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OZET

Koenzim Q’nun mitokondriyal solunum zinciri siiperkompleks I;1111,’iin yapis1 ve

fonksiyonu iizerine etkilerinin incelenmesi

Mitokondriyal solunum zinciri ilk olarak elektron iletimini saglayan mitokondri i¢
membranina gomiilii prostetik gruplar (flavinler ve sitokromlar) dizisi olarak
tanimlanmistir. Daha sonra artan redoks potansiyellerine gore ¢ok alt birimli dort biiyiik
protein kompleksinin membranda dizili oldugu gosterilmistir. Mitokondriyal solunum
zincirinde yer alan protein komplekslerin organizasyonunda halen gecerli olan model
rastgele diflizyon modelidir. Bu modele gore Koenzim Q (KoQ) molekiilleri
membranda bir arada bulunarak havuz davranigi gosterirler. Son on yildir artan veriler,
pek c¢ok organizmanin mitokondriyal solunum zincirinde yer alan komplekslerin,
siiperkompleks (SK) ad1 verilen supramolekiiler organizasyonlar seklinde membranda
sabit olarak bulundugunu gdstermektedir. Rastgele diflizyon modelinin aksine koenzim
Q molekiilleri, stiperkompleks yapilarina bagl bir sekilde bulunurlar bdylece adeta bir
elektron kanal1 gérevi goren siiperkompleks yapilarinda daha hizli ve etkin bir sekilde
elektron akis1 gerceklestirerek kinetik avantaj saglanmaktadir. Bu ¢alismada, membran
proteinlerinin dogal yapilar ile analiz edilebilmelerine olanak saglayan proteolipozom
modellerinden yararlanilmistir. Bu baglamda, dort farkli konsantrasyonda KoQ iceren
lipozomlara, sigir kalp mitokondrilerinden izole edilen kompleks 1 ve III’ce zengin
mitokondri fraksiyonlar1 (R4B), 1:1 ve 1:30 oranlarinda yerlestirilerek koenzim Q

miktarinin SK I3 111, tizerindeki etkileri incelenmistir.

Siiperkompleks  varliginda NADH-sitokrom ¢  oksidorediiktaz — aktivitesi,
komplekslerin bireysel olarak yer aldigi R4B 1:30 proteolipozomlarma oranla anlamli
derecede artmigstir. Artan enzimatik aktivitenin, KoQ molekiillerinin havuz davranigina
uymayip siiperkompleks yapisinda sabit olarak yer almasindan kaynaklandigi seklinde
yorumlanmigtir. Bunun yami sira, her iki proteolipozom modelinde de KoQ
konsantrasyonu arttik¢a kompleks I kaynaklit ROS olusumunun azaldigi gosterilmistir.
Buna dayanarak ekzojen KoQ aliniminin mitokondriyal ROS olusumunu azaltabilecegi

Onerilmistir.

Anahtar Sozciikler: Siiperkompleks 1111, R4B, Proteolipozom Mitokondri, KoQ.



SUMMARY

Investigation of the effects of CoQ on structure and function of supercomplex

11111, in mitochondrial respiratory chain

The mitochondrial respiratory chain was first described as a sequence of
prosthetic groups (flavins and cytochromes) embedded in a protein matrix in the inner
mitochondrial membrane and was shown the four big multi-protein complex arranged
according to increasing redox potential in membrane. The random diffusion model that
is still in use concerning organisation of protein complexes in mitochondrial respiratory
chain. According to this model, Coenzyme Q (CoQ) molecules are located together in
membrane and they show pool behavior. Evidence accumulated in last decade has
demonsrated that a large proportion of the mitochondria respiratory chain complexes in
a variety of organisms is arranged in supramolecular assemblies called supercomplexes
(SC) and they exist as stable in membrane. In contrast to random diffusion model, CoQ
does not exist as free in mitochondrial inner membrane, it is supercomplex bound and
this binary behaves like an electron channel so provides kinetic advantage for electron
transport. It has been benefited from proteoliposomes that provide analysis of
membrane proteins as native form in this study. Within this context, the effects of CoQ
molecules examined on SC Iilll; by means of proteoliposome models included
mitochondrial fractions (R4B) which are enriched by complex I and IlI isolated from
bovine heart mitochondria. R4B incorporated with liposomes included four different
CoQ concentrations in a ratio R4B:PL 1:1 and 1:30 in this study.

NADH-cyt ¢ oxidoreductase integrated activity enhanced significantly in the
presence of Supercomplex I;I1l, compared with complexes placed as a individual in
proteoliposomes R4B 1:30. It has been concluded that CoQ molecules do not obey pool
behavior, since they are fixed in supercomplexes association. In addition, ROS caused
from complex | reduced with increased CoQ concentrations in both proteoliposome
models. On this basis, it has been thought that CoQ reinforcement can reduce

production of ROS by mitochondria.

Key Words: Supercomplex 11111, R4B, Proteoliposome, Mitochondria, CoQ.



3. GIRIS ve AMAC

Glinlimiizde halen gegerli olan mitokondriyal solunum zinciri membran
organizasyon modeli 1984 yilinda Hackenbrock tarafindan ortaya atilan ‘rastgele
difiizyon modeli’dir (1). Rastgele difiizyon modeline goére koenzim Q molekiilleri
membranda bir arada bulunarak ‘havuz davranisi® gosterirler. Mitokondriyal solunum
sirasinda lateral difiizyonla hareket ederek kompleksler arasinda elektron iletimini
saglarlar. Artan veriler, bu modelin mitokondriyal membran solunum zinciri
organizasyonunu yanlig ifade ettii yoniindedir. Bu baglamda mitokondriyal solunum

zinciri stiperkompleks olugumlart ile ilgili ¢aligmalar oldukca 6nemlidir.

Stiperkompleks modeli; mitokondriyal i¢ membranda yer alan solunum zinciri
komplekslerinin bir araya gelmesiyle olusan supramolekiiler organizasyonlardir (2).
Rastgele difiizyon modelinin aksine koenzim Q molekiillerinin serbest halde degil
komplekslere bagli sekilde bulundugu ve havuz davramisi gostermedikleri
varsayllmaktadir (3). Literatiirde, yeniden yapilandirilan mitokondriyal membranlarda
yapilan ¢alismalar genellikle siiksinat oksidasyonu iizerinedir. NADH substrat olarak
kullanildiginda, KoQ molekiillerinin mitokondriyal solunum sirasinda havuz davranisi
gosterip gostermediklerine dair kesin bir kanit heniiz bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile
koenzim Q molekiillerinin, NADH oksidasyonu sirasinda havuz davranigi gosterip
gostermedikleri enzim kinetigi acisindan arastirilmasi planlanmistir. Bu kapsamda,
KoQ’nun, elektron iletiminde adeta bir substrat kanali gibi ¢alisan siiperkomplekslere
bagli bicimde bulundugu ve bu sayede daha hizli ve etkin elektron akis1 saglanmasina

hizmet ettigi yoniindeki hipoteze destek olusturacak veriler elde edilmesi amaglanmistir.

Calismada, stiperkompleks I1jlll; iceren ve komplekslerin ayr1 ayr1 yer aldigi
siiperkompleks icermeyen proteolipozom modelleri kullanilmistir. Membranlardaki
protein konsantrasyonunun artmasi protein komplekslerinin bir araya gelme egilimini
arttirmaktadir. Proteolipozom modelleri bu agidan siiperkompleks caligmalart igin
idealdir (4). Bu calismada, sigir (Bovine taurus) kalp dokusundan izole edilecek
kompleks I ve IlI’ce zengin mitokondri fraksiyonlar1 (R4B) iceren proteolipozomlar
kullanilmistir. Bunun yam sira hiicre zarma gomiilii proteinlerin yiiksek hidrofobik
ozellikleri dolayisiyla in vitro olarak analiz edilmeleri olduk¢a zordur. Zarin yapisini

olugturan  lipid tabakasindan  uzaklastiklarinda  bu  proteinler  genellikle



konformasyonlarini ve fonksiyonlar1 kaybedeler. Proteolipozomlar, proteinlerin
membranda bulunduklar1 dogal yapilar ile analiz edilebilmelerine olanak saglamalar
acisindan da olduk¢a oOnemlidirler. Bdylece mitokondriyal membran solunum
kompleksleri organizasyonunun istenilen sekilde modifiye edilebilecegi ideal bir
deneysel ortam saglanmig olacaktir. Calismada kullanilan proteolipozomlar temel olarak
dort farkli konsantrasyonda KoQjo igermektedirler. Boylece, KoQjo konsantrasyonunun

stiperkompleks 11111, aktivitesi {izerine etkileri detayl bir sekilde incelenebilecektir .

Calismamiz proteolipozom modellerinden avantaj saglanarak KoQjo miktarinin,
siiperkompleks varliginda ve ayristigt durumlarda NADH oksidasyonu {izerindeki
etkilerinin incelemesi yoniinden oldukga orjinaldir ve bu konudaki literatiire 6nemli

katkilar saglayacak niteliktedir.

Mitokondri organeli hiicrede ROS olusumunun ana kaynagdir. Mitokondriyal
ROS’un biiyiik boliimii kompleks I’den kagan elektronlar tarafindan olusturulmaktadir
(5). Bu calismada ek olarak kompleksler arasi elektron iletimini sagladigi bilinen
koenzimQo molekiiliiniin konsantrasyon farkinin, kompleks I kaynakli ROS olusumu

uzerine etkileri de incelenecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Mitokondri ve Oksidatif Fosforilasyon
4.1.1. Mitokondri

Mitokondri, tiim okaryot hiicrelerin sitoplazmasinda 0.5-1um gapinda ¢ubuk
sekilli veya yuvarlak sekilli organellerdir. ilk defa 19.yy’m sonunda kesfedildiklerinde,
151k mikroskobunda tanecikler (condria) ve filamentler (mitos) gibi goriindiiklerinden
latincemitochondria ismini almiglardir. Mitokondri izolasyon teknikleri 1940’larin
sonlaria dogru gelistirilmis olup mitokondri organelinin3 boyutlu yapisi, ilk kez 1950
yillarinda Palade ve Sjostrand tarafindan elektron mikroskopisi ile gosterilmistir(6,7).
Mitokondri, dis membran ve i¢ membran olmak tiizere iki ayri membransistemine
sahiptir. I membran; siki bir sekilde katlanmis, genis bir yapiya sahip olup iizerinde
cikint1 seklinde “krista” denilen yapilar yer almaktadir (Sekil 1). Bu yapilar ilk kez
elektron mikroskopisi ve elektron tomografisi ile goriintiilenmis olup membrana paralel
diizenlenmis kivrimlar seklindedirler. ki membran arasinda kalan alana membranlar
aras1 bosluk ve i¢ membranin ¢evreledigi yogun siviya matriks denir. Dig membran
oldukga gecirgen olup 10 kDa’dan kiigiik molekiilleri ve iyonlari porin denilen
transmembran protein kanallar sayesinde gegirebilmektedir. Bunun tam tersi olarak i¢
membran sadece spesifik protein tasiyicilari vasitasiyla ADP ve uzun zincirli yag
asitleri gibi molekiillere kars1 gecirgendir. Bunun yanisira i¢ membran, kardiyolipin ve

fosfogliserit igererek membranin gegirgenligini iyice azaltmaktadir.

Sekil 1. Mitokondrinin Elektron Mikroskop Gériintiisii (8)



Mitokondri i¢ membrani, oksidatif fosforilasyon ile ilgili enzimleri
barindirdigindan, mitokondriler ~ “hiicrelerin  enerji  ocaklar1’” olarak tasvir
edilmektedirler. Kristalarin sayist ve morfolojisi hiicrenin enerji ihtiyacina gore
diizenlenmektedir. Sik1 bir sekilde katlanmis olan krista lamelleri kas ve noronlarda
oldugu gibi genis bir yiizeyi de kaplayabilmektedirler (9). Elektron mikroskop
analizlerinde, mitokondri i¢ membrani ve dig membranin temas ettigi “benekli bolgeler”
oldugu belirlenmistir. Son verilere gore bu bolgeler,proteinlerin transportunda 6nemli

rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (10).

Sitrik asit dongiisii ve yag asidi oksidasyonu ile ilgili reaksiyonlarin ¢ogu matriks
icersinde gergeklesirken bunun yanisira, mitokondriyal genom (mtDNA), mitokondriyal
ribozomlar ve mitokondriyal gen ekspresyonu igin gerekli enzimler burada yer

almaktadir.

Mitokondrilerin hiicrelerde dagilimlarinin rastgele olmayip enerji gereksinimlerini
en kisa zamanda karsilayabilecek sekilde posizyon aldiklar1 kabul edilmektedir. Bunun
yanisira mitokondriler dinamik organellerdir ve sadece hiicredeki pozisyonlar1 degil
ayn1 zamanda flizyon ve fizyon reaksiyonlar1 ile sayilari, sekilleri ve biiyiikliikleri

degisebilmektedir (9).
4.1.2. Oksidatif Fosforilasyon

Oksidatif fosforilasyon, aerobik organizmalar i¢in mitokondri i¢ membraninda
cereyan eden bir dizi enzimatik reaksiyon sonucunda ATP iiretilen, hiicrenin temel
enerji kaynagidir. Elektronlarin NADH veya FADH,; den koparilarak oksijene iletilmesi

sirasinda gergeklesen bir dizi reaksiyon sonucunda ATP iiretilir.

Glikoliz, yag asidi oksidasyonu ve sitrik asit dongiisii sonucunda tiretilen NADH
veFADH,yliksek transfer enerjisi i¢eren bir ¢ift elektron tasidiklarindan dolay1 yiiksek
enerjili molekiillerdir. Bu molekiiller, elektronlarin1 molekiiler oksijene verdiklerinde
ATP iiretiminde kullanilacak olan serbest enerji salinir. NADH nin oksidasyonundan
2.5ATP, FADH;’nin oksidasyonundan ise 1.5 ATP enerji tiretimi gerceklesir (11).

Elektronlar, NADH veya FAD-bagli dehidrogenazlardan oksijene KoQ ve

sitokrom c denilen iki mobil tastyicilar vasitastyla iletilir (Sekil2).



Sekil 2. Solunum Zincirinin Sematik Goriintimii (12)

NADH’nin iki elektronu solunum zincirine kompleks I, NADH-koenzim Q
rediiktaz (NADH dehidrogenaz) araciligi ile girer.Flavin mononiikleotit (FMN) denilen
prostetik grubu, elektronlarin kompleks I’deki ilk alicilaridir. Elektronlar1 alarak
FMNH; ’ye indirgenirler.Elektronlar burdan bir seri demir-kiikiirt (Fe-S) merkezine
iletilerek koenzim Q’ya aktarilirlar. Koenzim Q diger adiyla, Ubikinon molekiilii (UQ),
ilk elektronu aldiktan sonra semikinon ara {irtiniine indirgenir. Semikinonun bir elektron

alip indirgenmesiyle ise ubikinonun indirgenmis formu olan ubikinol olusur.

Ubikinon, ayn1 zamanda FADH,’den gelen elektronlarinda ilk alicisidir. Sitrik asit
¢emberinde olusan FADH,, siiksinatin fumarata doniismesi sirasinda kompleks II’den,
ayrilmaz.Elektronlarin1 Fe-S merkezlerine iletir ve sonrasinda elektronlar koenzim Q’ya

verilerek solunum zincirine girmis olur.

Ubikinol (QH2),elektronlarini bir hem grubu i¢eren suda ¢oziiniir bir protein olan
kompleks IIl’e, aktarir. Hem grubu, demir atomu indirgenmis Fe?*ile okside olmug

Fe**formu arasinda elektron transportu boyunca degisir. Dérdiincii olarak elektronlar



kompleks IV’¢ iletilir ve son elektron alicisi olan bu kompleks molekiiler oksijenin suya

indirgenmesini katalizler.

Elektron transportu sirasinda kullanilabilir enerji formu ATP sentezlenmesi igin
kemiosmotik hipotez olarak bilinen bir ¢iftlesmegerceklesir (13). Elektronlar
indirgenme potansiyeline gore siralanmis kompleksler arasinda ileri dogru iletilirken
kompleks I, kompleks 111 ve kompleks IV tarafindan protonlar membranlar arasi alana
salinirlar. Membranlar arasi alanda proton konsantrasyonunun artmasi sebebiyle
elektrokimyasal gradient olusur(Sekil 2). Protonlarin geri akist solunum zincirinin son
eleman1 kompleks V tarafindan gerceklestirilirken gradient enerjisi ATP enerjisine

doniistliriigtirilir.

Elektron transportunun en Onemli noktast elektron transportu boyunca
elektronlarin esleserek i¢c mitokondriyal membran boyunca bir proton gradienti
olugmasina neden olmasidir. Membranlar arasi gradient ayrica se¢ilmis metabolitlerin i¢

membran boyunca gecisi i¢inde kullanilir.
4.1.2.1. Kompleks I

Kompleks I (NADH-koenzim Q rediiktaz veya NADH dehidrogenaz); solunum
zincirinin en karmasik ve en az anlasilan ¢oklu-altbirimli enzim kompleksidir.

Kompleks I’in katalizledigi reaksiyon asagidadir:
NADH + Q + H" + nH"j,= NAD" + QH, + nH"q

N sayist matriksten membranlar arasi bosluga salinan proton sayisini gosterir. Her

iki elektron transfer edildiginde 4 proton membranlar aras1 bogluga pompalanir (14, 15).

Memeli kompleks | enzimi en az 43 farkl alt birimden olusur (16). Kompleks I,
EPR spektroskopisine gore bir FMN prostetik grubu ve 6-8 arasi Fe-S merkezi igerir
(17,18). Bunlardan iki tanesi N-1a ve N-1b olarak adlandirilir, bunun yanisira, 4 tane N-
2, N-3, N-4 ve N-5 olarak adlandirilan Fe-S merkezleri igerir. Kompleks I, mtDNA
tarafindan kodlanan 7 hidrofobik alt birim ve 34 niikleer DNA kdokenli alt birim igerir
(19,20). Kompleks I’in &l¢iilmiis molekiiler kiitlesi 900 kDa’dan daha biiylktiir. Sigir
kalp kasinda, kompleks I’in yapisi, diisiik ¢0Oziiniirlikli elektron mikroskopisi

calismalariyla ortaya konulmustur (Sekil 3).



Sekil 3. Sigir Kalp Kas1 Mitokondrisinden Menseli Kompleks I’in 3 Boyutlu Yapisi (21)

Kompleks |, uzun kolu i¢ mitokondriyal membrana gomiilii, kisa kolu matrikse
dogru uzanan “L” harfi seklinde bir yapiya sahiptir. Membran domeininin molekiiler
kitlesi 370 kDa, matriks domeininin ise 520 kDa’dir. Membran domeini ile matriks

domeini arasinda daralan bogaz seklindeki yapiya “stalk” denir.

Kisa kol, FMN kofaktorii ve en az 4 Fe-S merkezi igerirken fonksiyonel olarak
NADH dehidrogenaz enzimi gibi ¢alisir. NADH substratinin enzime baglanma bolgesi

enzimin matrikse bakan alt bolgesinde yer alir.

Stalk, matriks tarafinda NADH baglanma bolgesi ile membran domeinindeki
ubikinon baglanma bdolgesi olarak diigiiniilen bolge arasinda adeta baglanti bolgesi
olusturarak elektron transportunun bir parcasi olmaktadir. 30 A capmndaki stalk,
mitokondrial matriks igersinde bulunan diger elektron alicilarinin elektronlar
yakalamasini Onleyerek elektron transportunun izole olmast igin yeterli alan

saglamaktadir.

Uzun kol, mitokondriyal i¢ membrana gdmiiliidiir ve ubikinon hidrogenaz
seklinde gorev yapar. Kompleks I’in uzun kolu, mtDNA tarafindan kodlanan ND1,
ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 ve ND6 olarak adlandirilan yedi hidrofobik alt birim
icerir (22). Kompleks I’in adeta hidrofobik domeinini olusturan bu alt birimler Sekil

4’te gosterilmistir.



Q-Baglanma
Bolgesi

Hidrofobik Domein %

NDI ND3 ND6 ND2 ND4 ND35

Sekil 4. Kompleks | ve Alt Birimleri (Robert 2012, 23)

Kompleks I’in pek¢ok Q-baglanma bolgesi igerdigi ve NADH oksidasyonu
stiresince en az 3 farkli ubisemikinon tiirii ile iligki icersinde oldugu bilinmektedir
(24,25). Ubikinon indirgenmesinin kompleks I’in hidrofobik kolunda ve hidrofobik —
hidrofilik domeinlerin arayiiziinde gerceklestigi diistiniilmektedir (26). Kompleks I, ¢ift
tarafli bir yapiya sahiptir. Periferal kismi; suda ¢oziinlir ve prostetik grup igerir.
Membran tarafi; elektron transportu ve proton pompalanmasi {izerinde bir kontrol
gergevesi olusturur ayni zamanda kinon ig¢in baglanma bolgesi igerir. Fe-S
merkezlerinin Empotansiyelleri dikkate alindiginda (Tablo 1), N-1a, FMN prostetik
grubundan gelen elektronun ilk alicisidir ve elektronu N-1b, N-3, N-4, N-5 yoniinde
iletmektedir.

Tablo 1. Kompleks I Fe-S Merkezlerinin Em Potansiyelleri (14).

Demir-kiikiirt merkezleri Tip Em (mV)
N-1a [2Fe-2S] -370
N-1b [2Fe-2S] -250
N-2 [4Fe-4S] - 150
N-3 [4Fe-4S] -250
N-4 [4Fe-4S] - 250
N-5 [4Fe-4S] - 260

N-2, diger Fe-S merkezleri arasinda en yiiksek Em potansiyeline sahiptir. Bundan

dolayr son elektron alicis1 olarak kabul edilmektedir.Biitin bunlar g6z Oniine
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alindiginda N-2, biiyiik ihtimalle ubikinon ile temas edebilen tek Fe-S merkezidir.
Maalesef bu c¢ok adimli indirgenme olaymin mekanizmasi halen daha tam olarak
bilinmemektedir. Bu konuyla ilgili ¢gesitli teoriler mevcut olmasina ragmen Brandt’in

“redoks kapili ligand iletim mekanizmas1 modeli” digerleri arasinda one ¢ikmaktadir

(14).

Brandt’mm modeli: N-2’nin  redoks bagimli protonasyon/deprotonasyon
ozelliklerini merkez alir. N-2’nin Em potansiyelinin, pH bagimli oldugu ile ilgili
kanitlar vardir. pH mnin 6-8.5 oldugu aralikta Em egrisi —60 mV/pH olarak
seyretmektedir (27). Bunun anlami okside olan tiirlerde deprotonasyon/protonasyon
arasinda minimum 150 mV birim Em potansiyeli degisiminin pK,’ya 2.5 dan fazla
degisim olarak yansimasidir. Deprotone N-2’nin Em degeri ayni araliktadir hatta biraz
daha diigiiktiir. Dahasi N-2 kiimesi indirgenmis durumda bir proton alma egiliminde
olmalidir, ¢linkii okside olmus tiirlerde deprotonasyon siiresince pKa yiiksek olmalidir.
Bu N-2 kiimesinin proton translokasyon makinesinin uygun bir pargasi redox-Bohr

grubu ile iliskisi oldugunu diistindtirmektedir.

Brandt modeline gore kompleks I, {i¢ tane ubikinon baglanma bdlgesi igerir: P1
denilen ubikinon oksidasyon bolgesi ve Na ve Ngdenilen iki tane ubikinon indirgenme
bolgesi (Sekil 5). N-2’nin indirgenmesi sirasinda pKa degeri artar ve P1 bolgesinde bir
proton kanali vasitasiyla bir proton ¢ikarir. N-2 elektronlarini ubikinona verdiginde
reokside olur ve pKa degeri protonun membranin pozitif tarafina dogru ¢ikmasini
saglar. P1 merkezininde ubikinoliin pKa’s1 diiser ve bu spontan deprotonasyona neden
olur ve 2.protonun indirgenmis N-2’den ¢ikarilmasini saglar. Bu Qz' nin olusmasini
saglar ve bu negatif yiiklii aract molekiil Na merkezinde semikinonun (Q°) indirgenerek
ubikinol olusmasi igin yeterli potansiyele sahiptir. Bunun sonucunda membranin negatif
tarafindan 2 proton alinir. P1 bolgesinde semikinon olusur ve Ng bdlgesinde yeni bir
semikinon olusturmak i¢in ubikinonu indirger. Akabinde, Ng merkezinde tamamiyle
ubikinole indirgenmis olan semikinon harig, diger biitiin seri reaksiyonlar tekrar edilir,

membranin negatif tarafindan diger 2 protonun alinmas1 saglanir.
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Sekil 5. Brandt’in “Redoks Kapili Ligand Iletim Mekanizmas1 Modeli” (14)

Bu model ayrica FMN prostetik grubunun bir proton translokator olarak rol
aldigin1 Onerir. Biitiin bu reaksiyonlar bir molekiil NADH’nin oksidasyonuna neden
olurken 1molekiil ubikinon indirgenir ve sitokiyometrik olarak her 2 elektron ilerlerken

membranin pozitif tarafina 4 proton salinir.

Kompleks I’in en yaygin kullanilan inhibitdrii rotenondur. Rotenon demir kiikiirt

merkezlerinden ubikinona elektron iletilmesini engellemektedir (28).
4.1.2.2. Kompleks Il

Kompleks II (siiksinat-koenzimQ rediiktaz) de, Siiksinatin fumarata oksidasyonu
sirasinda elektronlar bu kompleks tarafindan ubikinona iletilir. Kompleks 11, Krebs

devri ile solunum zincirini direkt birbirine baglamaktadir.

Kompleks 11, sadece 4 peptitten olusur bundan dolay1 solunum zincirinin en basit
kompleksidir. ki genis peptit kompleksin periferal kismini olustururken Krebs devrinde
stiksinat dehidrogenaz aktivitesi gosterir. Bu peptitler, “capa protein” denilen iki
integral protein vasitasiyla membrane tutunurlar. Kofaktorler ve metal iyonlar
kompleks II’nin diger aksesuar elemanlaridir. Bir FAD, Fp altbiriminde70 kDa’luk en
biiyiikk peptide kovalent baglanir. Fp alt birimi, 27 kDa’luk ii¢ adet non-hem Fe-S
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merkezi([2Fe-2S], [3Fe-4S], ve [4Fe-4S]) iceren demir-protein alt birimi (Ip) ile ¢ok
yakindan ilgilidir (29). Fe-S merkezinden ¢ikan elektronlar, b-tip sitokrom ve ubikinon
baglanma bolgesi igeren 2 ¢apa proteininden olusan membran alt birimine verilir. Bu
konuyla ilgili mevcut verilerle b-tipi sitokromun ubikinona elektron verilmesi ile nasil
bir iligkisi oldugu heniiz agiklanmig degildir. Hem b-tipi sitokrom hem de ubikinon capa

proteinlerine tutunmuslardir (30).

FAD (-79mV)
\
\

\
12Fe-28] (4.0mV)
\

'
[4Fe-4S] (-260mV)
\
\
OA [3Fc4S] (+60mV)

<.
"‘\ \t:omumw

4
1334 1LAA

heme b (-18SmV)

Sekil 6. Kompleks 11 (31)

FADH,’den koenzim Q’ya elektron transfer eden kompleks II ve diger enzimler
proton pompast degillerdir. Ciinkii serbest enerji degisimleri ¢ok azdir. Sonug olarak;

FADH_’nin oksidasyonunda NADH oksidasyonuna oranla daha az ATP elde edilir.

4.1.2.3. Kompleks Il

Kompleks III’iin (ubikinol-sitokrom ¢ rediiktaz veya bc; kompleks), fonksiyonu
ubikinolden sitokrom c’ye elektron transferini katalizlemek ve ayni zamanda
membranlar arasi bogluga proton pompalamaktir. Bu kompleks sitokrom b ve c; olmak
tizere iki ¢esit sitokrom ve “Rieske protein” denilen Fe-S proteini igerir.

Kompleks III tarafindan katalizlenen reaksiyon asagidadir:

QH, +2cyt ¢ + 2 H e Q + 2 eyt ¢ + 4 HY ot
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Sigir kalbinden izole edilen kompleks |IlI, kristalizasyon ¢alismalarinda,
mitokondriyal membrana dikey olarak bulunan ve her 13 tanesinin 8 tanesi sitokrom
b’ye ait olan transmembran monomerlerinden olusmaktadir. Yarisindan fazlasinin
molekiiler kiitlesi, matriks icersinde 75 A’a kadar olabilmektedir. Kompleks III,
¢ekirdek proteinlerinden olusmaktadir ve daha ¢ok bu isim proteinlerin
fonksiyonlarindan ziyade yapisal durumlari i¢in sdylenmistir. Membranin dis tarafinda
Rieske protein, Fe-S merkezi ve sitokrom c; bulunmaktadir (Sekil 7). Kompleks III’{in
bosluklu ve cepli yapisi ubikinon ve antimycin A (AA), myxothiazol gibi inhibitorler

icin baglanma bolgesi igerir.

2Fei2S

Merkezi

Rieske

proteini
Sitokrom b

Sekil 7. Kompleks III’iin Yapist (32)

Ubikinoliin oksidasyonu icin “Q-siklusu” mekanizmasi ilk olarak Mitchell
tarafindan Onerilmis daha sonar Trumpower tarafindan genisletilmistir (33,34). Ilk
adimda ubikinol iki elektronundan birini Fe-S kiimesine transfer eder. Sonra bu elektron
sirastyla sitokrom c; ve elektronu kompleksten disar1 ¢ikaracak olan sitokrom c’ye
iletilir. Bu bir elektronun transferi, ubikinol’ii semikinon formuna déniistiiriir. Iki
spesifik sitokrom b’nin hem formlari sitokrom b, ve by semikinon ile reaksiyona girer.
Semikinon elektronunu sitorom b ’ye transfer ederken sitokrom by indirgenir. Ikinci
semikinon molekiilii ubikinole indirgenir (Sekil 8). Bu olay, iki elektron tasiyicisi

ubikinol’iin bir elektron tasiyicisi Fe-S kiimesi ile reaksiyona girmesini saglar.
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Bu dongiide kompleks III, ubikinon i¢in Qn and Qp olmak iizere 2 reaksiyon
merkezine sahiptir. Qn diger bir adiyla kinon indirgenme merkezi, i¢ mitokondriyal
membranin (imm) matriks tarafinda yer alirken elektronlarin kinon havuzundan
dongiisel olarak yarilanmasindan ve matriksten protonlarin alinmasindan sorumludur.
Bu reaksiyon AA, funiculosin ve hydroquinoline-N-oxides inhibitorleri ile inhibe
edilir.Qp merkezi elektronlari iki yolak ile kabul edilir. Bunlardan ilki geridoniisiim igin
yarim dongii seklinde olup ikincisi demir-kiikiirt merkezi ve sitokrom c;-Sitokrom c
doniistimii igin yar1 transfer yoludur. Qp merkezi, imm’nin dis yiiziinde ve protonlarin
membranlar arasi bosluga salindig1 yerdedir. Qp, 2-hydroxy-1,4-benzoquinone tiirevleri,
musidin, stigmatellins, MOA-stilbene, myxothiazol gibi farkli maddeler tarafindan
inhibe edilebilir.

S

\l o S ;
Qp /-'>ZQH2_:ZL._J [
center D b B
/ 2Q+ Skt |
SN

L §

Gl )
a t\__ QHD_/ g

2Ht

773

Sekil 8. Q-siklusu ve Kompleks III’ten Elektron Akisinin Sematik Gosterimi (30)
4.1.2.4. Kompleks IV

Kompleks IV (sitokrom oksidaz), solunum zincirinin 2.8 A ¢oziiniirliikle
kristalize edilerek yapist ilk belirlenen kompleksidir (35). 13 alt birimden birimden
olusan memeli kompleks IV’ii hem grubu (a ve az) ve iki bakir merkezi (Cua ve Cug)
icerir (36). Alt birim I, hem a ve hem a; prostetik gruplarini baglar ve ayrica Cug redoks
merkezini olusturur. Alt birim II, Cua merkezini baglar. Alt birim III’in proton
pompalanmast ve metal merkezleri vasitasiyla elektron transportunun modiilasyonu
olaylar1 ile yakindan ilgili oldugu diisiiniilmektedir ve bundan dolay1 alt birim I-111’{lin,
enzimin fonksiyonel ¢ekirdegini olusturdugu varsayilmaktadir. Diger alt birimlerin ise

enzim kompleksinin diizenleyici fonksiyonlar1 veya montaj1 ile ilgili olabilecegi
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diistiniilmektedir. Kompleks IV, dort elektronun indirgenmis sitokrom ¢ ye transferini

katalizleyerek molekiiler oksijienin suya indirgenmesini saglar:

4eytc® +8H i+ 0= 4yt c® + 4 H oy + 2 H,0

Sitokrom c elektronlarin1 hem a’ya verir. Daha sonra elektronlar sirasiyla heme
az-Cug merkezine iletilir ve bu arada bir reaksiyon sonucunda O, iki molekiil suya
indirgenir. Oy, termodinamik olarak reaktiftir, fakat kinetik olarak stabildir. Bu nedenle
suyun indirgenmesi reaksiyonunda bir katalizére gerek duyar. O, aktive oldugunda
tehlikeli hale gelir. Bunun nedeni oksijenin kismen indirgenmesi sonucu siiperoksit
readikali (O;") olusabilmesidir. Giivenli bir O, indirgenmesi i¢in katalizériin kismi
indirgeyiciler salgilamamasi gerekmektedir. Kompleks IV gergekte hem as-Cug merkezi
arasinda demir ve bakir iyonlarin1 baglar. Bu yolla, elektron ve proton hizli bir sekilde
kismi olarak indirgenmis oksijen tiirlerine, daha onlar salinmadan, aktarilir. Bu yolakla

ilgili olas1 mekanizma Sekil 9° da 6zetlenmistir.

Sitokrom ¢ (X2)

(oL

CUA

(‘e@, S Dis taraf
as

\Pcus FEE R R R e e R R R R R
a

0000000000000000, ... ¢, ¢€,0000000000000000000000
I¢ taraf

2 H®

2H® 10,4 2HO H,0

Sekil 9. Kompleks IV’iin Yapis1 ve Oy nin Suya Indirgenmesi (37)
4.1.2.5. Kompleks V

Kompleks V (ATP sentaz, ATPaz), solunum zincirinde fiziksel olarak diger
komplekslerden ayrilabilen ve proton gradient sayesinde ATP nin sentezlenmesini
saglayan enzim kompleksidir. Sigir kalp ATP sentazi, molekiiler agirlig1 yaklasik 550
kDa olan 16 proteinden olusan ¢oklu altbirimli bir enzim kompleksidir (38). Fo ve F;
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diye adlandirilan iki ana domeinden olusur. F; domeini; ADP ve inorganik fosfattan
ATP sentezlerken Fo domeini; imm’ye gémiilii bir sekilde bulunur ve bir proton kanali
igerir (Sekil 10).

F1{

Sekil 10. Kompleks V (39)

Sigir Fo domeini, 9 farkli protein igerir.Bunlardan 3 tanesi a, b ve c¢ diye
adlandirilirken proton-translokasyonunu saglayan hidrofobik cekirdegi
olusturmaktadirlar. Altbirim a, ¢oklu transmembran bolgeleri igerir ve bu F; kisminin
baglanmasiyla alakali degildir. Altbirim b, bir dimer olarak kabul edilebilir ve Fy “in dis
kisminda yer almaktadir. ¢ altbirimi ise ¢oklu kopyalar seklindedir; tek bir a alt birimi

ve membrana proton akisi i¢in bir kanal olusturan 9-12 ¢ alt birimi igerir.

F1 domeininin yapisi, ilk kez 1994 yilinda 2.8 A ¢oziiniirliikle ortaya konulmustur
(40). a, B, vy, 6 Ve &, denilen ve 3:3:1:1:1 oraninda dagilim gosteren 5 farkli peptitten
olusur. a ve B alt birimleri aszBs hegzamerini olustururlar. B altbirimi hari¢ digerleri
homologdurlar. B alt birimi katalitik bolge icermesiyle diger alt birimlerden farklidir.
asPs hegzameri, y ve ealt birimleri igeren bir sap kismiyla hidrofobik Fy kismina
baghdir. Ozellikle, “stator-rotor modeline” gore ¢, y ve ¢ alt birimleri, merkezi bir
“rotor” olusturular. Daha sonra bu rotor, azB3; hegzameri ve y ve ¢ a alt birimlerinden

olusan “stator” denilen ¢ark yapisi igersinde doner (41). ATPaz’in F; domeininin dénme

17



hareketi, y alt birimine bagl floresans aktin filamenti ile ¢alisan spektakiiler deneyler
iledirekt olarak incelenmistir. ATP varliginda filament saat yoOniiniin tersi yonde
donmektedir (42). Bu molekiiler motor igersinde proton akisi, a ve ¢ altbirimleri
arasinda bir tork (donme momenti) olusturur. Bu tork, y-& saplar1 sayesinde F;’e transfer

edilir, ve buda ATP nin salinmasi i¢in kullanilir.

Bu modelde; 3 katalitik B alt birimleri dogal olarak tipiktir ayni zamanda
fonskiyonel olarak esdeger degildirler. Herhangi bir enerji girisi olmadiginda f alt
birimlerinin bir katalitik tarafi, 3.tarafi bos iken, ADP ve P; tarafindan isgal edilirler ve

ikinci tarafi bir ATP tarafindan tutulur.

Proton akig1 araciligiyla enerji girisi, rotasyona neden olur ve bunun sonucunda
konformasyonel degisiklikler gergeklesir. Boylece ATP bir taraftan salinirken ADP + P;
diger tarafta tutulur, bu sayede yeni substratlar enzime giris yapabilir. B alt biriminin bu
3 konformasyonel durumu: “open” (O), “loose” (L) and “tight” (T) olarak ifade edilir.
Mekanizmanin 6zii aslinda; proton gradientinin direkt olarak ATP sentezlenmesi
seklinde degilde onun enzimden salinmasi seklindedir. Oligomycin, ATPaz i¢in en
yaygin kullanilan inhibitordiir. Sap proteinlerinden birini baglayarak proton gradientinin

kullanilmasini engeller.
4.2. Mitokondriyal Solunum Zinciri Organizasyonu

Mitokondriyal solunum zinciri organizasyonu ile ilgili giiniimiize kadar iki temel
model Onerilmistir. Bunlardan ilki, 1955 yilinda Chance tarafindan ortaya konulmus
olan “kat1 zar modeli”dir (Solid-State model) (43). Bu modele gore; solunum zinciri
kompleksleri, daha hizli ve etkin bir elektron transportu i¢in mitokondriyal i¢
membranda sabit bir sekilde yer alan biiyiik protein molekiilleridir. Ikinci model ise
Hackenbrock tarafindan gelistirilen ve halen gegerli olan membran organizasyon modeli
olan “stvi zar modeli” (fluid model) diger bir adiyla “rastgele difiizyon modeli” dir (1).
Bu model gergevesinde solunum zinciri komplekslerinin, mitokondriyal i¢ membranda
rastgele yer aldiklari, lateral difiizyon vasitasiyla hareket ettikleri ve kompleksler arasi
elektron transferinin mobil tasiyicilar (sitokrom c¢ ve koenzim Q) tarafindan
gergeklestirildigi diigiiniilmektedir. Bu modele gore koenzim Q molekiilleri membanda

bir arada bulunarak havuz davranis1 gosterirler.
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Solunum  zincirinin organizasyonu 1970’lerden 1980’lere kadar popiiler bir
arastirma konusu olmus, bunun yani sira, arastirmalar rastgele difiizyon modeli iizerinde
yogunlasmistir. Bu modelin ¢ok taraftarlar1 olsa da kati zar modeli hi¢cbir zaman terk
edilmemis ve yapilan ¢alismalarla gelistirilmistir. Mitokondriyal solunum zincirinde yer
alan protein kompleksleri arasinda iliski bulundugu “supramolekiiler yapilar” ilk kez
Hatefi tarafindan membran yeniden yapilandirma g¢alismalar ile dile getirilmistir (44).
1987 yilinda Ozawatarafindan bu kavram gelistirilerek, komplekslerin supramolekiiler

yapilar igersinde birlestigi soylenmistir (45).

2000 yilina gelindiginde ¢oklu protein komplekslerinin ayrilmadan birlikte go¢
etmesine imkan saglayan Blue Native Jel Elektroforezi (BN-PAGE) yonteminden
avantaj saglayan Schagger, solunum zinciri komplekslerinin, imm’de supramolekiiler
yapilar seklinde bulundugunu, memeli ve mayalarda gostermistir. Bu supramolekiiler
yapilar “siiperkompleks” (SK) olarak adlandirilmistir (2). Siiperkompleksler; birden
fazla kompleksin aktif bolgelerinin etkileserek bir araya geldigi biiyiik stabil protein
kompleksleridir. Stiperkompleksler adeta bir kanal olusturarak solunum igin gerekli
olan subsratlarin ve ara elemanlarin protein ¢evreden ayrilmadan, hizli ve etkin bir
sekilde bir taraftan diger tarafa iletilmesini saglarlar. BN-PAGE ile solunum zinciri
komplekslerinden kompleks | monomeri, kompleks Il dimerive dort kompleks IV
monomerinin birlikte gog¢ ettigi siiperkompleks I;111121V4 ¢oklu protein kompleksleri
tespit edilmistir (Sekil 11). Solunum zinciri komplekslerinin birbirine adeta montaj
olarak olusturduklar1 bu yapiya, “respirazom” da denilmektedir. Siiperkompleks
yapilarinda kompleksler arasindaki etkilesimler rastgele olmaz ve adeta bir subsrat
kanal1 olarak calisir. Bundan dolay1 koenzim Q molekiilii komplekslere bagl sekilde

bulundugu varsayilir.
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Sekil 11. Solunum Zinciri Membran Organizasyonu I¢in Onerilen Iki Modelin Sematik
Olarak Gosterimi (46) A) Rastgele Difiizyon Modeli B) Respirazom Modeli

4.3. Siiperkompleks Organizasyonuna Dair Kamtlar

Stiperkomplekslere ait ilk veriler Chance ve Williams’in yaptiklar1 ¢alismalarla
solunum zincirini protein matriks icersinde flavinler ve sitokromlarin bir arada
bulundugu sabit yapilar seklinde tespit etmelerine kadar dayanmaktadir.
Siiperkomplekslere dair dolayli kanitlar; kompleks I-111 ve kompleks II-111 birimlerinin
belirlendigi onciil ¢calismalardan gelmis ve protein komplekslerinin, dogal membranda
rastgele olmayan tercihi birlesmelerle bir arada bulunduklari distinilmistiir (47,48).
Bununla birlikte o yillarda bu konu arastirmacilarin fazla ilgisini ¢ekmemistir. 1980°1i
yillarda siiperkompleks III-1V, Ozawa ve Hotchman tarafindan bazi bakteri tiirlerinde

izole edilmis boyece siiperkompleks varligi dolayl olarak desteklenmistir (45,47).

Son yillarda memeli ve mayalarda yumusak deterjanlar varliginda membran
protein komplekslerinin ayrilmadan izole edilmesine olanak saglayan BN-PAGE
yontemi sayesinde, c¢oklu protein kompleksleri kantitatif olarak gosterilebilmistir
(49,50,51). BN-PAGE yontemiyle Saccharomyces cerevisiae tiiriinde izole edilen
stiperkompleks ITI-IV’te 750kDa ve 1,000kDa biiyiikliigiinde kompleks IIT ve kompleks
IV altbirimleri belirlenmistir (2). En kiigiik siiperkompleks (III,1V;), dimer halinde
kompleks III ve monomer halinde kompleks IV igerirken en biiyiikk siiperkompleks
(I1121V3), kompleks 1T dimeri ve iki adet kompleks IV monomeri icerir. Kompleksler
aras1 benzer etkilesimler sigir kalp mitokondrilerinde incelenmis; toplam kompleks I’in
%17 oraninda stperkompleks I;lll, yapisi igersinde yer aldigi, bunun yani sira,

siiperkompleks 1111111 ve 11111,1V; yapisinda sirasiyla %54 ve %9 oraninda bulundugu
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tespit edilmistir. Sadece %14-16 oraninda kompleks I’in hicbir stiperkompleks yapisina
katlmadan serbest halde bulundugu belirlenmisir (51). Boylece, fizyolojik kosullarda
nerdeyse tiim kompleksI’lerin kompleks III’e bagli bir sekilde bulundugu belirlenmistir.
Kompleks III’in kompleks I’e oranla fazla miktarda bulunmasindan dolay1 total
kompleks III’lin {igte birinin serbest halde bulundugu sdylenebilmektedir. Kompleks
IV’iin ise %85 oraninda higbir komplekse bagli olmadan serbest halde bulundugu
gosterilmistir. BN-PAGE ile yapilan c¢alismalarda sadece fare karaciger
mitokondrilerinde kompleks II’nin diger komplekslerle bazi varsayimsal iliskilerinin
oldugu gosterilmistir (52). Podospora anserina mantarinin wild-tiplerinde siiperkompkes
1111121V varligi, asir1 derecede alternatif oksidaz (AOX) eksprese eden tiplerinde ise
siiperkompleks IIll, varligi kesfedilmistir (53). Ilging olarak bu mutant tiplerde
stiperkompleks Ipl11,’te kompleks I’den ¢ikan elektronlar direkt olarak KoQ havuzuna
salinir ve oradanda AOX’e iletilir. Bundan dolay1 kompleks III’iin kinetik olarak inaktif
oldugu ve sadece kompleks I’in stabil olmasini sagladigi seklinde yorumlanmistir (53).
Iki farkli menseyli mitokondrilerle yapilan 2 boyutlu-BN-PAGE y&ntemiyle
stiperkompleksler Sekil 12°de gosterilmistir.
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Sekil 12. Sigir Kalp (BovineHeartMit.) Mitokondrisinde ve Sican Karaciger
(RatLiverMit.) Mitokondrisinde Siiperkompleks I111151V1’in 2D BN/SDS-
PAGE ile Gosterimi (54)
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4.3.1. Yapisal Kamtlar

Bitki ve memeli mitokondrilerinden izole edilen siiperkomplekslerin {i¢-boyutlu
yapilari; bilinen kompleks I ve kompleks Il elektron mikroskopik (EM) ve X-1sin1
yapilart ile stiperkomplekslerin 2D projeksiyon karsilastirilmalar: ve bunlarin EM ve tek
partikiil imaj ¢alismalar1 ile degerlendirilmeleri sonucu ortaya konulmustur (55,56).
Arabidopsis bitkisinde iki solunum kompleksi arasinda membran diizleminde spesifik
oryantasyon gozlenmistir. Bunun aksine, bu bitkinin matriks i¢ersinde bulunan protein
domeinleri yakinindaki diger proteinlerle muhtemelen giiglii olmayan etkilesimler
kurdugu gézlenmistir (55). Komplekslerin pozisyonlar1 ve oryantasyonlari daha detayli
olarak siiperkompleks (I1111;1V1) igeren sigir mitokondrilerinde incelenmistir. Schafer
ve arkadaglari, kompleks III ve kompleks IV’tin her ikisininde kompleks I’in membran
koluyla temas kurduklarin1 ve kompleks IV’iin konkav yiiziiniin (x-1s1nina gore dimer
ara ylizil) stiperkompleksin geri kalan kismi ile baglantili oldugunu gostermislerdir (57).
Bunun aksine maya ve patateste kompleks IV monomeri kompleks 1ll;’tiin konveks
tarafi ile baglantilidir (58,59). Farkli kaynaklardan esinlenerek yapilmis solunum zinciri

stiperkompleks modellemeleri Sekil 13’te gosterilmistir.

Membran Diizlemi Matriksten Goriiniim Membranlar arasi
bosluktan goriiniim

Sekil 13. Solunum Zinciri Siiperkompleks Modelleri (kompleks I11-kirmizi, Kompleks
I-Sar1 ve Kompleks IV-yesil Renkleriyle Gosterilmistir) (a) Saccharomyces
cerevisiae SK 11,1V, (58) (b) Arabidopsis thaliana SK I;111; (55) (c) Bos
taurus SK 11111, (57) (d) B. taurus SK I1111;1V1 (57)



3D haritalama yontemiyle yapilan yapisal analizlerde, komplekslerin her biri igin
olasi mobil tasiyict baglanma bolgelerinin, daha etkili elektron transportu igin
subsratlara en kisa difiizyon mesafesi olacak sekilde yer aldigi gosterilmistir (Sekil 14)
(57). ilging olarak S. cerevisiae turtinin SK Ill,1V, nin karakteristik oOzelliklerinin
analizinde kompleks III’iin membranlar arasi alana bakan yiiziinde sitokrom c
ilebaglantili oldugu EM degerlendirmelerinde kesfedilmistir (58). Sistematik kimyasal
calismalar stiperkomplekslerin alt birimlerinin kontakt bolgelerini ve stiperkompleksin 3
boyutlu yapist icin gerekli olan protein-protein etkilesimlerini incelemeyi
amaclamaktadir. Sigir kalp mitokondrisi ile yapilan Onciil calismalarda kompleks IV’
kompleks III’ten bagimsiz olarak izole etmenin ve sitokrom c’yi kompleks IV’ten
ayirmanin mimkiin olmadigin1 gostermislerdir (60). Kompleks I ve onun olasi
partnerleri ile ilgili bu gesit bir ¢aligma heniiz yapilmamisgtir. Bununla birlikte, maya ve
bitki sliperkomplekslerinin TIM23 protein translokaz ve ATP tasiyicisi, motor ( PAM
makinesi gibi), bazi COX aksesuar proteinleri ile baglantili olan karbonik anhidraz alt

birimleri gibi baz1 molekiillerle iligkili oldugu belirlenmistir.

Sekil 14. Sigir Kalp Mitokondrisi, SKI1111;1V;’tin 3D Yapisal Gosterimi (57)
4.3.2. Kinetik Kamtlar

Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalar daha ¢ok metabolik akis-kontrol (MAK)
(Metabolic Flux-control, MAC) calismalar1 yoniinde yogunlasarak siiperkomplekslerin

23



substrat kanali olmasi ile ilgili kanitlar aranmistir. Metabolik akis-kontrol ¢aligmalari,
birden fazla enzimin gorev aldigi sistemlerin veya metabolik yollarin kontroliiniin
kantitatif olarak olgiilebilmesini saglayan bir analizdir. Bu 0l¢iimiin temel prensibi;
farkli enzimlerin katildig1 ortak aract molekiillerin difiize oldugu her bir enzimatik
adimin analiz edilmesidir. Herhangi bir sistem birden fazla enzimatik asamadan olussa
bile kontrol MAK Kkatsayilarinin toplami bir olmalidir. Stiperkompleksler, 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 adimmin ayni1 kontrol
katsayisina esit olmasi ve her birinin MAK katsayisinin 1°den kii¢iik olmamasi
gerekmektedir. Bunun yani sira sistem bir asamada inhibe edildiginde metabolik akisin
tamamiyle durmasi gerekmektedir. iki alternatif membran modeli; rastgele difiizyon
modeli ve Siiperkompleks modellerinin MAK analizi agisindan beklenen sonuglar1 Sekil

15°te tasvir edilmistir.

Dl

Cao=Cun=Cuv)=1

Sekil 15. Rastgele diflizyon modeli ve Siiperkompleks Modellerinde, NADH bagimli
MAK Analiz Gosterimi (61).

Her iki modelin MAK ag¢isindan Kkarsilastirilmasi amaciyla, oksidatif
fosforilasyonun diger elemanlarindan (ATP sentaz, membran potansiyeli, tasiyicilar)
arindirilmis acik ve fosforile olamayan submitokondriyal partikiillerde ve sigir kalp

mitokondrileride her komplekse 06zgii inhibitér kullanilarak akig-kontrol analizi
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yapilmistir (62). Elde edilen MAK degerleri, kompleks 1 ve III’iin her ikisininde,
NADH oksidasyonu iizerinde yiiksek oranda kontrol giicii oldugunu (CI=1.1;CI11=1.0)
ve her iki kompleks arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu dogrulamaktadir. Bunun aksine
kompleks IV’iin rastgele dagildigi (CIV=0.3) tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak;
kompleks IV’iin birlesmemis formlarda c¢ok fazla oranda bulunmasindan dolayi
deteksiyondan kagmis olabilecegi veya sitokrom c’nin sliperkompleksin stabil bir
parcast olmadigi i¢in havuz davranisit gosteriyor olabileceigi seklinde yorumlanmistir.
Farkli olarak patates yumrularinda (potato tubers mitochondria, POM) yapilan titrasyon
caligmalarinda MAK katsayilart degerlendirildiginde (CII=0.9;CIlI=1.1;CIV=1.2)
kompleks I, III ve IV’iin siiperkompleks yapisi icersinde birlestigi gozlenmistir (63).
Yash sican karaciger mitokondrilerinde yapilan MAK analizinde yine sigir kalp
mitokondrilerinde oldugu gibi kompleks I ve kompleks III arasinda baglant1 oldugu her
ikisininde NADH oksidasyonunu yiiksek oranda kontrol ettikleri gosterilmistir (63). Bu
caligmalarda, inhibitorlerin etki ettikleri spesifik kompleksten ziyade metabolik akisi
durdurmus olmasi siiperkomplekslerin metabolik bir yolak gibi degil de tek bir enzim

gibi ¢alistigin1 destekler niteliktedir.

Siiperkompleksler adeta substrat kanali gibi ¢alisarak daha hizli ve etkin bir
elektron iletimi saglarlar. Bu hipotezin dogrulugunu arastirmak igin proteolipozom
modellerinden faydalanilarak siiperkomplekslerin, elektron transfer hizi aragtirilmistir.
Yapilan in-vitro denemelerde membranda protein orani arttiginda proteinlerin bir araya
gelme egilimininde oldugu belirlenmistir. Proteolipozom modelleriyle, bu 6zellikten
avantaj elde edilerek lipozomlarin protein: lipid oranlarini degistirmek kosuluyla
stiperkompleksler olusturulmasina imkan saglamaktadir. Proteolipozomlarda kompleks
I ve III’ce zengin mitokondri sigir kalp mitokondri R4B’leri kullanilmistir. Yapilan
calismada protein:lipid oram1 1:1 oldugunda siiperkompleks olustugu lipid oram
arttiginda ise komplekslerin ayristigi gosterilmistir (Sekil 16). Proteolipozom
modellerinde yapilan c¢alismada siiperkompleks varliginda NADH-sitokrom ¢
oksidorediiktaz aktivitesinin siiperkompleks ayristigindakine oranla yaklasik 2 kat daha
hizli oldugu gosterilmistir (61).
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Sekil 16. Proteolipozom Modellerinde, SK I1111’{in 2D BN/SDS-PAGE Ile Gésterimi.
Sag Tarafta Protein:Lipid Oram1 1:1 (SK I1lll; Varliginda), Sol Tarafta
Protein:Lipid Oran1 1:30 (SK Ayristiginda) Olan Proteolipozomlarin NADH-
Sitokrom ¢ Oksido Rediiktaz Aktiviteleri Gosterilmektedir (61)

4.4. Solunum Zinciri Mobil Tasiyicilar:

4.4.1. Sitokromc

Sitokrom ¢ solunum zincirinde gorev alan mobil tasiyicilardan biridir. imm’nin
dis tarafinda lokalize olup gorevi, kompleks Ill’ten elektron almaktir. Sitokrom c
kiiresel sekilli bir protein olup ¢ap1 34 A’dur. Hem grubuna kovalent olarak bagl olan
tek bir polipeptit zincirinden olusur. Demir atomu, metiyonin rezidiisiiniin kiikiirt
atomuna ve histidin rezidiisiiniin azot atomuna baglidir. Hem grubunun g¢evresi ¢ok
sikigik hidrofobik yan zincirlerle ¢evrelenmistir ve bu ¢evrenin hidrofobik karakteri,
sulu ortam igersinde bulunan hem-kompleksine oranla sitokrom c’nin indirgenme

potansiyelini daha pozitif yapmaktadir.

Proteinin yiizeyindeki pozitif yiiklii rezidiilerin dagilimi, negatif yiiklii olan
sitokrom c rediiktazin ve oksidazin (kompleks III ve IV) taninmas1 ve baglanmasi i¢in
¢ok onemlidir. Pek ¢ok lizin ve arjinin rezidiileri sabit olarak molekiiliin yiizeyinde

pozitif yiiklii demetler seklinde kiimelenmislerdir. Bu demetlerden birisi kompleks III
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ile digeri, kompleks IV ile iligkilidir. Her rastgele carpisma iiretken bir karsilagma
olmahdir; ¢iinkii elektrostatik kuvvetler pozitif ve negatif yiiklii gruplari dogru
pozisyonda bir araya getirmeye caligirlar. Maalesef bazi caligmalarda sitokrom c nin
kompleks III ve IV ile etkin bir sekilde karsilasma oraninin oldukg¢a diisiik oldugunu

gostermektedir.

Sitokrom c¢’nin hem grubunun kenarlarindan birisi direkt elektron transferi igin
kullanilir. Bu nedenle kompleks III den IV’e sitokrom c araciligi ile elektron iletilen
yolak biiyiik ihtimal ile 2 farkli proteinde 2 hem grubu arasinda bir elektron transferi ile

alakalidir (kompleks III ten sitokromc;- Sitokrom c¢ ve sitokrom c- hem a).
4.5. Koenzim Q

Dogal Koenzim Q, 2,3-dimetoksi-5-metil-6-poliprenil-1,4-benzokinon molekiilii
olup poliprenillenmis yan zinciri tiirlere gore 6-10 arasinda degismektedir (Sekil 17).
Memelilerde KoQg ve KoQ19 molekiilleri bulunmakla birlikte KoQg, sadece kemirgen
memelilerde bulunmaktadir. Cok az sayida Okaryotlar (Tetrahymena, Euglena) KoQs
icermekte; bu molekiiliin homologlar1 ise E.coli gibi bakterilerde bulunmaktadir (64).
Bitki mitokondrilerinde, memelilere benzer olarak sadece KoQgy ve KoQig
bulunmaktadir. Saccharomyces cerevisiae tiirlinde sadece bu tiire 6zgii olarak KoQg
bulunur. Parazit mitokondrisinde diger hayvanlarda olmayan redoks-aktif kinonlar
bulunur. Kompleks II tarafindan katalizlenen siiksinatin oksidasyonuna ters olarak
fumaratin siiksinata indirgenmesi bir cesit oksijensiz ortama adaptasyon seklinde
yorumlanir. Okaryotlarda iki farkli enzim iceren menakinon ve ubikinon olmak iizere
iki farkli kinon bulunur. Bu molekiiller, fumarat rediiktaz ve siiksinat KoQ rediiktaz

olarak ¢alisirlar (65).

CH30 CH,

CH30 H
o CH, 10

Sekil 17. Koenzim Q Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi
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KoQ’nun organik yapist pentan ekstraksiyon ve yeniden yapilandirma
asamalarindan sonra sigir kalbinde arastirllmistir. KoQ’nun homolog spesifikligi, 6.
pozisyondaki izopren birim sayisina baghdir ve bu komplex I’in aktif cebindeki kinon
halkasinin indirgenmesi i¢in kritik Oneme sahiptir (66). KoQ, asir1 hidrofibikligi
nedeniyle dogal olarak 3 fiziksel formda bulunabilir: migel agregatlar1 seklinde, cift
katl lipid membranda ¢6ziilmiis halde ve proteinlere baglanmis halde. KoQ’nun son
fiziksel hali, hiicresel olmayan sistemlerde g¢alismak i¢in O6nemlidir bununla birlikte

canli organizmalarda diger iki formda bulunur (67).

Uzun zamandir KoQ molekiiliiniin seklinin lineer oldugu ve simirli donme
kabiliyetiyle uzun izoprenid kuyrugunu dondiirebildigi kabul edilmektedir. KoQ’nun
cift tabakali lipid membranin orta diizleminde yer almasi, polar bag kisminin tamamen
lineer pozisyondayken 3. Izopren birimi ve maksimum 90 derece donebilen
fosfolipidlerin polar bas kisimlar1 arasinda ileri geri sekilde hareket halinde oldugu
lineer dikroizm ¢alismalariyla gosterilmistir (68). Bunun aksine, bilgisayar simiilasyon
calisamalari ile katlanmis olan en diisiik enerjili formunda polar bas grubun hidrofobik
kuyrugun son izoprenid birimi ile siki bir sekilde baglantili oldugu gosterilmistir (67).
Katlanma 4. izoprenid birimin ayrilmasi ile gergeklesir. KoQ’nun katlanmis formunun
onemli etkileri vardir. Oncelikle uzun kinon molekiilleri bu sayede kisa molekiiller ile
ayn1 oranda yliksek lateral diflizyon hizina sahip olacaktir. Bunu yani sira elektron
transferi sirasinda protein baglanmasi i¢in katlanmamis, yliksek enerjili ve yavas
hareket yetenegine sahip olmasi gerektiginden avantaj elde edilecektir (67,69). Yiiksek
hidrofobiklik, kinon molekiillerinin partitisyon katsayilar1 ile iliskilidir ve sadece
KoQ,pentil-ubikinon(PB), desil-ubikinon(DB) gibi ¢ok kisa kinonlar kompleks I

caligmalarinda kullanilabilmektedirler.
4.5.1. Koenzim Q Havuz Davranisi

KoQ’nun elektron tasiyicist olarak gorev yaptigi ilk kez Green tarafindan
kesfedilmistir (70). Green solunum zincirinde yer alan komplekslerin izolasyonu
sirasinda, kinon molekiillerini komplekslerin prostetik  gruplart icin yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan substrat olarak tanimlanmistir. Bu kesif, Kroger ve
Klingenberg’in kinetik analizleriyle desteklenmistir (71). Kroger ve Klingenberg, sigir

kalbinden izole ettikleri submitokondriyal partikiillerde iki enzim sistemli basit bir

28



model Onermislerdir. Birinci enzim ubikinonun indirgenmesini saglarken diger enzim
ubikinoliin oksidasyonuna neden olmaktadir. Eger kinonun ve kinol tiirlerinin
difiizyonu KoQ’nun kimyasal olarak indirgenmesi ve okside olmasindan ¢ok daha
hizliysa kinon molekiilleri kinetik olarak homojen havuz davranisi gosterirler. Bu
varsayim dogrultusunda solunum zinciri kararli halde iken elektron transferi boyunca,
gbzlenen genel akis (Vobs) ile kinon’un redoks durumu ve kismen indirgenmis (Qred)
veya ylkseltgenmis (Qox) olup olmadigi tespit edilmistir. Bu amacla gelistirilen

denklem asagida gosterilmistir:
Vobs = Vox ( Qred /Qt)= Vred (Qox /Qt)

Vox ubikinoliin (CoQH,) oksidasyon oranini gosterirken; Vred, KoQ’nun
indirgenme oranini gosterir ve Qt total KoQ (indirgenmis + yiikseltgenmis) miktarini

gosterir. Bu denklemin manipiile edilmesiyle havuz esitligi (pool equation) olusur:
Vobs = (Vred - Vox)/ (Vred + Vox )

Elektron akisi ve KoQ’nun indirgenme (Vred) veya CoQH, yiikseltgenme (Vox)
oranlar1 tizerindeki hiperbolik iliskisi, pek ¢ok farkli sistem {izerinde denenmistir. KoQ
molekiillerinin mobil olma, lateral difiize olarak havuz olusturma seklindeki havuz
davranigi kavrami, kinetik gozlemlerin dogal bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir. Bu
kavram, daha sonra yapilan inhibitor titrasyon c¢alismalari ile gelistirilmistir (72). Havuz
davranigt modeli, entegre oksidasyon orani ve inhibitér konsantrasyonu arasindaki

konveks hiperbolik iliski ile yeniden karakterize edilmistir.

Calismalarin biiyiik bir kismi, siiksinat oksidasyonu iizerinde yapilmis ve KoQ
molekiillerinin havuz davranisi gosterdigi pek ¢ok farkli mitokondriyal sistemde ispat
edilmistir. Bunun yani sira Bouman adli aragtirmacinin mayalarda yaptig1 ¢aligmada;
siiksinatin AA ile inhibisyonunda dogrusal bir iliski gostermis ve bdylece siiksinatin
havuz davranisi gostermedigini ispat etmistir (73). Bunun yani sira NADH oksidasyonu

ile ilgili ¢ok az veri oldugu i¢in kesin bir sey sdylemek zordur (71,74,75).

KoQ- havuz davranisi sadece yeniden yapilandirilmis sistemlerde veya sisirilerek
membran biitiinliigli bozulmus mitokondrilerde veya dondurma-¢6zme islemine maruz

kalmis veya sonike edilmis mitokondrilerde galisilmistir (76-79). Bu nedenle, membran
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biitiinligiiniin bozulmasimin, i¢-dis membran temaslarin1 ve integral proteinlerin sabit

kiimeler olusturmasini engelledigi diistiniilmektedir (80,81).
4.5.2. Koenzim Q Havuz Davranmisindan Sapmalar

Koenzim Q havuz davranisi ilk ortaya atildigr andan itibaren havuz davranisindan
cesitli sapmalar fark edilmis ve aragtirillmistir. Tezin konusuyla direkt olarak iliski
kurulmasi agisindan havuz davranisindan sapmalar, siiperkompleksler agisindan

irdelenecektir (3).

Aslinda  havuz  esitligi,  siiperkompleksleri  olusturan  komplekslerin
birlesme/ayrisma hizlarinin, komplekslerden KoQ’ya elektron iletiminden daha hizli
olsayd1 gecerli olabilecegi varsayilmaktadir. Alternatif bir olasilik olarak; KoQ
molekiilleri havuzdan siiperkompleks igersinde yeralan bir enzim tarafindan
indirgendiginde veya yiikseltgendiginde ayrilip diger komplekslere yonelecektir. Bu
olasiliklarin dogru olma ihtimalleri olduk¢a zayiftir. Ciinkii BN-PAGE yonteminde
siiperkomplekslerin stabil dogalarindan &tiirii ayrismasinin kolay olmadigi deneysel
olarak gosterilmistir. Dijitonin gibi yumusak deterjanlar ile BN-PAGE jelinde
kompleksleri ayirmak oldukga gii¢ olmaktadir.

4.5.2.1. Elektron iletimi Acisindan Degerlendirme

Gecmiste yapilan calismalarda kompleksler arasindaki elektron transferinin
Kroger ve Klingenberg’in esitligine uygun bulunmasinin baglica iki nedeni vardir.
Birincisi daha oncede bahsedildigi iizere yapilan g¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugunun
siiksinat oksidasyonu iizerine olmast ve NADH oksidasyonu ile ilgili yeterli veri
olmamasidir. Siiksinat oksidasyonunda gorev alan KoQ molekiillerinin havuz davranist
gosterdigi bugiinkii bilgiler ile dogrulanmustir. Fakat kompleks II, genel olarak
siiperkompleks yapisinda yer alan bir kompleks degildir. NADH oksidasyonu ile ilgili
caligmalarinda direktolarak Vg (NADH-KoQ rediiktaz ) dlgiilmemis bilinen NADH
oksidaz degerinden dolayli olarak hesaplanmistir (74,82,83).

Ikinci énemli neden ise yapilan calismalarda kompleks I/kompleks III oraninin
g0z ard1 edilmis olmasidir. Kompleks I’in maksimum aktivitesi kompleks III’e oranla
oldukca diigiiktiir. Ciinkii mitokondrideki kompleks Imiktar1 kompleks III’e gore daha
azdir (84).
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NADH-KoQ rediiktaz aktivitesi, Vig: 0.5 pmol dk‘lmg protein_l, ubikinol-
sitokrom c rediiktaz aktivitesi, Vox: 2.5 pmol dk 'mg protein™* formiile yerlestirildiginde

NADH-sitokrom c rediiktaz aktivitesi Vops: 0.42 pmol dkflmg protein’l olmalidir.

Stiperkomplekslerde kompleks I monomeri ve kompleks III dimeri i¢erdiginden
bu kompleksler arasindaki sitokiyometrik oran 1:2°dir. Fakat stiperkompleksler tek bir
enzim Unitesi gibi davrandiklarindan entegre enzim aktivitesinin, spesifik kompleks |
aktivitesi ile ayni olmasi (Vops=Vieq) beklenir. Ciinkii siiperkompleksler i¢in hiz

belirleyici enzim kompleks I’dir.

Kisaca oOzetlemek gerekirse: Siiperkompleks varliginda beklenen Vgps=Vieg=0.5
umol dk 'mg protein™®, Havuz esitligine gore Vops=(0.5x1)/1.5=0.33 pmol dk ‘mg
protein™’, tiim bilinen degerler formiile konuldugunda ise Vops=(0.5x2.5)/3=0.42 pumol
dk'mg protein " degerleri elde edilmektedir. Goriildiigii iizere; gercek degerlerle elde

edilen sonug ile siiperkompleks varliginda beklenen sonug birbirine olduk¢a yakindir

(3).
4.5.2.2. Saturasyon Kinetigi Acisindan Degerlendirmeler

Vobs oraninin membrandaki total KoQ konsantrasyonu {iizerindeki hiperbolik
iligkisi satiirasyon kinetigi gosterir (78). Bu c¢alismalar yeniden yapilandiriimisg
membranlarda oldugu i¢in, deneye baslamadan o6nce KoQ’nun membrana
yerlestirilmesi i¢in dnemsenecek bir siire gegmektedir. Eger kompleksler arasinda bagl
KoQ molekiilleri varsa bu molekiiller KoQ havuzunun ayrigma dengesini bozacagindan
satlirasyon kinetik egrisini degistirecektir. Fakat bu ¢alismalarda biitin KoQ
molekiillerinin serbest olup havuz igersinde yer aldigr varsayilarak hesaplamalar
yapilmistir. Membrandaki total KoQ molekiil miktar1 4 nmol/mg protein’dir (75,84).
Yapilan caligmalarda sadece %10-32 oraninda KoQ molekiiliiniin bagli oldugu,
%75’den fazlasinin ise serbest halde bulundugu 5 farkli memeli tiirlinde gosterilmistir

(85).

Metabolik akis analizlerini bu dogrultuda agiklayabilmek i¢in, bagli KoQ
molekiillerin ayrismasinin kompleksler arasindaki elektron transferinden olduk¢a yavas

olmasi gerekmektedir. Dahasi KoQ’nun NADH oksidaz aktivitesi igin yiiksek Km
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gostermesinin agiklanmasi i¢in de KoQ nun kompleks I’e baglanmasinin yavas olmasi

gerekmektedir (86).

4.5.2.3. Mitokondriyal Membranin Protein-lipid Kompozisyonu Acisindan

Degerlendirmeler

Megamitokondrilerde ~ yapilan  “freeze-fracture  elektron  mikroskopisi”
caligmalarinda membranlar arasi partikiillerin mitokondri i¢ membraninda rastgele bir
sekilde dagildiklar1 gosterilmistir (87). Bu calismalarda dondurup-¢6zme esnasinda,
siiperkompleks organizasyonlarin1 bir arada tutan hidrofobik etkilesimlerin kirilmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu teknikle membranda yer alan partikiiller

arasindaki yakin mesafeli iliskiler goz ard1 edilmistir.

Daha sonra gelisen “rapid-freeze deep-etch technique” yontemiyle mitokondri
kristalar1 ile yapilan ¢aligmada, kristalarda kompleks V’in rastgele degilde ¢ok diizenli
bir sekilde dizildigi gosterilmistir (88). Yine Thomas ve ark. maya mitokondri
membranlarinda yaptiklari ¢alismalarda ATPaz enzim kompleksi dimerlerinin diizenli

bir sekilde yerlestikleri gosterilmistir.(89).

Mitokondrilere lipid takviyesi yapildiktan sonra diisen solunum zinciri
aktivitesinin KoQ destegi ile restore yeniden eski haline getirilmesi membranlardaki
protein:lipid oranmnin degismesiyle aciklanabilir (87). Daha Oncede proteolipozom
modelleri bahsinde agiklandig1 iizere; membranlarin protein:lipid orani degistirildiginde
komplekslerin  birlesip/ayrigmast  gerceklesir. Protein konsantrasyonu  arttirilip
kompleksler arasindaki fiziksel uzaklik kisaldiginda kompleksler bir araya gelme
egilimi gosterirler ve havuz davranis1 artik etki gosteremez. Bunun yam sira,
membranin  lipidlerle  seyreltilmesi edilmesi komplekslere bagli olan KoQ
molekiillerinin ayrilmasina neden olacagindan solunum aktivitesi azalacak ve ekzojen

KoQ takviyesi ile tekrar diizelecektir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Tablo 2. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar Ve Malzemeler

Cihaz Marka/ Model

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

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

pH metre Hanna, bench pH/ISE meter HI 4222

Spektrofotometre Jasco Europe, Cremella-LC,V550

Kuartz kiivet
Homojenizator
Sonikator

Vorteks

Hassas Terazi
Semi-otomatik pipet
Siringa

Floresans okuyucu

Hellma, QS 10.00 mm

Wheaton, Potter-Elvehijem

Labsonic, Braun model U 2000

Niive, NM 110

Kern ACS, 2757217 ALDRICH

Gilson, PIPETMAN Classic P1000, P500, P100, P10, P5
Hamilton

Perkin Elmer, Victor 2
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5.2. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Marka/Kod

Siikroz Sigma 84097

Histidin Sigma-Aldrich H3751
Sodyum-Deoksikolat (Na-DOC) Sigma D6750

KCI Carlo Erba 471177
Amonyum Asetat Sigma A1542
Mannitol Sigma 63560

EDTA Sigma-Aldrich E9884
NADH Sigma-Aldrich N8129

Desil-ubikinon (DB)
Rotenon

Sitokrom ¢

Musidin

Antimisin A (AA)
Koenzim Qo
CuS04.5H,0
C4H4KNaOg.4H,0
NaOH

Na,COs

Albumin (BSA)
Folin-Ciocalteu
Asolektin

DCFDA

n-oktil —D-glukopiranosid
KCN

Trizma base

Sigma D7911

Sigma R8875
Sigma-Aldrich C7752
Pharma

Sigma A8674

Sigma C9538
BioReagent C8027
Sigma S2377

BioXtra S8045
BioXtra S7795

Sigma A-7030

Sigma F9252

Sigma 11145

Sigma 35845
Sigma-Aldrich D8035
Baker Chemicals 0213
Sigma-Aldrich T1503
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5.3. Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlamislar

5.3.1. Mitokondri izolasyonu i¢in Kullanilan Cozeltiler
0.15 M KCL Tamponu
55.92 g KCl tartilarak 5 litre saf su igerisinde ¢oziildii.
1 M Tris Tamponu
30.29 g Tris tartilarak 250 ml saf su ile ¢oziildii.
0.25 M Siikroz/ 10 mM Tris Tamponu (pH;7.,4)

171.15 g Siikroz ve 2.42 g Tris tartilarak 1,5 litre saf su igerisinde ¢oziilerek pH’s1

IM Tris tamponu ile 7.4’ e ayarlandi. Ardindan, hacim saf su ile 2 litreye tamamlandi.
0,25 M Siikroz Tamponu (pH;7,6)

427.88 g tartilarak bir miktar saf suda ¢ozuldii. Akabinde, pH’st 1 M Tris

tamponu ile 7.6’ ya ayarlanarak hacim saf su ile 5 litreye tamamlandi.

5.3.2. Kompleks I ve III’ce Zengin Mitokondri Fraksiyonu (R4B) Hazirlanmasi

i¢cin Kullamlan Cézeltiler
TSH Tamponu (pH;8)

Bu tampon 660 mM siikroz, 50 mM Tris ve 1 mM histidin igerecek sekilde
hazirlandi. 2.6 g siikroz, 0.61 g Tris ve 0.016 g histidin tartilarak 70 ml saf su igerisinde

¢oOziildii ve pH’ s1 8’ e ayarlandiktan sonra hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamland.
%10’ luk Sodyum-Deoksikolat (Na-DOC) Cozeltisi
10 g Na-DOC, 100 ml saf su igerisinde ¢oziildii.
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

litreye tamamlandi.
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% 50 doygun Amonyum Asetat Cozeltisi

100 g kutu igersine 135 ml saf su eklenerek %50 doygun hale getirildi.

5.3.3. Kinetik Analizler ve ROS Olciimii icin Kullanilan Cézeltiler
Tampon B (pH 7.4)

Bu tampon 0.22 mM Mannitol, 0.07mM Siikroz 10 mM Tris ve 1 mM EDTA
icerecek sekilde hazirlandi. 4g Mannitol, 2.396 g siikroz, 0.12 g Tris ve 0.037 g EDTA
tartilarak 70 mL saf su i¢erisinde ¢oziildii ve pH’ s1 7.4’ e ayarlandiktan sonra hacmi saf

suile 100 ml’ ye tamamlanda.
KCI-Tris-EDTA Tamponu (pH; 7.4)

Bu tampon 50 mM KCIl, 25 mM Tris ve | mM EDTA igerecek sekilde hazirlandi.
0.093 g siikroz, 0.076 g Tris ve 0.009 g EDTA tartilarak 20 mL saf su igerisinde

¢oziildii ve pH’ s1 7.4° e ayarlandiktan sonra hacmi saf su ile 25 ml’ ye tamamlanda.
0,01 N NaOH Cozeltisi
0.020 g NaOH tartilarak 50 mL saf su igerisinde ¢oziildii.

Cozelti konsantrasyonlari asagidaki Formiilel’e gore hesaplandi.

ort.absorbans degeri x kiivetteki toplam hacim (uL)

Konsantrasyon (mM) = - , .
yon (mM) € degeri x kiivetteki numune hacmi

NADH Cozeltisi

Cozelti konsantrasyonu 30mM olacak sekilde hazirlandi. 0.00638 g NADH 300 pl

saf su icerisinde ¢oziilerek spektrofotometre ile konsantrasyonu tespit edildi.

Spektrofotometrede dalga boyu 340 ve 380 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz
kiivete 1 mL saf su koyularak absorbans sifirlanir ve 5 pl NADH ¢ozeltisi de kiivete
eklenerek karistirildiktan sonra her iki dalga boyunda da okuma yapilir. Olgiim iki veya
iic kez tekrarlanir. 340 nm absorbans degerlerinden 380 nm absorbans degerleri
birbirinden ¢ikartilarak ortalamalart alindi. Formiil 1 uygulanarak konsantrasyon

hesaplandi.
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DB

Cozelti konsantrasyonu 20mM olacak sekilde hazirlandi. 0.007094g mg DB 500l

etanol icerisinde ¢oziilerek spektrofotometre ile konsantrasyonu belirlendi.

Spektrofotometrede dalga boyu 280 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1
ml etanol koyularak absorbans sifirlanir ve 0.3ul DB c¢ozeltisi de kiivete eklenerek
karistirildiktan sonra absorbans okunur. Olgiim iki veya ii¢ kez tekrarlanir. Formiil 1’e

gore konsantrasyonu hesaplanir.
Rotenon Cozeltisi

Cozelti konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde hazirlandi. 0. 4 mg Rotenon 1 mL

etanol icerisinde ¢oziilerek spektrofotometre ile konsantrasyonu belirlendi.

Spektrofotometrede dalga boyu 292 nm’ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 ml
etanol koyularak absorbans sifirlanir ve 4 pul Rotenon ¢ozeltisi de kiivete eklenerek
karistirildiktan sonra absorbans okunur. Olgiim iki veya ii¢ kez tekrarlanir. Formiil 1’e

gore konsantrasyonu hesaplanir.
Sitokrom ¢*?

Cozelti konsantrasyonu SmM olacak sekilde hazirlandi. 61.635mg sitokrom c Iml

saf su igerisinde ¢oziilerek spektrofotometre ile konsantrasyonu tespit edildi.

Spektrofotometrede dalga boyu 550 nm’ ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1
mL saf su koyularak absorbans sifirlanir ve 10 pl sitokrom c ¢ozeltisi de kiivete
eklenerek karistirildiktan okuma yapilir. Daha sonra Na,S,0, ile okside edilmek
kosuluyla en az iki kez olgiiliir. Okside olmus abzorbans degeri ile ilk degerin farki

aliir ve Formiil 1’e gore konsantrasyonu hesaplanir.
Musidin

Cozelti konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde hazirlandi. 1 mg mucidin tartilip

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 sifirlanir ve 4 pL musidin ¢ozeltisi de kiivete eklenerek
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karistirildiktan sonra absorbans okunur. Olgiim iki veya ii¢ kez tekrarlanir. Formiil 1’e

gore konsantrasyonu hesaplanir.
AA

Cozelti konsantrasyonu 1.8 mM olacak sekilde hazirlandi. 1 mg AA tartilarak 1

ml etanol igerisinde ¢oziilerek spektrofotometre ile konsantrasyonu tespit belirlendi.

Spektrofotometrede dalga boyu 320 nm’ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1 ml
etanol koyularak absorbans sifirlanir ve 20ul AA c¢ozeltisi de kiivete eklenerek
karistirildiktan sonra absorbans okunur. Olgiim ii¢ kez tekrarlanir. Formiil 1’e gére

konsantrasyonu hesaplanir.
KoQio Cozeltisi

Cozelti konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde hazirlandi. 0.017 g KoQo tartilarak
1 ml etanol ile cam tiip igersinde ¢oziildii. Asirt hidrofobik yapisindan dolay: ¢oziilme

isleminin tam olarak gergeklesmesi i¢cin musluk suyu altinda bir siire bekletildi.

Spektrofotometrede dalga boyu 275 nm’ye ayarlandiktan sonra kuartz kiivete 1
ml etanol koyularak absorbans sifirlanir ve 2ul KoQjo ¢ozeltisi de kiivete eklenerek
karistirildiktan sonra absorbans okunur. Olgiim ii¢ kez tekrarlanir. Formiil 1’e gore

konsantrasyonu hesaplanir.
Cozeltisi hazirlanan kimyasallarin ekstinsiyon katsayilari (¢) asagidaki gibidir:

NADH: 5.5 mM*.cm?, DB: 14.5 mM-1.cm-1 Rotenon: 25 mM™.cm™, Musidin
21.9 mMtcem?, AA: 4.8 mM™*.cm?, Sitokrom c: 19.1 mM™.cm™, KoQio: 14.2 mM

1.Cm_l

5.4. Sigir (B. taurus) Kalbinden Mitokondri izolasyonu

Sigir kalbinden mitokondri izolasyonu Smith tarafindan gelistirilen metod
protokolii takip edilerek gerceklestirildi (91). Ilgili protokol adimlar1 asagida

Ozetlenmistir:

o Oncelikle taze kesilmis 3 adet, geng, erkek sigir kalp dokusu yag ve baglanti

dokularindan arindirildi.
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e Ardindan, doku kan ve kas olamayan dokulardan temizlenmek iizere 0.15 M
KCl tamponu ile iyice yikandi.

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

e Homojenatlar 2000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij edildi.

e Siipernatant 9000 rpm’de 30 dakika siiresince tekrar santrifiij edildi.

e Siipernatant uzaklastirildi. Mitokondri iceren ¢okelek, siikroz Tris-HCI
tamponu ile resiispanse edildi ve 9000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

e (okelek konsantrasyonu 50 mg/ml olacak sekilde siikroz Tris-HCI tamponu ile

resiispande edildi ve kullanilmak iizere -80 °C’ de muhafaza edildi.
5.5. Mitokondri Izolatlarindan R4B Fraksiyonlarimin Hazirlanmasi

Si1gir kalbi mitokondrileri kullanilarak kompleks I ve III”’ ce zengin mitokondriyal
protein fraksiyonu olan R4B’ler elde edildi. Bu islem Hatefi tarafindan gelistirilen
protokole uygun olarak gergeklestirildi (92). R4B hazirlama protokol asamalari asagida
belirtilmistir.

e Mitokondriler, ¢6zelti konsantrasyonu 20 mg/ml olacak sekilde TSH tamponu
icerisinde homojenize edildi.

e Ardindan 0.35 mg potasyum deoksikolat ve 72 mg kat1 KCl eklenerek 30.000
rpm’de 30 dakika boyunca +4 °C’ de santrij edildi.

e Santrifiij sonrasi ag¢ik kirmizi renkli siipernatan alinarak “: oraninda soguk
distile su ile seyreltildi ve tekrar 30.000 rpm’de 30 dakika santrifuj edildi.

e Siipernatan diyaliz membranina alinarak 10 mM Tris tamponu igerisinde 3 saat
boyunca diyaliz edildi.

e Diyalizat, tekrar santrifiij tiiplerine konularak 30.000 rpm’ de 75 dakika
boyunca santrifiij edildi.

e (okelek, TSH tamponu ile c¢oziilerek Potter-Elvehijem homojenizator ile
homojenize edildi.

e Homejenatin konsantrasyonu Biliret metodu (93) ile tayin edildi. Bir gece

boyunca -80°C’ de saklandh.
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e Ertesi glin ¢ozelti ¢oziilerek konsantrasyonu 10-12 mg/ml olacak sekilde TSH
tamponu ile seyreltildi.

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

e Buz igerisinde 15 dakika inkiibe edildikten sonra 30 000 rpm’ de 30 dakika
boyunca santrifiij edildi.

o Acik kirmiz1 renkli siipernatana 100 ml ¢ozelti icin 6 ml olacak sekilde %50’
lik amonyum asetat ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe
edildi.

e Akabinde, 30 000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatana 100 ml 6zetli i¢in 3,2 ml olacak sekilde %50’ lik amonyum asetat
cozeltisi eklenerek 15 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edilerek 30.000
rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

e Kompleks I ve kompleks IIT ce zengin ¢okelek TSH tamponu ile resiispanse
edilerek konsantrasyonu Biiiret metodu ile belirlendi ve daha sonra kullanilmak

lizere alikotlara béliinerek —80 °C de saklandi.
5.6. Lipozom (Fosfolipid Vezikiillerinin) Hazirlanmasi

Fosfolipid vezikiilleri Degli Esposti ve ark. tarafindan modifiye edilen yontem ile

hazirland1 (94,95). Deney protokolii asagida 6zetlenmistir.

0.3 g Asolektin tartilir ve lizerine kabinet icersinde cam pipetle ¢ekilen 1ml eter
eklenir. Iyice vortekslenir. Daha 6nce hazirlanan KoQjg soliisyonu iyice ¢oziinmiis
oldugundan emin olmak kaydiyla lipozomlara sirasiyla istenilen konsantrasyon
saglanmak {izere daha onceden belirlenen miktarlarda eklenir. KoQjg asir1 hidrofobik
yapisindan dolayi ilgili konsantrasyonun elde edilmesi i¢in bu islemin olabildigince
hizli olmas1 gerekmektedir. KoQip eklendikten sonra iyice vortekslenir. Nitrojen tiipii
acilir ve gaz akisi ne ¢ok fazla nede ¢ok az olacak sekilde ayarlanir. Tiipler 45 derecelik
bir agiyla tutularak yavasca gevrilmek suretiyle kurutulur. KoQio konsantrasyonu
arttik¢a lipozomlarin fiziksel goriiniisleri ve kuruma stireleri degismektedir. Tiipler iyice
kuruduktan sonra fiizerlerine 5Sml KCI tamponu eklenir ve iyice ¢Oziinene kadar

vortekslenir. Sonra 5 dakika buz iizerinde inkiibe edilir ve tekrar Sml tampon eklenerek
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vortekslenir. Bu asamada cozeltilerin iyice ¢oziindiigiinden emin olunur aksi taktirde

tekrar buz lizerinde inkiibe edilerek ¢oziinmesi saglanir.

Farkli KoQjo konsantrasyonu igeren lipozom soliisyonlarinin her biri 10 kez
sonike edilir. Sonikasyon islemi buz i¢ersinde ve nitrojen akisi esliginde yapilir. Her bir
siklus 30 saniye sonikasyon ve 30 saniye bekleme seklinde yaklasik 350-700 watt
arasinda yapilir. Bu asamanin ardindan tek katli membran lipid vezikiilleri elde edilmis
olur. Lipid peroksidasyonunu engellemek acgisindan lipozomlar elde edildikleri giin

inkorpore edilmislerdir.
5.7. Lipozomlara R4B Fraksiyonlarinin Yerlestirilmesi

R4B fraksiyonlarmin fosfolipid vezikiillerine yerlestirilmesi, Racker ve ark.

tarafindan kullanilan metod modifiye edilerek gergeklestirilmistir (96).

Farkli konsantrasyonlarda KoQjo iceren fosfolipid vezikiilleri ile R4B
fraksiyonlar1 1:1 ve 1:30 (R4B:fosfolipid) oranlarinda ve 1.7 M n-oktil —-D-
glukopiranosid isimli deterjan varliginda deterjanin konsantrasyonu %1.4 hacim/hacim

olacak sekilde karistirildi.

Karigim, 10 dakika buz iginde bekletildikten sonra 40 kat KCI tamponu ile dilue
edildi. Boylece deterjan uzaklastirilmis oldu (97).

Hazirlanan ¢ozeltinin konsantrasyonu Lowry yontemi ile tespit edildi (98).
5.8. Kinetik Analizler

Biitiin kinetik analizler proteinlerin uygun tamponlarda istenilen konsantrasyonda
olacak sekilde ¢oOziilmesi ile yapilir. Sigir kalp mitokondrileri tampon B ile R4B
proteolipozomlart KCL tamponu ile ¢oziiliir. Olgiim sirasinda konsantrasyonlari
sirastyla 40 pg/ml ve 15 pg/ml olacak sekilde ayarlanir. Enzimatik analizler 2 dalga
boylu spektrofotometrede 30°C sicaklikta gerceklestirilmistir (84).

NADH-ubikinon oksido rediiktaz aktivitesi; subsrat satiirasyonu kosullarinda ve
Rotenon ve AA inhibitorleri varliginda oSlgiilmiistir. NADH her analiz Oncesi taze
hazirlanip konsantrasyonu spektorofotmetrede 380/340nm dalga boyunda olciilmiis ve

son konsantrasyonu 75 puM olacak sekilde ayarlanmistir. Elektron alicisi olarak
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kullanilan Decyl-ubikinon, DB ayni sekilde her analiz Oncesi taze olarak hazirlanip
280nm dalga boyunda konsantrasyonu oOl¢iiliip son konsantrasyonu 120uM olacak
sekilde ayarlanmistir. Rotenon inhibitérii her seferinde taze olarak hazirlanmali ve
konsantrasyonu 290nm dalga boyunda etanol varliginda olgiilmelidir. Kompleks I’i
inhibe edecek rotenon konsantrasyonu 4uM’dir. Kompleks III’iin bloke edilmesi i¢in
kullanilan AA inhibitorii taze hazirlanmak zorunda degildir fakat analiz Oncesi
konsantrasyonu 320nm’de etanol ile 6l¢iilmelidir. Kompleks III inhibisyonu i¢in uygun
goriilen AA konsantrasyonu 1mM’dir. Bu kosullar altinda NADH oksidasyonu A= 340-

380 nm olacak sekilde minimum 250saniye monitorize edilmistir.

NADH-sitokrom ¢ oksidorediiktaz aktivite Ol¢imleri her seferinde taze olarak
hazirlanan, 50 uM sitokrom ¢ kullanilarak gerceklestrilmistir. 75 pM konsantrasyonda
NADH, AA ve rotenon inhibitdrleri varliginda elektron vericisi olarak kullanilir.
Aktivite Olglimii 2 dalga boylu spektrofotometrede A= 550-540 nm olacak sekilde

minumum 150 saniye monitdrize edilmistir.

Aktivite  hesaplamalar1  cihazin  kendi  orijinal  yazilimi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. NADH oksidasyonu i¢in bandwith:5nm ve sitokrom c rediiksiyonu

icin bandwith:2nm olarak alinmustir.
5.9. Kompleks I Tarafindan Olusturulan Hidrojen Peroksit (H,O,) Tayini

Hidrojen peroksit miktari, olusan hidrojen peroksit ile diklorofloresandiasetat,
DCFDA, probun tepkimesi sonucu olusan floresan emisyonun 0l¢iilmesiyle belirlendi.
Tepkimenin kompleks I ve kompleks III inhibitorleri olan rotenon ve musidin varliginda
gerceklestirilerek kacan elektronlarin  kompleksler tarafindan tekrar yakalanmasi

engellenmistir (99,100,101).

e 10 pL 6 mM DCFDA iizerine 40 pL 0.0IN NaOH c¢ozeltisi eklenerek
karanlikta 30 dakika inkiibe edilidi.

e Ardindan iizerine 200 puL 25 mM Tris-KCI-EDTA tamponu eklenerek
konsantrasyonu 240 uM olan prob ¢dzeltisi elde edildi.

e Hazirlanan 6rneklerden, kor olarak tampondan ve positive kontrol olarak H,0,
cozeltisinden 800 pL almarak her biri ayrn tiipe koyularak tiipler ornek

icerigine gore isaretlendi.
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e Her bir tiipe son konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde 240 uM DCFDA ve son
konsantrasyonu 1,8 uM olacak sekilde mucidin eklendi.

e Her bir 6rnegin yaris1 yeni bir tlipe alinarak iizerlerine son konsantrasyonu 4
uM olacak sekilde rotenon eklendi. Boylece her bir 6rnegin sadece mucidin
varliginda ve mucidin+rotenon varli§inda tepkimeye girmesi saglandi.

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

e Her bir kuyucukta 200 pL olacak sekilde 6rnekler ¢ift ¢alisilacak sekilde 96’11k
pleyte ytiklendi.

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

Hesaplama

Pleyt iizerinde ¢ift calisilan Orneklerin 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.
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6. BULGULAR
6.1. Sigir Kalbinden izole Edilen Mitokondrilerin ve R4B’lerin Aktivite Tayini

Ug genc erkek B. taurus kalbinden izole edilen mitokondrilerin, lowry metoduyla
oOlgiilen protein konsantrasyonu, 17.59 mg/ml olarak tespit edilmistir. Mitokondrilerin
NADH substrat olarak kullanildigi solunumsal aktivitelerinin kinetik olarak &lg¢iim

sonuclar1 agagidaki tabloda gosterilmistir:

Tablo 4. B. taurus Kalbinden izole Edilen Mitokondrilerin Solunumsal Aktiviteleri

Enzim aktivitesi 1Mol \npn/dk mg protein Ortalama
NADH-02 0.1204 0.1215 0.12
Sonikasyon sonrast (3x10sh) 0.2628  0.2767 0.2971 0.28
NADH-DB/AA/Rot 0.1555 0.1765 0.17
Sonikasyon sonrasi (3X10sn) 0.3018 0.2807 0.3199 0.30

Elde edilen mitokondri izolatlarindan hazirlanan kompleks I ve III’ce zengin
R4B’lerin konsantrasyonu lowry metoduyla, 9mg/ml olarak ol¢ililmiistiir. R4B’lerin
enzimatik aktiviteleri NADH’in substrat olarak kullanildig1 kinetik analizlere ait

sonuclar asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 5. R4B’lerin Enzimatik Aktivite Ol¢iimii

Enzim aktivitesi uMol \ppr/dk mg protein Ortalama
NADH-02 0.2392 0.1844 0.22
NADH-DB/AA/Rot 0.7873 0.5916 0.69
NADH-Sitokrom ¢ 1.3 1.295 1.30

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

yeterli bulunmustur.

6.2. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarinin NADH-Sitokrom c
Oksidorediiktaz Aktivite Olciimleri

Kompleks I ve III’ce zengin R4B’lerin, dort farkli KoQjg igeren lipozomlara 1:1
ve 1:30 oranlarinda yerlestirilmesiyle olusan proteolipozomlarin entegre enzim

aktivitelerinin 6l¢iim sonuglari tablo 6 ve 7°de gosterilmistir.
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Tablo 6. R4B: FL 1:1 Proteolipozomlarinin NADH-Sitokrom ¢ Oksidorediiktaz
Aktivite Sonuglari (n=2)

Enzim aktivitesi

(NADH-sitokrom

uMol yppr/dk mg protein

inhb.
*
c/AA/Rot) Ort. %
Deneyler D1 D2 D3 D4 D5
Onmolk.o/mgFL 0.559+0.07 0.611+0.06 0.543+0.03 0.776+0.01 0.615+0.01 0.622+0.1 >90
10nmolk.o/mgFL 1.020+£0.04 1.000+0.00 0.769+0.03 1.040+0.01 0.652+0.00 0.957+0.1 >90
20nmolkqo/mgFL 1.023£0.03 1.117+0.05 0.808+£0.00 1.141+£0.04 0.988+0.03 1.022+0.2 >90
30nmolkeq/mgFL 1.033£0.07 1.079+£0.06 1.140+£0.06 1.471+£0.04 1.286+0.02 1.181+0.1 >90
*[statistiksel agidan D5’e ait sonuclar hesaplamalardan ¢ikarilmistir
Tablo 7. R4B: FL 1:30 Proteolipozomlarinin NADH-Sitokrom ¢ Oksidorediiktaz
Aktivite Sonuglar1 (n=2)
Enzim aktivitesi
NADH-sitokrom Mol napr/dk mg protein .
( C/AA/'Rot) HHO o Ort*  inhb.
%
Deneyler D1 D2 D3 D4 D5
Onmolk.q/mgFL 0.360+0.01 0.060+0.00 0.061+0.00 0.078+0.00 0.111+0.00 0.078+0.02 >90
10nmolyk,o/mgFL  0.546+0.02 0.212+0.04 0.216+0.01 0.273+0.00 0.351+0.00 0.263+0.06 > 90
20nmolkeo/mgFL  0.628+0.01 0.270+0.01 0.267+0.01 0.325+0.01 0.434+0.01 0.324+0.07 >90
30nmolkeo/mgFL  0.818+0.04 0.279+0.03 0.284+0.03 0.350+0.01 0.492+0.02 0.351+0.09 >90
* [statistiksel acidan D1’e ait sonuclar hesaplamalardan ¢ikarilmistir.
Her iki proteolipozom modelinde de NADH-Sitokrom ¢ aktiviteleri
30nmolkeg/mgFL  konsantrasyonunda  maksimum  seviyededir. R4B:FL 1:1
proteolipozomlarimin bu konsantrasyonda enzimatik aktiviteleri R4B:FL 1:30

proteolipozomlarinda oranla 3.4 kat yiiksek bulunmustur.
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6.3. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarinin NADH-Sitokrom c
Oksidorediiktaz Aktivitelerinin Birlestirilmis Grafik ile Gosterimi

/ 7

]

OnMolKoQ/mgFL  10nMolKoQ/mgFL 20nMolKoQ/mgFL  30nMolKoQ/mgFL
[KoQyq]

NADH-Sitokrom c

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

puMol yap/dk mg/ protein

mR4B:FL 1:30 #R4B:FL 1:1

Sekil 18. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarinin NADH-Sitokrom ¢ Oksido
Rediiktaz Aktiviteler Grafigi
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6.4. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarinin NADH Oksidasyonu icin
[KoQio] Konsantrasyonlarma Gore Km ve Vp. Degerlerini Gosteren

Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk Grafiklerileri

Michaelis-Menten

1.5-
.@
é 1.0 R4B:FL1:1 R4B:FL1:30
-1 1]
g V1,279 Vipayt0,422
E K, 3643  K,;:6,046
3 0.5
L
=

0-0 T ] L] 1

0 10 20 30 40

[S]

Sekil 19. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarin Michaelis-Menten Grafigi

Ve Viax, Km Degerleri.

Lineweaver-Burk

| TAY
R4B:FL 1:1
4.0, R4B:FL 1:30
0+
-0.4 0.2 0.0 0.2
1/[S]

Sekil 20. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlariin Lineweaver —Burk Grafigi.
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6.5. R4B:FL 1:1 ve R4B:FL 1:30 Proteolipozomlarinin NADH-DB Aktivite

Olciimleri

Kompleks I ve III’ce zengin R4B’lerin, dort farkli KoQjp igeren lipozomlara 1:1
ve 1:30 oranlarinda yerlestirilmesiyle olusan proteolipozomlarin spesifik kompleks |

enzim aktivitelerinin 6lgiim sonuglar Sekil 21 ve 22°de gosterilmistir.

NADH-DB

0,7
0,6
0,5
0,4 -
0,3 -
0,2
0,1
0,0 -

uMolDB/dk/mgprotein

OnM/mgFL KoQ 10nM/mgFL KoQ 20nM/mgFL KoQ 30nM/mgFL KoQ
[KoQy]

Sekil 21. R4B: FL 1:30 Proteolipozomlarinin Kompleks | Aktivite Sonuglart (n=4)

NADH-DB

0,7
S 06
[
S 05 -
% 04 -
g il
g 03-
8 02 -
=
= 01 -
=

0,0 -

OnM/mgFL KoQ 10nM/mgFL KoQ  20nM/mgFL KoQ  30nM/mgFL KoQ
[KoQq]

Sekil 22. R4B: FL 1:1 Proteolipozomlarinin Kompleks | Aktivite Sonuglar1 (n=4)

Her iki proteolipozom serisinin dort farkli KoQ10 konsantrasyonu igin spesifik

kompleks I aktiviteleri arasinda anlamli bir fark bulunamamastir.
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6.6. ROS Ol¢iim Sonuclar
6.6.1.ROS-I Ol¢iim Sonuclar

Artan KoQo konsantrasyonlarina gore hazirlanmis proteolipozomlarin (R4B:FL
1:1 ve R4B:FL 1:30) kompleks I kaynakli ROS fiiretimleri, musidin ve rotenon
inhibitérleri varliginda, DCFDA probuyla kolorimetrik olarak o6l¢iilmiistiir. Olgiim
protokolii 0,5 mg/ml protein konsantrasyonlarina gore diizenlendigi i¢in, ROS 6l¢limleri
proteolipozomlarin gergek protein konsantrasyonlarina gore yeniden dogrulanmistir.
Daha hassas bir analiz i¢gin ROS &l¢timleri proteolipozomlarin kompleks I aktivitesi
gore teker teker hesaplanmistir. Proteolipozomlarin konsantrasyonlarin1 ve kompleks |

aktiviteleri asagidaki tablolarda gdsterilmistir.

Tablo 8. Proteolipozom R4B:FL 1:1 Musidin Inhibitérii Varliginda Kompleks |
Aktivitesi Basina ROS-1 Ol¢iim Sonuglari

Proteolipozomlar Onmolkeo/mgFL  10nmolk.o/mgFL  20nmolk.o/mgFL  30nmoly.o/mgFL
DCFDA

A 63749 566165 63215,5 79246
+Musidin
Protein mg/ml 0.31 0.33 0.38 0.39
Pro 0.5 mg/ml 102821 85783 83178 101597
(dogrulama)
Kompleks | 0.64 0.60 0.56 0.58
(uMol/dk mg protein)
ROS/komplex | 161288 142971 148533 176660

Tablo 9. Proteolipozom R4B:FL 1:1 Musidin + Rotenon Inhibitdrleri Varliginda
Kompleks | Aktivitesi Basina ROS-1 Ol¢iim Sonuglari

Proteolipozomlar ~ Onmolyk,o/mgFL  10nmolk.o/mgFL  20nmolk.o/mgFL  30nmoly.o/mgFL

DCFDA

+Musidin+Rot 231860 176997 256999 290176
Protein mg/ml 0.31 0.33 0.38 0.39
Pro 0.5 mg/ml 373968 268178 338157 372020
(dogrulama)

Kompleks I

(uMol /dk mg 0.64 0.60 0.56 0.58
protein)

ROS/komplex I 586617 446963 603851 646879
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Tablo 10. Proteolipozom R4B:FL 1:30 Musidin Inhibitérii Varliginda Kompleks |
Aktivitesi Basina ROS-1 Ol¢iim Sonuglari

Proteolipozomlar ~ Onmolkeo/mgFL  10nmolyk,o/mgFL  20nmolk.o/mgFL  30nmolk.o/mgFL
DCFDA

L 266721 162736 113668 79364
+Musidin
Protein mg/ml 0.33 0.46 0.44 0.49
Pro 0.5 mg/ml 404123 176887 129169 80984
(dogrulama)
Kompleks I
protein)
ROS/komplex | 1443295 655139 445409 269946

Tablo 11. Proteolipozom R4B:FL 1:30 Musidin+ Rotenon Inhibitérii Varliginda
Kompleks | Aktivitesi Basina ROS-1 Ol¢iim Sonuglari

Proteolipozomlar  Onmolkeo/mgFL  10nmolk,o/mgFL  20nmolk.,o/mgFL  30nmoly.o/mgFL

DCFDA 306210 212223 154409 121487
+Musidin+Rot

Protein mg/ml 0.33 0.46 0.44 0.49
Pro 0.5 mg/ml 463955 230678 175465 123966
(dogrulama)

Kompleks |

(uMol/dk mg 0.28 0.27 0.29 0.3
protein)

ROS/komplex | 1656983 854362 605053 413221

R4B:FL 1:1 proteolipozom serilerinde KoQip konsantrasyonu ile ROS miktari
arasinda anlamhi  bir artis veya azalis gozlenmemistir. R4B:FL  1:30
proteolipozomlarinda KoQ1p konsantrasyonunun artmasiyla ROS olusumunda diizenli

bir artis oldugu tespit edilmistir.
6.6.2. ROS-II Ol¢iim Sonuclar:

Her iki proteolipozom modelinde miisidin ve rotenon varliginda kompleks |
kaynakli ROS {iretimi 6l¢iim sonuglarini dogrulamak amaciyla ayni R4B fraksiyonlar
baska bir lipozoma inkorpore edilerek ¢aligma tekrarlandi. Bu deney sirasinda spesifik
kompleks I aktivitesi Olgiilmedi. Kompleks I aktiviteleri i¢in yapilan tiim deneyler

sonucu elde edilmis kompleks I aktivite verilerinin ortalamasi alinarak kullanildi.
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Proteolipozomlarin gergek protein degerleri lowry yontemiyle tayin edildi ve deney
protokoliinde 6nerilen 0,5 mg/ml’ye gore diizenlendi. Sonuglara ait tablolar asagida
gosterilmistir.

Tablo 12. Proteolipozom R4B:FL 1:1 Musidin Inhibitérii Varliginda Kompleks |
Aktivitesi Basina ROS-11 Ol¢iim Sonuglari

Proteolipozomlar ~ Onmolke,o/mgFL  10nmolke/mgFL  20nmolkeo/mgFL  30nmoly.o/mgFL

DCFDA 1112272 249791 150311 100890
+Musidin

Protein mg/ml 0.68 0.60 0.60 0.59
Pro 0.5 mg/mi 404122.7 176887.5 129168.8 80983.67
(dogrulama)

Kompleks |

(uMol /dk mg 0.58 0.60 0.61 0.62
protein)

ROS/komplex | 1409034 344651 204726 137339

Tablo 13. Proteolipozom R4B:FL 1:1 Musidin+Rotenon Inhibitdrleri Varliginda
Kompleks | Aktivitesi Basina ROS-11 Ol¢iim Sonuglari

Proteolipozomlar ~ Onmolk,o/mgFL  10nmolk.o/mgFL  20nmolkeo/mgFL  30nmolk.o/mgFL

DCFDA 1116311 681600 685849 422517
+Musidin+Rot

Protein mg/ml 0.68 0.60 0.60 0.59
Pro 0.5 mg/ml 820207 564265 569826 356603
(dogrulama)

Kompleks |

(uMol /dk mg 0.58 0.60 0.61 0.62
protein)

ROS/komplex | 1414150 940442 934141 575166
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Tablo 14. Proteolipozom R4B:FL 1:30 Musidin Inhibitérii Varliginda Kompleks |
Aktivitesi Basina ROS-11 Ol¢iim Sonuglari

Proteolipozomlar  Onmolk,o/mgFL  10nmolk.o/mgFL  20nmolk.o/mgFL  30nmolyk.o/mgFL
DCFDA

o 524184 208965 175661 136302
Protein mg/ml 0.40 0.46 0.45 0.45
Pro 0.5 mg/ml 655861 327978 197031 150036
(dogrulama)

Kompleks I

(uMol /dk mg 0.49 051 0.46 0.49
protein)

ROS/komplex | 1338491 643095 428328 306196

Tablo 15. Proteolipozom R4B:FL 1:30 Musidin+Rotenon Inhibitdrleri Varliginda
Kompleks I Aktivitesi Basina ROS-II Olgiim Sonuglar

Proteolipozomlar ~ Onmolyk,o/mgFL  10nmolk.o/mgFL  20nmolk.o/mgFL  30nmoly.o/mgFL
DCFDA

+Musidin+Rot 678496 531444 407080 279213
Protein mg/ml 0.40 0.46 0.45 0.45
Pro 0.5  mg/ml 848936 583018 456604 307346
(dogrulama)

Kompleks I

(uMol /dk  mg 0.49 0.51 0.46 0.49
protein)

ROS/komplex | 1732522 1143173 992617 627238

ROS-II 6l¢iim sonuglarina gore her iki proteolipozom serisinde de artan KoQ1o
konsantrasyonuna karst ROS olusumun azaldig1 gozlenmistir. Bu azalma R4B:FL 1:30

modelinde daha diizenlidir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Mitokondrilerin solunum aktiviteleri; elde edildikleri hayvanlarin cinsiyetlerine,
yaslarina ve ihtiva ettikleri mitokondri miktarina baghdir. Caligmada geng, erkek B.
taurus kalp dokusundan, elde edilen mitokondrilerden kompleks I ve III’ce zengin R4B
fraksiyonlar1 Hatefi ve Rieske tarafindan modifiye edilen yontemle izole edilmistir (92).
Elde edilen mitokondri izolatlarinin ve onlardan elde edilen R4B fraksiyonlarinin
NADH-0, ve NADH-DB aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Calisma 6ncesinde 3 kez mitokondri
izolasyonu ve iki kez R4B izolasyonu yapilmis fakat aktiviteleri yetersiz goriildiigiinden
calisma ileriki asamalara gotliriilmemistir. Bu calismada kullanilan mitokondrilerin
(Tablo 4) ve R4B fraksiyonlarin (Tablo 5) enzimatik aktiviteleri yeterli bulunmus ve
calismaya devam edilmistir. Her iki modelde de 30nMolkoq/mgFL konsantrasyon igeren
proteolipozomlar maksimum solunum aktivitesi gostermislerdir ve bu aktiviteler

literatiirle ortiismektedir.

Stiperkompleks olusumlarinin giicii, biiyiik oranda i¢ mitokondriyal membranin
lipid igerigine, kompozisyonuna ve sekline baglidir (87). Yapilan arastirmalarda lipid
orani protein oranina kars1 yliksek oldugunda (>10:1) siiperkompleks I-III olusumunun
engellendigi BN-PAGE ve kinetik ¢alismalarda gosterilmistir (63,102,103). Calismada
R4B fraksiyonlari, SK Iil1l; olusumu icin gerekli oranlarda fosfolipid i¢eren, R4B:FL
1:1 oraninda ve siliperkomplekslerin ayristigi oran olarak belirlenen R4B:FL 1:30
oraninda olmak tizere iki farkli proteolipozom modeli kullanilmistir. Calismanin amaci
dogrultusunda, Iki ayr1 modelde de R4B fraksiyonlari, farkli miktarda KoQiq iceren
lipozomlara yerlestirilerek KoQip miktarinin, siiperkompleks varliginda ve de
yoklugunda solunum zinciri aktivitesi lizerine etkileri incelenmistir. Daha Once
Italya'min Bologna Universitesi, Biyokimya Béliimiinde Prof. Giorgio Lenaz
onderligindeki biyoenerjetik grubu tarafindan yapilan KoQjio titrasyon caligmalarinda
solunum zinciri siiperkompleks varliginda ve ayristifinda enzim doygunluk
konsantrasyonu 30nMolkeq/mgFL olarak tespit edilmistir. Bundan dolay1 ¢alismamizda
30nMolkeg/mgFL konsantrasyonu {iist smir olarak kabul edilip bu degerden diisiik

KoQ1o konsantrasyonlarinin siiperkompleks iizerine etkisi incelenmistir.

Calismamizda, NADH oksidasyonu iizerine KoQ;o konsantrasyonunun etkilerinin

incelendigi toplam 5 enzimatik analiz yapilmistir. Bes deney i¢in dort kez lipozom
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hazirlanmistir. Lipozom serileri her bir proteolipozom modeli icin 4 farkli KoQig
konsantrasyonunda hazirlanmigtir. Hazirlanan R4B fraksiyonlari, R4B:FL 1:1 ve 1:30
oranlarinda olacak sekilde ayni giin lipozomlara yerlestirilmistir. Deneylerde olusacak
hata paylarin1 asgari seviyeye indirmek ve deneyleri standardize etmek amaciyla
proteolipozomlar hazirlandig1 giin icersinde kinetik analizleri yapilmistir. Her bir
proteolipozom serisi i¢in spesifik kompleks I aktivitesi ve NADH-sitokrom ¢ oksido
rediiktaz entegre aktiviteleri, ortamin sicakligi, nemi sabit tutulmak kaydi ile oldukca
hassas bir sekilde dl¢lilmistiir. Her iki modelde de farkli KoQ19 konsantrasyonu igeren
proteolipozomlarin en az iki kez NADH-DB ve NADH-sitokrom c¢ oksidorediiktaz

kinetik aktiviteleri 6lgtilmiistiir.

Yapilan kinetik analizlerde, her iki proteolipozom modelinin kendi igersindeki
spesifik kompleks 1 aktiviteleri, beklenildigi {izere birbirine ¢ok yakin degerlerde
cikmistir (Sekil 21,22). Calismamizda siiperkompleks varliginda ve ayristifinda
solunum aktiviteleri arasindaki farklar incelenmesi amaglandigindan; her iki durumda
da kompleks I’in aktif olarak calistiginin gdsterilmesi olduk¢a basarilt bir sonugtur.
Beklenilen; kompleks I’in siiperkompleks olusup olusmamasindan bagimsiz olarak
gbrevini yerine getirmesidir. Bunun yani sira her iki modelde de KoQip miktarinin
kompleks I aktivitesini etkilememesi bu nedenle seriler icersinde aktivitelerin birbirine
yakin c¢ikmasi olduk¢ca Onemli bir sonuctur. Bu sonug, calismada hazirlanan

proteolipozomlarin basariyla olusturuldugunun bir kaniti niteligindedir.

R4B:FL 1:1 proteolipozom serileri ile R4B:FL 1:30 serileri kompleks | aktiviteleri
acisindan karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark olmadigi goriilmektedir.
Stiperkompleks modelinde elektron iletimi i¢in hiz sinirlandirict kompleks olarak kabul
edilen kompleks I’in aktivitesinin lipid igeriginden bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir
(104). SK 14lll; igeren proteolipozomlarin digerlerine nispeten biraz daha yiiksek
kompleks I aktivitesine sahip olmasinin nedeni; komplekslerin ayristigi durumlarda
kompleks I’in destabilize olmasi ve bu yiizden etkin bir sekilde calisamamasi
olabilecegi gibi proteolipozomlarin endojen KoQip miktarlart arasindaki farklarin da
aktivitelerin farkli olmasina neden olmus olabilecegi ihtimaller arasindadir. Maalesef,
calismamizda heniiz proteolipozomlarin igerdikleri endojen KoQip miktarlar1 tespit

edilememistir. Bundan dolay1r kesin bir yorumda bulunmak miimkiin degildir.
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Literatiirde benzer olarak sliperkompleks yapisinda bulunan kompleks I aktivitesi ile
serbest kompleks I aktivitesi arasinda anlamli bir fark gosterilmemistir (4). Bunun yani
sira  siiperkompleks 1311,  ayrisiminin - saglandigr  hiicrelerde, NADH-ubikinon
oksidorediiktaz aktivitesinde, kompleks I destabilizasyonuna bagli 6nemli dl¢iide diisme

gosterilmistir (105-107).

Stiperkomplekslerin substrat kanali olusturmalar1 ve kompleksler arasindaki
katalizi arttirmalar1 vasitasiyla daha etkili bir elektron iletimi gergeklestirmeleri, bu
supramolekiiler ~ organizasyonun  beklenen bir  sonucudur.  Siiperkompleks
organizasyonlari, solunum sirasinda cereyan eden redoks reaksiyonlarinda iki enzimin
aktif bolgeleri arasinda adeta bir substrat kanali gibi ¢alisarak, aract molekiillerin direkt
ve hizli bir sekilde iletimini saglamaktadirlar (108). Bu hipotezden yola ¢ikarak
calismamizda; NADH-sitokrom ¢ oksidorediiktaz entegre aktivitesi ile ilgili SK 1111,
iceren proteolipozomlar ve SK icermeyen proteolipozomlar elektron iletim hizlar
agisindan karsilastirllmistir. Her iki modelde de proteolipozomlar 30nMolkeo/mgFL
konsantrasyonunda maksimum aktivite gostermislerdir (Tablo 6,7). Bu sonuglar
literatirle uyumludur (78). Bunun yanmi sira SK Ijlll; olustugu proteolipozom
modellerinin en yiiksek KoQjo konsantrasyonunda, NADH-sitokrom ¢ oksidorediiktaz
aktiviteleri SK ayristigt durumdaki aktiviteye oranla yaklasik 3,4 kat yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu sonug tez c¢aligmasinin, sliperkomplekslerin substrat kanali gibi
calisarak daha hizli ve etkin elektron akisi saglamalar1 seklindeki hipotezini
dogrulamaktadir ve ayni zamanda literatiirle uyumludur (104). 20nMolkeo/mgFL ve
10nMolkeo/mgFL igeren proteolipozomlarin da benzer olarak R4B:FL 1:1 serilerinde
entegre aktiviteleri anlamli derecede fazla bulunmustur. En diistik aktivite degerleri her
iki modelde OnMolkeo/mgFL igeren proteolipozomlarda tespit edilmistir. R4B:FL 1:1
proteolipozomlarinin OnMolkeo/mMgFL konsantrasyonunda yaklagik 8 kat fazla aktivite
gostermislerdir. Bu dramatik farkin kaynagmin temel olarak iki nedenden dolay1
olabilecegi diistinlilmektedir. Birincisi; lipozom modellerininin i¢erdikleri endojen KoQ
miktarlarmin farkli olmasidir. Her iki modelde KoQip icermeyen lipozomlara R4B
fraksiyonlar1 yerlestirilmistir. Bu yilizden gosterilen aktivite R4B fraksiyonlariin
icerdikleri endojen KoQjo molekiilleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Teorik olarak,
her iki modelde de kullanilan R4B fraksiyonlari1 ayn1 menseli oldugu icin icerdikleri

endojen KoQip molekiillerinin ayn1 miktarda olmasi beklenilir. Fakat yine de farazi
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farklarin olmasi olasidir. Maalesef daha oncede deginildigi iizere ¢alismada kullanilan
proteolipozomlarlarin KoQp igerikleri ile ilgili bir veri elimizde bulunmamakla birlikte
bu farazi farkin enzimatik aktiviteyi dramatik olarak degistirmesi miimkiin degildir.

Bunun yan1 sira KoQip igermeyen proteolipozomlarin  aktivitelerinin
siiperkompleks varliginda artmasi beklenen bir sonugtur. Sonuc¢lardan da gorildigi
tizere stiperkompleks igeren proteolipozomlar dort farkli KoQjo konsantrasyonunda da
daha hizl1 bir elektron transportu saglamaktadirlar. Rastgele diflizyon modelinde, KoQ
gibi mobil tastyicilar substrat benzeri davranis gostererek, diflizyon ile hareket ederler
rastgele etkilesimler sonucunda elektron iletimini saglarlar (1). Siiperkompleks
modelinde ise KoQ molekiilleri siiperkompleks yapist igersinde yer alan ardisik
enzimlerin ara yiizlerine bagl olarak yer alirlar ve tiim araci molekiil iletimleri kanal
icersinde, protein ¢evreden uzaklagsmadan gergeklestirilir (87). Bu nedenle daha hizli bir
iletim saglanabilmektedir. Bunun aksine R4B:FL 1:30 proteolipozomlarinda oldugu gibi
siiperkompleksler ayristiginda rastgele difiizyon kurallar1 gegerli olup KoQ molekiilleri
havuz davranisi gosterdikleri i¢in enzimatik aktiviteler biiylik Olclide diismektedir.
Calismamizda elde edilen bu sonug; siiperkompleks varliginda KoQ havuz davranisinin

artik gecerli olmadiginin bir kaniti niteligindedir.

Calismada elde edilen sonuglar, enzim kinetigi agisindan degerlendirildiginde,
stiperkompleks olusumunun gozlendigi proteolipozomlarin digerlerine oranla; diisiik
Km ve yiikksek Vpyax degerlerine sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 19). Bu da
siiperkomplekslerin substrat afinitelerinin ¢ok daha yiiksek oldugunu, daha az KoQig
konsantrasyonunda substrat doygunluguna ulasarak Vimax/2 ye eristigini gostermektedir.
Siiperkompleks I1lll; iceren proteolipozom modellerinde Km degeri 3,6nmolkoq/mg
protein, komplekslerin ayristigt durumda ise Km degeri 6nmolkoq/mg protein’dir.
Stiperkomplekslerin = Vimax  degerleri  komplekslerin ~ bireysel olarak yerlestigi
proteolipozomlara oranla 3 kat daha fazladir (Sekil 19). Bu da siiperkomplekslerin daha

hizli elektron iletimi sagladiginin bir baska gostergesidir.

Literatirde yeniden yapilandirilmis mitokondriyal membran sistemlerinde
koenzim Q molekiiliiniin NADH oksidasyonu i¢in Km degeri 2-5nmol/mg protein’dir
(78). Calismamizda her iki proteolipozom modeli i¢in elde edilen Km degerleri

literatiirle uyumludur. Sigir kalbi mitokondileriyle yapilan caligmalarda total KoQ
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miktar1 1-4nmol/mg protein olarak tespit edilmistir (78). Pekcok farkli kaynaktan izole
edilen mitokondri membranlariyla yapilan daha detayli ve kapsamli bir caligmada
fizyolojik kosullarda mitokondrilerin KoQ igeriginin 4nmol/mg protein civarinda
oldugu gosterilmistir (109). Bu miktar g6z oniline alindiginda stiperkompleks ayrigsmasi
durumunda [KoQ] Km degerlerinin [KoQ]; degerinden daha diisiik olacagindan NADH
oksidasyonunun satlirasyonu i¢in yeterli olamayacagli sonucu ortaya cikmaktadir.
calismamizda elde edilen bu bulgu, fizyolojik agidan olduk¢a 6nem arz etmektedir.
Daha once Acin-perez ve ark tarafindan ortaya atilan “plastisite modeli” ile fizyolojik

kosullarda siiperkompleks olusumlarinin 6nem kazandigi vurgulanmistir (52).

Hiicrede ROS; sinyal iletiminden patolojik durumlara kadar pek ¢ok olayda
onemli rol oynamaktadir. Bilindigi iizere hiicredeki major ROS kaynagi mitokondriyal
solunum sistemi, 6zelliklede tek degerli oksijenin siiperoksite indirgenmesini saglayan
redoks bilesenlerini iceren kompleks I ve III’tiir. Kompleks I’de elektron akiginin
engellenmesi biiyiik oranda siiperoksit olusumuna neden olmaktadir. Ornegin kompleks
I’in defosforile oldugu fizyolojik kosullarda veya kompleks I’in etkilendigi optik
noropati, Parkinson hastaligi gibi patolojik durumlarda veya kompleks I’in inhibe
edildigi in vitro durumlarda asir1 miktarda siiperoksit olusumu gosterilmistir. (4).
Kompleks I’de elektronlarin oksijene kactigi aday bolgeler arasinda baslica N2
gelmektedir. Bunun yani sira FMNH, veya ubikinonun da elektron kagagina neden

olabilecegi tartisilmaktadir.

Indirekt calismalar komplekslerin siiperkompleksler seklinde supramolekiiler
organize olmasinin elektronlarin kanal icersinde akisi sirasinda komplekslerin redoks
bilesenlerinin okside durumda kalmasini sagladigindan siiperoksit olusumunu
sinirlandirabilecegi yoniindedir (110). Bunun yani sira degisik oranlarda R4B igeren
proteolipozomlarla yapilan c¢aligmada siiperkompleks yapilarmin  ayrismasinin
kompleks I’in destabilize olmasina neden oldugundan siiperoksit iiretiminin 3-4 Kkat

arttirdig1 gosterilmistir (4).

Calismamizda Maranzana ve arkadaglarinin yaptigi calismaya benzer olarak;
rotenon ve musidin inhibitorleri varliginda kompleks I’in tiim elektron alicilar1 bloke
edilmek suretiyle, siiperkompleks varliginda-ayristigi durumda kompleks I kaynakli

siiperoksit olusumu arastirilmistir. Onciil ¢alismadan farkli olarak proteolipozomlarimiz
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4 farkli oranda KoQp icermektedirler. Boylece KoQ molekiillerinin ROS olusumu igin
koruyucu olup olmadiklart arastirilmistir. R4B:FL 1:1 proteolipozom modellerinde,
ROS 6l¢iimii i¢in fazla miktarda R4B kullanilmasindan dolayr ROS 6l¢iimii sadece bir

kez tekrarlanabilmistir.

Yapilan ¢alismada, siiperkompleks varliginda kompleks I kaynaklt ROS olusumu
ile stiperkompleks olusumu engellendigindeki ROS olusumu arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. KoQjo icermeyen proteolipozomlarda, SK Ijlll; ayristiginda %20
oraninda bir artis gbzlenmistir. Maranzana ve ark. tarafindan yapilmis calismada ise
stiperkompleks ayrigsmast gergeklestigi 30nMolko,o/mgFL igeren proteolipozomlarda
kompleks I kaynakli ROS iiretimi 3-4 kat artarken, calismamizda benzer bir artig
bulunamamistir (4). KoQ’nun diisiik konsantrasyonlarinda elde ettigimiz sonuglari

karsilastiracak herhangi bir literatiir calismas1 bulunmamaktadir.

Bunun yani sira, her iki proteolipozom modelinde KoQ1 konsantrasyonuna bagli
olarak ROS olusumunun diizenli bir sekilde azaldig1 gosterilmistir. Ozellikle SK L1111,
yapisinin bulunmadigl proteolipozom serilerinde her iki denemede de birebir ayni
grafikler elde edilmistir. Bu bulgu kompleks I’in serbest oldugu bu proteolipozomlarda
KoQip molekiiliiniin antioksidan gibi davranarak ROS olusumunu bertaraf ettigi
seklinde yorumlanmistir. Calismamizda maalesef, birinci ROS denemesinde R4B:FL
1:1 proteolipozom serilerinde KoQjo konsantrasyonuna bagli ROS 6l¢iim sonuglari
anlamsiz bir trend gostermis ve inhibitorlerin ¢alismamasi veya ortamda herhangi bir
interferans kaynakli olabilecegi diislinlilmiis ve sonuglar ¢calismaya dahil edilmemistir.
R4B:FL 1:1/1:30 proteolipozom modellerinin her ikisinde de 30nMolk.q/mgFL
konsantrasyonda en disik ROS degerinin elde edilmesi; KoQjp miktarinin
stiperkompleks olugsun olugsmasin ROS iiretimine karsi koruyucu etki gosterdigi

sonucunu ortaya ¢ikarmstir.

Son yillarda artan veriler mitokondriyal solunum sisteminde gorev alan protein
komplekslerinin fizyolojik kosullarda, daha etkin bir elektron iletimi i¢in bir araya
gelerek  siiperkompleks  olusturduklart  yoniindedir (47) Bununla  birlikte
siiperkomplekslerin ayrismasi solunum kapasitesinin diismesine ve ROS {iretiminde

artisa neden oldugundan pek ¢ok patolojik durum ile alakali olarak gdsterilmistir (54).
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Sonu¢ olarak calismamizda, literatiire paralel olarak; siiperkompleks Iilll;
olusumunun, komplekslerin bireysel olarak yer aldig1 durumlara gore daha hizli ve etkin
bir elektron iletimi gerceklestirdigi enzimatik agidan gosterilmistir. Bunun nedeni
olarak; KoQ1p molekiillerinin komplekslere bagli halde bulunmasi ve bu sayede daha
etkin bir elektron iletimi sagladigi bunun aksine SK icermeyen modellerde ise havuz

davranigina uygun olarak difiizyonel hareket ettigi diistinlilmiistiir.

Stiperkompleks olusumu gozlenmeyen proteolipozomlarin Km degerlerinin
fizyolojik [KoQio]: oranla diisiik olmasi, ozellikle fizyolojik kosullarda NADH
oksidasyonunun sature olabilmesi icin siiperkompleks yapilarinin gerekli oldugu
gercegini ortaya koymustur. Bunun yani sira, KoQip konsantrasyonuna bagli olarak
solunum zinciri kaynakli ROS iiretiminin azaldigi gosterilmistir. Koenzim Q
eksikliginin pek ¢ok hastalikla iligkisi oldugu ve ekzojen KoQ desteginin bu gibi
durumlarda iylestirici etkileri oldugu bilinmektedir (111). Biitiin bunlar gbz Oniine
alindiginda; ekzojen KoQ desteginin mitokondriyal solunum icin restore edici

ozelliginden dolay1 yararli olabilecegi tavsiye edilmektedir.

59



8. KAYNAKLAR

1.

10.

11.

Gupte S, Wu ES, Hoechli L, Hoechli M, Jacobson K, Sowers AE, Hackenbrock
CR, (1984). Relationship between lateral diffusion, collision frequency, and
electron transfer of mitochondrial inner membrane oxidation-reduction
components. Proc Natl Acad Sci 81: 2606-2610.

Schiagger H, Pfeiffer K, (2000). Supercomplexes in the respiratory chains of yeast
and mammalian mitochondria. EMBO J 19(8): 1777-1783.

Lenaz G, Genova ML, (2009). Mobility and function of coenzyme (ubiquinone) in
the mitochondrial respiratory chain. Biochim Biophys Acta 1787: 563-573.

Maranzana E, Barbero G, Falasca Al, Lenaz G, Genova ML, (2013).
Mitochondrial respiratory supercomplex association limits production of reactive

oxygen species from complex I.Antioxid Redox Signal 1:19(13):1469-80.

Cadenas E, Davies KJ, (2000). Mitochondrial free radical generation, oxidative
stress, and aging. Free Radic Biol Med 29(3-4): 222-30.

Palade G, (1952). The Fine Structure of Mitochondria. Anat Rec 114: 427-451.

Sjostrand FS, (1953). Electron Microscopy of Mitochondria and Cytoplasmic
Double Membranes. Nature 171:30-31.

Electronic  resources [online].  Awvaliable  from: http://encyclopedia2.
thefreedictionary.com/Mitochondria. [Accessed February 2013].

Scheffler IE (1999). Mitochondria. John Wiley and Sons Inc Publication Chapter
3:15-46.

Perkins G, Renken C, Martone ME, Young SJ, Ellisman M, Frey T (1997).
Electron Tomography of Neuronal Mitochondria: Three-Dimensional Structure
and Organization of Cristae and Membrane Contacts. J Struct Biol 119: 260-272.

Nelson DL, Cox MM (2008). Lehninger Principles of Biochemistry. Fifth ed. W

H Freeman and Company Newyork. Bioenergetic and Metabolism 11, 707.

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cadenas%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Davies%20KJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cadenas%20and%20Davies%202000%20mitochondria%20reactive%20oxygen%20species

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Electronic resources [online]. Awvaliable from: http://www.biyolojisitesi.
net[Accessed February 2013].

Mitchell P (1961). Coupling of phosphorylation to electron and hydrogen transfer
by a chemi-osmotic type of mechanism Nature 191:144-148

Brandt U (1997). Proton-translocation by membrane-bound NADH:ubiquinone-
oxidoreductase (complex 1) through redox-gated ligand conduction Biochim
Biophys Acta 1318:79-91.

Galkin AS, Grivennikova VG, Vinogradov AD (1999). H*/2e" stoichiometry in
NADH-quinone reductase reactions catalyzed by bovine heart submitochondrial
particles. FEBS Lett 451:157-161

Walker JE, Skehel JM, Buchanan SK (1995). Structural Analysis of
NADH:Ubiquinone Oxidoreductase from Bovine Heart Mitochondria Methods
Enzymol 260:14-34.

Friedrich T, Brors B, Hellwig P, Kintscher L, Rasmussen T, Scheide D, Schulte
U, Mintele W, Weiss H (2000). Characterization of two novel redox groups in the
respiratory NADH-ubiquinone oxidoreductase (complex 1) Biochim Biopyhis
Acta 1459:305-3009.

Ohnishi T (1998). Iron-sulfur clusters/semiquinones in Complex I” Biochim.
Biopyhis Acta 1364:186-206.

Walker JE (1992). The NADH-ubiquinone oxidoreductase (complex [) of
respiratory chain Q. Rev Biophys 25:253-324.

Arizmendi JM, Runswick MJ, Skehel JM, Walker JE (1992). NADH:ubiquinone
oxidoreductase from bovine heart mitochondria. A fourth nuclear encoded subunit
with a homologue encoded in chloroplast genomes. FEBS Lett 301(3):237-242.

Grigorieff N (1998). Three-dimensional structure of bovine NADH:ubiquinone
oxidoreductase (complex I) at 22 A in ice ] Mol Biol 277:1033-1046.

61



22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Sazanov LA, Peak-Chew SY, Fearnley IM, Walker JE (2000). Resolution of the
Membrane Domain of Bovine Complex | into Subcomplexes: Implications for the

Structural Organization of the Enzyme. Biochemistry 39:7229-7235.

Electronic resources [online]. Avaliable from: http://www.ianlogan.co.uk/lhon/

complex.htm [Accessed February 2013].

Vinogradov AD, Sled VD, Burbaev DS, Grivennikova VG, Moroz IA, Ohnishi T
(1995). Energy-dependent Complex I-associated ubisemiquinones in
submitochondrial particels. FEBS Lett 370:83-87.

Ohnishi T, Sled VD, Yano T, Yagi T, Burbaev DS, Vinogradov AD (1998).
Structure-function studies of iron-sulfur clusters and semiquinones in the NADH-
Q oxidoreductase segment of the respiratory chain. Biochim Biophys Acta
1365:301-308.

Yano T, Magnitsky S, Ohnishi T (2000). Characterization of the complex I-
associated ubisemiquinone species: toward the understanding of their functional
roles in the electron/proton transfer reaction. Biochim Biophys Acta 1459:299-
304.

Ingledew WJ, Ohnishi T (1980). An Analysis of some Thermodynamic Properties
of Iron-Sulphur Centers in Site | of Mitochondria. Biochem J 186:111-117.

Doull J, Hodgeson E, Maibach H, Reitter L, Ross J, Slikker W JR, Hemmen J
(2010). Hayes' Handbook of Pesticide Toxicology. 3rd Ed.Volume 1. Academic

press.

Johnson MK, Morningstar JE, Bennett DE, Ackrell BA, Kearney EB (1985).
Magnetic Circular Dichroism Studies of Succinate Dehydrogenase. J Biol Chem
160:7368-7378.

Scheffler IE (1999). Mitochondria. John Wiley and Sons Inc Publication Chapter
5:141-238.

62



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Sun F, Huo X, Zhai Y, Wang A, Xu J, Su D, Bartlam M, and Rao Z (2005).
Crystal structure of mitochondrial respiratory membrane protein complex I1. Cell
121(7):1043-57.

Electronic resources [online]. Avaliable from: http://en.wikipedia.org/wiki/File:

Cytochrome_bcl_complex.png [Accessed February 2013].

Mitchell P (1975). The protonmotive Q cycle: a general formulation. FEBS Lett
59:137-1309.

Trumpower BL (1990). The protonmotive Q cycle. Energy transduction by
coupling of proton translocation to electron transfer by the cytochrome bcl
complex. J Biol Chem 265:11409-11412.

Iwata S, Ostermeier C, Ludwig B, Michel H (1995). Structure at 2.8 A Resolution

of Cytochrome ¢ Oxidase from Paracoccus Denitrificans. Nature 376:660-669.

Yoshikawa S, Shinzawa-Itoh K, Nakashima R, Yaono R, Yamashita E, Inoue N,
Yao M, Fei MJ, Libeu CP, Mizushima T, Yamaguchi H, Tomizaki T, Tsukihara T
(1998). Redox-Coupled Crystal Structural Changes in Bovine Heart Cytochrome c
Oxidase. Science 280:1723-1729.

Horton HR, Moran LA, Ochs RS, Rawn DJ, Scrimgeour GK (2006). Principles of
biochemistry. 3rd edition.

Buchanan SK, Walker JE (1996). Large-scale chromatographic purification of
F1Fo-ATPase and complex | from bovine heart mitochondria. Biochem J 318:343-
349.

Wang H, Oster G (1998). Energy transduction in the F1 motor of ATP synthase.
Nature 19:396(6708):279-82.

Abrahams JP, Leslie AGW, Lutter R, Walker JE (1994). Structure at 2.8 A
resolution of F;-ATPase from bovine heart mitochondria. Nature 370: 621-628.

Elston T, Wang H, Oster G (1998). Energy transduction in ATP synthase. Nature
391:510-513.

63



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Noji H, Yasuda R, Yoshida M, Kinosita KJr (1997). Direct observation of the
rotation of F;-ATPase. Nature 386: 299-302.

Chance B, Williams GR (1955). A method for the localization of sites for
oxidative phosphorylation. Nature 176: 250-254.

Hatefi Y, Haavik AG, Rieske JS (1962). Studies on the electron transfer system.
XL. Preparation and properties of mitochondrial DPNH-coenzyme Q reductase. J
Biol Chem 237:1676-1680.

Ozawa T, Nishikimi M, Suzuki H, Tanaka M, Shimomura Y (1987).
Bioenergetics: Structure and Function of Energy-Transducing Systems. Japan Sci.
Soc. Press Tokyo 101-119.

Lenaz G (2001). A critical appraisal of the mitochondrial coenzyme Q pool. FEBS
Lett 509(2):151-155.

Hochman J, Ferguson-Miller S, Schindler M (1985). Mobility in the

mitochondrial electron transport chain. Biochemistry 24: 2509-2516.

Yu A, Yu L (1987). Resolution and reconstitution of succinate cytochrome c
reductase: preparations and properties of high purity succinate dehydrogenase and

ubiquinol-cytochrome c reductase. Biochim Biophys Acta 591:409-420.

Cruciat CM, Brunner S, Baumann F, Neupert W, Stuart RA (2000). The
cytochrome bcl and cytochrome ¢ oxidase complexes associate to form a single

supracomplex in yeast mitochondria. J Biol Chem 275:18093-18098.
Schéigger H (2000). Respiratory chain supercomplexes. IUBMB Life 52:119-128.

Schigger H, Pfeiffer K (2001). The ratio of oxidative phosphorylation complexes
I-V in bovine heart mitochondria and the composition of respiratory chain
supercomplexes. J Biol Chem 276:37861-37867.

Acin-Pérez R, Fernandez-Silva P, Peleato ML, Perez-Martos A, Enriquez JA
(2008). Respiratory active mitochondrial supercomplexes. Mol Cell 32:529-39.

64



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Krause F, Scheckhuber CQ, Werner A, Rexroth S, Reifschneider NH, Dencher
NA, Osiewacz HD (2006). OXPHOS supercomplexes: respiration and life-span
control in the aging model Podospora anserina. Ann N Y Acad Sci 1067:106-115.

Lenaz G, Baracca A, Barbero G, Bergamini G, Dalmonte ME, Del Sole M,
Faccoli M, Falasca A, Fato R, Genova ML, Sgarbi G, Solaini G (2010).
Mitochonrial respiratory chain super-complex I-111 in physiology and patology.
Biochimica et Biophysica Acta 1797(6-7):633-640.

Dudkina NV, Eubel H, Keegstra W, Boekema EJ, Braun HP (2005). Structure of a
mitochondrial supercomplex formed by respiratory-chain complexes | and IlI.
Proc Natl Acad Sci USA 102:3225-3329.

Peters K, Dudkina NV, Jansch L, Braun HP, Boekema EJ (2008). A structural
investigation of complex | and 1+111, supercomplex from Zea mays at 11-13 A°
resolution: assignment of the carbonic anhydrase domain and evidence for

structural heterogeneity within complex I. Biochim Biophys Acta 1777:84-93.

Schifer E, Dencher NA, Vonck J, Parcej DN (2007). Threedimensional structure
of the respiratory chain supercomplex I1111>1V; from bovine heart mitochondria.
Biochemistry 46:12579-12585.

Heinemeyer J, Braun HP, Boekema EJ, Kouril R (2007). A structural model of the
cytochrome ¢ reductase/oxidase supercomplex from yeast mitochondria. J Biol
Chem 282:12240-12248.

Bultema JB, Braun HP, Boekema EJ, Kouril R (2009). Megacomplex
organization of the oxidative phosphorylation system by structural analysis of
respiratory supercomplexes from potato. Biochim Biophys Acta 1787: 60-67.

Swanson M, Packer L (1980). Effect of crosslinking cytochrome ¢ oxidase. Arch
Biochem Biophys 204: 30—40.

Lenaz G, Genova ML (2010). Structure and Organization of Mitochondrial
Respiratory Complexes: A New Understanding of an Old Subject, Antioxidants &
Redox Signaling 12: 961-1008.

65



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Bianchi C, Genova ML, Parenti CG, Lenaz G (2004). The mitochondrial
respiratory chain is partially organized in a supercomplex assembly: Kkinetic
evidence using flux control analysis. J Biol Chem 279: 36562—36569.

Genova ML, Baracca A, Biondi A, Casalena G, Faccioli M, Falasca Al,
Formiggini G, Sgarbi G, Solaini G, Lenaz G (2008). Is supercomplex organization
of the respiratory chain required for optimal electron transfer activity? Biochim
Biophys Acta 1777: 740-1776.

Ramasarma T (1985). Natural occurrence and distribution of coenzyme Q. In:
Coenzyme Q, edited by Lenaz G. Chichester, UK: Wiley 67-82.

Van Hellemond JJ, Klockiewicz M, Gaasenbeek CP, Roos MH, Tielens AG
(1995). Rhodoquinone and complex Il of the electron transport chain in
anaerobically functioning eukaryotes. J Biol Chem 270: 31065-31070.

Lenaz G (1998). Quinone specificity of complex I. Biochim Biophys Acta 1364:
207-221.

Fato R, Battino M, Degli Esposti M, Parenti Castelli G, Lenaz G (1986).
Determination of partition and lateral diffusion coefficients of ubiquinones by
fluorescence guenching of n-(9-anthroyloxy)stearic acids in phospholipid vesicles

and mitochondrial membranes. Biochemistry 25: 3378-3390.

Samor1’ B, Lenaz G, Battino M, Marconi G, and Domini | (1992). On coenzyme
Q orientation in membranes: a linear dichroism study of ubiquinones in a model
bilayer. J Membr Biol 128: 193-203.

Di Bernardo S, Fato R, Casadio R, Fariselli P, Lenaz G (1998). A high diffusion
coefficient for coenzyme Qo might be related to a folded structure. FEBS Lett
426: 77-80.

Green DE, Tzagoloff A (1966). The mitochondrial electron transfer chain. Arch
Biochem Biophys. 116: 293-304.

66



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Kroger A, Klingenberg M (1973) The kinetics of the redox reactions of
ubiquinone related to the electron-transport activity in the respiratory chain. Eur J
Biochem 34: 358-368.

Kroger A, Klingenberg M (1973). Further evidence of the pool function of
ubiquinone as derived from the inhibition of the electron transport by antimycin,
Eur J Biochem. 39: 313-323.

Boumans H, Grivell LA, Berden JA (1998). The respiratory chain in yeast
behaves as a single functional unit. J Biol Chem 273: 4872-4877.

Gutman M (1985). Kinetic analysis of electron flux through the quinones in the
mitochondrial system. G. Lenaz (Ed.) Coenzyme Q Wiley Chichester UK 215-
234.

Fato R, Estornell E, Di Bernardo S, Pallotti F, Parenti Castelli G, Lenaz G (1996).
Steadystate kinetics of the reduction of Coenzyme Q analogs by Complex |
(NADH: ubiquinone oxidoreductase) in bovine heart mitochondria and
submitochondrial particles. Biochemistry 35: 2705-2716.

Norling B, Glazek E, Nelson BD, Ernster L (1974). Studies with ubiquinone-
depleted submitochondrial particles: Quantitative incorporation of small amounts
of ubiquinone and its effects on the NADH and succinate oxidase activities. Eur J
Biochem 47: 475-482.

Lenaz G, Battino M, Castelluccio C, Fato R, Cavazzoni M, Rauchova H, Bovina
C, Formiggini G, Parenti Castelli G (1989). Studies on the role of ubiquinone in
the control of the mitochondrial respiratory chain. Free Rad Res Commun 8: 317—
327.

Estornell E, Fato R, Castelluccio C, Cavazzoni M, Parenti Castelli G, Lenaz G
(1992). Saturation kinetics of Coenzyme Q in NADH and succinate oxidation in
beef heart mitochondria. FEBS Lett 311:107-109.

Schneider H, Lemasters JJ, Hackenbrock CR (1982). Lateral diffusion of
ubiquinone during electron transfer in phospholipid- and ubiquinone-enriched
mitochondrial membranes. J Biol Chem 257: 10789-10793.

67



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Parenti Castelli G, Fato R, Castelluccio C, Lenaz G (1987). Kinetic studies on the
pool function of ubiquinone in mitochondrial systems. Chem Scr 27: 161-166.

Srere PA (1982). The structure of the mitochondrial inner membrane-matrix
compartment. TIBS 7: 375-378.

Srere PA (1987). Complexes of sequential metabolic enzymes. Annu Rev
Biochem 56: 89-124.

Zhu QS, Berden JA, de Vries S, Slater EC (1982). On the role of ubiquinone in
the respiratory chain Biochim Biophys Acta 680: 69—79.

Genova ML, Castelluccio C, Fato R, Parenti Castelli G, Merlo Pich M,
Formiggini G, Bovina C, Marchetti M, Lenaz G (1995). Major changes in
Complex 1 activity in mitochondria from aged rats may not be detected by direct
assay of NADH: Coenzyme Q reductase. Biochem J 311: 105-109.

Capaldi RA (1982). Arrangement of proteins in the mitochondrial inner
membrane. Biochim Biophys Acta 694: 292—-306.

Lass A, Sohal RS (1999). Comparisons of coenzyme Q bound to mitochondrial
membrane proteins among different mammalian species. Free Radic Biol Med 27:
220-226.

Lenaz G, Genova ML (2007). Kinetics of integrated electron transfer in the
mitochondrial respiratory chain: random collisions vs. solid state electron
channelling. Am J Physiol Cell Physiol 292: C1221-12309.

Sowers E, Hackenbrock CR (1981). Rate of lateral diffusion of intramembrane
particles: measurement by electrophoretic displacement and rerandomization.
Proc Natl Acad Sci USA. 78: 6246—-6250.

Allen RD, Schroeder CC, Fok AK (1989). An investigation of mitochondrial inner
membranes by rapid-freeze deep-etch techniques. J Cell Biol 108: 2233-2240.

Thomas D, Weimann T, Dautant A, Giraud MF, Paumard P, Salin B, Cavalier A,
Velours J, Brethes D (2008). Supramolecular organization of the yeast F1Fo-ATP
synthase. Biol Cell 100: 591-721.

68



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

Smith AL (1967). Preparation, properties, and conditions for assay of
mitochondria: Slaughterhouse material small-scale. Methods Enzymol 10: 81- 86.

Hatefi Y, Rieske JS (1967). The preparation and properties of DPNH-cytochrome
c reductase (Complex I-111 of the respiratory chain). Methods Enzymol 10: 225—
231.

Gornall AG, Bardawill CJ, David MM (1949). Determination of serum proteins
by means of the biuret reaction. J Biol Chem 177: 751-766.

Degli Esposti M, Lenaz G (1979). Partition of CoQ-homologs in lipid membranes.
Boll Soc Ital Biol Sper 55: 1607-1611.

Lenaz G, Fato R, Di Bernardo S, Jarreta D, Costa A, Genova ML, Parenti Castelli
G (1999). Localization and mobility of coenzyme Q in lipid bilayers and

membranes. Biofactors 9: 87-93.

Racker E; Violand B; O’Neal S; Alfonzo M, Telford J (1979). Reconstitution, a
way of biochemical research; some new approaches to membrane-bound
enzymes. Arch Biochem Biophys 198: 470 — 477.

Rigaud JE; Pitard B, Levy D (1995). Reconstitution of membrane proteins into
liposomes: application to energy-transducing membrane proteins. Biochem
Biophys Acta 1231: 223 — 246.

Lowry O, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ (1951). Protein measurenment
with the Folin phenol reagent. J Biol Chem 193: 265 — 275.

Degli Esposti M (2002). Measuring mitochondrial reactive oxygen species.
Methods 26: 335-340.

Fato R, Bergamini C, Bortolus M, Maniero AL, Leoni S, Ohnishi T, Lenaz G
(2009). Differential effects of mitochondrial Complex | inhibitors on production
of reactive oxygen species. Biochim Biophys Acta 1787: 384-392.

Black MJ, Brandt RB (1974). Spectrofluorometric analysis of hydrogen peroxide.
Anal Biochem 58: 246-254.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Degli%20Esposti%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=553545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lenaz%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=553545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/553545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lenaz%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10416019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fato%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10416019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Di%20Bernardo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10416019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jarreta%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10416019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Costa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10416019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genova%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10416019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parenti%20Castelli%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10416019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parenti%20Castelli%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10416019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10416019

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Heron C, Ragan CI, Trumpower BL (1978). The interaction between
mitochondrial NADH-ubiquinone oxidoreductase and ubiquinol-cytochrome ¢
oxidoreductase. Restoration of ubiquinone-pool behaviour. Biochem J
15:174(3):791-800.

Ragan CI, Heron C (1978). The interaction between mitochondrial NADH-
ubiquinone oxidoreductase and ubiquinol-cytochrome ¢ oxidoreductase. Evidence
for stoicheiometric association. Biochem J 15:174(3):783-90.

Bianchi C, Fato R, Genova ML, Parenti Castelli G, Lenaz G (2003). Structural
and functional organization of Complex | in the mitochondrial respiratory chain.
Biofactors 18(1-4):3-9.

Diaz F, Fukui H, Garcia S, Moraes CT (2006). Cytochrome ¢ oxidase is required
for the assembly/stability of respiratory complex I in mouse fibroblasts. Mol Cell
Biol 26: 4872-4881.

Schiagger H, de Coo R, Bauer MF, Hofmann S, Godinot C, Brandt U (2004).
Significance of respirasomes for the assembly/stability of human respiratory chain
complex 1. J Biol Chem 279: 36349-36353.

Seelert H, Dani DN, Dante S, Hauss T, Krause F, Schéfer E, Frenzel M, Poetsch
A, Rexroth S, Schwassmann HJ, Suhai T, Vonck J, Dencher NA (2009). From
protons to OXPHOS supercomplexes and Alzheimer's disease: structure-
dynamics-function. Biochim Biophys Acta 1787(6):657-71.

Ovadi J (1991). Physiological significance of metabolic channelling. J Theor Biol
152(1):1-22.

Battino M, Ferri E, Villa RF, Gorini A, Huertas JFR, Fiorella PC, Genova ML,
Lenaz G, Marchetti M (1990). Natural distribution and occurrence of Coenzyme
Q homologues. Membrane Biochem 9: 179-190.

Panov A, Dikalov S, Shalbuyeva N, Hemendinger R, Greenamyre JT, Rosenfeld J
(2007). Species and tissue-specific relationships between mitochondrial
permeability transition and generation of ROS in brain and liver mitochondria of
rats and mice. Am J Physiol Cell Physiol 292: 708-718.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heron%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=215123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ragan%20CI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=215123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trumpower%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=215123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/215123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ragan%20CI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=215122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heron%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=215122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/215122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bianchi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14695915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fato%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14695915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genova%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14695915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parenti%20Castelli%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14695915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lenaz%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14695915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14695915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=From+protons+to+OXPHOS+supercomplexes+and+Alzheimer%27s+disease%3A+structure-dynamics-function
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ov%C3%A1di%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1753758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1753758

111. Genova ML, Lenaz G (2011). New developments on the functions of coenzyme Q
in mitochondria. Biofactors 37: 330-54.

71


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genova%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21989973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lenaz%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21989973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21989973

OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER

Soyadi, Adi: Yelda BIRINCI

Uyrugu: TC

Dogum tarihi ve yeri: 18.01.1980, Zonguldak

Medeni hali: Bekar

Telefon: 0462 2294711

E-Posta: daisyyelda@gmail.com

Yazisma adresi: KTU, SABE, Tibbi Biyokimya A.D

EGITIM BILGILERI:

Derece Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Doktora KTU, Tibbi Biyokimya 2007-2014
Yiiksek Lisans KTU, Tibbi Biyoloji 2005-2007
Lisan DEU, Biyoloji Ogretmenligi 1999-2004
Lise Fatih Siiper Lisesi 1994-1998

AKADEMIK/MESLEKI DENEYIM

Gorevi Kurum Siire (Y1l -Y1l)

1. Aragtirmaci Bologna Universitesi 2012-2013
2.Erasmus Ogrencisi Bologna Universitesi 2010-2011
3.Aragtirma Gorevlisi KTU 2007-2013

YABANCI DiL: lelts, 5.5

UZMANLIK ALANI

Mitokondriyal Solunum Zinciri,Siiperkompleksler.

72



YAYINLAR/BIiLDIiRILER

1.  Bahadir A, Erduran E, Deger O, Birinci Y (2013). Demir Eksikligi ve Demir
Eksikligi Anemisi Olan Cocuklarda Sitokrom C Oksidaz, Katalaz Enzim
Aktivitelerinin Ve Bakir Seviyelerinin Degerlendirilmesi. 8" Balkan Day of
Hematology/ 39.

2. Genova ML, Kopuz M, Birinci Y, Maranzanak, Dalmonte ME, FalascaAl, LenazG
(2013). Modulation of ROS productionplasticity of respiratorysupercomplexes: a
possiblemechanism  of intracellularsignaling.  57"National Meeting  of

theltalianSociety of BiochemistryandMolecularBiology.

3. Kopuz M,Birinci Y, Maranzana E, Falasca A.l, Lenaz G, Genova ML
(2013).Mitochondrialrespiratorysupercomplexes:  kineticadvantageand  ROS
production GIBB, Annual Meeting of theltalianGroup of
BiomembranesandBioenergetics.

4.  Birinci Y, Kopuz M, Maranzana E, Falasca Al, Lenaz G, Genova ML
(2013).MitochondrialRespiratoryChainSupercomplexes limit ROS production. 8th

Forum on OxidativeStressandAging.

5. Birinci Y, Kalay E, Toraman B, Kayipmaz S, Caylan R, Kosucu P, Karagiizel A
(2011). Mutationanalysis of theSOST gene in a familywithsclerosteosis. XII
Ulusal T1bbi Biyoloji ve Genetik kongresi.

6.  Collin RW, Kalay E, Oostrik J, Caylan R, WollnikBernd, Arslan S, Den Hollander
Al, Birinci Y, Strom TM, Lichtner P, Toraman B, Hoefsloot LH, Cremers CW,
Brunner HC, Cremers FP, Karagiizel A, Kremer H (2007). Theinvolvement of the
DFNB59 mutations in autosomalrecessivenon-syndromichearingimpairment.
Human mutation 28: 718-723.

73



