MITOKONDRiI KONTROLLU APOPTOZDA
SITOKROM C SALINMASININ
MATEMATIKSEL MODELLEMESI
Buket OZAHIOGLU

Yiiksek Lisans Tezi
Biyoloji Anabilim Dal
Damsman: Doc. Dr. Elife Zerrin BAGCI
2017



T.C.
NAMIK KEMAL UNIiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZIi

MITOKONDRI KONTROLLU APOPTOZDA SITOKROM C
SALINMASININ MATEMATIKSEL MODELLEMESI

Buket OZAHIOGLU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

DANISMAN: Dog. Dr. Elife Zerrin BAGCI

TEKIiRDAG-2017

Her hakki sakhdir.



Dog. Dr. Elife Zerrin BAGCI damismanliginda, Buket OZAHIOGLU tarafindan hazirlanan
“Mitokondri Kontrollii Apoptozda Sitokrom C Salinmasmin Matematiksel Modellemesi”
isimli bu c¢alisma asagidaki jiiri tarafindan Biyoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans tezi

olarak oy birligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Baskan1 : Yrd. Dog. Dr. Duygu YASAR SIRIN Imza:
Uye : Yrd. Dog. Dr. Gokhan KACAR Imza:
Uye : Dog. Dr. Elife Zerrin BAGCI Imza:

Fen Bilimleri Enstitiust Yonetim Kurulu adina

Prof. Dr. Fatih KONUKCU
Enstitii Miidirii



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MITOKONDRI KONTROLLU APOPTOZDA SITOKROM C SALINMASININ
MATEMATIKSEL MODELLEMESI

Buket OZAHIOGLU
Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Elife Zerrin BAGCI

Apoptoz ¢ok hiicreli bir organizmadaki hiicrelerin programli Oliim siirecidir.
Mitokondri kontrollii apoptozun ger¢eklesmesinde rol oynayan Onemli olaylardan biri
sitokrom ¢ ve kardiyolipinin etkilesimidir. Sitokrom ¢ mitokondri i¢ zarinda ve zarlar arasi
bolgede bulunur ve kardiyolipin ile etkilesime girmesi durumunda sitoplazmaya salinarak
hiicrenin apoptozunda rol alir. Bu ¢aligmada, mitokondri kontrollii apoptozda sitokrom c
salinmasi  modeli elde edilmistir ve bulgular bu matematiksel modelin diferansiyel
denklemlerinden ve bu denklemlerin niimerik ¢o6ziimlerinden olugmaktadir. Modeldeki
tepkimelerin XPPAUT programi ile simiilasyonlari, mitokondriden sitokrom C salinma
mekanizmasindaki kilit tepkimenin perokside olmus kardiyolipinin hidrojen peroksit

yoklugunda peroksidasyon dongiisiine katilmasi oldugunu kuramsal olarak desteklemistir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, sitokrom c, kardiyolipin, mitokondri, matematiksel modelleme

2017, 43 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

MATHEMATICAL MODELING OF CYTOCHROME C RELEASE IN MITOCHONDRIA
CONTROLLED APOPTOSIS

Buket 0ZAHIOGLU
Namik Kemal University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Dr. Elife Zerrin BAGCI

Apoptosis is the programmed cell death of cells in a multicellular organism.
Cytochrome ¢ and cardiolipin (CL) interaction is a crucial step in mitochondria-dependent
apoptosis. Cytochrome c¢ resides on mitochondrial inner membrane and in intermembrane
space and it is involved in the apoptosis of the cell through its interaction by CL and
subsequent release to the cytoplasm. Cytochrome c release model in mitochondria-dependent
apoptosis is obtained in this study and the results are the ordinary differential equations of this
mathematical model and the numerical solutions of the differential equations. The simulations
of the reactions in the model by the XPPAUT software supports the hypothesis that the key
reaction in the cytochrome c release mechanism is the continuation of peroxidation cycle by
peroxidized CL when hydrogen peroxide is depleted.

Keywords: Apoptosis, cytochrome c, cardiolipin, mitochondria, mathematical modeling
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ONSOZ

Bu ¢alisma Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim
dalinda yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada bir organizmanin ihtiya¢c duymadigi hiicrelerin programli bir sekilde
Oliimiinde rol oynayan mitokondri organelinde meydana gelen olaylar arastirilmistir. Bunun
icin mitokondri yolagindaki tepkimeler derlenerek diferansiyel denklemlere doniistiiriilmiis ve
bu sekilde mitokondri kontrollii apoptozun matematiksel modeli olusturulmustur. Bu model
xppaut yazilimi kullanilarak hiicrede apoptoz oldugu ve olmadigi durumlar incelenmistir.
Apoptozun olmasi i¢in mitokondriden salinan sitokrom ¢ derisimi ve sitokrom ¢ molekiiliiniin
mitokondriden salinmasi i¢gin gerceklesen tepkimeler géz oniinde bulundurulmustur.

Tez calismamda bana her yoniiyle ornek olan hayatim boyunca model alacagim
degerli damismanim Dog. Dr. Elife Zerrin BAGCI’ya, bu tezde yer alan modelin olusturulma
asamasinda bilgilerini bizimle paylasan Prof. Dr. Valerian E. KAGAN’a ve Prof. Dr. Ivet
BAHAR’a tesekkiir ederim.

vii



1. GIRIS

1.1. Apoptozun Tanimi

Apoptoz, veya bir diger adiyla programli hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli organizmalarin
yasam evrelerinde goriilen dogal bir siiregtir. Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesiyle
hiicre sayilar1 da artar ve bu durum erigkin bireylerde gergeklesen hiicre oliimleriyle
dengelenmelidir. Bir organizmada bir hiicreye ihtiya¢ kalmamis ise, hiicre i¢i Oliim
programlar1 aktive olarak o hiicrenin programli 6liim siireci baslar (Altunkaynak ve Ozbek

2008).

Apoptoz, Yunanca’da apo: ayri ve ptozis: diisen kelimelerinin bilesimi olan ve
sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir (Israels 1999). Ik kez 1972 yilinda
Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan “fizyolojik hiicre 6limii” ifadesi tanimlanarak yine ilk
olarak Wyllie ve Kerr tarafindan yapilan deneysel bir ¢aligma ile gosterilmistir (Kidd VJ
1998).

Cok hiicreli canlilarin erigkin bireylerinde hiicrelerin sayisal dengesi canlinin saglikli
bir sekilde hayatina devam edebilmesi i¢in dnemlidir. Bunun i¢in hiicrelerin ¢ogalmasi ile
Olimleri arasinda bir denge olmasi1 gerekmektedir. Organizmanin yasami boyunca gerekli
olan faaliyetlerini devam ettirebilmesi i¢in bazi hiicrelere ihtiyaci varken, bazilarina bir siire
sonra ihtiyaci kalmaz. Ihtiyacinin kalmadigi hiicreler genelde ya hasar almis, ya da enfekte
olmus hiicrelerdir. Canliya zarar vermemesi agisindan bu hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
gerekir. Bu siiregte programli hiicre 6liimii devreye girer ve canlinin ihtiya¢ duymadigi

hiicreler ¢evresindeki hiicrelere zarar vermeden ortadan kalkar (Yildirim 2012).

Hiicre 6liim sinyallerini aldiktan sonra biyokimyasal ve morfolojik olarak degisiklikler
olusmaya baslar. Hiicre yapisinda meydana gelen bu degisiklikler ile artik hiicre geri dontisii
olmayan bir yola girmistir. Apoptoza ugrayan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yogunlastigi,
sitoplazmalarinin biiziildiigii, hiicre iskeletlerindeki lamin ve aktin filamentlerin yapisinin
bozuldugu goriilmiistiir. Hiicre igeriklerinin zar ile ¢evrili kesecikler igerisine alinarak komsu

hiicreler tarafindan elendikleri gézlemlenmistir (Y1ldirim 2010).

Apoptoz yolaklari, ¢ok hiicreli organizmalarda gelisme, immun sistemin diizenlenmesi
ve hiicre sayis1 homeostazinin saglanmasi i¢in, molekiiler seviyede etkilesimlerden olusur

(Yin 2012).



Apoptozda rol oynayan yolaklar hiicrenin tipine gore degisiklik gostermektedir. Bu
hiicreler Tip I ve Tip II olarak adlandirilirlar (Barnhart 2003). Tip I hiicrelerde apoptoz, 6lim
sinyali ile normal bir sekilde baslar ve DISC kompleksi gorev alir. Kaspaz-8 aktivasyonu ile
efektor kaspazlarin aktiflestirilmesi ile gerceklestirilir. Tip II hiicrelerde ise hiicreye gelen
olim sinyali ile DISC olusumu, kaspaz-8 aktivasyonu gerceklesir ancak olusan kaspaz-8
miktar1 programli hiicre 6liimiiniin baslamasi i¢in yeterli olmaz. Bu tip hiicrelerde programli
hiicre Olimiiniin olmas1 i¢in mitokondriden sitokrom ¢ salinmasi ve kaspaz-9 aktivitesi

gerceklesmesi gerekir (Legembre ve ark. 2005).

Programli hiicre O6limiiniin gergeklestigi i¢ (mitokondri kontrollii) ve dis yolak
(mitokondriden bagimsiz), hiicre 6liimlerinde baglica mekanizmalar1 olusturur. Bu yolaklarda
bircok biyokimyasal tepkime meydana gelir. Kaspaz enzimleri hiicresel substratlarin

kesilmesine ve hiicrenin sindirimine sebep olur. (Peng ve ark. 2013).
1.2. Apoptozun Gelisim Biyolojisindeki Yeri

Gelisim biyolojisinde hiicrelerin programli 6liimleri etkin rol oynar. Organ gelisiminin
saglikli bir sekilde olabilmesi embriyonik gelisme sirasinda gerceklesen hiicre Oliimlerine
baglidir. Yetiskin bir insanda yaklasik 10" hiicre programli hiicre 6liimii ile her giin elenir.

Bu da bir y1l i¢erisinde tiim viicut agirligina karsilik gelmektedir (Bagci 2007).

Canli yapisinda her hiicrenin yasam siiresi de farklidir. Ornegin, nétrofiller dokuda 4
giin, eritrositler 120 giin, beyin ve sinir hiicreleri ortalama 50-100 yil arasinda yasarlar. Bu
rakamlar canlimin gelisim siirecinde ge¢irdigi degisiklikler ve hastaliklara bagli olarak
farklilik gosterir. Organizmalarda sistemlerin gelisim doneminde sinir sistemi ve bagisiklik
sistemine ait hiicreler fazla iiretilir. Gerek sinir gerekse bagisiklik sisteminde rol oynayan bazi
yapilar programli hiicre 6liimii sayesinde olugsmaktadir. Sinir sisteminde sinaptik baglantilarin
olusmas1 ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin antijen 06zgilliigiinii kazanmasi bu yolla

gerceklesmektedir (Yildirim ve ark. 2010).
Apoptozun islevleri arasinda;

1. Metamorfoza ugramis veya yaslanmis ve bu nedenle fonksiyonlarini kaybetmis
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi,
2. Hormona bagimli involiisyon (6rnegin; prostat, endometriyum ve meme dokusu

hiicrelerinde),



3. Siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinin azaltilmasi (6rnegin; gastrointestinal sistem hiicreleri,
deri gibi),
4. Immun hiicrelerin se¢imi (6rnegin; sitokin deplesyonundan sonra B ve T lenfositlerin ve

timusta otoreaktif hiicrelerin ortadan kaldirilmasi) (Oktem ve ark. 2001) vardir.

Canlinin 6zellikle embriyonik gelismesi sirasinda hiicre 6liimlerinin 6nemli bir yeri
vardir. Gelismekte olan fare embriyosunun pengesindeki parmaklart apoptozla
sekillenmektedir. Aym sekilde kurbagalarin gec¢irdigi metamorfoz sirasinda iribastan ergin
kurbagaya doniistirken kuyrugundaki hiicreler apoptoza ugrarlar ve kurbagalar kuyruklarindan

ayrilirlar (Sekil 1.2).

Sekil 1.1. Kurbaga metamorfozu (Anonim 2015a)

Eriskin organizmalarda da bu siire¢ devam ederek hiicre oliimii hiicre boliinmesini
dengeler. Eger bu gerceklesmezse organizmadaki dokular ya hiicre boliinmesi ile biiyiir ya da
programli hiicre &liimii ile kiiciiliir. Ornegin, eriskin bir sigan karacigerinin bir kismi
alindiginda karaciger kendisini tamamlamak amaciyla hiicre boliinmesini hizlandirir.
Karaciger normal boyutlarina ulastiginda ise apoptoz baslatilarak organin normal boyutlarda

kalmasi saglanarak hiicre dengesi korunur (Alberts ve ark. 1983).

1.3. Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Fark



Temel olarak organizmalarda yasamlari boyunca baglica iki ¢esit hiicre Slimi
goriilmektedir. Bunlardan birisi nekroz, digeri ise apoptozdur. Nekroz patalojik tipte olan bir
hiicre olimiidiir. Hiicrede ¢esitli dis etkenlerle gerceklesen nekrotik hiicre 6liimiinde; ATP
miktarinin azalmasi ile birlikte hiicre zarmin gegirgenligi ve homeostazi bozulur. Nekroza
ugrayan hiicrede; hiicre zarinin yapisinda olusan degisiklikler nedeniyle suyun hiicre igerisine
girmesine izin verilir, boylece hiicre siser. Bunun sonucunda hiicre zar1 patlar ve biitiinliiglinii
kaybeder, proteolitik enzimler i¢eren sitoplazma, hiicreler arasi bosluga sizar. Hiicrede olusan
nekroz ile dokuda da enflamasyon meydana gelir (Peng Z 2013). Apoptoz ise enflamasyon
olmaksizin hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle programli bir sekilde

diizenlenen organizmada homeostazi koruyan bir olaydir (Tomatir 2003).

Akut bir hasar alan hiicre nekroza ugrar ve hiicrenin cekirdegi siser, organellerin
biitiinliiglinliin bozulmasi sonucunda hiicre siserek patlar. Boylece hiicre igerikleri ¢evreye
dagilir ve g¢evresindeki hiicrelere etki ederek onlara da zarar vermis olur. Diger bir hiicre
olumii sekli olan apoptozda ise hiicre 6liim sinyalini aldiktan sonra biiziiliir ve yogunlagir
(King 2000). Apoptoza ugramis olan bir hiicre artik morfolojik olarak degismistir. Hiicrenin
morfolojisindeki biiziismenin nedeni, Na', K*, CI tastyict sisteminin durmasi nedeniyle
hiicrenin igi ve dis1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir. Bu durum apoptoza ugramis olan
hiicrenin makrofajlar ve diger komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesini kolaylastirir.
Nekroz komsu hiicrelere zarar verirken, apoptoz ise 6len hiicrelerin organik bilesiklerinin onu

sindiren hiicrelerde yeniden kullanilmasini saglar (Alberts ve ark. 1983).

1.4. Apoptoz Siirecindeki Biyokimyasal Yolaklar
Apoptoz yolaklarinda rol oynayan 3 6nemli grup molekiil vardir. Bunlar:

e Bcl-2 ailesi proteinleri
o Kaspazlar

e Apoptotik proteaz aktivasyon faktorii-1 (Apaf-1) ve sitokrom c (sit c).

1.4.1. Bcl-2 ailesi proteinleri

Bcl-2 ailesinden olan proteinler hiicre 6liimiiniin kontrol asamasinda rol oynarlar. B-
hiicresi lenfomasinda bulunduklari i¢in bu adi almislardir. Bel-2 molekiilii hiicrede bulunur ve

apoptozda goriilen hiicre kondensasyonu ve hiicredeki hacim azalmasini engeller. Bu



proteinlerin bazilar1 apoptozu tetiklerken (proapoptotik olanlar), bazilar1 ise engellemektedir

(antiapoptotik olanlar) (Caho 1998).

Bcl-2 ailesinden olan proteinler apoptoz sirasinda bir¢ok gorev yapmaktadir.
1. Antiapoptotik olanlar proapoptotik liyelere baglanarak onlar1 inhibe ederler.
2. Mitokondri zarindaki K*, CI, Na* iyonlarmin akisini diizenler.

3. Apoptoz icin O6nemli bir molekiil olan sit C’nin salinmasini saglarlar (Hengartner

2000).

1.4.2. Kaspazlar

Kaspaz enzimleri apoptozun ger¢eklesmesinde onemli bir role sahiptirler. Kaspazlar
yapisal olarak sistein proteazdirlar. Kaspaz kelimesinin Ingilizce kullanimmin kokiine
bakilacak olursa, “caspase”; sistein-bagimli aspartik asit-spesifik proteazdir (C: sistein, Asp:

aspartik asit, -ase: enzim eki ) (Bagci 2007).

Kaspazlar hiicrenin saglikli fizyolojik durumunda hiicre igerisinde inaktif olarak
bulunurlar. Kaspazlarin aktif olmayan formlarina prokaspaz adi verilir. Kaspaz enzimlerinin
aktif merkezinde sistein amino asidi bulunur ve hedefledikleri proteinleri aspartik asit
birimlerinden keserler. Hiicre igerisinde inaktif yani prokaspaz olarak sentezlenirler. Hiicreye
gelen apoptoz sinyali ile inaktif prokaspaz enzimleri diger kaspazlar tarafindan aspartik asit

birimlerinden kesilirlerek aktif hale donlismiis olurlar (Bagci 2007).

Apoptozda rol alan kaspazlar, baslatict ve efektér kaspaz olmak {izere iki gesittir.
Kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-10 baslatic1 kaspaz iken, kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 efektor

kaspazdir.

Baglatic1 sinyal adaptor proteinleri aktive eder ve adaptor proteinlerde baslatict
kaspazlarin bir araya gelmelerini saglar. Kiimelesmis olan baslatici kaspazlar birbirini aktif
bolgelerinden keserek aktif kaspaz haline getirirler. Efektor kaspazlar ise baslatici kaspazlar
tarafindan aktive edilirler. Kaspaz enzimi i¢in optimum kesme bdlgesi belirlenmistir. Bu
bolge aspartik asit kesme noktasinin N-terminalinde bulunan 4 amino asitlik bir bolgedir
(Yildirim ve ark. 2010).



Apoptoz sinyali alan bir hiicrede Oncelikle kaspazlar aktive olur. Aktif hale gelen
kaspazlarin bazilar1 hiicrede lamin proteinlerini pargalarken, bazilari hiicre iskeletindeki
proteinlerini parcalar. Baska bir kaspaz DNaz enzimi ile onu inhibe eden proteinlere baglanip
DNaz’in serbest kalmasini saglar ve serbest forma doniisen DNaz enzimi ¢ekirdek DNA’sin1

pargalamaya baslar.
Kaspaz aktivasyonu 3 temel basamakla gerceklesir: (Sekil 1.1.)

1. Baslatici bir kaspaz ile proteolitik kesim sonucu kaspazlarin aktive olmasi
2. Yakin indiikleme

3. Holoenzim olusumu

= Apaf-1 @ Cytochrome ¢
) Caspase-9 3 Active caspase

Sekil 1.2. Kaspaz aktivasyon mekanizmasi (Hengartner 2000)

Holoenzim olusumu mitokondriden salinan sit ¢, kaspaz-9 ve Apaf-1’in ATP araciligi

ile kompleks olusturmasi sonucunda apoptozomu meydana getirmesidir (Yildirim ve ark.

2010).

Kaspaz zincirinde gorev alan enzimler bir kez aktive olduktan sonra geri doniisiimsiiz
olarak gorevlerini yerine getirirler ve bulunduklar1 hiicreyi dliime siiriiklerler. Bu sebepten

dolay1 kaspazlarin aktiviteleri hiicrelerde siki bigcimde kontrol altinda tutulur.

Apoptozun diizenlenmesinde ve kontrol edilmesinde rol oynayan hiicre i¢i proteinler

de vardir. Bunlar apoptoz inhibitérleridir (IAP).
Bu proteinler apoptozu iki sekilde inhibe ederler:

1. Prokaspazlara baglanarak aktivasyonlarimi onlerler.
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2. Aktif haldeki kaspazlara baglanarak reaksiyonlar1 katalize etmelerini engellerler

(Yildirim ve ark. 2010).

Tip II hiicrelerde, programli hiicre 6liimiin gerceklesmesine sebep olan 6lim sinyali
geldiginde mitokondri apoptoz siirecine dahil olur (Barnhart 2003). Mitokondride olusan
biyokimyasal tepkimeler ile aktive olan biyomolekiiller, ¢ekirdek zarmmin erimesi, DNA
fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi

morfolojik degisimlere sebep olurlar (Budihardjo ve ark. 1999).



2. MITOKONDRININ APOPTOZDAKI ROLU

2.1. Mitokondrinin Yapisi ve Kisimlari

Hiicrede oOnemli bir organel olan mitokondri ilk olarak 1894 yilinda Altmann
tarafindan tanimlanmistir (Altmann 1894). Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde bu
organelin graniiller ve iplikler seklinde oldugu goriilmiistiir. Benda bu organele 1897 yilinda
mitokondri adin1 vermistir. Yunancada; mitos: iplik, chondrion: graniil anlamina gelmektedir.

(Karol 2000).

Mitokondri, hiicrede silindirik sekle sahip olan ¢ift zarli organellerden birisidir.
Ortadan kesit alinmis gibi bakilacak olursa, ¢ok sayida kivrimlarin bulundugu i¢ ve dis zarin
bazi yerlerde temas halinde oldugu gériilmektedir (Frey 2000). Mitokondri zarinin igine dogru
katlanmas1 sonucunda kivrimlar olusur ve bunlar krista adin1 almaktadir. Mitokondri i¢ zarini
olusturan Krista, bitisik olan periferik i¢ zar ile smirlandirilmigtir. Kristanin belirgin farkli
sekilleri vardir. Baz1 organizmalarda ve hiicre tiplerinde borulu oldugu bilinmektedir. Krista

kavisli silindirlerden, diiz veya prizmatik sekillerden olusabilir (Sukhorukov 2009).

Genel anlamda bakilacak olursa mitokondrinin boyutu 0,5-10 mikron civarindadir.
Hiicrenin enerji ihtiyacina gore sahip oldugu mitokondri sayis1 yaklasik olarak 1-1000

arasinda degismektedir (Anonim 2016b).

Mitokondriler genel olarak hiicre sitoplazmasinda diizglin bir sekilde dagilmis
durumdadirlar. Mitokondrilerin biiytikliikleri ve sayilart bulunduklar: hiicrenin tipine, islevine
ve fizyolojik durumuna gore degisiklik gostermektedir. Tek bir hiicredeki mitokondri sayisi
hiicrenin enerji ihtiyacina gore degisir. Ornegin; fare karaciger dokusunun hiicrelerinde 1.000-
1.600 kadar mitokondri bulundugu hesaplanmistir. Bazi oositlerde 300.000, amfibyum
yumurtalarinda 100.000 kadar mitokondri bulunmaktadir. Bir alg olan Micromonas’ta ise
sadece bir tane mitokondri bulunur. Mitokondrilerin bazi gorevlerini kloroplastlarin da

istlenmesi sebebiyle, yesil bitkilerin hiicrelerinde daha az mitokondri oldugu goriilmiistiir.



Kanserli hiicrelerde ise anaerobik glikolizin artmis olmasindan dolayr normal hiicrelere gore

daha az sayida mitokondri bulunmaktadir (Karol 2000).

2.2. Mitokondri Kontrollii Apoptozda Ger¢eklesen Olaylar

Mitokondri, programli hiicre 6liimiiniin kontrol edilmesinde 6nemli rol almaktadir.
Hiicrede apoptoz mitokondriye bagli olarak i¢ ve dis yolak ile olmak iizere iki sekilde
gerceklesir. Hiicreye apoptozu baslatict sinyal gelmesi ile mitokondri diginda meydana gelen
cesitli kaspaz aktiviteleri dis yolagi olustururken, mitokondride gergeklesen biyokimyasal
tepkimeler ise hiicrenin 6liim siirecine onciiliik eden molekiillerin ortaya ¢ikmasi i¢ yolakta

gerceklesen olaylardir (Scorrano 2002).
2.2.1. Mitokondri Kontrollii Apoptozda Dis Yolakta Meydana Gelen Olaylar

Mitokondri kontrollii apoptozda dis yolakta meydana gelen olaylar programli hiicre
olumii gerceklesecek olan hiicreye Oliim sinyalinin gelmesi ile baglar. Hiicreye gelen dis
sinyaller ile 6liimii indiikleyen 6liim almaglarina Fas ligand (FasL) baglanir. Hiicrede adaptor
protein gorevine sahip olan FADD (6liim alani ile Fas baglantili protein) molekiilii ile
apoptozu baslatict olan prokaspaz-8 hiicre zarinda olusan Fas/FasL. molekiilii ile baglanir.
Prokaspaz-8 enzimleri birbirlerini aktif bolgelerinden keser ve aktif haldeki kaspaz-8’e
dondistiiriir. Kaspaz ailesinin baslatici kaspazlarindan olan kaspaz-8 ve kaspaz-10 araciligr ile

diger kaspaz enzimleri de aktive edilir (Bagci 2007).

2.2.2. Mitokondri Kontrollii Apoptozda I¢ Yolakta Meydana Gelen Olaylar

Mitokondri ise apoptozun gergeklesmesine i¢ yolakta meydana gelen tepkimeler ile
katkida bulunmaktadir. Di1s mitokondri zarindaki antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL ailesine ait
olan proteinler hiicrenin yasamasini tesvik ederken, bu protein grubunun proapoptotik iiyeleri
olan Bcl-2-iliskili 6liim etkinlestirici (Bad), Bcl-2-iligkili X protein (Bax), Bcl-2 tiirevi
antagonist oldiiriicii (Bak), BH3 etkilesimli 6liim agonisti (Bid) ve Bcl-2/adenoviriis E1B 19
kDa protein ile protein 3 etkilesim (BNIP3) molekiilleri ise aksine hiicre dliimiine Onciiliik
ederler. Bu proteinler normalde sitoplazmada aktif olmayan halde bulunurlar. Hiicreye gelen

proapoptotik sinyaller bu proteinleri mitokondriye yonlendirir (Bagci ve ark. 2006).
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Mitokondri kontrollii apoptoz, hiicreye digaridan gelen veya hiicre i¢inde meydana
gelen DNA hasar1 sonucu olusan uyarilara karsi hiicrede aktif olarak rol alan bir yolaktir.
Hiicrenin 6liim sinyali almasi sonucunda aktif hale gelen kaspaz-8 ile sitoplazmadaki Bid
proteini mitokondri dis zarina baglanir. Mitokondri zar iizerinde kaspaz-8 Bid molekiiliini
keserek tBid haline donistiir ve aktif hale getirmis olur. Bax proteini sitoplazmada (inaktif
halde) ve mitokondri dis zarinda (aktif halde) bulunur. Bak ise mitokondri dis zarinda bulunan
bir proteindir. Bax ya da Bad molekiillerinin Bcl veya Bel-XL molekiilleri ile heterodimer
olusturur ve bu molekiillerin koruyucu etkilerini ortadan kaldirir. Bax ve Bak proteinleri
mitokondri zarinda oligomerize olarak zar potansiyelinin kaybolmasini saglayarak zari
gecirgen hale getirir. BOylece zarda por olusumu meydana gelir (Ardjomande ve Martinou

2005).

Mitokondri dis zarinda olusan bu pordan sitokrom ¢ ve AIF (apoptozu uyaran faktor)
salinmas1 gergeklestirilir (Sekil 2.1). Mitokondriden hiicre sitoplazmasmna ¢ikmis olan
sitokrom ¢ Apaf-1 ve prokaspaz-9 ile etkileserek apoptozomu meydana getirir. Apoptozom
sayesinde aktive olan kaspaz-9 kaspaz zincirini baslatmis olur. Kaspaz-9, prokaspaz-3 i aktif
hale getirir ve kaspaz-3 meydana gelmis olur. Aktif hale gelmis olan kaspaz-3 hiicrede
apoptozu baslatir. Ayn1 zamanda kaspaz-3 hem Bcl-2 molekiiliinii inhibe eder hem de Bid
proteinini tBid haline getirir. Boylece kaspaz zinciri geri besleme ile dongii haline gelmis olur
(Tyurin 2007)(Sekil 2.2).

sitokrome  (§) Bak Bax OPA1
| | aemte, | | damit. | | e
b reba] S NSLE
A B C D

Sekil 2.1. Mitokondri kontrollii apoptozda sitokrom C’nin mitokondri zarindan salinmasi.
(A) Apoptoz olmayan hiicre mitokondrisinde sit ¢ ve OPA1’in konumlanmasi (B) Apoptoz
sinyali alan hiicredeki mitokondride por olusumu i¢in Bak ve Bax molekiillerinin baglanmasi
(C) Mitokondri dis zarina baglanan Bax ve Bak molekiillerinin olusturdugu pordan dis ve i¢
zar arasinda bulunan sit C’nin salinmasi (D) Kristalarin dig zara yakin bolgesinde bulunan
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OPA1 molekiiliiniin ortadan kaldirilmas: ile krista icerisindeki sitokrom ¢ molekiillerinin
mitokondriden salinmasi.

Apaf-1

Sekil 2.2. Mitokondri kontrollii apoptozun sematik gosterimi (Bagci ve ark. 2006)
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3. KARDIYOLIPIN VE SITOKROM C’NiN YAPISI

3.1. Kardiyolipin

CL 3,5 milyar yil once hiicrelerin olusumundan itibaren prokaryot ve okaryot
canlilarin bileseni olan fosfolipittir. Bu yapiya sahip olan canlilara 6rnek olarak bakteri zar1 ve

Okaryot hiicrelerde ise mitokondri i¢ zar1 6rnek gosterilebilir (Schlame 2008).

Kardiyolipin, iki molekiil fosfatidik asitin fosfat gruplarinin bir gliserol molekiilii ile
esterlesmesi sonucunda olusur. Linoleik asit bakimindan zengindir ve yag acil zincir
bilesiminden olusur (Sekil 3.1). Fosfolipit yapili olan bu molekiil okaryot canlilarda
mitokondri de ve prokaryot canlilardan ise bakterilerde plazma zarinda bulunur (Goziikara

1997).

Iki fosfotidilgliserol dimerik parca ve gliserol iskelet (fosfat grup ve dort agil zincir)
kardiyolipinin kimyasal yapisini meydana getirir. Kardiyolipin simetrik yapisal gosteriminde
doymus yag asitleri olan tetralinoleoil-CL ve tetraoleil-CL fosfotidil pargalardan olusur
(Aguayo 2012). Iki tane kiral merkezi vardir ve merkezi karbonlarda gliserol k&prii bulunur

(Kagan 2015).

Kardiyolipin biyosentezi farkli yolaklarda olabilir. Bakterilerde fosfotidilgliserol (PG),
okaryotlarda PG ve sistidin difosfat diagilgliserol (CDP-DAG). Kardiyolipin mitokondri i¢
zarmin i¢ ve dis yaprakciklarinda bulunur. I¢ yaprakciginda bulunma orani dis
yaprakc¢iktakinden daha fazladir. Normal fizyolojik durumda kardiyolipinin i¢ ve dis
yaprak¢iklarda bulunma oran1 60/40” tir (Kagan 2014).

Kardiyolipin mitokondri i¢ zarinda bulunur ve organel icerisinde meydana gelen
biyosentez olaylarmin ger¢eklesmesinde rol oynayan bir fosfolipittir (Antunes 1996).
Kardiyolipin hayvan hiicrelerinde apoptozun meydana gelmesi i¢in ortaya g¢ikan ve cesitli
oliimlere sebep olan proteinler ve sitokrom c ile etkilesim i¢indedir. Kardiyolipin kalp, iskelet
kasi, karaciger ve bobrek gibi memeli dokularinda bulunur. Mitokondrinin dis zarinda %4-5

oraninda kardiyolipin bulunur (Tyurin 2015).
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Sekil 3.1. Kardiyolipinin yapisal gosterimi (Paradies 2014)
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3.2. Sitokrom ¢

Sitokrom ¢, mitokondride ETS’de ve apoptozun i¢ yolaginda rol alan bir proteindir.
Sitokrom c (sit ¢) yapisinda bulunan hem grubu iki sisteinin yan zincirine kovalent bag ile
baglanmislardir. Molekiil agirligr 13 kDa’dir (Miyamoto 2012).

Sitokrom c, apoptoz sirasinda sitoplazmaya salindigi esnada Apaf-1’¢ baglanarak
apoptozom olusumunu saglar. Prokaspaz-9 apoptozoma baglanarak aktif hale gelerek kaspaz-
9 haline doniisiir. Sitoplazma icinde aktivite gosteren kaspaz-9, prokaspaz-3 enzimini aktif
hale getirerek kaspaz-3’e doniistiiriir. Boylece apoptozun baslamasi saglanmis olur. Hiicrede
sitokrom ¢ eksikligi meydana geldiginde metabolik faaliyetlerde azalma goriiliir ve stres

sinyallerinin olugmasi ile apoptoz yoluyla olmayan hiicre dliimleri gergeklesir (Gillick 2008).

Met His

0
Yandan goriiniisii HEM ile sitokrom ¢ HEM grubunun 90 doénmiis hali

Sekil 3.2. Sitokrom ¢ ve HEM grubunun yapisal gosterimi (Anonim 2015)
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3.3. Sitokrom ¢ ve Kardiyolipin Iliskisi

Sitokrom c¢ hiicrede apoptozun gergeklesmesinde kilit rolii tistlenir. Elektron tasima

sisteminden ayrilan sit ¢ kardiyolipin ile etkilesime ugrar (Belikova 2009).

ETS’den kopan elektronlar oksijen bilesigini siiperoksit haline doniistiiriir. Olusan
stiperoksidin, stiperoksit dismutaz (SOD) ile etkilesime girmesiyle hidrojen peroksit meydana

gelir (Kagan 2009).

O,+e —=> O, (sliperoksit)

(7Y & H,0, (hidrojen peroksit)

Kardiyolipin-sitokrom ¢ kompleksi ile H,O, tepkimeye girdiginde kardiyolipin
perokside olur ve sit ¢ ile olan etkilesimi ortadan kalkar (Gupte 1984). Krista igerisinde
serbest kalan sit ¢ hiicreye gelen apoptoz sinyalleri sonucunda dis zarda olusan pordan

gecerek mitokondriden salinmis olur (Paradies ve ark. 2014).

Sitokrom c/kardiyolipin peroksidaz ve CL peroksidasyonu mitokondri hedef

inhibitorleri ile antiapoptotik etkiler ilag bulusuna yonelik tasarimlar da mevcuttur (Kagan
2009).
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Sekil 3.3. Kardiyolipinin perokside olmasi (Paradies 2014)

Kardiyolipin ile sit ¢’ nin kompleks olusturmasi ile baslayan ve kardiyolipinin

perokside olarak sit c’nin kardiyolipinden ayrilmasi ile sona eren tepkimeler zinciri:
1) CL + Cytc-[Fe**+ Tyr] — CL/Cytc-[Fe* + Tyr]
2) CL/Cytc-[Fe** + Tyr] + H,0, — CL/Cytc-[Fe>*=0 + Tyr] + H,0
3) CL/Cytc-[Fe** =0 + Tyr] — CL/Cytc-[Fe** =0 + Tyre]
4) CL/Cytc-[Fe** =0 + Tyre]— CL+ / Cytc-[Fe** =0 + Tyr]
5) CLe/Cytc-[Fe*" =0 + Tyr] + O, — CL-O0- + Cytc-[Fe*" =O + Tyr] (Hiitteman ve

ark. 2011)
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Sekil 3.4. Kardiyolipin ile sit ¢ arasindaki etkilesim (A) Hiicrenin fizyolojik durumu. (B)
Apoptotik sinyal sonucunda ETS’den sit C’nin ayrilmasi ve kardiyolipin ile etkilesmesi (C)
Kardiyolipinin perokside olmasi ve sit ¢’nin Serbest kalarak, Bak ve Bax’tan olusan pordan
disartya salinmasi.
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4. YONTEM

Hiicrede normal fizyolojik durumda da, apoptoz durumunda da birgok biyokimyasal
degisim meydana gelir. Hiicrede gerceklesen bu olaylar bir dizi tepkime, etkilesim ve
adimlardan olusur. Bunlarin agiklanmasi i¢in tepkimeler matematiksel modele doniistiiriiliir.
Hiicrenin fizyolojik durumu ile apoptoz durumu esnasinda gegirdigi degisim kimyasal

tepkimeler listesi halinde yazilmis ve diferansiyel denklemlere ¢evrilmislerdir.

Matematikte, fonksiyon veya fonksiyonlarin, bir veya birden c¢ok degiskene gore
tiirevlerini 1iliskilendiren denklemlerdir. Fizik, kimya, miihendislik, biyoloji ve ekonomi

alanlarinda matematiksel modeller genellikle diferansiyel denklemler kullanilarak ifade edilir.

Bu c¢alismada mitokondride gergeklesen biyokimyasal tepkimeler diferansiyel
denklemlere ¢evrilmistir. Bunu yaparken tepkimeye giren ve olusan maddeler ile tepkime hizi

gereklidir. Ornek verilecek olursa;

A ve B maddesi p hiz1 ile tepkimeye girerek ve 3 tane A maddesinin olustugu bir
kimyasal tepkime gergeklesmis ise, bunu diferansiyel denkleme ¢evirmek i¢cin A maddesinin
ve B maddesinin derisimlerine gore tiirevleri alinir. A maddesi 2 molekiil arttig1 i¢in olusan
madde 2 katina g¢ikarken, iriin olarak olusan maddede B molekiilii olmadigi igin — ile

gosterilir.
A + B - 3A (u hizi ile tepkime gergeklesmektedir)

% = 2p[A][B] % =-u[4][5]

4.1. XPPAUT (X-Windows Phase Plane Plus Auto) Programlama Dili

Bu programlama dili ile diferansiyel denklemler, fark denklemleri, fonksiyonel
denklemler, simir deger problemleri ve stokastik denklemler ¢oziimlenebilir. XPP sayesinde
¢oziimlenebilen diferansiyel denklem gesitleri 590’1 bulmaktadir. Programin ¢alistirilmasi igin

yazilan kodlar ¢ok sayida algoritmadan olusur (Anonim 2016).

Bu ¢alismada kullanilan tepkimeler diferansiyel denklemlere doniistiiriilmiistiir. XPP
ile bu denklemlerin ¢6ziimii saglanmistir. Program i¢in kodlar olusturulmus ve bunlar
tizerinde molekiillerin sayilar1 zaman i¢inde takip edilerek hiicrenin apoptoz durumunda olup

olmadig1 gozlemlenmistir (Anonim 2016a).
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Bu kisimda ilk olarak derlenen tepkimeler verilmektedir. ikinci kisimda ise bu

tepkimelerin simiilasyonu ile mitokondride por olusumu gozlenmistir.

Tepkimeler krista ve mitokondrinin i¢-dis zarlarinda meydana gelmektedir. Hiicreye
gelen Oliim sinyali sonucunda mitokondrinin kisimlarindan olan krista ve mitokondri
zarlarinda bir takim biyokimyasal degisimler goriiliir. Bu degisimler programli bir sekilde

gergeklesir ve sonugta hiicrenin 6liimii gergeklesmis olur.
5.1. Mitokondri Kontrollii Apoptoz Modeli i¢cin Derlenen Tepkimeler
Kardiyolipinin olugmas1 ve yaprakeiklara dagilimi:

Mitokondri matriksinde sentezlenen kardiyolipin, krista ve i¢ mitokondri zarinin i¢ ve
dis yaprakgiklarda konumlanir. Fosfolipit yapiya sahip olan mitokondri i¢ zar1 ve krista
zarinda kardiyolipin i¢ ve dis yaprakgiklar arasinda yer degistirebilme 6zelligine sahiptir.
Kardiyolipin mitokondri matriksinde tiretilir ve zarlara dagilir. Krista zarinin i¢ yaprak¢iginda
matriks ile temas eden kisim dizinde cr-il ile sembolize edilirken, krista zarimin dis yaprakgigi
ise cr-ol olarak kisaltilmustir. I¢ mitokondri zarmnin i¢ yaprakcigi (matriks ile temas eden
kisim) im-il olarak sembolize edilirken, mitokondri i¢ zarinin dig yaprake¢igi im-ol olarak
gosterilir. Reaksiyonlarda gosterilen cr ise kristanin kisaltilmasidir. Modeldeki tepkimelerin

gerceklestigi mitokondri bolgeleri Sekil 5.1°de sematik olarak gosterilmistir.

Kardiyolipinin olusumu ve krista ile i¢ zarin i¢ yaprakcigna yerlesme tepkimesi
asagida gosterilmistir. Bir sonraki tepkime (T-2) ise kardiyolipinin fosfolipit olmasi sebebiyle

i¢ ve dis yaprakgiklar arasinda gecis yapmasidir (flip-flop).
tepkenlermatriks — CL(H)cr-ivim-i (T-1)
CL(H)cr-itrim-it & CL(H)cr-obim-ol (T-2)

Apoptoz bagladiginda steroit reseptorii koaktivator-3 (SCR-3)’iin  aktivasyonu
nedeniyle yaprakgiklar arasindaki gegis hizlar1 (T-2) birbirine esit olur.
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Sekil 5.1. Modeldeki molekiillerin bulundugu mitokondri bélgelerinin sematik gdsterimi.
Kirmizi noktalar sitokrom ¢ molekiilleridir. (A) On goriiniis (B) Ust goriiniis. 1:matriks,
2:krista, 3:krista i¢ yaprakeigi, 4:krista dis yaprak¢igi, S:mitokondri i¢ zarinin i¢ yaprakeigi,
6:mitokondri i¢ zarinin dis yaprakgigi, 7:krista baglantilari, 8:zarlar arasi bolge, 9:mitokondri
dis zarinin i¢ yaprakeigi, 10:mitokondri dis zarinin dis yaprakeigi

Kardiyolipin yikimi:

Kardiyolipinin birinci dereceden tepkime ile yikildig: farz edilir.
CL(H)cr-iver-oim-itim-ol — * (T-3)
Kardiyolipin ile sitokrom ¢’nin baglanmasi:

Mitokondrinin krista ve i¢ zarmin dis yaprakc¢iklarinda bulunan kardiyolipin ile krista
ve zarlar aras1 bolgede serbest halde bulunan sit C’nin baglanma tepkimesi asagida

gosterilmistir.
CL(H)cr-olim-ol + Cytc-[Fe** ~Tyr(OH)]ersims — CL(H)~cytc—[Fe**~Tyr(OH)ler-orimor  (T-4)
Sitokrom c‘nin krista ve zarlar arasi boslukta peroksidasyon dongiisii:

Bir peroksidasyon dongiisiinde iki radikal formda perokside olmus kardiyolipin

molekiili olusur (Bkz. T-8 ve T-10/11) Bu dongiiye ait tepkimeler asagida listelenmistir.
CL(H)~Cytc_[Fe3+_Tyr(OH)]Cr.0|/|m.o|+H202 — CL(H)~Cth_[FeS+:O_Tyr(OH)]cr-0|/|m_o|+H20

(T-5)
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Besinci tepkimede sit ¢’nin sahip oldugu hem grubu H,0, ile okside olur. (H,O,

hiicrenin apoptoz durumunda yiiksek miktarda bulunur).
CL(H)~cytc—[Fe>*=0-Tyr(OH)]cr-ovim-ol + € & CL(H)~cytc—[Fe* =0-Tyr(0*)]er-oim-or+sHa
(T-6)

Altinc1 tepkimede sit ¢ molekiiliinde bulunan tirozin rezidiisiindeki oksijen atomu

radikale doniisiir.
CL(H)~cytc—[Fe**=0-Tyr(O#)]cr-otim-ol — *CL~cyte-[Fe* =0-Tyr(OH)]cr-oim-ol (T-7)
Yedinci tepkimede kardiyolipin radikal forma kavusur.
«CL~cyte—[Fe*"=0-Tyr(OH)]er-olim-ol + O2 — CLOO*r.opim-ol + Cytc—[Fe**=0-Tyr(OH)]crims
(T-8)
Sekizinci tepkimede kardiyolipin perokside olur.
CL(H)er-oim-of + Cytc—[Fe**=O-Tyr(OH)]criims = CL(H)~cytc—[Fe* =0-Tyr(OH)]er-onim-ol
(T-9)

Dokuzuncu tepkimede krista ve zarlar arasi boslukta bulunan sitokrom c, kristanin dig

yaprak¢iginda ve mitokondri i¢ zarinin dis yaprak¢iginda bulunan kardiyolipin ile baglanir.
CL(H)~cytc-[Fe**=0-Tyr(OH)]cr-olim-oi+ O2+VaHa+e —CLOO .olim-ol
+cytc—[Fe3+—Tyr(OH)]cr/ims+H20 (T-10)
Onuncu tepkimede sitokrom ¢ bu peroksidasyon dongiisiinde yeniden iiretilir.
CL(H)~cytc—[Fe*™*=0-Tyr(OH)]er-or+O2+/sHy+e —CLOOs; o +Cyte-[Fe**—Tyr(OH)]+H20
(T-11)

On birinci tepkimede sit ¢ molekiillerinden bir boliimii 6nceki tepkimeye alternatif

olarak zardan krista baglantisina yonelir.
Kardiyolipinin radikal olarak ¢ogalma tepkimeleri:
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CLOOscr-otiim-ol + CL(H)cr-otiim-ot = CLOOHcr-oim-ol + CLecr-oliim-ol (T-12)

CLecrolimol  + 02— + CLOO*cr-olim-ol (T-13)

Perokside olmus kardiyolipinin radikallerinin yikim tepkimesi:

CLOO¢¢r-olim-ot + CLOO*¢r-oljim-ol — * (T-14)

Sitokrom c¢’nin yikim tepkimesi:

2CL(H)~cytc-[Fe*"=0-Tyr(O*)Jerotimol — * (T-15)

Perokside olmus kardiyolipinin indirgenme tepkimesi:

CL(H)~cyte—[Fe*"~Tyr(OH)]eropim-or*CLOOHerobfim-oi—
CL(H)~cyte—{Fe"=O0-Tyr(OH)]erovim-oi+CLOHer.

(T-16)

On altinc1 tepkime 6nemlidir ¢iinkii H,O; tlikendigi zaman peroksidasyon dongiisii
beslenir. Burada anahtar role sahip olan reaksiyon pozitif geri besleme mekanizmasinda

tretilen CLOOH molekiilleridir.

Krista baglantisinin degisimi ile por olusumu:

CLOOHgq — CLOOH (T-17)
NCLOOH; — cj-por (T-18)

Krista baglantisina dogru yer degistiren CLOOH molekiilleri girer krista baglantisini
degisime ugratarak por olusumuna yol acar (OPA1 proteini krista baglantilarinin degisiminde

etkilidir ancak modelde ilgili tepkimeye yer verilmemistir).

Sitokrom c’nin krista baglantisinin pora doniismesi ile pordan gecerek membranlar arasindaki

bolgeye salinmast:

cj-por
cytc—[Fe** ~Tyr(OH)];; — cytc—[Fe**—Tyr(OH)]ims (T-19)
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Zarlar arasindaki bolgede bulunan sit ¢ molekiillerinin Bax proteininin mitokondri dig zarina
yerlesmesi ile olusan pordan sitoplazmaya salinmasi (Sekil 5.1):

m-por
cyte—[Fe* ~Tyr(OH)Jims — CYtCsito (T-20)

Bu tepkime hiz sabitinin degeri sitoplazmadan apoptoz sinyallerinin gelip
gelmemesine bagli olarak ya sifirdan biiyiik bir degerdir (por olusumu), ya da sifirdir (porun
olusmamast). Bax proteini por olusumunda etkilidir ancak modelde ilgili tepkimelere yer

verilmemistir.

CLOOH molekiiliiniin olusumu ile sonuglanan tepkimeler Sekil 5.2’de sematik olarak
gosterilmistir. Semadaki bu molekiillerden sitokrom ¢, dogal halinde ve degisik sekillerde
bilesik 0, bilesik I ve bilesik Il yapisinda bulunur. Kardiyolipin ise radikal, peroksil radikal ve
perokside olmus halde bulunur. Bu semada sitokrom ¢ ve kardiyolipin molekiillerinin yani
sira H,O, molekiilii de yer alir. O, kaynagi bu modelde sabit miktarda kabul edilir. Kompleks
halde olan kardiyolipin ve sitokrom c bilesigi H,O; ile perokside olur. Ortamda bulunan H,0O,
molekiilii her dongiide 2 molekiill CLOOH olusumunu meydana getirir. Ortamda H,O;’nin
tiikenmesi gergeklesirse CLOOH molekiilleri HoO,’nin gergeklestirdigi tepkimelerde gorev
alabildigi icin CLOOH molekiilleri dongiliyii devam ettirir. Bu durumda, CLOOH sayisi

geometrik olarak artar.
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Sekil 5.2. Model tepkimelerinin apoptoz regiilasyonu ile iliskisi.

Perokside olan kardiyolipinler hem sit ¢’nin salinmasini, hem de H,O; nin yaptig1 gibi
kardiyolipinlerin perokside olmasmmi1 da gergeklestirir (Sekil 5.2). Sitokrom ¢’nin
mitokondriden salinmasinda gorev alan Kkardiyolipinler sit ¢ molekiillerinin krista
baglantilarindan zarlar arasi bolgeye gegmesini saglar ve bu bolgede bulunan porlardan sit ¢

molekiilleri mitokondriden salinarak hiicrede apoptoz baslamis olur.

Cizelge 5.1. Tepkimeler Listesi™

Tepkimeler Tepkime hiz sabiti
1 | tepkenler; — | CLsss KordcLs / Kprdcis
2 | Clss — | CLas Keit, Koo
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3 | Claasse — | * KcLdeg

4 | CLas + CytCys = | CL~cytcus KcLeeat s KeLeeab / Kereest » KeLecsh

S5 | CL~cytcys + H20O2 — | CL~CO4s Kewenpa ! KeLenps

6 | CL~COup = | CL~Clys Kcicoasr  » Kercoan / Keicost
KcLcosb

7 | CL~Clyp — | *CL~Cllys Kercia/ Kercis

8 | *CL~Cllys + O2 — | *CLOOy + Cllys | kercua/ Kercie

9 | CLas + Cllys = | CL~Cllyp Kciepat , Kercpan ! Kerepst » KeLcpsh

10 | CL~Cllys + O, — | *CLOOy + cytCos | Keytea! Keytes

11 | CL=Cll; + O, . |-CLOO; *oyter | Koy

12 | «CLOOuys + Clus — | CLOOHyss + *Class | KcrLoora/ Keroors

13 | «CLas+ Oz — | *CLOOu Kciroa / Ketros

14 | 2 «CLOOys — | * KacLoor

15 | 2 CL~Clys — | * KacLel

16 | CL~cytcys + CLOOHys | — | CLOH4+CL~CO45 | Kciepca! Kercpcs

17 | CLOOH, — | CLOOH, KcLoont, KeLoorb

18 | nCLOOH; — | cj-por Kpor

19 | Cytcs = [ oytcs Kporee

20 | Cytcg — | CYtCsito 0 veya Kout

*Kisaltmalar: CL: CL(H)
Cl: cytc—[Fe*"=O-Tyr(0*)]
Molekiillerin indis numaralarinin isaret ettigi mitokondri bolgeleri Sekil 5.1 A’da belirtilmistir.

Cizelge 5.2. Modeli Olusturan Diferansiyel Denklemler Listesi

d[CL]/dt
d[CL]s/dt
d[CL]4/dt

cytc : cytc—[Fe**~Tyr(OH)]
CII: cyte-[Fe*'=0-Tyr(OH)]
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CO: cytc—[Fe’*=0O-Tyr(OH)]

= KprdeL[tepK]1-Keuf[CL]s+Ken[CL]a-Kerdeg[CL] 3
= KpracL[tepK]1- Keof[CL]s+Kein[CL]6-Keraeg[CL]s
= Keuf[CL]3-Keb[CL]a-KeLdeg[ CL]a-KeLceat[ CL]a+KeLccan[ CL~CYytC] 4




-Kercpst[CLLa[CH]2 + Kercpan[CL~ClI]4
d[CL]e/dt = -Kcf CL]s+Kein[CL]6-KeLdeg[ CL]s-KeLeess[ CLIs[Cyte] +Kerccsn[ CL~CYEC]6
-KeLcpsflCL]6s[CH]s+KcLcpsb[CL~ClH]e-KcLoors[CLOO-]6[CL]s
d[CL~cytc]a/dt = Kcpeeaf| CL]a+ Kepcear[CYtC]2-KeLcean[ CL~CYtC]a-Kepenpa[ CL~CYtC]4[H20,]
-Kercpea[ CL~cytc]s[ CLOOH] 4-Kep ccan[ CL~cYIC]6
d[CL~cytc]e/dt = Kcpeesf[CL]s+KeLcest[CYtC]s-Kerccab[CLCYEC]6-Kercnps[ CL~Cytc]s[H202]
-KcLepcs[CL~cytc]s[ CLOOH]6-Keyiesn[ CL~CYtC]6
d[cytc]ge/dt = Kereesb[CYtC]s+Keytes[ CL~C]6[O2] +Kporcc[CYtC]7-Kout[CYtC]s-KeLccss[CLCytC]6
d[cytc],/dt = -Kcreerb[eytC]ot Keytea| CL~CH]4[O2]+Kepccat[ CL~cytC]4
d[CL~CO]4/dt = Kcicupa[CL~cytc]4[H202]+keLcos CL~CO]stkeLcoasm[CLCO],
+KcLepca[ CL~cytc]s[CLOOH],
d[CL~COJe/dt = Kcrenrs[CL~cytc]s[H20,]-kercost CL~COJetkeLopcs[CL~Cytc]s[CLOOH]s
+KerLcosif[CLCI]4
d[CL~CI]//dt = Kcicoa[CL~COls- Kerciu[CL~Cl]a-Koci cia([CL~C1]4)*Keicoa[CL~Cl]a
d[CL~Cl]g/dt = kercost[CL~COls- ketcis[CL~Clls-Koc cis2[CL~Clls-keLcoss[CL~Cl]s
d[«CL~CII/dt = keL[CL~Cla-keLcna[*CL~CI1]4[O5]
d[*CL~CITle/dt = Kecis[CL~Cl]s-Kercns[*CL~CH6[05]
d[CLOOT/dt = Kevcna*CL~CII]a[O2]+Keytoia[ CL~CH]aKer 00 [ CLOO®J[CLs
+KcLr0a[ CLe1a[02]- KacLoora([CLOO®]4)?
d[CLOO-J¢/dt = keLens[*CL~ClI]6[05]-Kacr oo ([CLOO]6)-Ke 0ors[CLOOJ6[CLs
+Keiros[CL*]6[O2]
d[CH]./dt = kercna[*CL~CH]4[O2]-kerepas[ClH] 2
d[«CL~CII4/dt = ket e[ CL~Clle-keLena[CLOO]a[0]-keena I
dloytelllgdt = ketcna[*CL~Cli]s-kerere[CH1]s
d[«CL~CINg/dt = keLcis[CL~Clls-KeLcns[CLOO#]6[0s]-ketcns[CIM]s
d[CL~CI]a/dt = Kerepa[ CL]a+Kercra[Cl1o
d[CL~ClIJe/dt = Kerops CLTsHKerers CM]s
d[CLOO*]4/dt = Keyeja[CL~CH]4[O2]-kacLoora([CLOO#]4)?
d[CLOOJ6/dt = keyeo[CL~cytcle+kerroal CLJo-kacLoors ((CLOOe)?
d[CLOOH]4/dt = ket oora[CLOOT[CL]sketercs[ CLOOH]L[CL~cytc]s-ket ooms[CLOOH]4
+ KcLoonf[CLOOH],
d[CLOOH]e/dt = KcrLoors| CLOO®]s[CL]s+kcLoors[CL]6tKcLcpcs CLOH]6[CL~cytc]s
-Keiercs[CLOOH]6
d[CL-]./dt = keLoor[ CLOO®]s+kcLoora[CL]4-KeLroa[ CLe]4
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d[CLe]g/dt = KcLoos[ CLOO¢]s+kcLoors[CL]s-Kerros[CLe]6
d[CLOOH]7/dt :kCLOOHf[CLOOH]4-kporn[CLOOH]7

5.2. Krista baglantisinin pora doniismesinin simiilasyonu

Derlenen tepkimeler arasindan kilit konumda olanlar segilerek XPPAUT yazilimi ile
simiilasyonlar olusturulmustur. Bu simiilasyonlarin hepsinde kardiyolipinin, sitokrom c’nin ve
H202’nin iiretiminin olmadig1 varsayilmistir. Bu molekiillerin sayilari ise bilinen degerlere
uygun olarak secilmistir. Bu simiilasyonlarda hiz sabitlerinin degerleri daha gercekei
simiilasyonlara kilavuzluk edecek sekilde birbirlerine esit alinmistir. Bu tepkimelerde
kardiyolipin, sit c ile etkilesmis ve H,0, ile kardiyolipin perokside olmustur. Gergeklestirilen
simiilasyonlarda CLOOH yikimi i¢in hiz sabiti (kdeg) ya sifir, ya da iki birim deger almistir.
Kardiyolipin ve sitokrom ¢ kompleksinin H;O, ile degil CLOOH ile dongiiyii baslattig
tepkimenin hiz sabiti (k6) ise ya sifir, ya da bir birim deger almistir. Por olusumunun hiz
sabiti de ya sifir, ya da bir birim deger almistir. Simiilasyon sonuclar1 Sekil 5.3’te
sunulmustur. Sekil 5.3’iin A panelinde 4 molekiil H,O,’ye karsilik 8 molekiil CLOOH
olugsmustur (bir dongiide bir molekiill H,O, iki molekiill CLOOH olusmasi ile sonuglanir,
simiilasyonda dort molekiil H,O; var oldugu varsayilmistir). Bir sonraki simiilasyonda
CLOOH’m yikim tepkimesi vardir (Sekil 5.3B). Bu tepkime sebebiyle CLOOH molekiil
sayist bire ulagmamistir. Daha sonraki simiilasyonda (Sekil 5.3C) CLOOH’1n dongiileri H,0;
yoklugunda devam ettigi varsayilmistir, bu sebeple CLOOH sayis1 zaman gectikce
artmaktadir. Sonuncu simiilasyon ($ekil 5.3D) ise modelin tam bir 6zetidir, bu modelde hem
CLOOH yikimi devam etmektedir, hem de CLOOH dongiisii gerceklesmektedir ve sonug
olarak por sayisi biri agmaktadir. Bu durumda krista baglantisinin pora doniistiiglini

varsayilir.
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Sekil 5.3. Model simiilasyonlari. (A) CLOOH olusumu, yikim tepkimesinin yoklugunda (B)
CLOOH olusumu, yikim tepkimesi varliginda (C) CLOOH olusumu, yikim tepkimesi
yoklugu ve CLOOH’un peroksidasyon tepkimesi varliginda (D) por olusumu, modelin tim
tepkimelerinin varliginda

6. SONUC VE ONERILER
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Sitokrom ¢’nin mitokondriden salinmasi apoptoz durumunda gergeklesir (Kagan ve
ark. 2009). Normal fizyolojik durumda mitokondride hiicrenin apoptoz olmadigi durumda
diisiik oranda H,0, iiretilir. Boyle durumda kardiyolipin molekiilii yeterli miktarda perokside
olamaz ve sit ¢ molekiilleri mitokondriden salinmaz ve hiicre apoptoza ugramaz. Apoptoz
durumunda hiicre apoptoz igin gerekli sinyali aldigi zaman mitokondriden sit ¢ salinmasi
meydana gelir ve hiicrede apoptoz baglar. Sitokrom ¢ salinmasini tetikleyen etkenin
kardiyolipinin asimetrik dagiliminin yok olmasmma neden olan SCR-3 molekiiliiniin
aktivasyonu oldugu kabul edilir. Kardiyolipin molekiillerinin perokside olarak simetrik
dagilim gosterdigi goriilmektedir (Paradies 2014). Mitokondri matriksinde elektron tasima
sisteminden kopan elektronlar oksijen bilesigini siiperoksit haline doniistiiriir. Olusan
sliperoksit siiperoksit dismutaz (SOD) ile etkilesime girerek hidrojen peroksidi meydana

getirir.

Hiicrenin apopotoz sinyalini almasi ile meydana gelen tepkimelerden kilit role sahip
olanlar bu tezde incelenmistir. H,O,’nin kardiyolipin ile perokside olmasiyla baslayan bu
tepkimeler CLOOH molekiillerinin olusumundan sonra, CLOOH’in da kardiyolipini
perokside etmesiyle devam eden tepkimelerde geometrik artis meydana gelir ve CLOOH
molekiilleri olusur. Mitokondride sayist artan CLOOH molekiilleri mitokondri zar1 tizerinde
por olusumunu saglar ve sitokrom C molekiillerinin mitokondriden c¢ikisinit gergeklestirir.

Boylece hiicrede apoptozun gergeklesmesine yol agacak tepkimelerin devami gelir.

Bu tezde kullanilan matematiksel yontem deterministiktir. Deterministik yontem
molekiillerin sayilarinin az oldugu (100°den az) durumlarda kullanilmaz ancak bu tezdeki
simiilasyonlar modelin ilk degerlendirmesidir ve model ileride stokastik simiilasyonlar ile

incelenmelidir.
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