kalan elektron sitokrom b’ ye transfer edilir.
Dolayistyla, ubikinoldeki iki elektronun da akis yolagi farklidir. Elektronlar kompleks
IIT” den sitokrom ¢’ ye aktarilir (30, 31)(Sekil 6).

Membranlar arasi
Bolge

Matriks

Sitokrom b

QH2 + Q + (oxsit 1 2*Q + Q + regsit ¢ 1 QH2 +*Q + (oxsit c 1 = QH2 +2H™ + Q + (regisit c1

Net denklem : QH2 + 2 (owsitc 1 +2H™ 2 Q + 2 (egisit ¢ 1 + 4H"

Sekil 6. Kompleks III” elektron akisi semasi (13).

Kompleks III, 4 farkli bolgeden etki eden inhibitorler tarafindan inhibe

olmaktadir. Bunlardan en popiileri Antimisin a’ dir (32).
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4.2.1.4.Kompleks 1V (Sitokrom ¢ Oksidaz)

Kompleks IV (EC. 1.9.3.1), hem-bakir oksijen rediiktaz ailesine mensup oksijenin
suya indirgenmesini katalizleyen ve proton translokasyonunu saglayan bir enzimdir.
Memelilerde bulunan kompleks IV yapisinda 13 altbirim, iki adet hem grubu (a ve a3)
ve iki adet bakir merkezine (CuA ve CuB) bulunmaktadir. Molekil kiitlesi 204
kDalton’dur.

Enzimatik fonksiyon altbirim I, altbirim II ve altbirim 3 tarafindan
gerceklestirilmektedir. Diger altbirimler kompleksin stabilasyonunu saglamaktadir.

Kompleks IV yapis1 Sekil 7° de verilmistir.

Membranlar arasi
Bolge I Sitc

A

Heme a,
0, |

Altbirim I

Matriks

4H*
(substrat)

Sekil 7. Kompleks IV yapis1 (13).

Sitokrom c oksidaz, siyaniir tarafindan enzimin oksijen baglanma bdlgesine
baglanarak inhibe edilir (23, 33).
Son bulgular, i¢ mitokondri membranindaki solunum zinciri komplekslerinin

supramolekiiler organizasyonlarda bulunduklarini gostermektedir (34, 35).
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4.2.2. Superkompleks Teorisi

1985 yilinda, Hackenbrock ve ark. solunum zinciri komplekslerinin i¢ mitokondri
zarinda birbirinden bagimsiz kompleksler halinde bulundugunu, elektron iletiminin
lateral diflizyon ile rastgele biraraya gelerek gerceklestirdiklerini ifade etmisler ve bu

membran modelini “random collision model” olarak adlandirmislardir (36-38)(Sekil 8).

E
o 1
@ &
) 2P

Bx] “
- oY V
\/@ ADP + Pi ATP

Sekil 8.Random Collision Modeli (K I: Kompleks I, K Il : Kompleks Ill, K IV:
Kompleks IV, K V: Kompleks V, Q: Koekzim Q, S: Sitokrom c)

Alternatif olarak, solunum zinciri komplekslerinin membranda bir arada
bulunarak calistig1 diisiiniilen “solid-state model” 6nerilmistir (1) (Sekil 9). Bu model,
2000 yilinda Schégger ve Pfeiffer’ in Blue-Native-poliakrilamid jel elektroforezi (BN-
PAGE) yontemi ile solunum zinciri kompleklerinin supramolekiiler yapilarda
bulunduklarim1  gostermesiyle destek kazanmistir. Bu supramolekiiler yapilar
“stiperkompleks” veya “respirazom” olarak adlandirilmaktadir (3, 23). Ek olarak,
Althoff ve Kihlbrant supramolekdiler organizasyonun 3-boyutlu yapisini gostermeyi

basarmistir (39).
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L L R R A E R X E o xR

ADP + Pi ATP

Sekil 9.Solid-state Modeli. (K I: Kompleks I, K 111 : Kompleks 111, K 1V: Kompleks 1V,
KV: Kompleks V, Q: Koekzim Q, S: Sitokrom c)

Bu iki modelin yanisira,“plasticity model” olarak isimlendirilen diger bir model
de ise,random collision modelgibi komplek Il ve kompleks IV proteinlerinin bir
¢ogunun mitokondri i¢ membraninda serbest olarak dolastiklarin1 6nermektedir. Ayni
zamanda, ¢ok sayida kompleks I proteininin diger solunum zimciri komplekleri ile
farkli kombinasyonlarda etkilesim iginde bulundugu supramolekiiler formda oldugunu

da 6nermektedir (35,40)(Sekil 10).

R | withitin,

ADP +Pi ATP

Sekil 10.Plasticity Model.(K I: Kompleks I, K 111 : Kompleks 11, K 1V: Kompleks IV,
KV: Kompleks V, Q: Koekzim Q, S: Sitokrom c)
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Membran modellerinin konu alindig1 ¢aligmalarda siiperkompleks varligina dair

kanitlar giin gectikce artmaktadir.

4.2.3. Siiperkompleks Organizasyonun Varhgina Dair Kamtlar

4.2.3.1. Yapisal Kanitlar

Blue Native- Poliakrilamid Jel Elektroforezi (BN-PAGE) ve Clear Native-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (CN-PAGE), ¢esitli canlilardaki solunum zinciri
siiperkompleks kompozisyonun yapisal analizinde en popiiler yontemler haline
gelmiglerdir (41).BN-PAGE,Coomassie Brilliant Blue boyas1 kullanilarak protein
komplekslerinin isaretlendigive membranda bulundulart formlart ile arilabildigi 2
boyutlu elektroforetik bir tekniktir. 1. boyutta Coomassie Brillant Blue boyasi ile
isaretlenen protein kompleksleri denatlre edilmeden jelde boyut biiyiikliigiine gore
farkli bantlar olustururlar. 2. boyutta ise numune yiiklenen serit kesilerek 2. bir SDS
(sodyum dodesil sulfat) — PAGE jeline yiklenerek protein komplekslerinin hangi
komplekslerden olustugu belirlenir (Sekil 11) (42, 43).

- ©
UL BRI
— e — ‘—* :.,.
:-::;g v e w b
= = S
-_--_:hi ' " U..
--= —h. e ol " -~
-—'_:-h o .
= dem g o A
= e *ce \q - ¢
-:--_H \J e o’ - Y
i g ®
L. boyut 2.boyut

Sekil 11. Blue Native- Poliakrilamid Jel Elektroforezi
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Protein komplekslerinin jelde yiirlime mesafesi buyutlarina, yiiklerine ve jelindeki
gozeneklerin biiyiikligl ile baglantilidir. CN-PAGE tekniginde BN-PAGE’den farkli
olarak yiiksiiz boya kullanilmaktadir (44). Native-PAGE yontemi, membran
proteinlerinin membranda bulunduklar1 formlar1 ile analiz edilebilmelerine olanak

sagladig i¢in siiperkompleks yapilarinin analizinleri i¢in olduk¢a uygun bir yontemdir
(41).

Bu yontem ile bakteri, mantar, bitki ve insan mitokondrilerinde stiperkompleks

yapilariin bulundugu gosterilmistir (45-49, Sekil 12).

Membrana Bakis Matristen Bakis Membranlar arasmdan

8L
S V2

Sekil 12.Mitokondriyal Solunum Zinciri Stiperkomplekslerinin 3-Boyutlu Modelleri.A;
Saccharomyces cerevisiae’ da bulunan Siiperkompleks II1;1V2(52), B;
Arabidopsis thaliana’ da bulunan Superkompleks 1;1115(53), C; Bos taurus’
da bulunan  Sdperkompleks I1lll;, D; B. Taurus’da  bulunan
Stperkompleksl; 11;1V1(27).(Mitokondri i¢ membrani mavi bant, Kompleks |
sar1, dimerik Komplek III kimiz1 ve Komplek IV yesil renkte gosterilmistir).
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Stiperkomplekslerin varligr ile ilgili kanitlar yapilan ¢aligmalarla her gegen giin
daha da artmaktadir.Son olarak, Cruciat (50) ve Schigger (14, 51) membrandaki
proteinleri membranda bulunduklar1 formlar1 ile izole ederek molekiil yapisini
belirleyebilen BN-PAGE yontemi ile maya ve memeli mitokondrilerinde
multikompleks ~ yapilarin  olduguna  dair  kanitlar  elde  etmislerdir.izole
Saccharomycescerevisiaemitokondrisi iizerinde yapilan BN-PAGE c¢aligmalarinda iki
adet siiperkompleks yapisi ortaya konmustur. Bunlardan biri, dimerik kompleks III ve
monomerik kompleks IV’ den olusan siiperkompleks III;1Vidigeri ise, dimerik
kompleks III ve dimerik kompleks IV’ den olusan siiperkompleks III;1V,’ dir (3). Sigir
kalbi mitokondrileri ile yapilan benzer bir ¢alismada benzer etkilesimlerin oldugu
gbzlenmistir. Stiperkompleks I1lll;’nin kompleks IV ile etkileserek siiperkompleks
11111V, ve superkompleks 11111V, gibi iki biyiik siiperkompleksin varligi
gosterilmistir.  BN-PAGE yonteminde kullanilan deterjan digitoninin varliginda
kompleks I° in sadece %14-16’ s1 serbest olarak bulunmaktadir. Bu veri, fizyolojik
kosullarda kompleks I’ in tamaminin kompleks III ile etkilesim i¢inde olduguna isaret

etmektedir (14, 23).

4.2.3.2 Kinetik Kanitlar

Bu konuyla ilgili yapilan calismalar siiperkomplekslerinsubstrat kanalina sahip
olabilecegi fikrinden yola ¢ikarak daha ¢ok metabolik akis-kontrol (MAK) caligmalari
yoniinde yogunlasmistir. Bu Ol¢iimiin temel prensibi; farkli enzimlerin katildig1 ortak
aract molekiillerin difiize oldugu her bir enzimatik adimin analiz edilmesidir. Herhangi
bir sistem birden fazla enzimatik asamadan olugsa bile kontrol MAK katsayilarinin
toplami bir olmalidir. Siiperkompleksler, birden fazla enzimin bir araya gelmesiyle
olusan fakat tek bir enzim gibi hareket eden yapilardir. Bu nedenle MAK analizi s6z
konusu oldugunda her bir enzimatik adiminin ayn1 kontrol katsayisina esit olmasi ve her
birinin MAK katsayisinin 1°den kiigiik olmamasi gerekmektedir. Iki alternatif membran
modeli; rastgele diflizyon modeli ve siperkompleks modellerinin MAK analizi

agisindan beklenen sonuglar Sekil 13°te tasvir edilmistir.
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Cl + Cm + CIV =1

B Siiperkompleks [+ [TT+]V

Co=Can=Cavy=1

Sekil 13. Rastgele difiizyon modeli ve Siiperkompleks Modellerinde, NADH bagimli
MAK Analiz Gosterimi (23).

Her iki modelin MAK acgisindan karsilastirilmasi amaciyla, oksidatif
fosforilasyonun diger elemanlarindan (ATP sentaz, membran potansiyeli, tasiyicilar)
arindirilmis acik ve fosforile olamayan submitokondriyal partikiillerde ve sigir kalp
mitokondrilerinde her komplekse 6zgl inhibitor Kkullanilarak akig-kontrol analizi
yapilmistir (54). Elde edilen MAK degerleri, kompleks I ve III’in her ikisininde,
NADH oksidasyonu iizerinde yiiksek oranda kontrol giicii oldugunu (CI=1.1;CIII=1.0)
ve her iki kompleks arasinda giiclii bir iliski oldugunu dogrulamaktadir. Bunun aksine
kompleks IV’iin rastgele dagildigi (CIV=0.3) tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak;
kompleks I'V’iin birlesmemis formlarda ¢ok fazla oranda bulunmasindan dolay1 yalanci
negatiflik olusturabilecegi veya sitokrom c’nin siiperkompleksin stabil bir pargasi

olmadigr icin havuz davranisi gosteriyor olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Farkli
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olarak patates yumrularinda (potato tubers mitochondria, POM) yapilan titrasyon
calismalarinda MAK katsayilar1 degerlendirildiginde (CII=0.9;CIII=1.1;CIV=1.2)
kompleks I, III ve IV’lin stiperkompleks yapisi igerisinde birlestigi gézlenmistir. Yash
sigan karaciger mitokondrilerinde yapilan MAK analizinde yine sigir kalp
mitokondrilerinde oldugu gibi kompleks I ve kompleks III arasinda baglanti oldugu her
ikisininde NADH oksidasyonunu yiiksek oranda kontrol ettikleri gésterilmistir (55). Bu
caligmalarda, inhibitorlerin etki ettikleri spesifik kompleksten ziyade metabolik akisi
durdurmus olmasi siiperkomplekslerin metabolik bir yolak gibi degil de tek bir enzim

gibi ¢alistigini destekler niteliktedir (23).

4.2.4. Superkompleks I-111

S1gir kalbi mitokondrileri ile yapilan ¢alismalarda kompleks | proteinlerinin % 76’
st stperkompleks I1111L,IV yapisinda bulunurken % 17’ sinin siiperkompleks Ijlll;
olusumu igerisinde yer aldigir belirlenmistir. Kompleks I’ in sadece % 14-16’sinin
digitonin varliginda serbest halde bulunmasi fizyolojik kosullarda kompleks I’in hemen
hemen hepsinin kompleks III ve/veya diger kompleksler ile etkilesim halinde oldugunu
isaret etmektedir (14).Bu durum, sigir kalbi mitokondrileri ile yiiriitiilen iki-boyutlu jel
elektroforezlerinde solunum zinciri siiperkomplekslerinin yapist gosterilmistir (56)

(Sekil 14).

1D BN-PAGE

-
= 89 & 8 9 ¢
= 8 =T 'R ¥
) ) |

25 3 5 o

KDa - -
I 39 m— -
v 57(35)’ -

THT 22 (30) — B -

2D SDS-PAGE

Sekil 14. Sigir kalbi mitokondrilerinin iki boyutlu jel elektroforezi (56)

20



Memeli hayvanlar ve bitkilerden izole edilen Stperkompleks I1lll;tn 3 boyutlu
modeli, kompleks | ve kompleks Il in elektron mikroskopu ve X-ray goruntiileme
teknikleri ile ortaya koyulan yapilar1 ve siiperkompleklerin 2 boyutlu haritas1 dikkate
alinarak olusturulmustur (53, 57, 58)(Sekil 15).

Sekil 15. Stiperkompleks 11111, Un G¢ buyutlu modeli (53).

Her iki kompleksin membran diizlemi igerisinde etkilesim halinde oldugu
gozlenirken komplekslerin matriks yiizeyine bakan domainleri birbirlerine ¢ok yakin
olsalarda giiglii bir etkilesim igerisinde degildirler. Fakat, bu iki kompleksin
Arabidopsis’ deki etkilesimi farkli olabilir (53). Sigir kalbi mitokondrilerinde gozlenen
stperkompleks 11111,1V;  olusumundaki bireysel komplekslerin yonelimleri ve
pozisyonlar1 ayrintili olarak incelenmistir (58). Schéfer ve ark. bitkilerde kompleks III’
iin kompleks I’in membran kolu ile etkilesim halinde iken sigir kalbindeki etkilesim
daha kapsamli oldugunu belirtmislerdir. Kompleks III ve kompleks IV sirasiyla
kompleks I ‘in membran kolunun orta kismi ve terminal ucuyla ve ayrica birbirleri ile
etkilesim halindedirler (27, 58). Ug-boyutlu haritalardan elde edilen yapisal bilgiler
1s1ginda, hareketli elektron tasiyicilarin (koenzim Q ve sitokrom c¢) baglanma
bolgelerinin kompleksler {izerinde karsilikli bulundugu bilinmektedir. Bu durum,
substratlara kisa mesafe diflizyonu saglayan siiperkompleks yapilarinin elektron

transferini kolaylastirdigi (daha etkili kildig1) goriistinii desteklemektedir (58).
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Komplek I ve kompleks III ce zenginlestirilmis mitokondri fraksiyonlari1 (R4B),
fosfolipid ve CoQI10 igerigi farkli lipozomlarin membranlarina tekrar yerlestirilerek,
solunum komplekslerinin bireysel olarak m1 veya siiperkompleks yapisinda birlikte mi
hareket ettikleri sorusuna cevap aranmistir (59,60). Fosfolipid diliisyonu 1:10 (w:w)
oldugu durumda, Kroger andKlingenberg tarafindan havuz metodu ile teorik olarak
hesaplanan NADH-sitokrom c¢ oksidorediiktaz aktivitesinin, deneysel veriler ile
ortiistiigli gosterilmistir (61). Ayrica, komplekslerin rastgele dagildiklar1 varsayimla
yapilan hesaplama da kompleks I ve kompleks III arasinda ongoriilen mesafenin >50
nm oldugu ve mitokondri solunum zinciri kompleksleri arasindaki mesafe ile benzerlik

gosterdigi belirtilmistir (62, 63).

4.3. Lipidlerin Siiperkompleks Olusumundaki Rolii

Lipidlerin stiperkompleks etkilesimlerinde belirleyici rol oynadgi sdylenmektedir.
Fakat bu etkilesimin niteligi ve kapsami iizerindeki etkileri zamana bagimli olarak
ortaya ¢ikmakla beraber bu etkiler organizmaya, dokuya, diyete ve yasam tarzina gore
degismekte oldugu diisiiniilmektedir. I¢ mitokondri membranindaki lipid igerigi ve
kompoziyonunun siiperkompleks olusumuna etki ettigine diislincesi giin gegtikce

guclenmektedir (64-67).

Ragan ve Heron tarafindan yapilan deneylerde sirasiyla izole kompleks I ve
kompleks III fraksiyonlari, FMN, sitokrom ¢ ve koenzim Q10 varliginda ve 1:1
(protein:lipid) oraninda kompleks I-11I unitesi (NADH-siyokrom c¢ oksidorediiktaz)
olusturabilmek amaciyla deterjan varliginda karistirilarak yapilan BN-PAGE analizinde
superkompleks I-11l; yapisini net olarak goriintiileyebilmislerdir. Bu ¢alisma, komplek I
ve kompleks III tarafindan olusturalan superkompleksin varliginin ilk kez gosterilmesi
acisindan onemlidir. Ayrica i¢ mitokondri membraninda bulunan dogal fosfolipidlerin
varliginda in vitro siiperkompleks olusumunun diigiik lipid konsantrasyonunda
gerceklestigi belirtilmistir (65). Bununla birlikte, i¢ ve dis membran baglantilarinin ve
matriksin yar1 kati organizasyonunun integral proteinleri membranda kiimeleserek
hareketsiz diizenlenmeler icerisinde bulunabilecegi ifade edilmistir. Bu kiimelesme

etrafindaki fosfolipid kompoziyonun da belirligi oldugu diigiiniilmektedir (66, 67).
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Protein:fosfolipid oranmin 1:30 ve 1:1 oldugu iki ayr1 proteolipozom modeli
tizerinde metabolik flux kontrol analiziyle yapilan kinetik testler, komplek | ve
Kompleks III arasindaki islevsel bir birlesme oldugu yoniindeki hipotezi destekler
niteliktedir (55). BN-PAGE metodu ile yapilan deneylerle, yiiksek protein oranina sahip
orneklerin superkompleks I-III ce zengin iken fosfolipid orani yiiksek orneklerde ise
superkompleks I-III miktarinin serbest kompleks sayisina kiyasla dramatik olarak
azaldig1 gozlenmistir (56)(Sekil 16). Jel bantlarinin dansitometrik sonuglarina gore, 1:1
orneklerinde bagli kompleks I oram1 20 ve bagli kompleks III orani 1 iken, 1:30
orneklerinde ise bagli kompleks I orani1 0.4 ve bagli kompleks III oraninin 0.3’ e
distigii gozlenmistir.Baska bir deyisle, fosfolipid miktarni arttirarak proteinlerin
seyreltilmesi ile birlikte solunum zinciri komplekslerini bir arada tutan baglarin

zayifladigi gozlenmistir (56).

BN-PAGE BN-PAGE
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NADH-sitokrom ¢ oksidorediiktaz NADH-sitokrom ¢ oksidorediiktaz
Aktivite : 472 = 91 nmol.dk*. mg proteih" Aktivite : 273 = 28 nmol.dk*. mg protain
Sekil 16. Proteolipozom sistemleri  (Protein:FL  oram1 1:1 ve 1:30)
icerisindeSuperkompleks 11111, yap1 analizinin BN-PAGE yontemi ile
gosterimi.
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Ic  mitokondri ~membram1  fosfolipidleri arasinda  kardiyolipin  ve
fosfatidiletanolamin mitokondri fonksiyonunda kritik role sahiptir. Her ikiside iri
govdeli apolar kuruklar ile karsilastirildiginda kiigiik polar baglara sahiptirler (68, 69).
Fosfolipidler protein yiizeylerine oldukga yakin mesafede bulunurlar ve oldukga
hareketli olup degisim icin serbestirler. Fakat, kardiyolipin daha c¢ok protein
komplekslerinin igine gomiilii sekilde onlara bagli halde bulunmaktadir (70-72).
Sitokrom c aktivitesi icin kardiyolipinin mutlak gerekliligi bu fosfolipidin elektron

transfer isleminde kritik bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (73-75).

4.3.1. Kardiyolipin

Kardiyolipin (CL), ilk olarak 1947 yilinda kimyager Mary Pangborn tarafindan
kesfedilen mitokondri lipid belirtecidir (76). Kardiyolipin, difosfatidilgiliserol (1,3-
bis(sn-3_-fosfatidil)-sn-gliserol) olarak da adlandirilmaktadir. Kardiyolipin, diger
anyonik fosfolipidlere gore yapisal olarak farklidir. Dimerik olan bu fosfolipidin
yapisinda iki fosfat grubu ve dort yag asidi bulunmaktadir (Sekil 17, 18) (77).
Hayvanlarda ve yiiksek bitkilerde kardiyolipin yapisindaki yag asitleri genellikle 18
karbonlu ¢oklu doymamis yag asitleri iken Saccharomyces cerevisiae’de bulunan
kardiyolipindeki yag asitleri genellikle 16 ve 18 karbonlu tekli doymamis yag asitleridir
(78).

R j\ H JOJ\R
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o
O Kkardiyolipin

Sekil 17.Kardiyolipin (difosfatidil gliserol) yapisi.
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Sekil 18.Kardiyolipin molekilinin atomik ve 3-boyulu gérinima.

Kardiyolipin gibi mitokondriyal fosfolipidlerin fonksiyonu ve sentez mekanizmasi
mayalarda ve memelilerde oldukca benzerdir. Maya hiicreleri kullanilarak yapilan
caligmalar, yiiksek Okaryotlar ile yapilanlarla karsilagtirildiginda mitokondriyal
fosfolipid komposizyonundaki dramatik farkliliklarda biiyiime ve genetik manipiilasyon
kolayligina bagli olarak biiyiik bir avantaja sahiptir. Mayalarda, CL ve Onciilii
fosfatidilgliserol (PG) ortak dnculleri fosfatidik asit tizerinden mitokondriyal enzimlerin
katalizorligiinde sentezlenirler. Bu enzimler sitoplazmik ribozomlarda sentezlenip i¢
mitokondri membranina yerlesirler. Sentezlenen kardiyolipinin kendisine 6zel yag asidi
kompozisyonu CLD1 ve TAZI1 genleriden sentezlenen iiriinlerin yer aldig translasyon
reaksiyonu ile olusturulur. Mayalarda kardiyolipin biyosentezinde her bir basamakta

gorev alan proteinleri kodlayan genlerSekil 19 de gosterilmistir (79).

Kardiyolipin ozellikle ATP sentezi igin gerekli elektrokimyasal potansiyelin
olustugu membranlarda bulunur. Kardiyolipin, mitokondri i¢ membranina spesifiktir ve
membranda bulunan fosfolipidlerin % 18 ini olusturur (11). Kardiyolipin,
mitokondriyal membrandaki osmotik basinct koruyarak mitokondri yap1 ve
fonksiyonunda hayati bir role sahiptir (80). Ayn1 zamanda, kompleks I, kompleks Il ve
kompleks IV gibi birgok mitokondri i¢ membran proteini ile etkilesim halinde olup

kompleks III ve kompleks IV gibi proteinlerin stabilitesini sagladigi onerilmektedir.
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Sekil 19. Kardiyolipin sentezi

Mitokondriyal biyoenerjetik fonksiyonun gerceklermesi icin kardiyolipin
seviyesinin normal olmasi gereklidir. Apopitosize giden hiicrelerde, yaslanmada ve X-
bagimli genetik bir bozukluk olan Barth Sendromu hastalarinda diisiik kardiyolipin

seviyeleri tespit edilmistir (81, 82).

Kardiyolipinin siiperkompleks olusumu ve stabilitesinin devami i¢in gerekli
oldugu diistiniilmektedir (4, 83 - 87). Bu rol, ilk olarak mayadaki tetramerik SK 111,1V>
olusumu fizerinde yapilan BN-PAGE, CN-PAGE ve kinetik analizlerde ortaya
konmustur. Kardiyolipin sentezi icin gerekli olan crd1 geni null mutant olan mayalarda
SK I1131V; olusumu gozlenmemistir (4, 88, 89). CL iceriginin yeniden diizenlendigi in
vivo caligmalarda, CL diizeyleri ve SK olusum miktar1 arasinda baglant1 oldugu 6ne
strilmektedir. Ek olarak, CL sentezinde gdrev alan Taz 1 geni susturulmus mayalarda
kompleks IV stabilitesinin ve diger komplekslerle etkilesiminin azaldigi bulunmustur
(90). TAZ geni, cardiolipin sentezinde gorev alan tafazzin proteinin sentezinden
sorumludur. Barth sendromu hastalarinda olusan tafazzin mutasyonu, ndtropen,
kardiyo-iskelet miyopati ve solunum zinciri disfonksiyonu ile karakterizedir (91). CL

sentezinde gorev alan TAZ geni mutasyonu olan Barth Sendromu hastalarinda SK
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olusumunun CL miktar1 ile degistigi goriilmiistiir. CL seviyesinin diisiik oldugu
belirlenen bu hastalarin (92) lenfosit hiicreleri ile yapilan BN-PAGE calismalarinda
serbest K IV oraninin arttigt ve SK I;I1,1Vy miktarinin azaldigr gozlenmistir (93).
Kardiyolipin igerigi azaltilmis mitokondrilerde siiperkompleks yapilarinin gériilmemesi
kardiyolipinin  solunum zinciri superkomplekslerini bir araya getirmede etkili
olabilecegi  ve/vaya siiperkompleks stabilitesini  koruyabilecegi  yorumunu
desteklemektedir. Muhtemelen, CL, komplekslerin membranla etkilestikleri bolgede

gorev alarak kompleksleri birlestirici bir yapistirici gibi davranmaktadir (94).

Stiperkompleks organizasyonunun yapisal analizlerinde siiperkompleks yapisinda
bulunan komplekslerin birbirleri ile etkilesen domainleri, bu domainler arasindaki
uzaklik ve CL’ inin sik1 veya gevsek bagli oldugu pozisyonlar agiga kavusturulmaya
calisgilmistir.  Kardiyolipinin kendisine yuksek affinite gosteren solunum zinciri
kompleksleri gibi mitokondri i¢ membrani (MIM) proteinleri ile etkilesim halide oldugu
gosterilmistir (95-97)(Sekil 20).

H*
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Sekil 20. Mitokondriyal solunum zinciri komplekslerinin CL ile etkilesimim sematik
gosterimi (98).

Sigir kalbi siiperkompleks I111121V1” in {ig-boyutlu yapisi elektron kromatografisi,
elektron mikroskopu (EM) ve tek parcacik analizi yontemleri kullanilarak ortaya
konulmustur (39). Bu ii¢-boyutlu haritalar Pettersen ve ark. tarafindan gelistirilen UCSF
Chimera programi kullanilarak gercegine ¢ok benzer atomik modelleme ile elde
edilmistir (99,39).
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Mayalarda, K IV’ iin dimerik K III ile yiizlestigi bolge transmembran dominlerin
bulundugu oyuk olmakla beraber bu oyuk ayni zamanda kendisine bagl bir kardiyolipin
fosfolipidi icermektedir (79, 100) (Sekil 21).

Cyt c1
Clll|Qcr8 gL

Sekil 21. Superkompleks 11,1V, (zerindeki CL-baglanma bdlgelerinin 3-Boyutlu
Gosterimi (79).

Kompleklerin birbirleri ile etkilestigi bolgelerde kardiyolipin baglanma
bolgelerinin varligi, bu fosfolipidin siiperkompleks olusumuna yardim edebilecegi

hipotezini desteklemektedir (79).

4.4. Reaktif Oksijen Turlerinin (ROS)

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslesmemis elektrona sahip bilesikler olarak
adlandirilmaktadir (101, 102). Eslesmemis elektronlarindan dolay1 serbest radikaller
hiicre bilesenleri ile kolayca kimyasal etkilesimde bulunabilirler. Bu kimyasal
etkilesimler hiicre ve doku hasarina neden olmaktadir (101). Biyolojik sistemlerin bir
cogunda oksijen-merkezli serbest radikaller reaktif oksijen turleri (ROS) olarak
adlandirimaktadir. ROS, hiicrede siiperoksit iyonu (O%), hidroksil radikali( OH) ve
hidrojen peroksit (H,O;) iiretiminden sorumludur. Hidrojen peroksit yapisinda

eslesmemis elektron bulunmamasina karsin demir ve bakir iyonlariyla etkilesime

28



girerek ylksek reaktiviteye sahip hidroksil serbest radikalleri olusturabilmesi nedeniyle
bu grup igerisinde yer alir (103-105).

Insanlarda, ROS dretimi daha cok oksidatif fosforilasyon sirasinda
gerceklesmektedir (106). Molekiler oksijen molekuli yapisinda iki adet eslesmemis
elektron bulunmaktadir. Molekuler oksijenin suya indirgenmesi sirasinda O 27, H2O2 ve
-OH gibi radikaller olusur (105, 106). Oksijenin indirgenmesi reaksiyonu asagidaki
gibidir :

O + e — O2™ Superoksit radikal

02"+ H.O —»HO2 + OH" Peroksit radikali

HO, + e+ H —H:0: Hidrojen peroksit

H20, + e —» OH + OH" Hidroksil radikali (107).

4.4.1. ROS Uretiminin Superkompleks Olusumu Uzerindeki Etkisi

Hicredeki reaktif oksijen tirlerinin (ROS) cesitli kaynaklari, sinyal iletimi ve
patalojik kosullarda onemli bir etkiye sahip olabilir. Bir¢cok calismada mitokondri
solunum zinciri komplekslerinin ROS Uretimi kaynag: olduguna dair kamitlar elde
edilmistir (108-110). Superoksit olusumundan sorumlu baslica redoks bilesenlerinin
kompleks I ve kompleks 111 olugu s6ylenmektedir. Ozellikle, elektron akisinin limitli
oldugu kosullarda kompleks I’in slperoksit olusumunu indiklemektedir. Bu olay,
fizyolojik ve kompleks I’ in etkilendigi patolojik durumlarda veya rotenon gibi
kompleks 1 inhibitorlerinin varhginda gerceklesmektedir (111). Komplek I’ de
elektronun hangi bolgeden kagig1 konusundaki tartismalar stirmektedir. Olasi noktalarin
FMNH2 veya ubisemikinon veya demir-sulfiir oyugu (N2) olabilecegi 6nerilmektedir.
(111-114).

Stperkompleks 14I112” nin ayrismasi, kompleks 1 ve kompleks Ill arasindaki
elektron akisint sinirlandirmaktadir. Bu durumun kompleks | kaynakli ROS dretiminin

artisina ve/veya modifiye olmasina sebep olup olmadig: sorusu akla gelmektedir.

Slperkompleks olusumunun solunum zinciri tarafindan Gretilen slperoksit
miktarimt azalttigi  disunulmektedir. Panov ve ark. slperkompleks yapisindaki
komplekslerin redoks bilesenlerinin korundugunu, bu durumun elektron akisini

kolaylastirdigini ve ROS lretimini azalttigint ileri sirmektedirler (115). Benzer olarak,
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Seelert ve ark. elektron akist kolay oldugunda ROS iiretiminin azalabilecegini
belirtmektedirler (116) (Sekil 22).

Sekil 22. Siperkompleks Iilll; yapisi organize iken ve ayristiginda ROS olusum
mekanizmasi.

Stiperoksit olusumuna neden olan elektron kacisinin lokasyonunu belirlemeye
yonelik, izole kompleks I veya mitokondri ile yapilan ¢alismalarin bir ¢ogunda
kompleks I yapisinda bulunan N2 bolgesinin ROS kaynagi olabilecegi kanisina
varilirken (111, 113). FMN’in ise sadece izole kompleks I ile ¢alisildiginda e” kagisina
miisade ettigi belirlenmistir (112, 114). Dolayisiyla, kompleks I ve kompleks III
arasindaki etkilesim ortadan kalktiginda FMN bdlgesinden elektron kagtigi hipotezi
ortaya ¢ikmaktadir (23, 40, 117).

Bu bilgiler 151g1nda, Maranzana ve ark. tarafindan kompleks I ve kompleks III” {in
birleserek stperkompleks 11111, olusturdugu durumda ve bu iki kompleksin ayristigi
durumdaki kompleks I tarafindan iiretilen ROS miktarinin 6l¢iildiigii calismada
stiperkompleks olusumunun ROS {iretimini azalttig1 yolundaki hipotezi destekler veriler

elde edilmistir (118).

Ayrica, reaktif oksijen tiirlerine maruz kalan mitokondrilerde siiperkompleks
olusumuna etki ettigi diisiinlilen kardiyolipin gibi fosfolipidlerin oksidatif hasara
ugramasi sonucu solunum zinciri aktivitesinin azalabilecegi diistiniilmektedir (119-121).

Paradies ve ark. ve Genova ve ark. tarafindan yapilan c¢aligmalarda, lipid
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peroksidasyonunun 2,2'-azobis-(2-amidinopropan) dihidroklorlr ile induklenmesiyle

stiperkompleks ayrismasinin meydana geldigi gozlenmistir (55, 122).

Stiperkompleks olusumundaki azalma diisik CL seviyesi ile baglantilidir ve
oldugu bu durumun yashlikta, norodejencratif hastaliklarda ve kanserde CL

peroksidasyonuna ve oksidatif strese yol agmaktadir (120-125).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler
Bu ¢alismada kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 3 de verilmistir.

Tablo 3. Tez Calismasinda Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Cihaz Marka/Model

Ultrasantrifiij Beckman Coulter, Optima LE-80K, Rotor type 50.2 Ti, JA20
Santrifij Beckman Coulter, Avanti JA10, Rotor SA 10

Santrifij Kontron Centrifuge Centrikon T-1080, Rotor TFT 55.38
Santrifij Sorvall RC-5B, Rotor GS3

pH metre Hanna, bench pH/ISE meter HI 4222

Spektrophotometre Jasco Europe, Cremella-LC,V550

Kuartz kiivet Hellma, QS 10.00 mm

Homojenizator Wheaton,Potter-Elvehijem

Sonikator Labsonic,Braun model U 2000

Vorteks Nive, NM 110

Hassas Terazi Kern ACS, Z757217 ALDRICH

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

Florasan okuyucu Perkin Elmer, Victor 2

Elektroforez Tank Sist.  Invitrogen

Gii¢ kaynagi Bio-Rad
Gorlntileme sistemi Bio — Rad, Fluor-S Max Multilmager
Ekstriizyon cihazi Avanti, Mini Ekstruder AVA610023-1EA
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5.2. Kullanilan Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar Tablo 4’ de verilmistir.

Tablo 4. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Adi Markasi

KCI Carlo Erba 471177
Tris Sigma T1303-1KG
Sukroz Sigma 84097

Histidin Sigma-Aldrich H3751

Na-DOC (Sodyum-deoksikolat)
EDTA

NADH

Rotenon

Musidin

Amonyum asetat

Kardiyolipin

Koenzim Q10

ODG (n-oktil —-D-glukopiranosid)
Asolektin

Mannitol

Sitokrom ¢

DB (decil-ubikinon)

Antimisin A

KCN

Na,S,0,4 (Sodyum Hidrosulfur)
Asolektin

DCFDA (diklorofloresandiasetat)
H20>

Total OXPHOS Blue Native WB
Antibadi Kokteyli

Kompleks I altbirim NDUFA9

monoklonal antikor

Sigma D6750-500G
Sigma-Aldrich E9884
Sigma N8129

Sigma R-8875
Pharma

Sigma A7330-100G
Sigma C1649

Sigma C9538-1G

Fluka-BroChemika 75083

Sigma 11145

Sigma M4125-1KG
GERBY #1338

Sigma D7911-10MG
Sigma A8674

Baker Chemicals-0213
Sigma 71699

A11145

Sigma 35845-5G

MitoScience MS603

MitoScience MS111




Tablo 4’1in devamu.

Kimyasal Ad1

Markasi

Kompleks I11 altbirim Core 2
monoklonal antikor
Coomassie blue G Boyasi
6-aminohegzanoik asit

Anot Tamponu

Katot Tamponu

1.Boyut Jeli

2.Boyut Jeli

Molekiil Agirlig: Belirteci
BSA

TWEEN 20

DMSO

MitoScience MS304

Sigma-Aldrich B5133

Sigma A2504

Invitrogen, BN2001

Invitrogen, BN2002

Invitrogen, Native-PAGE Bis-Tris gel
system (%3-%12)

%4-%12 T, Nu-PAGE Bis-Tris gel
system; NP0326

Invitrogen, NativeMark

Bio-Rad

BioRad 170-6531

Sigma D8418-100ML
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5.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:
5.3.1. Mitokondri Izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

0.15 M KCL Tamponu: 55,92 g KCl (MA: 74,55 g/mol) tartilarak 5 L saf su
icerisinde ¢6zuldu.

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

0,25 M Sukroz/ 10 mM Tris Tamponu (pH;7,4) : 171,15 g sukroz (MA: 342,3
g/mol) ve 2,42 g (MA: 121,14 g/mol) tarilarak 1,5 L saf su igerisinde ¢oziilerek pH’s1 1

M Tris tamponu ile 7,4’ e ayarlandi. Ardindan, hacim saf su ile 2 L’ ye tamamland.

0,25 M Suikroz Tamponu (pH;7,6) : 427,88 g siikroz (MA: 342,3 g/mol) tartilarak
bir miktar saf suda ¢zuldl. Akabinde, pH’s1 1 M Tris tamponu ile 7,6’ ya ayarlanarak

hacim saf suile 5 L’ ye tamamlanda.

5.3.2. R4B Fraksiyonlarinin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

TSH Tamponu (pH;8) : Bu tampon 660 mM siikroz, 50 mM Tris ve 1 mM
histidin icerecek sekilde hazirlandi. 22,6 g siikroz, 0,61 g Tris ve 0,016 g histidin (MA:
155,16 g/mol) tartilarak 70 mL saf su igerisinde ¢oziildii ve pH’ s1 8’ e ayarlandiktan

sonra hacmi saf su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

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

su icerisinde ¢6zuldu.

10 mM Tris-HCI Tamponu (pH; 8) : 1,21 g Tris 750 mL saf su ile ¢oziildii. pH’

s1 8’ e ayarlandiktan sonra hacmi 1 L’ ye tamamlandi.

% 50 Doygun Amonyum Asetat Cozeltisi : 100 g amonyum asetat kutusuna 135
mL saf su eklenerek %50 doygun hale getirildi.
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5.3.3. Lipozom Hazirh@ginda Kullanilan Cozeltiler

NaCl tamponu (140mM, pH: 8): Bu tampon 140 mM NaCl ve 10 mM Tris
icerecek sekilde hazirlandi. 81,82 mg NaCl (MA: 58,44 g/mol) ve 12,11mg Tris
tartilarak 6 mL saf su igerisinde ¢oziildii ve pH’ s1 8’ e ayarlandiktan sonra hacmi saf su

ile 10 mL’ ye tamamlandi.

Kloroform-Metanol (3:1 v/v) Cozeltisi: 1500 pL kloroform iizerine 500 uL

Metanol eklenerek hazirlandi.

5.3.4. R4B fraksiyonlarinin Lipozomlara Yerlestirilmesi isleminde Kullanilan
Cozeltiler

KCI-Tris-EDTA Tamponu (pH; 7.4) :Bu tampon 50 mM KCI, 10 mM Tris ve 1
mM EDTA igerecek sekilde hazirlandi. 0,373 g KCI, 0,121g Tris ve 0,037g EDTA
(MA: 372,24 g/mol) tartilarak 80 mL saf su icerisinde ¢oziildii ve pH’ s1 7.4’ e

ayarlandiktan sonra hacmi saf su ile 100 mL’ ye tamamland.

% 50’ lik ODG (n-oktil —D-glukopiranosid ) Cozeltisi: 0,025 g ODG tartild1 ve
50 pL saf su icerisinde ¢6zuldu.

5.3.5. BN-PAGE Analizinde Kullanilan Cozeltiler
5.3.5.1. 1.Boyut Elektroforezde Kullanilan Cozeltiler

Tampone B (pH:7,2): 1,002g mannitol, 0,599¢g sukroz, 0,03 gTris ve 0,00931g
EDTA tartilarak 20 mL saf suda c¢oziildiikten sonra pH’ s1 7,2’ ye ayarlandi ve

¢ozeltinin hacmi 25 mL’ ye tamamland.

Resuispansiyon Tamponu (pH:7):0,073050 g NaCl, 0,08505 g imidazol ve
0,01640 g 6-aminohekzanoik asit tartilarak 20 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra pH’ s1 7°

ye ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 25 mL’ ye tamamlandi.

Aminohegzanoik Asit Cozeltisi: 0,656 g6-aminohegzanoik asit 10 mL saf suile
¢ozalda.

Digitonin Cozeltisi (%5): 5 mg digitonin tartilarak 100 pL saf su ile ¢oziildii.
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Coomassie Boyasi :1 mgCoomassieBlue G tartilarak 20 pl aminohegzanoik asit

cozeltisi icerisinde ¢ozuldi.
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.

Ac¢ik Katot Tamponu:10 ml BN2001 ve 1 ml BN2002, 189 mL saf su ile
seyreltildi.

5.3.5.2.2.BoyutElektroforezde Kullanilan Cozeltiler
Quenching Cozeltisi: 1 mL NuPAGE LDS numune tamponu 3 mL saf su ile

seyreltildi.

indirgeme Cozeltisi: 15 mL’ lik steril falkon tiipiine 1,124 mL NuPAGE LDS(4X)
numune tamponu, 500 pL numune indirgeyici ajan (10X) ve 3,375 mL saf su eklenerek

vortekslendi.

Alkilleyici Cozelti: 1,25 mL NuPAGE LDS(4X) numune tamponu, 28 pL

antioksidan ve 3,75 mL saf su karistirilarak hazirlandi.

Yuratme Tamponu:40 mL MOPS-SDS (20X) ylritme tamponuna 760 mL
eklenerek 800 mL c¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozeltinin 600 mL’ si anot tamponu olarak
kullanildi. Kalan 200 mL’sine 500 pL antioksidan eklenerek katot tamponu olarak
kullanildi.

5.3.5.3.Western Blotting isleminde Kullanilan Cozeltiler

PBS Tamponu (10X):0,72 g KH, PO,4, 45 g NaCl ve 2,67 gr Na,HPO, +2H,0

tartilarak 500 mL saf su i¢erisinde ¢Oziildii.

PBS Tamponu (1X):50 mL PBS (10X), 450 mL saf su ile seyreltildi.

37



PBS Tween Cozeltisi: 250 pL Tween-20 ile 500 mL PBS (1X) tamponu

karigtirilarak hazirlandu.

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

metanol karistirilarak hazirlandi.

Bloklama Cozeltisi (%02): 2 g BSA (Bovine Serum Albumin), 100 mL PBS Tween

cozeltisi icerisinde Cozulir.

5.3.6. Enzimatik Aktivite Tayinlerinde Kullanilan Cozeltiler

KCI-Tris-EDTA Tamponu (pH; 7.4) :Bu tampon 50 mM KCI, 10 mM Tris ve 1
mM EDTA igerecek sekilde hazirlandi. 0,373 g KCI, 0,121g Tris ve 0,037g EDTA
(MA: 372,24 g/mol) tartilarak 80 mL saf su icerisinde ¢oziildii ve pH’ s1 7.4° ¢

ayarlandiktan sonra hacmi saf su ile 100 mL’ ye tamamland.

Tampon B (pH 7.4):Bu tampon 0.22 mM Mannitol, 0.07mM Siikroz 10 mM Tris
ve 1 mM EDTA igerecek sekilde hazirlandi. 4g Mannitol, 2.396 g siikroz, 0.12 g Tris ve
0.037 g EDTA tartilarak 70 mL saf su icerisinde ¢6ziildii ve pH’ s1 7.4 e ayarlandiktan

sonra hacmi saf su ile 100 ml’ ye tamamland.

KCN Cozeltisi : Cozelti konsantrasyonu 200 mM olacak sekslde hazirlandi. 0,013
g KCN (65,12 g/mol) tartilarak 600 pL saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH’s1t HCI

ile 7,4’ e ayarlanarak hacmi 1000 L’ ye tamamlandi.

5.3.7. ROS Tayininde Kullanilan Cozeltiler

KCI-Tris-EDTA Tamponu (pH; 7.4) :Bu tampon 50 mM KCI, 25 mM Tris ve 1
mM EDTA igerecek sekilde hazirlandi. 0,093 g KCI, 0,076 g Tris ve 0,009 g EDTA
(MA: 372,24 g/mol) tartilarak 20 mL saf su icerisinde ¢oziildii ve pH’ s1 7.4° e

ayarlandiktan sonra hacmi saf su ile 25 mL’ ye tamamlanda.
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DFCDA Cozeltisi (5mM): 2,4 mg prob tartilarak 1 mL DMSO (dimetil siilfoksit)
ile cozulerek spektrofotometre ile konsantrasyonu teyit edildi. Spektrofotometrede dalga
boyu 258 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 mL metanol koyularak absorbans
stfirlanir ve 5 L DFCDA ¢6zeltisi de kiivete eklenerek karistirildiktan sonra absorbans
okunur. Olgiim iki veya ii¢ kez tekrarlanir. Formiil 1’e gore konsantrasyonu hesaplanur.

Cozelti kiictik eperdorflara boltnerek -20 °C’ ye kaldirild.

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

icerisinde ¢Ozuldu.

5.3.8. Lipozom Hazirh@, Enzimatik Aktivite Tayinleri ve ROS Tayininde
Kullanilan Ortak Cozeltiler

Asagida belirtilen ¢ozeltilerin konsantarsyonlar1 Formiil 1 kullanilarak hesaplandi.

Formul 1.

Konsantrasyon (mM)
_ ortalama absorbans degeri x kuvetteki toplam hacim (uL)

€ degeri x kiivetteki numune hacmi

Koenzim Qjo Gozeltisi: Cozelti konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde hazirlandi.
0.017 g KoQ10 tartilarak 1 ml etanol ile cam tiip icersinde ¢oziildii. Asir1 hidrofobik
yapisindan dolay1 ¢éziilme isleminin tam olarak gergeklesmesi i¢in sicak musluk suyu

altinda bir stire bekletildi.

Spektrofotometrede dalga boyu 275 nm’ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 ml
etanol koyularak absorbans sifirlandi ve 2ul KoQio ¢Ozeltisi de kuvete eklenerek
karistirildiktan sonra absorbans okunddu. Olgiim {i¢ kez tekrarlandi. Formiil 1’e gore

konsantrasyonu hesaplandi.
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30 mM NADH Cozeltisi : 0,00638 g NADH (MA:709,4 g/mol) 300 uL saf su

icerisinde ¢Ozulerek spektrofotometre ile konsantrasyonu tespit edildi.

Spektrofotometrede dalga boyu 340 ve 380 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz
kiivete 1 mL saf su koyularak absorbans sifirlandi ve 5 uL. NADH c¢dzeltisi de kivete
eklenerek karistirildiktan sonra her iki dalga boyunda da okuma yapildi. Olgiim iki veya
ti¢ kez tekrarlandi.

340 nm absorbans degerlerinden 380 nm absorbans degerleri birbirinden

¢ikartilarak ortalamalari alindi. Konsantrasyonlar Formiil 1 uygulanarak hesaplandi.

Sitokrom c¢** Cozeltisi: Cozelti konsantrasyonu 5mM olacak sekilde hazirlandi.
61,635 mg sitokrom c** (12384g/mol) | mL saf su icerisinde ¢ozulerek spektrofotometre

ile konsantrasyonu tespit edildi.

Spektrofotometrede dalga boyu 550 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 mL
saf su koyularak absorbans sifirlandi ve 10 pL sitokrom c ¢ozeltisi de kiivete eklenerek
karistirildiktan okuma yapildi. Daha sonra Na,S;0, ile okside edilmek kosuluyla en az
iki kez 6lguldu. Okside olmus abzorbans degeri ile ilk degerin farki alindi ve Formiil 1’e

gore konsantrasyonu hesaplandi.

DB: Cozelti konsantrasyonu 40 mM olacak sekilde hazirlandi. 0,012896 g DB 1

mLetanol icerisinde ¢ozllerek spektrofotometre ile konsantrasyonu belirlendi.

Spektrofotometrede dalga boyu 280 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 mL
etanol koyularak absorbans sifirlandi ve 0.3 ul DB ¢o6zeltisi de kiivete eklenerek
karistirildiktan sonra absorbans okundu. Olgiim iki veya ii¢ kez tekrarlandi ve Formiil

1’e gore konsantrasyonu hesaplandi.

Rotenon Cozeltisi : Cozelti konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde hazirlandi. 0,4
mg Rotenon (MA: 394,4 g/mol) 1 mL etanol igerisinde ¢ozllerek spektrofotometre ile

konsantrasyonu belirlendi.

Spektrofotometrede dalga boyu 292 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 mL

etanol koyularak absorbans sifirlandi ve 4 pL Rotenon ¢ozeltisi de kiivete eklenerek
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karistirildiktan sonra absorbans okundu. Olgiim iki veya ii¢ kez tekrarlandi. Formiil 1°e

gore konsantrasyonu hesaplandi.

Mucidin: Cozelti konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde hazirlandi. 1 mg
mucidin tartilarak (M.A: 258 g/mol) 1 mL etanol igerisinde ¢oziilerek spektrofotometre

ile konsantrasyonu tespit belirlendi.

Spektrofotometrede dalga boyu 292 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 mL
etanol koyularak absorbans sifirlandi ve 4 uL Rotenon ¢ozeltisi de kiivete eklenerek
karistirildiktan sonra absorbans okundu. Ol¢iim iki veya ii¢ kez tekrarlandi. Formiil 1°e

gore konsantrasyonu hesaplandi.

Antimisin A (AA) Cozeltisi :Cozelti konsantrasyonu 1.8 mM olacak sekilde
hazirlandi. 1 mg AA tartilarak 1 mL etanol igerisinde c¢ozilerek spektrofotometre ile
konsantrasyonu tespit belirlendi.

Spektrofotometrede dalga boyu 320 nm’ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 mL
etanol koyularak absorbans sifirlandi ve 20 pL AA c¢ozeltisi de kivete eklenerek
karistirildiktan sonra absorbans okundu. Olgiim ii¢ kez tekrarland1 ve Formiil 1’e gore

konsantrasyonu hesaplandi.

Cozeltisi hazirlanan kimyasallarin molar absorpsiyon katsayisi katsayilart (g)
asagidaki gibidir.

NADH: 55 mM™*.cm?, DB: 145 mM™*.cm™ Rotenon: 25 mM™t.cm™, Musidin 21.9
mM™.cm?, AA: 4.8 mM™.cm?, Sitokrom c: 19.1 mM™*.cm™, KoQ10: 142 mM*.cm™
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5.4. Deneysel Yontemler

5.4.1.

Sigir Kalbi Mitokondri izolasyonu

Sigir kalbi mitokondri izolasyonu i¢in Smith tarafindan gelistirilen metod modifiye
edilerek kullanildi(126).

5.4.2.

Oncelikle taze kesilmis gen¢ erkek sigir kalp dokusu yag ve baglanti
dokularindan arindirildi.

Ardindan, doku kan ve kas olamayan dokulardan temizlenmek iizere 0.15 M
KCI tamponu ile yikandi.

Kalp dokusu 0.25 M siikroz tamponu ile homojenize edildi. Homojenizasyon
sirasinda 1 M tris tamponu kullanilarak ¢ézeltinin pH’sinin 7.6 civarinda olmasi
saglandi.

Homojenatlar 706 x g ‘de 20 dakika boyunca santrifdj edildi.

Supernatant 14295x g°de 30 dakika siresince tekrar santrifiij edildi.

Stipernatant uzaklastirildi. Mitokondri iceren sediment siikroz Tris-HCI
tamponu ile restispanse edildi ve 14295 x g ‘de 30 dakika santrifuj edildi.
Sediment konsantrasyonu 50 mg/mL olacak sekilde siikroz Tris-HCI tamponu

ile resiispanse edildi ve kullanilmak iizere -80 °C’ de muhafaza edildi.

Sigir Kalbi Mitokondrisinden Kompleks I ve Kompleks III’ ce zengin R4B

Fraksiyonlarinin Hazirlanmasi

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

sigir kalbi mitokondrileri kullanilarak elde edildi. Bu islem Hatefi tarafindan gelistirilen

protokol ile gergeklestirildi (127).

Mitokondriler, ¢ozelti konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde TSH tamponu
icerisinde homojenize edildi.

Ardindan 0.35 mg potasyum deoksikolat ve 72 mg kat1 KCl eklenerek 30 000
rpm’de 30 dakika boyunca +4 °C’ de santrijiis edildi.

Santrifiij sonrasi a¢ik kirmizi renkli siipernatan alinarak % oraninda soguk distile

su ile seyreltildi ve tekrar 108472 x g’de 30 dakika santrifuj edildi.
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e Siipernatan diyaliz membranina alinarak 10 mM Tris tamponu igerisinde 3 saat
boyunca diyaliz edildi.

e Diyalizat, tekrar santriftj tuplerine konularak 108472 x g rpm’ de 75 dakika
boyunca santrifdj edildi.

e Sediment TSH tamponu ile co6zllerek Potter-Elvehijem homojenizatér ile
homojenize edildi.

e Homejenatin konsantrasyonu Bitiret metodu ile tayin edildi. Bir gece boyunca -
80°C” de saklandh.

e Ertesi giin ¢ozelti ¢cozulerek konsantrasyonu 10-12 mg/mL olacak sekilde TSH
tampunu ile seyreltildi.

e Uzerine mg protein bagma 0.5 mg olacak sekilde %10’luk sodyum deoksikolat
ve 100 mL ¢ozelti igin 17 mL olacak sekilde %50’lik amonyum asetat ¢ozeltisi
eklendi.

e Buz igerisinde 15 dakika inklbe edildikten sonra 108472 x g ‘de 30 dakika
boyunca santrif(j edildi.

e Acik kirmizi renkli siipernatana 100 mL ¢ozelti i¢in 6 mL olacak sekilde %50’
lik amonyum asetat ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika boyunca buz (zerinde inkiibe
edildi.

e Akabinde, 108472 x g’de 30 dakika santrifiij edildi.

e Sipernatana 100 mL 6zetli igin 3,2 mL olacak sekilde %50’ lik amonyum asetat
cozeltisi eklenerek 15 dakika boyunca buz Uzerinde inkiibe edilerek 30 000
rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

e Kompleks | ve kompleks Il ce zengin sediment TSH tamponu ile resiispense
edilerek konsantrasyonu Biiiret metodu ile belirlendi ve daha sonra kullanilmak

tizere aligotlara boliinerek —80 °C de saklandh.

5.4.3. Lipozom (Fosfolipid Vezikiillerinin) Hazirhg

Fosfolipid vezikiilleri Degli Esposti tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek

hazirland1 (128).
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e Kontrol numunesi hazirlamak tizere son lipid konsantrasyonu 30 mg/mL olacak
sekilde asolektin (soya fasiilyesi yapisinda bulunan fosfolipid karisimi) cam tlp
igerisinde tartilarak2 mL kloroform metanol (3:1v/v) c¢ozeltisi ile ¢ozildi ve
konsantrasyonu mg fosfolipid basina 30 nmol olup etanolde ¢Ozulen KoenzimQ10
cozeltisi cam tlpe eklendi.

e Kardiolipin numunesi hazirlamak {izere toplam fosfolipid miktarinin % 82’
sine tekabll eden miktarda asolektincam tiip igerisinde tartilarak 2 mL kloroform
metanol (3:1 v/v) ¢Ozeltisi ile ¢Oziildiikten sonrakalan % 18’ lik kisimi tamamlayacak
sekilde kardiyolipin ¢6zeltisi eklendi ve konsantrasyonu mg fosfolipid basima 30 nmol
olup etanolde ¢ozulen KoenzimQ10 ¢ozeltisi cam tiipe eklendi.

e Sar renkte olan ¢dzelti iyice vorteklendikten sonra cam kapagi acildi ve lipid
peroksidasyonunu engellemek amaciyla nitrojen gaz akisi altinda cam tiip egik tutularak
ve kendi ekseni etrafinda ¢evrilerek ¢ozelti buharlastirildi.

e Cam tiipiin geperine ince bir tabaka halinde yapigsmis olan fosfolipid-ubikinon
karisimin iyice ¢oziildiigiinden emin olunduktan sonra 140mM NaCl tamponu (pH: 8)
ile lipid konsantrasyonu 30 mg/mL olacak sekilde 5-7 dakika boyunca ¢ozuldd.

e Elde edilen cozelti mini-extruder (Avanti) ekstrizyon aletinde bulunan

siringalardan birine ¢ekildi ve 200 nm’lik porlara sahip ¢ift membrandan

ortalama 21 kez gegirilerek lipozomlar hazirland: (Resim 1).

Resim 1. Ekstriizyon Cihazi
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e Hazirlanan berrak sar1 lipozom ¢dzeltisi kullanilmadan 6nce cam tiipte cam

kapakla kapatilmis bir sekilde bir gece +4 °C’de bekleyebilir.

5.4.4. Hazirlanan Lipozomlara R4B Fraksiyonlarinin Yerlestirilmesi

R4B fraksiyonlarmin fosfolipid vezikiillerine yerlestirilmesi, Racker ve ark.

tarafindan kullanilan metod modifiye edilerek gergeklestirildi (129).

Hazirlanan fosfolipid vezikdlleri (30 mg/mL) ile R4B fraksiyonlar1 1:1 ve 1:30
(protein:fosfolipid) oranlarinda ve 1.7 M n-oktil-D-glukopiranosid isimli deterjan

varliginda deterjanin konsantrasyonu %1.4 hacim/hacim olacak sekilde karistirildi.

Karisim, 10 dakika buz iginde bekletildikten sonra 40 kat KCI tamponu ile dilue
edildi. Boylece deterjan uzaklastirilmis oldu (130).

Hazirlanan ¢ozeltinin konsantrasyonu Lowry yontemi ile tespit edildi (131).

5.4.5. Aktivite Tayinleri

Butln kinetik analizler proteinlerin uygun tamponlarda istenilen konsantrasyonda
olacak sekilde c¢ozilmesi ile gergeklestirildi. Sigir kalp mitokondrileri ve R4B
proteolipozomlar1 tampon B ilekonsatrasyonlar1 2 mg/mL olacak sekilde seyreltilerek
Olculdd. Enzimatik analizler cift dalga boyulu spektrofotometrede (V550 extended
model, Jasco Europe, Cremella-LC, Italy) 30 °C sicaklikta ve kuartz kiivet kullanilarak
gergeklestirildi (132).

5.4.5.1. NADH-O; Aktivite Tayini

NADH-O; aktivite tayini; fizyolojik kosullar saglanarak NADH substratinin birim

zamanda azalma hiz1 hesaplanarak 6l¢uldu.

e Sigir kalbinden izole edilen mitokondri izolatinin konsantrasyonu 2 mg/mL
olacak sekilde Tampon B ile seyreltildi.

e Olciim yapilacak olan kiivete KCI -Tris -EDTA tamponu eklendi.

e Spektrofotometre dalga boyu 340, referans dalga boyu 380 nm, bant genisligi 5
nm ve kabin sicakligi 30 OC olacak sekilde ayarlandi.

e Okuma haznesine yerlestirilen kiivete son konsantrasyonu75 pM olacak sekilde

ayn1 giin igerisinde hazirlanmis NADH ¢o6zeltisi eklendi.
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e Bu kosullar altinda reaksiyon minimum 250 saniye monitorize edildi.
e FElde edilen NADH miktarindaki azalma hizinin mitokondri solunum zinciri
aktivitesinden kaynaklandigindan emin olmak amaciyla konsantrasyonu 4 UM olacak

sekilde Rotenon eklenerek reaksiyonun durdugu teyit edildi.
Hesaplama :

e Hesaplama spektrofotometrenin yazilim programi kullanilarak yapildi.
e Asagidaki formiil kullanilarak faktdr (f) degeri hesaplandi ve yazilimdaki
formiilde yerine koyularak aktivite hesab1 yapildu.

1

Faktor(f) =

e Kaullanilan spektrofotometrede NADH igin molar absorpsiyon katsayist (€) 3,5
mM™.cm™,yol (x) 1 cm’dir.
e Hesaplanan aktivite birimi pmol NADH-O, oksidorediiktaz / dakika/ mg protein

olarak verildi.

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

NADH-ubikinon oksidoreduktaz aktivitesi; substrat, Rotenon ve AA inhibitorleri
varliginda Olgilildi. Bu tayin igin substrat olarak NADH kullanilir ve protein
ornegindeki diger kompleksler inhibe edilerek ortama elektron alicisi olarak Decyl-
ubikinon, DB eklenir ve birim zamanda NADH miktarindaki azalmanin hiz1 6l¢iilerek

aktivite tayini yapilir.

e Olgiim yapilacak olan kiivete KCI1 -Tris -EDTA tamponu eklendi.
e Spektrofotometre dalga boyu 340, referans dalga boyu 380 nm, bant genisligi 5
nm ve kabin sicakligi 30 °C olacak sekilde ayarlandi.

e Okuma haznesine yerlestirilen kiivete son konsantrasyonu75 uM olacak sekilde
ayni giin i¢erisinde hazirlanmigs NADH c¢6zeltisi eklendi.

e Ardindan, son protein konsantrasyonu 1,4 mg/mL olacak sekilde protein
numunesi ve son konsantrasyonu 1mM olacak sekilde Antimisin A eklenerek yaklasik
30 sn beklendi.
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e Son elektron alicis1 olarak konsantrasyonu 120uM olacak sekilde Decyl-
ubikinon, DB eklendikten sonra yaklasik 50 sn boyunca 6l¢iim yapildi.

e Elde edilen NADH miktarindaki azalma hizinin kompleks I aktivitesinden
kaynaklandigindan emin olmak amaciyla konsantrasyonu 4 pM olacak sekilde Rotenon
eklenerek reaksiyonun durdugu teyit edildi.

e Bu kosullar altinda reaksiyon minimum 250 saniye monitorize edildi.

Hesaplama :

e Hesaplama spektrofotometrenin yazilim programi kullanilarak yapildi.
e Asagidaki formiil kullanilarak faktdr (f) degeri hesaplandi ve yazilimdaki
formiilde yerine koyularak aktivite hesab1 yapildu.

1

Faktor(f) = :
e.X...[protein ., .1

e Kullanilan spektrofotometrede NADH igin molar absorpsiyon katsayist (€) 3,5
mM™.cm™ yol (x) 1 cm’dir.
e Hesaplanan aktivite birimi pumol NADH-ubikinon oksidorediiktaz / dakika/ mg

protein olarak verildi.

5.4.5.3. NADH-Sitokrom ¢ Oksidorediktaz (Kompleks I-111) Aktivite Tayini

NADH-sitokrom c oksidorediktaz aktivite dl¢iimleri,substrat NADH varliginda

son elektron alicis1 olarak sitokrom ¢ ¥ kullanildi ve birim zamanda sitokrom ¢ > ‘nmn

elektron alarak sitokrom ¢ #* “ya déniisiim hiz1 hesaplanarak aktivite tayini yapildu.

+ Ol¢iim yapilacak olan kiivete KCI -Tris -EDTA tamponu eklendi.

* Spektrofotometre dalga boyu 550, referans dalga boyu 540 nm, bant genisligi 2
nm ve kabin sicakligi 30 OC olacak sekilde ayarlandi.

* Okuma haznesine yerlestirilen kiivete son konsantrasyonu 75 pM olacak sekilde

ayn1 giin igerisinde hazirlanmis NADH ¢ozeltisi eklendi.
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* Ardindan, son protein konsantrasyonu 1,4 mg/mL olacak sekilde protein

numunesi eklendi.

» Son elektron alicis1 olarak konsantrasyonu 50uM olacak sekilde sitokrom

c**cozeltisi eklendikten sonra dl¢iim baglatildi.

«Elde edilen sitokrom c¢** miktarindaki azalma hizinin  kompleks -1l
aktivitesinden kaynaklandigindan emin olmak amaciyla konsantrasyonu 1 mM olacak

sekilde Antimisin A eklenerek reaksiyonun durdugu teyit edildi.
* Bu kosullar altinda reaksiyon minimum 150 saniye monitorize edildi.
Hesaplama :
* Hesaplama spektrofotometrenin yazilim programi kullanilarak yapildi.

* Asagidaki formiil kullanilarak faktoér (f) degeri hesaplandi ve yazilimdaki
formiilde yerine koyularak aktivite hesabi1 yapildu.

1

Fakton(f) =

* Kullanilan spektrofotometrede Sitokrom c igin molar absorpsiyon katsayisi (&)
19,1 mM™.em™, yol (x) 1 cm’dir.

* Hesaplanan aktivite birimi umol NADH-sitokrom ¢ oksidorediiktaz / dakika/ mg

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

Hazirlanan proteolipozomlarin igerisindeki superkompleks yapist ve ayrik
solunum zinciri kompleksleri2-boyutlu BN-PAGE yontemi kullanilarak goriintiilendi
(42, 133).

5.4.6.1. Numune Hazirhg:

R4B fraksiyonlart ile 1:1 ve 1:30 oranlarinda hazirlanan proteolipozomlar her bir

kuyucukta 0.4 pg protein olacak sekilde ayarlandi.

e 75 ug protein iceren proteolipozom 33051 x g ’de, 4 °C’ de, 1 saat siireyle KCI-

Tris-EDTA tamponunu uzaklastirmak amaciyla santrifiij edildi.

Proteolipozom Orneklerindeki proteinlerin membran yapisindan ayrilmasi,
orneklerin 50 mM NacCl, 50 mM imidazole, 5 mM 6-aminohekzanoik asit ve %
5 digitonin varliginda pH 7.0°de resiispense edilmesi ile gergeklestirildi.

e Protein konsantrasyonu 4 pg/ul olacak sekilde ayarlandi.

e Protein konsantrasyonu Lowry metodu ile teyit edildilten sonra 5% oraninda
Coomassie G boyasi eklendi. “Coomassie mg/mg digitonin” oraninin tam olarak
1/10 olarak ayarlandi.

o %87’ lik gliserol ¢ozeltisinden son konsantrasyon%11 olacak sekilde eklenir ve

ardindan hazirlanan numune jel kuyucuguna eklenir.

5.4.6.2. 1. Boyut Jel Elektroforezi

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

system; Invitrogen) kullanilarak yapildi.

e Elektroforez tanki buz dolu bir kap igerisine yerlestirildi.
e Hazir jel kaseti acild1 ve 6rneklerin yiiklenecegi kuyucuk kismindaki tarak
cikarild1 ve jel saf su ile yikandu.

e Jel Resim 2’ de gosterilen sekilde tanka yerlestirilerek sabitlendi.
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Resim 2. Elektroforez jelinin tanka yerlestirilis basamaklari

Maksimum

ON AREA

Dns Tampon
" Haznesi

Das Tampon
Harnesi —

Jel kuskac ile
sabitlenir

e ¢ tampon haznesine saf su doldurularak herhangi bir sizint1 olup olmadig
kontrol edildi ve saf su bosaltildi.

e Dis tampon haznesine 600 mLanot tamponu eklendikten sonra her bir kuyucuga
30 pl numune, baslangic kuyucuguna 5 WL molekil agirlign markirt
[NativeMark unstained Protein Standard (Invitrogen)] eklendi.

e 200 mL koyu renkli katot tamponu ise i¢ tampon haznesine eklendikten sonra
elektrot kapatildi ve buz icerisindeki tank soguk odaya veya buzdolabina (+4 OC)
yerlestirildi.

e Gii¢ kaynagi 70 Volt (V) ( ~ 4 mA )’ a ayarlanarak jel 20 dakika boyunca

yiiriitiildii. Bu siire sonunda protein bantlarinin en ¢ok 2 cm yiiriidiigii gozlendi.

50



Gulcg 150 V’ a yiikseltildi ve protein bantlar1 jelin yarisina geldiginde koyu katot
tamponu agik renkli katot tamponu ile degistirildi (yaklasik 1 saat).

Elektrik giicii 250 V’ a yiikseltilerek elektroforez tamamlandi (yaklasik 1 saat).
Jelin i¢inde bulundugu plastik kap kenardan agilarak ince ve kaygan yapidaki jel
¢ok dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

Jelin 6n ylizii iist kisma bakacak sekilde plastik bir kaba yerlestirildi ve saf su
eklenerek + 4 ° C’ de 2. Boyut elektroforezde kullanilana kadar saklandi.

5.4.6.3. 2. Boyut Jel Elektroforezi

1. Boyutta kullanilan jeldeki protein bantlari 2. Boyutta kullanilmak iizere dikey
olarak kesilir (Bakimiz Sekil 11).

Kesilen bant 15 mL’ lik falkona yerlestirilerek 5 mL indirgeme ¢ozeltisi eklendi
ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilda.
Indirgeme ¢ozeltisi uzaklastirildi ve ardindan 5 mL alkilleyici ¢ozelti eklenerek

20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Alkilleyici ¢ozelti uzaklastirildiktan sonra jel bandi 5 mL quenching ¢ozeltisi
icerisinde 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve quenching ¢ozeltisi
uzaklastirildi.

Bant hi¢ beklemeden 2. Boyut jeline (4%-12% T, Nu-PAGE Bis-Tris gel
system; Invitrogen) yerlestirldi vebandin tist kismi bisakrilamid jelle kapatildi.
Basta kalan bos kuyucuga 5 pL molekiil agirligi markirt uygulandi ve jel 1.
Boyut jel elektroforezinde oldugu gibi buzla sarili tanka yerlestirildi.

600 mL anot tamponu dig, 200 mL katot tamponu ise i¢ tampon haznesine
konuldu ve buz igerisindeki tank soguk odaya veya buzdolabina (+4 0C)
yerlestirildi.

110 V’ da 60 dakika boyunca yiiriitiildii.
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5.4.6.4.Western Blotting
Elektro blotting yontemiyle proteinler bir membrana gegcirildi. Daha sonra gesitli
soliisyonlarla isleme tabi tutulan membrandaki proteinlere spesifik antikorlar
(MitoSciences, Inc., Eugene, OR) baglandi. Bu antikorlarin tespit edilmesiyle proteinin
olup olmadigi, ¢ikan bantlarin kalinliginin kontrol bantlariyla karsilastirilmasiyla da ne

kadar oldugu tespit edildi.
e Jel cikarilip saf su ile yilandi ve Sekil 23° de gosterilen sira ile sandvig

hazirlandi.

Transfer Tampolu
ile tamamen &rtiili

\ Protein

transfer kaset transfer kaset

filtre

kaguh
jel PVDF sunger

membran

filtre
siinger kagidi

Sekil 23. Western Blotting Sandvi¢ Hazirlig1

e Hazirlanan sandvigde jelin proteinlerin bulundugu yiizii ile nitrosellloz
membranin (GE- Healthcare) karsilikli olmasina ve aralarinda hava boslugu
olmamasina dikkat edildi.

e Hazirlanan sandvig yiiriitme tankina yerlestirildikten sonra i¢ tampon haznesine
sandvigi kaplayacak kadar transfer tamponu, dis tampon haznesine ise 650 mL

saf su yerlestirildi.
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5.4.7.

110 V’ da yaklasik 120 dakika boyunca yiiriitiilerek jeldeki protein bantlarinin
membrana gegisi saglandi.

Bu islemin ardindan nitroseliiloz membran PBS (1X) - % 0,05 Tween ile 3 kez 5
dakika stireyle yikandi.

Ardindan 5 mL kompleks I altbirimi NDUFA9 (39 kDa)’a spesifik birincil
antikor (MS-111) iceren bloklama tamponu ile 1 gece boyunca +4 °C’ de inkiibe
edildi.

Ertesi gln nitroseliloz membran PBS (1X) - % 0,05 Tween ile 3 kez 5 dakika

stireyle yikandi.
Sonrasinda 5 mLkompleks IlIRieske proteinine (22 kDa) spesifik ikincil antikor

(MS-305) iceren bloklama tamponu ile 1 saat boyunca +4 °C’ de inkiibe edildi.
Birincil antikor tespiti i¢in “goat anti-mouse 1gGp.”, ikincil antikor tespiti i¢in
ise “horseradish peroxidase” kullanilarak kemiliiminesans teknik (Amersham
ECL Western Blotting Reagent Pack; GE Healthcare) ile gerceklestirildi.

60 saniyelik uygulamanin ardindan dijital resimler Fluor-S Max Multilmager
(Bio - Rad Laboratories) cihaz1 kullanilarak ¢ekildi.

Kompleks I tarafindan olusturulan Hidrojen Peroksit (H,O;) Tayini

Hidrojen peroksit miktari, olusan hidrojen peroksit ile diklorofloresandiasetat

(DCFDA) probun tepkimesi sonucu olusan florasan emisyonun 6lgiilmesiyle belirlendi.

Tepkimenin kompleks I ve kompleks III inhibitérleri Rotenon ve Mucidin varliginda

gerceklestirilerek kacan elektronlarin  kompleksler tarafindan tekrar yakalanmasi

engellenmistir (111, 134, 135).

10 uL 6 mM DCFDA uzerine 40 uL 0.01N NaOH ¢ozeltisi eklenerek karanlikta
30 dakika inkiibe edilidi.

Ardindan tizerine 200 pL 25 mM Tris-KCI-EDTA tamponu eklenerek
konsantrasyonu 240 uM olan prob ¢ozeltisi elde edildi.

Konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde hazirlanan 6rneklerden, kor olarak
tampondan ve positive kontrol olarak H,O, ¢6zeltisinden 800 pL alinarak her

biri ayr tiipe koyularak tiipler 6rnek igerigine gore isaretlendi.
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e Her bir tlipe son konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde 240 uM DCFDA ve son
konsantrasyonu 1,8 uM olacak sekilde mucidin eklendi.

e Her bir 6rnegin yarisi yeni bir tiipe alinarak iizerlerine son konsantrasyonu 4 uM
olacak sekilde rotenon cklendi. BOylece her bir oOrnegin sadece mucidin
varliginda ve mucidin+trotenon varliginda tepkimeye girmesi saglandi.

e (da 1s1sinda 5 dakika inkiibasyonun ardindan her bir tiipe son konsantrasyonu
150 uM olacak sekilde NADH eklendi.

e Her bir kuyucukta 200 uL olacak sekilde 6rnekler ¢ift calisilacak sekilde 96’lik
pleyte yiklendi.

e Florasan okuyucuda 5 dakikada bir olmak tizere 45 dakika boyunca 30°C’de 10
adet okuma yapildi.

Hesaplama : Pleyt iizerinde ¢ift ¢alisilan 6rneklerin ortalamasi alinarak ayni zamana ait
kor degerleri ¢ikarildi. Ardindan 10. okuma degerlerinden 1. okuma degerleri ¢ikarildi

ve her bir 6rnegin kompleks I aktivitesi dikkate alinarak sonuglar hesaplandi.

5.5.istatistiksel Analizler

Tim veriler ortalama + SD seklinde verildi. Proteolipozom modellerindeki
parametrelerin - normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Simirnov testi ile
degerlendirildi. Ortalamalar arasindaki farkin 6nemliligini analiz etmek i¢in normal

dagima uyanlara Student-T testi uygulandi. P<0,05 degerleri anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Sigir Kalbinden izole Edilen Mitokondrilerin ve R4B’lerin Aktivite Degerleri
Iki geng erkek B. taurus kalbinden izole edilen mitokondrilerin, Bitiret metoduyla

Olctlen protein konsantrasyonu, 18.36 mg/mL olarak tespit edilmistir. Mitokondrilerin

NADH substrat olarak kullanildigi solunumsal aktivitelerinin kinetik olarak 6lglim

sonuglari agagidaki Tablo 5’ de gosterilmistir.

Tablo 5.B. taurus Kalbinden izole Edilen Mitokondrilerin Aktivite Degerleri (n=3)

Enzim aktivitesi pmol NADH-O,/dk/mg % Inhibisyon
protein (Rotenon)
OrtalamaxSD
NADH-O; 0,209 + 0,007 >90
Sonikasyon sonrast >90
(3x10sn) 0,464 + 0,015

Mitokondri izolatlarindan hazirlanan kompleks I ve III’ce zengin R4B
fraksiyonlarinin konsantrasyonu Lowry metoduyla, 7.34 mg/ml olarak olctilmiistiir.
R4B fraksiyonlarinin enzimatik aktiviteleri NADH’in substrat olarak kullanildig:

kinetik analizlere ait sonuglar asagidaki Tablo 6° da gosterilmistir.

Tablo 6. R4B fraksiyonlarinin Aktivite Degerleri (n=3)

Enzim aktivitesi pmol NADH-Sit c/dk/mg protein % inhibisyon (AA)
Ortalama+SD
NADH- Sit ¢ 0,692 +0,002 >90

Elde edilen R4B fraksiyonlarinin NADH-sitokrom c aktiviteleri ¢alisma igin

yeterli bulunmustur.
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6.2. R4B:FL Oranlar1 1:1 ve 1:30 Olan Proteolipozomlarin NADH-Sitokrom c
Oksidorediiktaz Aktivite Degerleri
Kompleks 1 ve IlI’ce zengin R4B’lerin, kardiyolipin igeren ve igermeyen
lipozomlara 1:1 ve 1:30 oranlarinda yerlestirilmesiyle olusan proteolipozomlarin
entegre enzim aktivitelerinin Ol¢giim sonuglarinin ortalama degerleri tablo 7 ve tablo

8’de gosterilmistir.

Tablo 7.R4B:FL 1:1 Proteolipozomlarinin NADH-Sitokrom ¢ Oksidorediiktaz Aktivite
Sonuglari (n=6)

Enzim aktivitesi umol NADH-Sit c/dk/mg protein % Inhibisyon (AA)
OrtalamazSD

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 Proteolipozomlarmin NADH-Sitokrom ¢ Oksidorediiktaz
Aktivite Sonuglar1 (n=8)

Enzim aktivitesi umol NADH-Sit c/dk/mg protein % Inhibisyon (AA)
Ortalama+SD

RAB:FL 1:30 0,327 + 0,031* =90

R4B:FL 1:30 + CL 0,655 + 0,018 >90

*: p<0.01, kardiyolipin igeren proteolipozomlar kontrole gére anlamli olarak farkls,

Student-T test

R4B:FL orani 1:1 olan proteolipozomlarin NADH-Sitokrom c oksidorediiktaz
aktivite sonuclarinda kardiyolipin i¢reren ile kontrol arasinda anlamli farklilik
g0zikmezken, R4B:FL oram1 1:30 olan proteolipozomlarda kardiyolipin igeren
numunenin NADH-Sitokrom ¢ oksidorediiktaz aktivitesi kontrole gére 2 kat artmis ve
anlamli olarak farklidir (Sekil 24).
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Sekil 24. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarinin NADH-Sitokrom ¢ Oksido
Rediiktaz Aktiviteler Grafigi

6.3. R4B:FL Oranlar1 1:1 ve 1:30 Olan Proteolipozomlarin NADH-ubikinon
Oksidorediiktaz Aktivite Degerleri

Kompleks I ve III’ce zengin R4B’lerin, kardiyolipin igeren ve icermeyen lipozomlara

1:1 ve 1:30 oranlarinda yerlestirilmesiyle olusan proteolipozomlarin spesifik kompleks I

enzim aktivitelerinin 6l¢tim sonuglar1 Tablo 9 ve Sekil 25’de gosterilmistir.

Tablo 9. R4B:FL 1:1 (n=5) ve R4B:FL 1:30 (n=6) Proteolipozomlarinin NADH-
ubikinon Oksidorediiktaz Aktivite Sonuclar
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Proteolipozom nmol NADH-DB/dk/mg protein % Inhibisyon

Ortalama+SD (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

Kompleks I Aktivitesi
0,8
=
e
E_ 07
E
T -
= 0 i
-
Ty
E m1:1
B 04 - _
203 - ——  m1:30
s 02 =1:30CL
= |, = ———
01
g
Z 0,0 - |
2 1:1 1:1 CL 1:30 1:30 CL
-
n=5 n=5 n=6 n=>6

Sekil 25. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarinim NADH-Ubikinon Oksido
Rediiktaz Aktiviteler Grafigi

Hazirlanan proteolipozom numunelerinin olgiilen spesifik kompleks | aktivite

degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamuistir (p > 0.05, Student-T test).
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6.4. Proteolipozomlarin Yapisal Analiz Bulgular1 (BN-PAGE)

R4B’lerin, kardiyolipin igeren ve igermeyen lipozomlara 1:1 ve 1:30 oranlarinda

yerlestirilmesiyle olusan proteolipozomlarin BN-PAGE metodu kullanilarak elde edilen

resimler Resim 3 ve 4° de verilmistir.

Resim 3.R4B :FL 1:1 protelipozom serisinin CL iceren ve icermeyen numunelerin BN-

PAGE 2. Boyut yapisal analizlerinin gorintasd.

R4B:FL 1:1
SK KI KIIL

kDa kDa

60 - 60 e

50 ~-- 50 -
40 « - @ - KIG9kDa) 40 e
30 v 30 -

@ KIII (22 kDa)
20 o 20 —-—

R4B:FL 1:1+CL

SK KI KIIL

d._ K I (39 kDa)

* =@ KumQe2KDa

Resim 4.R4B :FL 1:30 protelipozom serisinin CL iceren ve igermeyen numunelerin
BN-PAGE 2. Boyut yapisal analizlerinin goriintiisii

R4B:FL 1:30
SK KI KIIL
kDa kDa
[ | J— 50 =—- ®
40 - 4) e »
< K1 (39 kDa)
30 - 30 o>
- KIII (22 kDa)
20 - 20 GEpe

R4B:FL 1:30 + CL

SK KI KIIL

o @
v
o o. K III (22 kDa)

K I (39 kDa)

6.5. ROS Ol¢iim Sonuclar1
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Kardiyolipin iceren ve icermeyen proteolipozomlarin (R4B:FL 1:1 ve R4B:FL
1:30) kompleks I kaynakli ROS iiretimleri, musidin ve rotenon inhibitorleri varliginda,
DCFDA (diklorofloresandiasetat) probuyla kolorimetrik olarak dl¢tilmistiir. Elde edilen
degerler relatif floresan yogunlugu (RFU) olarak ifade edilmistir. Ol¢iim protokolii 0,5
mg/ml protein konsantrasyonlarina goére diizenlendigi i¢in, ROS Ol¢limleri
proteolipozomlarin gergek protein konsantrasyonlarina gore yeniden dogrulanmustir.
Daha hassas bir analiz i¢in ROS 6lgiimleri proteolipozomlarin kompleks I aktivitesi
gore teker teker hesaplanmistir. ROS tayininde kullanilan proteolipozomlarda birden

¢ok R4B fraksiyonu kullanildigindan sonuglar % degeriyle tablo 10’ da verilmistir.

Tablo 10.R4B:FL 1:1(n=4) ve R4B:FL 1:30 (n=8) Proteolipozomlarmin NADH-
ubikinon Oksidorediiktaz Aktivite Sonuglari

Proteolipozom RFU/ Kompleks I Aktivitesi  RFU/ Kompleks I Aktivitesi
(%) Musidin (%) Musidin + Rotenon

R4B:FL 1:1 134+ 70 159 + 64

R4B:FL 1:1+ CL 62 = 28 875

R4B:FL 1:30 186 + 85 214 +94

R4B:FL 1:30 + CL 100 £ 30 119+8

Elde edilen degerler arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamuistir (p > 0.05)
Sayisal olarak R4B:FL orani 1:30 olan proteplipozomlarin ROS {iretim miktar1 diger

proteolipozomlara gore daha yiiksek oldugu gézlenmistir.
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ROS Uretimi (%)
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Sekil 26. ROS Uretimi Olcim Sonuglarinin Grafik ile Gosterimi (M: Mucidin R:
Rotenon).

61



7. TARTISMA ve SONUC

Mitokondrilerin solunum aktiviteleri; elde edildikleri hayvanlarin cinsiyetlerine,
yaslarina ve ihtiva ettikleri mitokondri miktarina baghdir. Bu ¢calismada ilk olarak daha
kaliteli ve ¢ok miktarda mitokondri elde edebilmek amaciyla geng, erkek B. taurus kalp
dokusundan mitokondri izole edilmistir. Elde edilen mitokondrilerden kompleks | ve
[II’ce zengin R4B fraksiyonlar1 Hatefi ve Rieske tarafindan modifiye edilen yontemle
izole edilmistir (127). Izole mitokondrilerin ve onlardan elde edilen R4B
fraksiyonlarinin NADH-O, ve NADH-DB aktiviteleri 6lgtlip enzimatik aktivitelerinin
calismaya uygun olup olmadigi belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan mitokondrilerin
ve R4B fraksiyonlarinin enzimatik aktiviteleri yeterli ve literatirle uyumlu bulunmustur
(56, 118).

Kardiyolipin fosfolipidinin etkisini tespit edebilmek amaciyla lipozom adi verilen
membran modelleri hazirlandi. Lipozomlar, yap1 ve igerik bakimindan hiicre zari ile
benzerlik gosteren, fosfolipit yapida, amfipatik vezikiillerdir (136, 137).Lipozomlar,
katman sayilarma ve biyiikliklerine gore smniflandirilirlar. Farkli  hazirlama
yontemlerine bagl olarak ¢ok katmanli (Multi Lamellar Vesicle=MLV) ve tek katmanl
(Small Unilamellar Vesicle=SUV, Large Unilamellar Vesicle=LUV) lipozomlar
olusturulabilmektedir (138).MLV hazirliginda, lipozomun yapisina katilacak lipitlerin
kloroform gibi organik ¢oziiciilerde ¢ozdiiriilmesi ve daha sonra bu ¢oziiciiniin azot gazi
kullanilarak ugurulmasi ile lipid film elde edilmektedir. Olusturulan lipid film, oda
sicakliginda bir tampon ¢ozelti ile hidrate edilir. Hidrate edilen lipid film
voretekslenerek ¢ok tabakali lipozomlar elde edilir. MLV ler biiyiikk ve heterojen bir
yapiya sahip oldugundan biiyiikliiglinii veya katmanlarinin 6zelliklerini degistirebilmek
amaciyla sonikasyon, ekstriizyon, vorteksleme gibi yontemler kullanilarak MLV’ler
SUV veya LUV haline donistiiriilmektedir. Sonikasyon cihazi ile, MLV lere yiiksek
duzeyde enerji uygulanarak SUV elde edilir. Ekstriizyon islemini gergeklestiren
lipozom ekstriizyon cihazi, kullanilan membranin por ¢apina gore lipozomlart ayirmada
kullanilir. Por ¢apindan daha kiiciik ¢capa sahip lipozomlar porlardan gegerek ayrisir ve
homojen por caplarina sahip lipozomlar elde edilmis olur (139). Sonikasyon yontemi,
elde edilen lipozomlarin ¢aplarinin homojen olmamasi ve biiylik hacimlerle ¢alisilmasi
gibi dezavantajlara sahiptir. Ekstriizyon yontemi, kiigiik hacimlerde caligmaya olanak

vermesi ve olusan lipozomlarin ¢aplarinin homojen olmasi gibi avantajlara sahip olmasi
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sebebiyle bu ¢aligmada kullanilmaya uygun bulunmustur. Lipozom hazirliginda kontrol
numuneleri i¢in fosfolipid kaynagi olarak % 20-24 fosfatidil kolin, % 18-22 fosfatidil
etanolamin, % 12-15 fosfatidil inozitol ve % 4-7 digerfosfolipidleri iceren asolektin
kullanilmistir. Kardiyolipin etkisinin anlasilmasi amaciyla ise ¢k olarak literatrle
uyumlu olarak toplam fosfolipidlerin % 18’ ine tekabiil edecek sekilde kardiyolipin
iceren lipozomlar hazirlanmistir (11). Her iki lipozom modelinde de elektron akist
reaksiyonun gerceklesmesi igin eser olan 30 nmolk,qo/mgFL oraninda Koenzim Q1o

bulunmaktadir.

Stiperkompleks olusumlarinin giicii, biiyiik oranda i¢ mitokondriyal membranin
lipid miktarina, kompozisyonuna ve yapisina baglidir (64-67). Yapilan arastirmalarda
lipid orami protein oranina gore yiiksek oldugunda (>3:1) slperkompleks I-I11
olusumunun engellendigi BN-PAGE ve kinetik ¢alismalarda gosterilmistir (55,56,
65,140). Lenaz ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda protein:fosfolipid (R4B:FL)
orani 1:1 olan proteolipozomlarda siiperkompleks olusumuna dair kinetik ve yapisal
analiz sonugclari elde edilirken bu oran 1:30’a disiiriildiiginde siiperkompleksi olusturan
komplekslerin ayrigarak serbest kompleksler halinde bulunduklarini gostermislerdir
(56). Kardiyolipin fofsolipidinin stiperkompleks olusumu ve stabilitesinin devami igin
gerekli oldugu disiiniilmektedir. Stiperkomplekslerin  ayristiklart  kosulda
kardiyolipinin kompleksleri tekrar bir araya getirip getiremeyecegi sorusuna cevap
aramak amaciyla bu ¢aligmada, kardiyolipin etkisini arastirabilmek amaciyla
kardiyolipin iceren ve icermeyen lipozomlara mitokondrilerden izole edilen kompleks |
ve kompleks III’ ce zengin R4B fraksiyonlar1 protein:fosfolipid oranlart 1:1 ve 1:30
olacak sekilde yerlestirilerek proteolipozom modelleri olusturulmus ve bu

proteolipozomlarla kinetik, yapisal ve oksidatif stres analizleri gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilen aktivite tayinleri Bologna Universitesi, Biyokimya Bolimiinde
bu konuda oldukga tecriibe sahibi olan Prof. Giorgio Lenaz 6nderligindeki biyoenerjetik
grubu tarafindan yapilan seri deneyler ile belirlenen optimal sartlara uygun protokoller
kullanilarak gergeklestirilmistir (55). Her bir proteolipozom serisi igin spesifik NADH-
ubikinon oksidorediktaz ve NADH-sitokrom c¢ oksidorediiktaz entegre aktiviteleri,

ortamin sicakligl, nemi sabit tutulmak kaydi ile oldukc¢a hassas bir sekilde 6l¢iilmiistiir.
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Yapilan aktivite tayinlerinde, her iki proteolipozom modelinin kardiyolipin igeren
ve icermeyen Orneklerinde spesifik kompleks | (NADH-DB) aktivite degerleri,
beklenildigi iizere birbirine yakin ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorilmemistir. Fakat, kardiyolipin i¢eren serilerin aktiviteleri kontrollerine gore sayisal
olarak yiiksektir (Sekil 25). Calismamizda siiperkompleks varliginda (R4B:FL orani1 1:1
olan proteolipozomlarda) ve ayrnistiginda (R4B:FL  oram1  1:30  oldugu
proteolipozomlarda) solunum aktiviteleri arasindaki farklar incelendiginde; c¢alisilan
proteolipozom numunelerinde kompleks I’in aktif olarak c¢alistigi, degerlerin
istatistiksel acidan anlamli olarak birbirinden farkli olmadigi ve literatur ile uyumlu
oldugu gosterilmistir (55,56). Bu sonug, c¢alismada hazirlanan proteolipozomlarin
basartyla olusturuldugunun bir kanit1 niteligindedir.Stiperkompleks modelinde elektron
iletimi i¢in hiz smurlandirici kompleks olarak kabul edilen kompleks | aktivitesinin
supramolekiiler organizasyon yapisinin varligindan ve membran lipid igeriginden
bagimsiz oldugu ileri siiriilmektedir (141). SK 1111, igeren (1:1) proteolipozomlarin
stiperkompleksin ayrigtigi (1:30) proteolipozomlara gore nispeten biraz daha yiliksek
kompleks I aktivitesine sahip olmasinin nedeni; komplekslerin ayristigi durumlarda
kompleks I’in destabilize olmasi olabilir.Literatirde benzer olarak stperkompleks
yapisinda bulunan kompleks I aktivitesi ile serbest kompleks I aktivitesinin arasinda
anlamli bir fark gosterilmemistir (118). Bunun yani sira, kardiyolipin igeren
proteolipozomlarin igermeyenlere gore daha yiiksek olmasinin nedeni ise; kompleks I
tizerindeki kardiyolipin baglanma bdlgesinin elektron (e7) alinan bolgeye ¢ok yakin

olmasi ve buna bagl olarak e alimini kolaylagtirmasi olabilir (97, 98).

Stperkomplekslerin yapisinda bulunan substrat kanallarikompleksler arasindaki
katalizi arttirarak daha etkili bir elektron iletimi gerceklestirmelerine olanak
saglamaktadir. Superkompleks organizasyonlari, solunum sirasinda cereyan eden redoks
reaksiyonlarinda iki enzimin aktif bolgeleri arasinda adeta bir substrat kanali
olusturarak, araci molekiillerin direkt ve hizli bir sekilde iletimini saglamaktadirlar
(142). Bu hipotezden yola ¢ikarak superkompleks organizasyonu icgerisinde bulunan
yapilarda enzim aktivitesinin daha yiliksek olmasi beklenmektedir. Calismamizda,
NADH-sitokrom ¢ oksidorediiktaz entegre aktivitesi ile ilgili SK [Illl, iceren
proteolipozomlar ve SK icermeyen proteolipozomlar elektron iletim hizlar1 agisindan

karsilastirilmistir. R4B:FL oran1 1:1 olan ve SK igeren proteolipozomlar, R4B:FL orani
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1:30 olan ve SK igermeyen proteolipozomlara gore yaklasik iki kat daha fazla entegre
aktivite gosterdiler ve bu degerler istatistiksel agidan birbirinden anlamli olarak farklidir
(Sekil 24). Bu sonug lipid dilusyonu ile birlikte stuperkompleks organizasyonunun
ayristig1 ve aktivite hizinin azaldig: literatiir ¢alismalarimi teyit eder niteliktedir (56,
118). Caligmanin omurgasini olusturan kardiyolipin etkisi degerlendirildiginde; R4B:FL
orani 1:1 olan ve kadiyolipin igermeyen proteolipozomlarinentegre aktivite degerleri ile
R4B:FL oranin 1:1 olan ve kardiyolipin igeren proteolipozomlarin aktivite degerleri
arasinda anlamli bir fark bulunmazken R4B:FL orani 1:30 olan ve kardiyolipin iceren
proteolipozomlarin, R4B:FL oran1 1:30 olan ve siiperkompleks yapilarinin ayristigi
proteolipozomlara gore yaklasik iki kat daha fazla entegre aktivite gdstermis ve bu
degerlerin istatistiksel analizle birbirlerinden anlamli olarak farkli oldugu belirlenmistir
(Sekil 23). Elde edilen bu sonuglar literatiirde bir ilk olmasindan dolay1 degerlidir.
Kardiyolipin fosfolipidinin kompleksler Uzerinde baglanma bélgelerinin bulunmasi
kompleksleri bir araya getirmede adeta bir yapistirict gibi davranarak siiperkompleks
yapilarinin olusumuna yardimci olabilecegi diistiniilmektedir (100). Elde edilen aktivite
sonuglar1 bu hipotezi desteklerken, ayni zamanda lipid diliisyonu ile ayrisan
stiperkompleks yapilarinin kardiyolipin varliginin etkisi ile bir araya gelmis olabilecegi
diisiincesini destekler niteliktedir. R4B 1:1 proteolipozomlar: ile R4B 1:1 + CL igeren
proteolipozomlarmin aktivite degerlerinde farklilik goriilmemesinin nedeni olarak,
protein konsantrasyonunun artist ile hali hazirda bir araya gelmis siiperkomplekslere
kardiyolipin fosfolipidinin ekstra bir fayda saglamamis olabilecegi diistiniilmektedir.
Lenaz ve ark. yaptiklar1 calismalarda R4B:FL oran1 1:1 olan orneklerde serbest

kompleks I oraninin ¢ok az oldugunu gostermesi de bu diisiince ile uyumludur (56).

Bu c¢alismada ayrica, elde edilen aktivite degerleri neticesinde olusan hipotezlerin
desteklenmesi amaciyla yapisal analizler gergeklestirildi. Membranlarda bulunan
protein-protein etkilesimlerini tespit ve analiz etmek amaciyla en ¢ok kullanilan iki
onemli yontem 2-boyutlu BN-PAGE ve CN-PAGE adli elektroforezlerdir. C6zlnebilir
membran protein komplekslerinin tespit ve analizi i¢in kullanilan BN-PAGE yontemi
son 10 yildir oldukca basarili sonuglar vermektedir. BN-PAGE yOnteminin pahali ve
biiyliik ekipmanlara gerek kalmadan her tiirlii laboratuarda kolayca yapilabilmesi
nedeniyle biiyiik avantaj saglamaktadir. Kullanilan yontemin ¢ok yonlii olmasinin yani

sira dogrulugu ve giivenilirligi protein-protein etkilesimleri tanimlamada ¢ok 6nemlidir.
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Bu yontem kullamiminda yanlig-pozitif (artifisiyel, fizyolojik olmayan proteinler)
sonuclarin goriilme siklig1 olduke¢a diisiiktiir. Fakat, zayif etkilesimlerin kaybolmasina
neden olan anyonik Coomassie boyasimin varligi ve deterjan ile ¢6zme isleminden
kaynaklanan bazi ayrigmalarin olabilecegi ve gercekte var olan protein-protein
etkilesimlerinin  gozden kacirilabilecegi  disiincesi ile CN-PAGE  yontemi
gelistirilmistir. Fakat yapilan bir¢ok ¢alismada gegici protein kompleksleri gibi oldukg¢a
zayif baglh etkilesimler CN-PAGE yontemi kullanilsa da tespit edilemektedir. BN-
PAGE uygulamasi, protein-protein etkilesimlerinin tespitinde kullanilan diger
yontemler ile paralel olarak kullanildiginda tistiin sonuclar saglayabilmektedir (41). Bu
yorumlar dogrultusunda ve literatiirede siklikla rastlanmasi nedeniyle BN-PAGE
yonteminin ~ kullanilmast  uygun  bulunmustur. BN-PAGE  uygulamasinin
gerceklestirildigi 6n calismalar, Bologna Universitesi, Biyokimya Bélimiinde Prof.
Giorgio Lenaz onderligindeki biyoenerjetik grubu mensuplart Dog. Dr. Maria Luisa
Genova ve calisma arkadaglarinin yardimlari ve tecriibelerinden faydalanilarak

gerceklestirilmistir.

R4B:FL orami 1:1 olan ve R4B:FL oranmi 1:1 olan ve CL iceren Orneklerde
stiperkompleks 11111, yapisinin varhigr gozlenmektedir (Resim 3). R4B:FL orani 1:30
olan proteolipozom numunesinde siiperkompleks yapisi nerdeyse yok denecek kadar az
iken R4B: FL oran1 1:30 olup CL igeren numunede siiperkompleks 11111, var oldugu
gozlenmistir (Resim 4). Yapilan yapisal analiz sonuglari kinetik aktivite sonuglart ile
ortiismektedir. R4B:FL1:1 ve R4B:FL 1:30 yapisal analiz sonuglar literatiirle
uyumludur (118). R4B 1:1 + CL ve R4B 1:30 +CL numunelerinin yapisal analizleri
literatiirde bir ilk olmasi acisindan degerlidir. R4B:FL oran1 1:30 olan ve kardiyolipin
iceren numunelerin  BN-PAGE yontemi ile gergeklestirilen yapisal analizinde
stiperkompleks I1lllvarliginin gézlenmesi kardiyolipin fosfolipidininetkisi ile bir araya
gelmis olabilecegi diisiincesini desteklemektedir. Calismamiza benzer olarak, Bazan ve
ark. Saccharomyces cerevisiae’ den izole ettikleri kompleks III ve kompleks IV’ i
kardiyolipin iceren ve icermeyen lipozomlara yerlestirdikten sonra yaptiklart yapi
analizlerinde benzer olarak kardiyolipin iceren lipozomlarda stperkompleks

121Vavarhigimi gostermislerdir (143).

Son yillarda artan veriler mitokondriyal solunum sisteminde gorev alan protein

komplekslerinin fizyolojik kosullarda, daha etkin bir elektron iletimi i¢in bir araya
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gelerek superkompleks olusturduklart yoniindedir. Bununla birlikte stiperkomplekslerin
ayrismast solunum kapasitesinin diismesine ve ROS iiretiminde artisa neden
oldugundan pek ¢ok patolojik durum ile alakali olarak gdsterilmistir (56).Indirekt
caligmalar komplekslerin siiperkompleksler seklinde supramolekiiler organize olmasinin
elektronlarin kanal igersinde akisi sirasinda komplekslerin redoks bilesenlerinin okside
durumda kalmasini sagladigindan siiperoksit olusumunu sinirlandirabilecegi yoniindedir
(115). Bunun yami sira degisik oranlarda R4B igeren proteolipozomlarla yapilan
calismada stliperkompleks yapilarinin ayrismasiin kompleks I’in destabilize olmasina
neden oldugundan siliperoksit iretiminin 3-4 kat arttirdigi  gOsterilmistir
(118).Calismamizda kullanilan kompleks 1 tarafindan tretilen hidrojen peroksit
miktarmin Ol¢lildiigli metodun duyarliligt ve hassashigi diisik olmasma karsin
giiniimiizde oldukc¢a sik kullanilan bir metoddur.Maranzana ve arkadaslarinin yaptig
calismaya benzer olarak calismamizda; rotenon ve mucidin inhibitorleri varliginda
kompleks I’in tiim elektron alicilar1 bloke edilmek suretiyle, siiperkompleks varliginda
ve ayristigi durumlarda kompleks I kaynakli siiperoksit olusumu arastirilmistir. Onciil
calismadan farkli olarak kardiyolipin iceren proteolipozomlar ile calisilmistir. Solunum
zinciri kompleksleri supramolekiiler organizasyonlarin igerisinde bulunduklarinda
aralarindaki mesafe kisalmis oldugundan ve elektron akis hizi artigindan dolay1
kompleks I’ den kagan elektronlarin sayisinin ve buna bagh olarak ROS (retiminin

azalacag diisiiniilmektedir.

Caligmamizda, beklenildigi tizere stiperkompleklerin ayristigi R4B:FL oran1 1:30
olan proteolipozumun kompleks I kaynakli ROS iiretim degerleri, sliperkompleks
yapisinin bulundugu R4B:FL oran1 1:1 olan proteolipozumun kompleks I kaynakli ROS
uretimi degerlerine gore sayisal olarak daha yiiksektir. Bu degerler literatiir ile
uyumludur (118). Yine beklenildigi tizere 1:1 ve 1:30 serilerinin kardiyolipin iceren
orneklerinin kompleks I kaynakli ROS iiretimleri kendi kontrollerine gore sayisal olarak
azalirken anlamli olarak farkli degildir (Sekil 26).Elde edilen sonuclarda ve literatiirde
de gozlendigi tizere +SD degerlerinin ¢ok yiiskek olmasinin nedeni metodun

duyarlhililiginin ve hassasliginin diisiik olmasina baglanabilir.

Kardiyolipin molekiilleri, yag ag¢il komposizyonundan veya ROS iireten
merkezlerine yakin olmasindan dolay1 ROS indiiklii oksidasyona karst oldukca

duyarhidir. CL molekiilleri 6zellikle kompleks I ve kompleks III” den kaynaklanan ROS
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tiretiminin oldugu bolgelerin yakininda bulunmaktadir. CL yapisinda bulunan yag
asitlerinin arasindaki metilen kopriisi ROS-indiiklii oksidasyona karst oldukca
duyarhidir. Bu nedenle, CL molekiline etki eden oksidatif hasar, solunum zinciri
kompleksi aktivitesi ve mitokondriyal fonksiyonu iizerinde zararli bir etkiye sahip
olabilir. Gergekten de, sigir kalbi submitochondrial parcaciklarinin enzimatik sistemler
tarafindan iretilen ROS’ a maruz birakilmas: sonucunda mitokondriyal CL ° nin
oksitlenmesine ve tiikenmesine paralel olarak kompleks I, 11l ve IV inaktivasyonu
gozlenmistir (144). Bu nedenle siiperkompleks varliginin vuku buldugu kardiyolipin
iceren peoteolipozomlarda Ol¢iim sirasinda olusan ROS  bilesenlerinin  CL

peroksidasyonuna yol agarak tekrar destabilizasyona yol agabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak bu calisma ile,kardiyolipin varliginin siiperkompleks olusumuna
yardimci oldugu ve kardiyolipin yoklugunun ¢ok daha yavas bir elektron iletimine yol
actigt  gorilmiistiir. Ayrica, yapilan yapt analizlerinde siiperkomplekslerin
destabilizasyonuna yol acan lipid ile seyreltilmis proteolipozomlarda kardiyolipininin
adeta bir yapistirict gibi davranarak tekrar sliperkompleks yapisinin olusumuna
yardimcr oldugu goézlenmistir. Kardiyolipinin stiperkompleks yap1 ve stabilizesine
yardimetr olduguna ve komplekler iizerinde baglanma bdlgelerine sahip olarak
kompleksleri biraraya getirdigine ve kompleksler tarafindan elektron alimina yardimci
olduguna dair hipotez desteklenerek kardiyolipinin ayrisan kompleksleri biraraya

getirebilme yetisi ilk defa ortaya konulmustur.
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