ARSIV 2003; 12 (Ek Say!):1

Mitokondri; Biyokimyasi

Uzm.Dr.Filiz KOC*
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Mitokondri, hemen bitin hicrelerin sitoplazmasinda bulunan ve besin
maddeleri ve oksijenden enerji Ureten organellerdir. Hicre i¢indeki miktarlari
o hucrenin enerji ihtiyaci ile dogru orantilidir. Bir hiicrede bir ka¢ yuz
mitokondri bulunabilecedi gibi birka¢ bin mitokondri de bulunabilir. Bu
organellerin blyUkligu ve sekli degiskenlik gosterir. Bunlar bir kag yiz mikron
¢apinda kiresel yapilar olabilecekleri gibi, bir mikron c¢apinda ipliksi
g6riinimde de olabilirler. Mitokondrinin yapisina gz attigimizda; iki kath i¢ ve
dis membran, membranlar arasi bosluk, matriksler ve kristalardan olustugunu
goruriiz*? (Sekil 1)

Sekil 1. Mitokondrinin yapisi®.

*Gukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali, ADANA
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1)

2)

3)

4)

Dis membran, o&zellesmis transport proteinlerden olusur. Kigik
molekdller icin gecirgendir ve membranlar arasindaki bogluk bu
molekillerin gegisine engel olmaz. Bu zar KREBS ¢emberinde katalizor
roli oynayan monoamine oksidaz, sitokrom-c reduktaz enzimleri yanisira
fosfolipid ve fosforik asit sentezi icin gerekli bircok enzime sahiptir.

ic membran, igeri dogru kivrimli sekiller olusturur ve segici gegcirgenlik
gOsterir. Elektron transport zinciri enzimleri ve oksidatif fosforilasyona ait
enzimler burada yerlesmigtir. Ayrica ATP, ADP ve P, piruvat, stksinat,
malat, sitrat ve a-ketoglutarat gibi 6zel maddeler igin tasima sistemine
sahiptirler.

Matriks; jel kivaminda olup iginde erimis birgok enzim bulunur. Bu
enzimler, i¢c membranda yerlesmis oksidatif enzimlerle isbirligi yaparak
besinlerin CO, ve H,O' ya c¢evrilmesine sonucta “adenozin trifosfat” (ATP)
adi verilen yiiksek eneriili bir maddenin olusumuna neden olurlar. ig
membrana bagli olan matrikste trikarboksilik asit dongusu (TKA) ve yag
asitlerinin B-oksidasyonunda goérev yapan enzimler rol oynarlar.
Mitokondrilerde hiicre g¢ekirdegindekine benzeyen fakat tamamen ayni
olmayan bir deoksiribonukleik asit (DNA) bulunmaktadir. Mitokondrial
DNA mitokondrilerin gogalmasinda rol oynar.

Mitokondrinin hicre iginde bir ¢ok goérevi vardir. Bunlardan en énemlisi

enerji Uretmektir. Mitokondri ayrica genetik hastaliklar, apopitozis yanisira
kalsiyum homeostezinde de rol oynar.

I. Enerji Uretmek

Mitokondrinin en 6nemli fonksiyonu (elektron transport zinciri) ETZ ve

oksidatif fosforilasyonla (OXPHOS) enerji Uretmektir. Aerobik hiicrelerde
degisik substratlardan alinan elektronlarin ylkseltgenme ve indirgenme
olaylari ile oksijene tasindigi yola elektron transport zinciri adi verilir.
Substratlarin gogu bu yolu kullanir. Elektronlarin, elektron transport zincirinde
taginmasi sirasinda olugan enerjinin adenozin difosfat (ADP) ve inorganik
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fosfor (Pi) ile birlesip ATP olusturmasi olayina oksidatif fosforilasyon denir
(Sekil 2,3). Mitokondri ile iligkili hastaliklari anlamak i¢in ETZ ve OXPHOS
yolaginin hatirlanmasi uygun olacaktir**>* (Sekil 4,5,6)

Substratlardan gecen elektronlar, matriksten ic membran Uzerindeki
kompleks I, I, IV’te hidrojen iyonlarina (protonlar) enerji saglar.

Kompleks I'de NADH-CoQ rediiktaz, kompleks II'de Suksinat-CoQ
rediiktaz, kompleks llI'de CoQ-sitokrom C rediktaz, kompleks IV'de sitokrom
¢ oksidaz ve kompleks V'de ise ATP sentaz enzimi rol oynar (Sekil 7).
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Sekil 2. Hiicrede ATP yapimi *.
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Sekil 3. Hicrede adenozin trifosfat kullanimi ve bundan enerji kazanan baslica li¢
hiicresel fonksiyon®.
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Sekil 4. Mitokondrideki temel olaylar.
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Glutamat, Piruvat, B-hidroksi butirat Stiksinat
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Sekil 5. OXPHOS sisteminin fonksiyonel organizasyonul.

ETZ ve OXPHOS

Yolagin 5 multisubunit kompleksi (kompleks I-V) mitokondrinin i¢
membraninda lokalizedir. indirgeyen ekivalanlar (elektronlar) zincire farkli
substratlardan gecger. Elektron kaynaklari, indirgenmis nikotinamid-adenin-
dintikleotid (NADH) ve flavin-adenin diniikleotid (FAD) ile elde edilirler®.
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Kompleks 111 Ubiquinol
Sitokrom C
Oksiredoktaz genleri
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Sekil 6.Mitokondrial DNA'In yapisi ve OXPHOS kompleks subunitlerinin genetik derivasyonu.
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1. indirgenmis (NADH),

a. Trikarboksilik asit (TKA) dongusiundeki izositrat, a-ketoglutarat, piruvat
ve malat dehidrogenaz,

Yag asidi oksidasyonu ile olusan 3-hidroksi-agil koenzim-A (CoA)
dehidrogenaz,

c. NAD'- bagh diger dehidrogenazlar ile,

2. indirgenmis (FADH,) ise

a. TCA dongustindeki siiksinat dehidrogenaz,

b

c

o

a-gliserofosfat yolundaki FAD’e bagh dehidrogenazlar,
Yag asidi oksidasyonundaki agil CoA dehidrogenaz
FAD’e bagli diger dehidrogenazlardan elde edilir,

Kompleks I:

En genis solunum zincir kompleksidir. 43 proteinden meydana gelir.
Flavoprotein ve demir-kiikirt protein (FeS-protein) ana subdunitleri olusturur.
NADH’dan ubiquinona elektron transferinden sorumludur.

Kompleks II:

Bu kompleksde rol oynayan siUksinat CoQ rediktaz siksinat
dehidrogenazin flavin prostetik grubu ve FeS-protein merkezinden (Ug farkli
tip demir-sulfir kiimeleri icerir) olusur. Bu kompleks FADH,'den elektronlarin
Q’ya taginmasinda rol oynar.

Kompleks lll:

Sitokrom C1 (CYCH1), ubiquinon baglayan protein (UQPC), ubiquinol-
sitokrom c¢ rediktaz merkez protein 1l (UQCRC2) ve Fe-silfur proteininden
olusan nlkleer ve sitokrom b iceren mitokondrial subdnitlerden olusur.
Ubikinolden sitokrom c’ye elektron transferinde rol oynar.

Kompleks IV:
Sitokrom c’den alinan elektronlar ise bu kompleksde rol oynayan sitokrom
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a-as veya sitokrom c oksidaz enzimi olarak da bilinen sitokrom kompleksinin
bir bolimunu olugturan sitokrom a’ya aktarilir.

Kompleks V:
Kompleks V'de ATP sentaz enzimi rol oynar. 150 mV'luk elektrokimyasal
gradient kompleks V (ATPaz) yolu ile ATP olusumunu saglar.

Kompleks | Il 1] \ \%
Enzim NADH-CoQ Suksinat-CoQ | CoQ-SitokromC Sitokrom C ATP
Rediiktaz Rediiktaz Rediktaz Oksidaz Sentaz
Sekil: 7

Ozetlenecek olursa;

Farkh substratlar, zincire farkli noktalardan giren indirgeyen elektronlar
Ureterek metabolize olur. Glutamat, piruvat, ve 3-hidroksibutirat kompleks
I'de, sliksinat kompleks IlI'de, yag asidleri hem kompleks | (NADH) hem de
ubiquinon (yalnizca Q olarak da adlandirilir) ile birlesik elektron-transfer
proteininde metabolize olur. Ubiquinon, elektronlari kompleks | ve II'den
kompleks II'e gecirir. Kompleks Ill elektronlari kompleks IV (sitokrom
oksidaz-COX)’e geciren sitokrom c'yi indirger. ATP kompleks V ile tretilir*®
(Sekil 4,5).

Il. Genetik

1960’l yillarda mitokondrial genetik sistemin (mitokondrial DNA = mtDNA)
ve 0Ozel ribozomlarinin kesfedilmesiyle mitokondrinin  hem hicresel
fonksiyonlari hem de genetik olaylardaki roli ayrintilar ile irdelenmeye
baslanmistir. Diger organellerin aksine mitokondri kendi DNA’sIna sahiptir.

OXPHOS sistemi 83 polipeptide sahiptir. 70’i nikleer genler ile kodlanir.
13’0 mitokondrial matriksde bulunan ve nikleer DNA'dan yapisal ve
fonksiyonel agilardan ¢ok farkh Ozellikleri olan mtDNA tarafindan kodlanir.
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Sekansi 1981’de tanimlanan mtDNA 16569 ciftten olusan sirkuler ¢ift-sarmalli
molekildiir®. Genom, protein sentezi icin 2 ribozomal RNA, 22 transfer RNA,
ve 13 polipeptid kodlar (Sekil 3,4). Nikleer genlerden farkli olarak mtDNA’In
kod sekanslari intron igermez. Her mitokondri birgok mtDNA kopyasina
sahiptir ve her hiicrede bircok mitokondri, dolayisiyla nikleer DNA’nin sadece
iki kopyasi ile karsilastirildiginda bir hicrede yuzlerce mtDNA kopyasi vardir

(poliplasmi). MtDNA vyapisindaki enzimlerin replikasyonu, transkripsiyonu,

translasyonu ve onarimi igin nlkleer genlere badimhdir. Mitokondri bu

organelde meydana gelen metabolik yolakta rol alan tim diger proteinler igin
nukleusa bagimlidir*®.

Sperm, ovumu doélleyecedi zaman yumurtanin hiicre zarina tutunur ve
enzimler yardimiyla zari eritir. Yumurta hicresinin icine yanlizca kendi
DNA'sini birakir; béylece spermin organelleri digi Greme hicresinin icine
girmez. Bu nedenle sperm ya zigota mitokondri vermez ya da verilen
mitokondri replikasyon sirasinda secilmektedir yani memelilerde tim
mitokondri gocuga anneden gecer (maternal kalitim). Asagida siralanmis olan
bulgular maternal kalitim tipini destekleyen ozelliklerdir®.

1. Mitokondrial hastaliklarda genetik gegis sekli otozomal dominant kalitima
benzer fakat etkilenen hasta sayisi tipik otozomal dominant kalitima goére
daha fazladir.

2. Hastalik cinsiyet farki gézetmez,

3. Hastanin fenotipi ilkel (dogal) ve mutant mtDNA orani ile iligkilidir.
Embriyo gelisimi sirasinda, mitokondri disindaki organeller ortak genlerden

yararlanir. Mekanizma tam bilinmemekle birlikte mitokondri nukleer faktdrlerin
kontroli altinda gelisme sirasinda bolinir ve prolifere olur. MtDNA
serilerindeki degisiklikler kaltilabilir ya da somatik olabilir (dogustan). insan
miDNA’st  muhtemelen mtDNA’nin  polimerazlar tarafindan  dogru
okunmasindaki bozukluga bagli olarak, nikleer DNA'nin 10-20 kati mutasyon
oranina sahiptir. Bu Ozellik (ve DNA’nin mutlak maternal kalitimi) etnik
populasyonlari ve pargasal migrasyonlari tanimlamada ve de adli tipta
kullanihr.
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Normalde bir kisinin tim mtDNA’s1 ayni olacaktir ki buna homoplazmi
denir. Bazen bir sekans varyasyonu ilkel tipte ve mutant mtDNA cift
populasyonu, karisik olabilir buna da heteroplazmi adi verilir. Bazilarinda ise
mutant genom olacaktir (mutant homoplazi)®.

Patojenik mtDNA mutasyonunun klinik anlami, mtDNA molekulinin
neresinde olduguna bagli oldudu kadar, hicre ve mitokondrilerdeki mutant ve
ilkel tipteki molekul oranina da baghdir. Mitokondrial disfonksiyonun derecesi
dokunun enerji gereksinimi ile de iliskilidir; 6rnegin beyin ve kas OXPHOS’a
biylk olgide badimhdir, ve norolojik hastaliklar ve myopati, mtDNA
mutasyonlarinin sik gorulen 6zelligidirl.

MtDNA mutasyonlari, nokta mutasyonlari ve yeniden vyapilanmayi
(delesyon ve duplikasyon) igerir. intronlar olmadigindan splice-site (ayrisma
yeri) mutasyonlari yoktur. Nokta mutasyonlari genellikle maternal gegislidir;
delesyon ve duplikasyonlar ise siklikla sporadiktir. Solunum zincirindekiler
disinda nikleer ve mitokondrial genlerin mutasyonlari da mitokondrial
disfonksiyondan sorumludur. OXPHOS subunitlerini kodlayan niikleer genler
ve mtDNA yap1 ve fonksiyonunu kontrol eden genler bunlara érnektir.

MtDNA mutasyonlarinin heteroplazmisi, esik etkisi, yeri, orani ve inter-
intra-doku dagilimi fenotipe katkida bulunur, ancak ayni genetik defekt ile
birlikte bulunan klinik heterojeniteyi tumuyle aciklayamaz. Ayrica nikleer
defekt spesifik enzimatik bozukluga neden olabilirken, mtDNA mutasyonlari,
solunum zinciri disfonksiyonu ile klinik sonuglar arasindaki korelasyon daha
az belirgindir. Mitokondrial protein sentezinde degisiklik-mtDNA defektlerinin
sonuglari, anormal mMRNA Uretimi, anormal RNA transkriptlerinin
akimiulasyonu, ribozomlara transkript baglanmasinda bozulma, ve yanls
amino asid-tRNA konjugasyonu gibi durumlara neden olabilir. Seltler nekroz
bu hastaliklarda nadiren gorulir. Defektif enzim kompleksi ve komplekslerinin
diger mitokondrial proteinlerle yanlis olarak biraraya gelmesi, serbest
radikallerin Uretimi ve apopitoz gibi nekrozdan baska hiicre élumleri gibi diger
mekanizmalar fenotipik degisikligi ve mitokondrial hastaliklarin siddetini
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aciklamak icin dikkate alinabilir’®.

lll. Apopitozis

Yakin zamanda mitokondrinin apopitozu tetikleme ve olusmasinda édnemli
role sahip oldugu gésterilmistir. in vitro deneysel calismalarda mitokondrial
transmembran potansiyelinde bozulma ve sitokrom c¢ ve apopitozu indikleyen
faktor (apoptosis inducing factor = AIF) gibi bazi mitokondrial proteinlerin
sitoplazmaya saliniminin farkli apopitotik yollari bagslattigi ve aktive ettigi
saptanmlstlrs. Bunlar;

1) Yikim, kromatinin kondensasyonu ve genomik DNA'nin yariklanmasi
ve fragmentasyonu gibi tipik niikleer bulgulari takip eder.

2) Mitokondri, DNA fragmentasyonundan sorumlu proteazlari aktive eden
sitokrom ¢ ve apopitosis indukleyen faktor gibi proteinleri salar.

3) Oksidatif fosforilasyon ve solunum zinciri inhibitérlerinin ayrilmasi in
vitro apopitozu indikler.

4) Yogdun serbest radikal dretimi (reaktif oksijen tipleri eksternal
mitokondrial membrani degistirip sitokrom ¢ ve AIF’'nin salinimini
kolaylastirir) apopitozu artirir.

5) Mitokondrinin i¢ ve dis membraninda, transmembran potansiyelinde
bozulma ve bazi mitokondrial proteinlerin (sitokrom c¢ ve AIF)
sitoplazmaya saliniminin farkli apopitotik yollari baslattigi ve aktive
ettigi gosterilmistir.

6) Mitokondrianin i¢ ve dis membraninda apopitotozun Gnemli
regulatorleri olan Bcl-2 superfamilyasina ait bir grup protein bulunur.

Nukleer apopitozun, tek hicrelerin fonksiyon ve yasamlarina etkisini kas

gibi multinukleuslu ve kismen rejenere dokularda degerlendirmek
mononukleuslu, yiliksek oranda rejenere dokulara gére daha guctir.
Mitokondrial miyopatilerde, apopitoz, disfonksiyonel mitokondri ve yogun
serbest radikal Gretimi ile hiicre hasari meydana getirir veya hasari artirir.
Muskuler distrofiler ve inflamatuar miyopatilerden farkli olarak mitokondrial
miyopatilerde kas nekrozu ve rejenerasyonu oldukca nadirdir. Mitokondrial
miyopatili hastalarin  kaslarinda degisik oranda TUNEL (terminal
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deoksinukleotidil tranferaz-aracili dUTP nick end labelling) - pozitif lifler
gosterilmigtir. Ancal TUNEL pozitifligi her zaman apopitoza isaret etmez.
Spesifik mtDNA defekti olan hastalarin TUNEL-pozitif liflerinde gézlenen Fas
ve kaspaz-3'Un asirn ekspresyonu, Fas ile baslayan ve kaspazlarin yikimi ile
sonlanan apoptotik yolun bazi insan mitokondrial hastaliklarinda gergek hiicre
6liimii modeli olabilecegini gdsterir®.

Protein sentezini etkileyen mtDNA mutasyonlarinda nikleer olarak
kodlananin aksine mtDNA ile kodlanan subdinitlerin miktari sitokrom c
inaktivasyonunu ve salinimini kolaylastirir. Sitokrom ¢, i¢ mitokondrial
membrana gevsek olarak baglanmis solubl bir proteindir ve mitokondrial
solunum zincirinin gerekli bir komponentidir. Sitokrom c, reaktif oksijen tipleri
ve solunum zinciri disfonksiyonu apopitoza katkida bulunur ve apopitozu
aktive eden kaspaz 3'0 mitokondrial transmembran depolarizasyonundan
bagimsiz olarak indikler. Boylece nukleusta kodlanan mitokondrial protein
prekirsorleri ve mitokondrial translasyonu inhibe olur; biyokimyasal defekt,
reaktif oksijen tipleri ve mitokondrial hasar artar. Bu bozuk déngi postmitotik,
non-rejeneratif dokularda gergeklesir. Pearson sendromunda mtDNA'daki tek
delesyon nedeni ile refrakter sideroblastik anemi ve kemik iligi
prekirsorlerinin vakuolizasyonu gorilir. Oliim erken cocuklukta gorilur ve
birka¢ yasayan hastada Kearn Sayre Sendromu (KSS) gelisir. Bu hastalarda
kan diskrazisinin klinik olarak diizelmesi mtDNA delesyonu tasiyan etkilenmis
kan hucre preklrsorlerinin eliminasyonu ile iligkili gibi gérinmektedir.

Calismalar, mutant mtDNA orani bir esije ulasinca sadece mitokondrial
protein sentezini bozan mtDNA anormalliklerinin (tek delesyon durumunda ~
% 40 ve tRNA nokta mutasyonunda %70) apopitozu indukleyebilecegini
gostermistir®.

Tek mtDNA delesyonu veya tRNA genlerinde (tRNASS, tRNA-VYR)
tRNA", tRNA™) nokta mutasyonu tasiyan hastalarda kastaki apopitozun
derecesi mutant genomlarin sayisi ve mitokondrial miyopati ve noérolojik
fenotipin siddetine uygunluk gosterir. MERRF-8344 (tRNA"®), MELAS-3243
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(tRNA"UYR) ve tek mtDNA mutasyonu ile iliskili bozukluklar mitokondrial
ensefalomiyopatilerin ¢ogunlugunu olusturur. Tim mtDNA ile kodlanan
mRNA’larin tranlasyonunun azalmasi veya yoklugu en azindan bir tRNA'yi
iceren mtDNA defektleri sonucudur”®.

Sonug olarak; apopitoz birgok hiicre 6limund sinyalleri ile baslatilabilir,
Olume gébturen birgcok yolak vardir ve farkh hicreler farkli stimuluslara degisik
oranda yatkindir. Bu nedenle apopitoz mitokondrial hastaliklarin esit olmayan
doku dagilimini aglklayabilirs.
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