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Koroner Arter Hastaliginda Mitokondri Islev
Bozuklugunun Genetik Acidan Incelenmesi:
Bolum 1

Genetic Evaluation of Mitochondria Dysfunction
in Coronary Artery Disease: Part 1

OzET

Mitokondri, basta oksijenli solunum ile enerji Uretimi olmak Uzere cesitli hiicresel streglerde
onemli bir rol oynayan hticre organelidir. Kendi genomuna sahip olmasina ragmen mitokond-
rinin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi icin gerekli olan proteinlerin tamami mitokondri-
yal genom tarafindan kodlanmamaktadir. Mitokondri sayisinin artmasi, mitokondri ile iliskili
metabolik fonksiyonlarin yapilabilmesi ve mitokondriyal DNA'nin (mtDNA) cogalabilmesi igin
nukleer genoma ihtiyag vardir. Hicrelerde mitokondrinin islev bozuklugu sonucunda, oksidatif
metabolizmanin bir GrlinG olan reaktif oksijen tdrlerinin (ROT) olugsmasi ve oksidan/antioksidan
dengesinin bozulmasi ile oksidatif stres olusmaktadir. Oksidatif stres kosulunda ROT, basta pro-
tein, lipit ribonUkleik asit (RNA), deoksiribontikleik asit (DNA) ve mtDNA olmak Uzere hiicre-
sel molekullere zarar vermektedir. ROT'un neden oldugu molekuler degisimler mitokondri islev
kaybina neden olarak, islevini yapamayan mitokondri sayisinda artisa neden olmaktadir. Boylece
mitokondrinin islev kaybi ile oksidatif metabolizmasindaki kusurlar ROT olusumunu artirarak
mtDNA'da mutasyonlarin artmasina neden olmaktadir. Bu sonuglar mitokondri biyogenezini
de etkileyerek fonksiyonel mitokondri sayisinin azalmasi sonucunda multifaktoriyel hasta-
liklarin olusumunu hizlandirmaktadir. Bunun yani sira, epigenetik dtzenleyicilerden biri olan
mikroRNA'lar (miRNA) mitokondriyal fonksiyonlar diizenleyen nlkleer ve mitokondriyal genleri
dizenlemektedir. ROT ile mutasyona ugramis mtDNA, ifade dlzeyi dedisen niikleer genom
dizenleyicileri ve miRNA'lar mitokondri islev bozuklugu ile yaslanma ve koroner arter hastali-
ginin da (KAH) icinde bulundugu cesitli hastaliklar ile iliskili bulunmustur. KAH patogenezinde
mitokondri fonksiyonu ile iliskili genetik ve epigenetik degisimlerin arastinlmasi tzerine yapilan
calismalar, mitokondrinin KAH'ta terapdtik hedef olabilecegini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Koroner arter hastaligi, ateroskleroz, mitokondri islev bozuklugu, gen,
mikroRNA

ABSTRACT

Mitochondria are cell organelles that play an important role in various cellular processes,
especially in aerobic respiration and energy production. Although it has its own genome, the
mitochondrial genome does not encode all of the proteins necessary for the mitochondria to
function. Nuclear genome is needed for increased mitochondrial number, metabolic activi-
ties associated with mitochondria, and replication of mitochondrial deoxyribonucleic acid.
As a result of mitochondria dysfunction in cells, oxidative stress occurs with the formation
of reactive oxygen species, a product of oxidative metabolism, and the oxidant/antioxidant
imbalance. Reactive oxygen species damage cellular molecules such as proteins, ribonucleic
acid, deoxyribonucleic acid, and mitochondrial deoxyribonucleic acid under the conditions of
oxidative stress. Molecular changes as a result of the reactive oxygen species cause the loss of
mitochondria function, resulting in an increased number of dysfunctional mitochondria. Thus,
the loss of function of mitochondria and defects in oxidative metabolism increase the forma-
tion of reactive oxygen species and cause an increase in mutations in mitochondrial deoxyri-
bonucleic acid. These results also affect mitochondrial biogenesis and accelerate the formation
of multifactorial diseases as a result of the decrease in the number of functional mitochondria.
In addition, micro-ribonucleic acids, one of the epigenetic regulators, regulate nuclear and
mitochondrial genes that control mitochondrial functions. Mitochondrial deoxyribonucleic acid
mutated with reactive oxygen species, altered nuclear genome regulators and micro-ribonu-
cleic acids, have been associated with various diseases mediated by mitochondrial dysfunction,
including aging and coronary artery disease.
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teroskleroz, arteriyel damar lUmeninde lipit birikimi ile

karakterize inflamatuar bir slirec olarak koroner arter has-
talginin (KAH) altinda yatan temel nedendir." Yasa bagl ilerle-
yen KAH patogenezine sigara, diyet, egzersiz gibi gevresel risk
faktorlerinin yaninda diyabet, hiperkolesterolemi, hipertansiyon
gibi metabolik risk faktorleri ve genetik faktorler etki etmektedir.?
KAH patogenezinde yer alan cevresel risk faktorleri, ateroskleroz
strecinde artan oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres,
artan reaktif oksijen turleri (ROT) Uretimine karsi antioksidan
savunma sisteminin azalmasi ile oksidan ve antioksidan denge-
sinin bozulmasi sonucu artan oksidan yoninde bir dengesizlik-
tir. ROT, aterosklerozun 6nemli bir adimi olan distk yogunluklu
lipoprotein (LDL) oksidasyonunda, inflamasyonda, KAH ile iligkili
hicre 6lum mekanizmalarinda ve vaskuler degisikliklerde 6nemli
bir etkendir. Deginilen bu etkilerin yaninda ROT, aterosklero-
tik plak gelisiminin farkli asamalarina katkida bulunan biyolojik
yaslanma ile iliskili hicre yaslanmasini tetikleyen bir faktor ola-
rak hicre ici organellerin fonksiyonlarinda bozulmaya yol acar.?
ROT'un etkiledigi organellerden biri de, hiicre ici enerji Gretiminin
blyUk bir b6LUMUNG saglayan mitokondridir.#

ROT, mitokondrinin morfolojisi ve fonksiyonu ile iliskili ntkleer
DNA (nDNA) genlerinin ifade dlizeyini degistirerek ve mitokond-
riyal DNA'da (mtDNA) hasara yol acarak mitokondrinin islevlerini
kaybetmesine neden olur (Sekil 1). Mitokondride islev kaybi ise
oksidatif fosforilasyonun fonksiyon bozukluguna neden olarak
mitokondriyal ROT (mtROT) Uretimini artirmaktadir. Mitokondride
oksijenli solunumun bir adimi olan elektron tasima zinciri (ETZ)
mtROT Uretiminin ana bdlgesidir. ETZ'ye yakinligi nedeniyle
mtDNA, ROT kaynakli hasara karsi duyarlidir. MtROT nUkleotid
bazlarini oksitleyerek ve tek sarmal kopmalar (TSK) veya cift sar-
mal kopmalar (CSK)' na neden olarak mtDNA hasari ve mito-
kondri islev bozukluguna yol agar.®> Ek olarak ROT, epigenetik
degisimlerle de mitokondriyal islevlerin bozulmasina neden olur.
Epigenetik, DNA dizisindeki degisime neden olmaksizin gen ifade
dizeyini ve genomik fonksiyonlar degistiren dinamik bir 6zellik

Antioksidanlar

Sekil 1. Oksidatif stres kosulunda artan ROT seviyeleri mtDNA
tzerinde hasara neden olarak, mtDNA'da mutasyonlara neden
olmaktadir.
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olarak tanimlanmaktadir. Histon modifikasyonu, DNA metilas-
yonu ve kodlamayan RNA ile gen susturmay! iceren epigenetik
modifikasyonlar ateroskleroz stirecinde onemlidirler. Bu modifi-
kasyonlardan biri de kliglk kodlamayan RNA'larin bir sinifi olan
mikroRNA (miRNA)'lardir. MiRNA'lar KAH patogenezinde endo-
telyal fenotipi ve mitokondri fonksiyonunu dlzenler. MiRNA'larin
KAH patogenezi ile iliskili mitokondriyal islev bozuklugunda rol
oynadigi gosterilmistir.®

Bu derlemede KAH patogenezinde ROT ile iliskilendirilmis mtDNA
mutasyonlarinin ve miRNA'larin incelendigi calismalar sunularak;
ROT'un olusturdugu mitokondri islev bozuklugunun Uzerinde
durulmasi amaclanmistir.

Mitokondri ve Mitokondri Genomu

Mitokondri, 6karyotik hiicrelerde baslica islevi enerji Gretimi olan
ve ayni zamanda serbest radikal Uretimi, Ca®* dengesi, hlcre
olimU gibi stregleri yoneten cift zarli bir sitoplazmik orga-
neldir. Mitokondrinin, hucrelerin metabolik dizenlenmesinin
yaninda, hlcreler ve dokular arasindaki iletisimi etkilemesi ile
de organizmanin fizyolojisi Uzerindeki rolintndn énemli oldugu
belirlenmistir.”

Diger hicre ici organellerden farkli olarak mitokondri, kendini
kopyalayabilen dairesel bir genoma (mtDNA) sahiptir.é 1966
yiinda kabul gormUs endosimbiyotik teori, mitokondrinin bir
zamanlar serbest yasayan prokaryotik bir bakteri oldugunu ve
ilkel Okaryotik hucre ile simbiyotik iliski icerisinde bulunarak
zaman igerisinde 6karyotik hcrenin bir organeline dontsttiginua
ifade etmektedir.® Mitokondrinin, matriksinde bakteri DNA'sina
benzer DNA'ya sahip olmasi endosimbiyotik teoriyi destek-
lemektedir (Sekil 2) 1. insan mtDNA'si 16,569 baz cifti (bg)
uzunlugunda cift sarmalli, dairesel bir molekuldir. MtDNA cift
sarmal yapisi, yogunluklarina gére agir (H) ve hafif (L) zincir ola-
rak tanimlanmus iki dairesel zincirden olusmaktadir. MtDNA'dan
kodlanan toplam 37 genden 13'U elektron tasima sistemi (ETS)
ve oksidatif fosforilasyon icin gerekli proteinleri kodlamaktadir.
Bu genomdaki diger 24 gen, mitokondriyal tastyici RNA (tRNA)
(22 gen) ve ribozomal RNA (rRNA)'y1 (2 gen) kodlamaktadir
(Sekil 3)."" Mitokondri genlerinde intronlar ve bir dizenleyici
bolge disinda intergenik diziler bulunmamaktadir. Kendi geno-
muna sahip olmasina ragmen, mitokondrinin ribozomal protein-
leri organel disinda sentezlenmektedir. Bununla birlikte, oksidatif
fosforilasyon basta olmak Uzere mitokondride bulunan katabolik
yollarin enzimleri mtDNA ve nDNA tarafindan kodlanir (Sekil 4).
Mitokondri hedefli nDNA kodlu polipeptidler, sitozolik ribozomlar
Uzerinde sentezlendikten sonra mitokondriye aktarilarak fonksi-
yonlarini yerine getirirler.'

Memelilerde mtDNA, sadece maternal kalitim yolu ile anneden
cinsiyet farki gézetmeksizin tim gocuklara gegmektedir. Memeli
hicrelerinde hicrenin tirlne ve hlcrenin enerji talebine gore
hicre basina yuzlerce veya binlerce mtDNA kopyasi bulunabil-
mektedir. Hlcre bolinmesi sirasinda ana hicrede bulunan mito-
kondri yavru hlcrelere rastgele olarak dagilmaktadir. Mitokondri
mutasyonunun olmadigi normal kosullarda tGm mtDNA'lar ayni
olmakta ve bu durum homoplazmi olarak adlandinlmaktadir.
Mutasyona ugramis mtDNA kopyalari ile normal mtDNA kopya-
larinin birlikte bulunudugui, iki ya da daha fazla mtDNA genotipi-
nin hicrede tasinmasi durumuna heteroplazmi denilmektedir.'
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Mitokondriyal (D-loop) bélgesi H zincirinin cogalmasini yiiriitmektedir.
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Sekil 4 . Mitokondride bulunan proteinler ve enzimler mtDNA'da kodlanmaktadir. Bununla birlikte bu protein ve enzimlerin dnemli
bir kismi nilikleusta kodlanmaktadir. Nikleustan kodlanan mRNA'lar sitozolde sentezlendikten sonra mitokondriyal protein

olusturmak amacl mitokondriye transloke edilmektedir.

Hicrelerde mitokondrinin icerigindeki mtDNA kopya sayisi (mtD-
NA-KS)'nin artmasi, mtDNA'nin gogalmasi ile saglanmaktadr.
MtDNA, replikasyon (mtDNA cogalma) enzimleri ile birlikte cali-
san mtDNA polimeraz y (poly) tarafindan kopyalanmaktadir ve
onarilmaktadir. Poly enzimine ek olarak mitokondriyal transkrip-
siyon faktor A (Tfam) mtDNA gogalmasinda 6nemli role sahiptir
(Tablo 1). Tfam ve DNA Poly'yr kodlayan TFAM ve POLG genleri,
mitokondriyal metabolizma ile iliskili 6nemli nikleer genlerdir.
Primaz tarafindan sentezlenen bir RNA primerinin uzatilma-
siyla Poly DNA sentezine baslamaktadir. MtDNANIN yapisal ola-
rak farkli H ve L zincirlerinin her biri kendi basina cogalmaktadir.
D-dongust bélgesi mtDNA'nin kodlamayan bdlgesidir ve H zin-
cirinin cogalmasini kontrol etmektedir.

MtDNA cogalmasi ile artan mtDNA-KSnin yaninda mitokondri
morfolojisini ve islevsel mitokondri sayisini kontrol altinda tutan
mitokondri biyogenezi (MB), hasarli icerigin duzenlenmesi
amagcli birbirine bagli mitokondri aglan olusturan flzyon ile yeni
mitokondriyi olusturma ve islevselligini yitirmis mitokondrinin
temizlenmesini saglayan mitokondriyal otofajiyi (mitofaji) kap-
sayan fisyon dongulerini icerir. TGm bu mitokondri iliskili streg-
ler, mitokondriyal genom ve mitokondriyal genomu dizenleyen
nukleer transkripsiyon faktérleri tarafindan kontrol edilmektedir .
NUkleer solunum faktorleri (NRF1/2) ve peroksizom proliferator
ile aktive olan reseptér-gama koaktivator-1a (PGC-1a) MB'yi
dizenleyen nDNA kodlu transkripsiyon faktorleridir. Translasyon
sonrasi seviyede, PGC-1a aktivitesi; protein kinaz B (Akt), AMP
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ile aktiflestirilmis protein kinaz (AMPK), Sirtuin 1/3 (SIRT1/3)
ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK p38) dahil olmak
Uzere bazi sinyal yolaklan tarafindan fosforilasyon veya deaseti-
lasyon yoluyla dizenlenmektedir. PGC-1a, mtDNA promotorle-
rinde NRF-1 ve NRF-2 ile etkilesime girerek mtDNA genlerinin
transkripsiyon hizini artiran nDNA kodlu mitokondriyal Tfam'in
ifade dlzeyini dlUzenlemektedir (Tablo 1). Boylece PGC-1a
mtDNA'nIN gogalmasinin, transkripsiyonunun ve translasyonu-
nun baslamasini saglamaktadir. MB faktorleri olan NRF-1 ve
Tfam'in artan protein dUzeyleri ayni zamanda mtDNA'yr tamir
etmektedir.™

Koroner Arter Hastaliginda Mitokondri islev Bozuklugu

Diyet modifikasyonu, uyku dlzeni ve egzersizi iceren fiziksel
kosullar ile hava kirliligi, radyasyon, sigara, ultraviyole (UV) iginlari,
patolojik ajanlara maruziyet ve toksik kimyasallar gibi gevresel
stres kosullarinda 6nemli 6lclide artan ROT oksidatif strese neden
olmaktadir.’ "7 Oksidatif stres kosulunda mitokondride ATP Ure-
timi sirasinda mitokondriyal i¢ zarin akiskanugindaki degisiklik-
ler sonucunda mtROT dlzeylerinde artis meydana gelmektedir.
Buna ek olarak, artan mtROT, mitokondrinin DNA bazlarina hasar
vererek mitokondri islev bozukluguna ve inflamasyona neden
olmaktadir. Mitokondrinin ROT'un ana kaynadi olmasi nedeni
ile oksidatif strese oldukca fazla maruz kalmasi ve mtROT'un
mtDNA Uzerinde gesitli hasarlar olusturmasi organel morfolojisini
degistirmektedir.™
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Tablo 1. Mitokondriyal Biyogenez ile iliskili Proteinler ve
Islevleri

Mitokondriyal Biyogenezin

Diizenlenmesi

NuUkleer solunum faktorleri Mitokondriyal biyogenezi
(NRF1/2) dizenleme

Peroksizom proliferator ile aktive Mitokondriyal biyogenezi
olan reseptér-gama dizenleme

koaktivator-1a (Pgc-1a)

AMP ile aktiflestirilmis protein
kinaz (AMPK)

Sirtuin 1/3 (Sirt1/3)

Pgc-Ta aktivitesini duzenleyici
kinaz

Pgc-1a aktivitesini diizenleyici
protein

Mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK p38)

Mitokondriyal DNA (mtDNA) Cogalmasi
mtDNA polimeraz y (Poly)

Pgc-1a aktivitesini duzenleyici
kinaz

mtDNA replikasyon sonrasi hata
okuma

TFAM mtDNA transkripsiyon hizini

kontrol etme

Mitokondriyal dinamizmde flzyon ve fisyon, islevsel mitokond-
rinin morfolojisinin ve sayisinin korunmasini saglayan birbiriyle
cok yakindan iliskili streclerdir. Fizyonda hasarli mitokondriyal
icerigi onarmak igin birbirine kaynasmis mitokondri aglari olusur-
ken, fisyon ile bu mitokondriler bélinmektedir. Fizyon sirasinda
islevsel mitokondri, islev bozuklugu olan mitokondri ile birlese-
rek mutasyon tastyan mtDNA'nin olumsuz etkilerine karsi tole-
rans olusumunu saglamaktadir. Mitokondri fizyonunun azalmasi
sonucunda MtDNA-KS'nin azalmasi ile iliskili patolojik durumlar
olusmaktadir. Flizyonda rol alan mitofusin (Mfn) ve optik atrofi
proteini (Opa) genlerindeki delesyonlar ile mtDNA'da nikleotid
kaybr meydana gelmektedir. Bu durum mtDNA-KS azalmasina
ve mtDNA'nin mutasyonlarina bagl mitokondri islev bozuklu-
guna neden olarak mitokondriyal enerji Gretimi sirasinda ROT'un
artmasina yol agmaktadir.®

MtDNA, nDNA'ya gore daha az onarim yetenegine sahip olmasi
ve histon proteinlerine sahip olmamasindan dolayr ROT kaynakl
hasara duyarlidir. Bunun yaninda, mtDNA, mitokondri i¢ memb-
raninda gerceklesen elektron tasima zinciri sirasinda olusan ROT
noktasina yakin konumda olmasi ile, ROT kaynakl hasara daha
da duyarli hale gelmektedir. MtROT, mtDNA'da nokta mutasyon-
lari, delesyonlar ve azalmis mtDNA-KS'nin de dahil oldugu gesitli
hasarlara yol agar.’ Oksidatif stres ve mtDNA'daki delesyonlar
arasinda dogrudan bir baglanti oldugu gosterilmistir. Adachi ve
ark., farelerde doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite calismasinda
antioksidan Koenzim Q10 uygulamasi ile mtDNA delesyonunu
onleyerek, mtDNA delesyonunun ROT kaynakl oldugunu goste-
ren ilk bulgulan saglamislardir.’

ROT'un etkisiyle mtDNA'da TSK, CSK ve okside bazlar meydana
gelmektedir. TFAM, RNA polimeraz, DNA Poly ve Twinkle heli-
kaz enzimleri mitokondride primer nUkleotid iliskili proteinlerdir.
Mitokondri metabolizmasinda anahtar genler olan TFAM ve DNA
Poly genlerinde delesyonlar ve asiri ifade duzeyleri mitokondri
kaynakli hastaliklar ile iliskilendirilmistir.”#2° DNA Poly, mtDNA

sentezi ve hata dlzeltme islevlerine sahiptir. ROT, DNA Poly'nin
hata dlzeltme aktivitesini azaltarak ¢ogalma hatalarinin birik-
mesine neden olur. 8-hidroksi 2-deoksiguanin (8-okso-dG) ROT
kaynakli mtDNA oksidasyon Grdnl olmasi nedeniyle hicresel
hasarin bir belirteci olarak kabul edilmektedir.™

Bunun yaninda, ROT'un mtDNA'nin codalma isleyisine zarar
vermesi ve neden oldugu mtDNA mutasyonlarina ek olarak
mtDNA-KS azalmasina da yol actigi gosterilmistir. MtDNA-KS,
periferik kandan veya diger dokulardan elde edilmis DNA 6rnek-
lerinden olctlebilmektedir. MtDNA-KS'nin belirlenmesi icin kan-
titatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (gPZR) yéntemi kullanilarak
mitokondriyal genlerin nlkleer genomdan ifadesi yapilan gen-
lere oraninin hesaplanmasi gergeklestirilmektedir. MtDNA-KS
hesaplamasinda siklkla, mitokondriyal NADH ubikinon oksi-
dorediiktaz zincir genleri (MT-ND7, MT-ND4), mitokondriyal
sitokrom B (MT-CYB) ve mitokondriyal tRNA 6sin 1 (MT-TL7)
genlerini kapsayan mitokondriyal genler ve nikleer genomdan
Beta-2 Mikroglobulin (B2M), blytk ribozomal protein (RPLPO),
beta aktin (ACTB) ve Ribonlikleaz P RNA Bileseni H1 (RPPH1)
genleri kullanitlmaktadir. MtDNA-KS'ler gPZR haricinde mikrodizi,
tlm genom ve tim ekzom veri analizlerinden 6lgUlebilmektedir.
Dijital PZR (dPZR), ek bir ydntem olarak mitokondriyal prob sayisi
ile nUkleer prob sayisini oranlayarak kantitatif olarak mtDNA-KS'yi
olgmektedir.2" Oksidatif stres sonucunda azalmis mtDNA-KS
mitokondri islev bozuklugunun bir belirteci olabilmektedir. Son
yillarda yapilan gesitli calismalar ve meta analizlerde, mtD-
NA-KS'nin kardiyovaskuler hastalik prevelansi ve insidansi ile ters
orantili oldugu gosterilmistir.™

Kardiyovaskiiler Patolojide Mitokondri islev Bozuklugu ile
Iliskili mtDNA Mutasyonlari

Mitokondri islev bozuklugu sonucu olusan oksidatif stres artisi,
glukoz veya yag metabolizmasindaki degisimler ve hiicre enerji
dengesinin bozulmasi arterlerde ateroskleroza neden olabil-
mektedir. Aterosklerotik KAH'da ilgili doku érneklerinde mtDNA
mutasyonlari analiz edilmistir (Sekil 5).2?

ROT mtDNA'ya hasar vererek mtDNA stabilitesinin bozulma-
sini hizlandirmaktadir. KAH ile ilgili mitokondriyal genomda
yapilan calsmalar, nikleer genomda yapilan calismalara gore
cok daha az sayidadir. KAH ve mitokondriyal gen mutasyonlari
ile ilgili calismalarda sitokrom b, sitokrom c ve tRNA genlerinin
KAH patogenezindeki etkileri incelenmistir.??-> Matam ve ark.,
150 bireyde KAH ile iliskili olarak sag atriyal apendiks dokusu ve
kan drneklerinde sitokrom ¢ oksidaz alt birim Il (MT-CO2), tRNA
lizin (MT-TK), ATP sentaz FO alt birim 8 (MT-ATP8) ve MT-CYB
mitokondriyal genlerindeki somatik mutasyonlari incelemistir.
Belirlenen dokuz farkli somatik mutasyondan birinin kodlamayan
bolgede, dordinin MT-TK geninde, besinin MT-CYB geninde
bulundugu saptanmistir. Ayrica bu calismada KAH grubunun
%385,3'inde MT-CO2 ve MT-TK genleri arasinda "CCCCTCTA"
intergenik dizisinin gift tekrarli bulundugu gézlemlenmistir.
Calismada rapor edilen bu mutasyonlar KAH'ta kardiyak fonksi-
yon bozukluguna yol acan mitokondri islev bozukluguna bagl
kardiyomiyopatiler ile iliskilendirilmistir.?*

tRNA 6sini kodlayan MT-TL1 geninde 3256C>T nokta mutasyo-
nunun mitokondriyal solunum zinciri aktivitesini bozabilecegi ve
bu mutasyonun oksidatif stresi artirarak ateroskleroz olusumuna

139



Turk Kardiyol Dern Ars 2023;51(2):135-145Dogan and Coban. Koroner Arter Hastaliginda Mitokondri islev Bozuklugunun Genetik Acidan incelenmesi

16017T>C

16189T>C

TRNA lle — iy
1RNA Mot~ " —tRNA Gin

del mtDNA
ND2 /—tRNA Ala 4977-bp

/—1tRNA Asn

tRNA Cys
tRNA Trp-/ '7 tRNA Tyr

/-

8230C>A
8289A>G

insan mtDNA
- 16560 bp ™Acu-

15907A>G
15927G>A

15059G>A
1793A>G
15442A>G

NDé6

ot 3256C>T
_/1RNA Leu 12315G>A
tRNA Ser

{RNA His

8440A>G

Sekil 5. KAH patogenezinde mtDNA mutasyonlari. mtDNA'da gen bdlgelerinde ROT iliskili mutasyonlar KAH patogenezine katki

saglamaktadir.

katki saglayabilecegi dUstntlmektedir.2® Bunun yaninda, birkag
calismada mtDNA 12315G>A mutasyonunun aterosklerozla ilis-
kili oldugu 6ne surllmustdr. Sobenin ve ark. mitokondriyal CYB
genindeki 15059G>A mutasyonunun prevalansinin aterosklero-
tik plakta daha yuiksek oldugunu géstermislerdir.?

Avrupa'da 482 KAH'lI bireyde mtDNAnIn D donglst bolgesinde
bulunan 16189T>C polimorfizmi incelenmis ve bu poliformiz-
minin saglkl bireylere oranla KAH olgularinda daha ylksek fre-
kansta oldugu gozlemlenmistir.?” Suudi Arabistan'da yapilan bir
calismada da ayni mutasyonun (16189T>C), KAH igin bir risk
faktorl oldugunu bildirmislerdir.?®

MtDNA 4977-b¢ delesyonu ilk olarak néromuskuler hastaliklar ile
iliskilendirilmistir.?® Bu delesyon normal mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon islevini desteklemek icin cok énemli olan tRNAGly,
tRNAArg, tRNAHis, tRNASer(AGY) ve tRNALeu(CUN) olmak Uzere
bes mitokondriyal tRNA genini, dért Kompleks | alt birimini (ND3,
ND4, ND4L, kismi ND5), bir Kompleks IV alt birimini (COX /ll) ve
iki Kompleks V alt birimini (A6, kismi A8) kodlayan genleri kapsa-
maktadir.3° Botto ve ark., KAH ve saglikli gonallilerin kan ve ate-
rom plak 6rneklerinde insanlarda yaygin mtDNA dedgisikligi olan
4977 bc delesyonunu (mtDNA 4977) arastirmis ve KAH'larda
saglkl bireylere gore daha ylksek mtDNA 4977 delesyon insi-
dansi saptamislardir.® Vecoli ve ark. mtDNA'da 4977 delesyonu
ve mtDNA-KS azalmasinin KAH calisma grubunda kardiyovas-
kdler risk ile iliskisini incelenmislerdir.3' Ylksek frekansta mtDNA
4977 delesyonu ve dustik mtDNA-KS'nin major kardiyak patoloji
ile 6nemli derecede iliskili oldugu gorulmustir. Vecoli ve ark.in
2019 yilinda yaptigi diger bir galismada ise, telomer uzunlugu ve
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mtDNA delesyonunun KAH'larda major kardiyovaskuler olaylar
Uzerine etkisi degerlendirilmistir. 770 KAH'l bireye ait periferik
kan orneginde [Okosit telomer uzunlugu ve mtDNA delesyonu
incelenmistir. Kisa telomer uzunlugu ve mtDNA 4977 delesyonu
KAH'll hastalarda olumsuz kardiyovaskduler olaylar ile iliskilendi-
rilmistir. Bu bulgular, hastalik riskinin degerlendirilmesinde mtD-
NA'nin énemini kuvvetle desteklemektedir.>

Sabatino ve ark.''n 2013 yilinda Hindistan'da yaptigi calismada
ise KAH hastalarinda mtDNA genlerinin somatik genetik varyant-
larini incelemek Gzere MT-CO2, MT-TK, MT-ATP8 ve MT-CYB
mitokondriyal genlerini kapsayan molekdler tarama yapilmis-
tir.3 MT-NC7 ve MT-TK genlerinde bes farkli dizi varyasyonu,
tlm hastalarin MT-CO2 ve MT-TK genlerinin intergenik bélge-
sinde dizi tekrari olarak germ hatti mutasyonlar gézlemlenmistir.
Ayrica, MT-CYB geninde dort nikleotid varyasyon olarak kalp
dokusuna 6zgui somatik mutasyon saptanmistir.®?

iran'da yapilan bir calismada, mitokondriyal kompleks IIl ve V
genleri incelenmistir. Bu calismada, yedi mitokondriyal gen
(MT-COX2, MT-tRNA Lys , MT-ATP8, MT-ATP6, MT-CYB ,
MT-tRNA Thr ve MT-tRNA'nin yan bolgeleri) tzerinde PZR ve
DNA dizileme analizleri yapilmistir. Calisma sonucunda, KAH ile
iliskili mitokondriyal genlerde 25 nokta mutasyonu (on yanlis
anlaml mutasyon, dokuz es anlamUli polimorfizm ve tRNA genle-
rinde alti varyant) bulunmustur. MT-COX2 , MT-ATP8, MT-ATP6
ve MT-CYB genlerinde on yanlis anlaml mutasyon, MT-COX2,
MT-NC7, MT-CYB ve MT-TT genlerinde bes nokta mutasyonu,
ayrica mitokondriyal tRNA Thr ve tRNA Pro genlerinde alti nokta
mutasyonu gozlemlenmistir.34
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mtDNA'da 13513G>A mutasyonu, solunum zinciri kompleksi I'in
alt birimini kodlayan ND5 genini etkileyerek kompleks I'in islevine
mudahale etmekte ve mitokondriyal islev bozukluguna neden
olmaktadir. Mitrofanov ve ark. KAH hastalarinda mtDNA hete-
roplazmik mutasyonu olan 13513G>A'y1 analiz ederek KAH ile
pozitif bir korelasyon oldugunu gdstermislerdir.303>

Sobenin ve ark. ateroskleroz ile MT-TL1 geninde bulunan
3256C>T mutasyonu arasindaki baglantiyr incelediklerinde
anlaml derecede iliskili oldugunu bulmuslardir.3¢ Ayrica, insan
beyaz kan hicrelerinde bulunan 3256C>T mutasyonunun hete-
roplazmik seviyesi ateroskleroz igin bir risk faktorl olarak kabul
edilmis olup, ateroskleroz, KAH ve miyokart enfarktlsu igin
genetik yatkingin bir belirteci olarak kullanilabilecedi éneril-
mistir.3° Ayrica, tRNA Treonin 15927G>A mutasyonunun mito-
kondri membran potansiyelinde azalmaya neden oldugu ve KAH
patogenezine katkida bulundugu gdsterilmistir.3”

MtDNA mutasyonlarinin bir kisminin KAH ile iliskisinin farkl
toplumlarda yapilan calismalarda tutarli oldugu belirtilmekte-
dir. MtDNA mutasyonlarina ek olarak mtDNA-KS'lerin de KAH
patogenezinde 6nemli bir risk faktort oldugu bildirilmistir. Farkl
hicre tiplerinde, mitokondri sayisi hicrelerin enerji gerekliligine
gore 100'den 10.000'e kadar farkli oranlarda bulunmakta ve hiicre
tarafindan bu sayi sabit tutulmaktadir. Hicrede bulunan toplam
mitokondri sayisini belirlemek zor oldugundan ve islevsel kapa-
siteyi tam olarak yansitmadigindan, mtDNA-KS gibi élciimlere
glvenilmektedir. Yapilan calismalarda, azalmis mtDNA-KS'ye
bagli olarak mtROT Uretiminin artmasi ile proaterojenik genlerin
transaktivasyonu arasinda iliski oldugu gosterilmistir.3® Bu bilgiler,
mtDNA-KS'nin gesitli hastaliklarda klinik agidan yararli bir biyobe-
lirteg olma potansiyelini ortaya koymaktadir.?" italya'da yapilan bir
calismada, 515 KAH'l bireyin periferal kan drneklerinde mtDNA
4977 delesyonu ve mtDNA-KS seviyeleri incelendiginde, calisma
grubunun %96'sinda mMtDNA delesyonu degisen aralikla gézlen-
mistir.3" Ek olarak, bu galismada mtDNA delesyonu ile mtDNA-KS
arasinda negatif korelasyon oldugu saptanmistir. Calisma gru-
bunda delesyonu olmayan bireylerin delesyonu olanlara gore daha
yUksek kopya sayilarina sahip oldugu gérdlmustdr.3' 21,870 kisi-
lik bir populasyonun 13,5 yillk izlemini igeren diger bir calismada
dolasimdaki lokositlerden mtDNA-KS 6lgimu ile kardiyovaskUler
risk faktorleri arasinda ters oranti oldugu tespit edilmistir.3 Bu bag-
lamda, yapilan bes galismayi kapsayan ve 8,252 olgu ve 20,904
kontroldin dahil edildigi bir meta-analizde, KAH grubunda kont-
rol grubuna gore dolasimda mtDNA-KSnin daha dustk oldugu
anlasilmistir. Ayrica, bu meta-analizde mtDNA-KS'nin 1 standard
sapma (SD) dUstistinde KAH riskinin 1,23 kat arttigi gosterilmis-
tir.% Cin'de yapilan bir vaka-kontrol galsmasinda (n=3,064),
calismada mtDNA-KS ve telomer uzunlugunun KAH igin bagim-
siz risk faktorleri oldugu sonucuna varnilmistir.#' Bu calismaya gore
telomer uzunlugunda 1 SD'lik dsts KAH riskini 1,17 kat anlamU
arttinrken, mtDNA-KS icin 1 SD'lik dUists 1,14 kat artirmaktadir.?
Bu konuda ortaya konulan kanitlar, KAH, kanser ve yaslanmayla
ilgili bozukluklar dahil olmak Uzere gesitli hastaliklarin karmasik
temellerinde mtDNA'nin rolinl desteklemektedir.

Aterosklerozda mikroRNA'larin Mitokondri islevine Etkisi

KAH surecinde genetik ve cevresel kosullar ile birlikte epigene-
tik degisimler de etkili olmaktadir. MikroRNA'lar (miRNA) kisa
kodlamayan RNA molekulleridir ve KAH'In da dahil oldugu bircok

fizyo-patolojik strecte roll olan epigenetik duzenleyicilerdir.
MiRNA'lar nUkleer genlerle birlikte mitokondriyal genom Uzerinde
de etkili olmaktadir. MtDNA tarafindan kodlanan sinirli sayida
mitokondriyal miRNA (mt-mitomiR)'lar, mitokondriyal genleri
reglle etmek amacli nlUkleustan mitokondriye yer degistiren
nlkleer miRNA (niik-mitomiR)'lar ve mitokondriyal fonksiyon-
lar module eden nlkleer miRNA (niik-miRNA)'lar mitokondriyal
fonksiyonun diizenlenmesinde gorev almaktadir ve bu miRNA'lar
mitokondriyal miRNA (mitomiR)'lar olarak adlandinlmaktadir.?
MitomiR'lerin, mtDNA transkripsiyonundaki rolleri hentz belir-
lenmemis olmasina ragmen, ROT seviyeleri ile ifade dlzeyi degi-
sen mitomiR'lerin mitokondriyal islevi dUzenledigi bilinmektedir.

Ateroskleroz olusumunda Oonemli rol oynayan miRNA'lar ROT
seviyelerini diUzenleyerek mitokondriyal fonksiyonun degisme-
sinde aktif rol almaktadir. Aterosklerozda ifadesi azaldigi goste-
rilen miR-15b'nin ROT olusumunu arttirmada ve mitokondriyal
membran potansiyelini azaltmada rol oynadigi bulunmustur. 344
Hipoksiye yanit olarak dizenlenen ve KAH'ta yukari reglile edilen
miR-210'nun, demir-kikurt kiime iskele homologu (ISCU) ile
etkilesime girerek mitokondrideki ROT dlzeylerini arttirdigi bildi-
rilmistir.*>-4” Ateroskleroz gelisimini artirdigi gosterilen bir miRNA
olan miR-338'in, mtROT olusumunu arttirdigi ve ATP5G1 prote-
inini inhibe ederek mitokondriyal membran potansiyelinin azal-
masina neden oldugu rapor bildirilmistir.*84° KAH ile iliskili oldugu
bilinen miR-181 ailesinin bir Gyesi olan miR-181c'nin asiri ifade-
sinin mt-COXT ifadesini azalttig bilinmektedir ve miR-181c'nin
ROT dretimini arttirdigr bulunmustur.® Genellikle aterosklerozda
calisilan ve inflamasyonla iliskili oldugu bilinen miR-155'in ROT
olusumunda rol oynadigi ve mitokondri islev bozukluguna kat-
kida bulundugu gdsterilmistir.>'->* MiR-34a, miR-21 ve miR-7
KAH'ta ifadesi degisen, bununla birlikte ROT ile baglantili ola-
rak mitokondri islev bozuklugu ile iliskili patolojilerde incelenmis
miRNA'lar olarak belirtilmistir,47-54-58

KAH'ta oksidatif stres kosulunda artan ROT seviyeleri ile ifa-
desi degisen miRNA'lar da mitokondri islev bozukluguna neden
olmaktadir. Ateroskleroz siddeti ile ters iligkili olan miR-27b'nin
fare makrofajlarinda ROT seviyesine yanit olarak azaldigi goste-
rilmistir.> Jaekwang ve ark.'nin yaptigi calismada miR-27b'nin
PINK1 ifadesini dlzenleyerek mitofajiyi negatif reglle ettigi sap-
tanmistir.®® KAH patogenezinde bir biyobelirteg olan miR-145'in
KAH'li bireylerin dolasiminda azaldigi bilinmektedir.®” Artan ROT
seviyelerine duyarli olarak azalan miR-145'in yeni dogan fare
kardiyomiyosit htcre hattinda mitokondriyal apoptotik yolun
dizenlenmesinde katkisi oldugu gosterilmistir.®? Ek olarak ROT
transkripsiyon faktorleri araciigiyla miRNA'larin ifadesini dizen-
lemektedir. Yumurtalik kanseri patolojisi Uzerine yapilan bir calis-
mada, ROT'un B-katenin yoluyla miR-182 seviyelerini arttirdigi
gosterilmistir.%® Artan miR-182 seviyelerinin aterosklerozla iliskili
oldugu ve mitokondriyal membran potansiyelini azalttigi yapilan
calismalarda bildirilmistir.64%> ROT ile aktive edilen Nukleer fak-
tér-kappa B (NF-«B) transkripsiyon faktord, ateroskleroz ile ilis-
kili olan miR-9, miR-21, miR-146, ve miR-155 miRNA'larinin
ifadesini dlizenlemektedir.® NF-«B ile iliskili olan bu miRNA'larin
mitokondriyal fonksiyonda rol aldigi daha énce yapilan galisma-
larda da gosterilmistir,56-68

Ek olarak, mitokondriyal fonksiyonu degistiren nikleer mRNA'la-
rn translasyonunu dizenleyebilen ¢ok sayida miRNA bulunmak-
tadir. Bu nedenle, mitokondriyal fonksiyon ile yakindan iliskili
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olan mitokondriyal genomu, mitokondriyal biyogenezi diizenle-
yen nukleer genler ve bu niikleer genlerin ifadelerini dizenleyen
miRNA'lar arasindaki iliskiyi anlamak énemlidir. Mitokondrinin
temel islevi olan ATP Uretiminde, ADP-ribosilasyon faktorl
benzeri 2 (ARL2) geni ATP seviyesi Uzerinde etkili mRNA ola-
rak gorev almaktadir. MiR-15b, miR-16, miR-195 ve miR-424
miRNA'laninin asin ifadesi ALR2 translasyonunu baskilayarak ATP
seviyelerinin dismesine yol agmakta ve bu durum mitokondri-
nin islevinin bozulmasina neden olmaktadir. MiR-15b, miR-16,
miR195, miR-338 ve miR-424'Gn ETZ'de 6nemli rol oynayan
birden fazla nikleer geni hedefleyerek ATP Uretimini dizenledigi
bildirilmistir.*” AMPK, PGC-1a, PGC-1p, TFAM, NRF1/2, SIRT1/3
ve MAPK p38 proteinleri mitokondriyal biyogenezin 6nemli
duzenleyicileridir. KAH'ta, bu proteinlerin gen ifadesini degistiren
miRNA'lar mitokondri islev bozukluguna katkida bulunmaktadir
(Tablo 2). PGC-1p'nin, mitokondrinin yag asidi beta oksidasyonu
ve oksidatif fosforilasyonunda dlzenleyici rolt bulunmaktadir.®®
PGC-1p ifadesini dizenleme yoluyla mitokondriyal fonksiyonun
modulatorleri olan miR-378 ve miR-378* 'in yukari regllasyonu
mitokondriyal yag asidi metabolizmasi ve oksidatif kapasite Uze-
rinde olumsuz etkiler gostermektedir.”® MiR-126 mitokondriyal
biyogenezde dlzenleyici roll olan Akt sinyalini inhibe etmekte-
dir. Ayni zamanda oksidatif stres tarafindan indiklenen miR-126,
antioksidan enzimlerin ifadesini indUkleyerek koruyucu bir fonk-
siyona da sahiptir.”" Stiperoksit dismutaz (SOD2) ve Forkhead box
03 (FOX03) oksidatif stresi reglile eden diger diizenleyici pro-
teinlerdir.' Bazi miRNA'lar biyogenez surecinde énemli etkiye
sahip olan bu proteinleri diizenlemektedir (Tablo 2). MiR-335 ve
miR-34a asin ifadesi ROT seviyelerini kontrol altinda tutan SOD2
ve tioredoksin redliktaz 2'yi (TXNRD2) baskilayarak ROT artisina
neden olmaktadir.”? Ele alinan bu calsmalar, miRNA'larin KAH
patogenezi ve mitokondriyal fonksiyon ile yakindan iliskili oldu-
gunu vurgulamaktadir.

Sonug Ve Perspektifler

KAH yasa bagli gelisen kardiyovaskuler bir hastaliktir ve yasam
stresine bagli olarak degisen oksidatif stres ile iliskilendirilmistir.
Beslenme, sedanter yasam tarzi, cevresel etkenler gibi KAH risk
faktorlerinin etkisi ile serbest radikallerin, detoksifiye etki gosteren
antioksidanlara karsi artis géstermesi sonucunda oksidatif stres
olusmaktadir. Biyolojik yaslanma teorilerinden biri olan oksidatif
stres; hiicre ve mitokondri basta olmak Uzere diger organelleri de
negatif yonde etkileyen molekuler degisimlere neden olmaktadir.

Oksidatif stresin hiperglisemi, hipertansiyon, obezite ve disli-
pidemi gibi aterosklerotik risk faktorlerinin de olusumunda rol
aldigi bilinmektedir. KAH gelisiminde rold olan oksidatif stresin
mitokondriyal islev bozuklugu ile iliskili oldugu yapilan galisma-
larda gosterilmistir. MtDNA'da zincir kopmalari, nokta mutasyon-
lar, delesyonlar ve mtDNA-KSnin azalmasi, mtDNA'da olusan
oksidatif stresin neden oldugu hasarlar kapsamindadir. Genetik
hasarlar sonucunda dongusel olarak mitokondrinin Urettigi
mtROT miktan da artmakta ve bu durum hlicrede olusan oksi-
datif stresi artirmaktadir.Cesitli mtDNA mutasyonlari ve azalan
mtDNA-KS seviyeleri bu derlemede o6rneklendirildigi sekilde
onceki calismalarda incelenmis ve bu calismalarin sonuclari,
mtDNA hasari ve dolayisiyla mitokondri islev bozuklugunun KAH
ile iliskili oldugunu desteklemistir. Ayrica mitomiR olarak tanim-
lanan miRNA'larin mitokondri fonksiyonunu dizenledigi ve bu
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Tablo 2. Aterosklerozda Mitokondriyal Fonksiyonu Regiile Eden
Nukleer Genler ile iliskili MikroRNA'lar

Mitokondriyal
MikroRNA mRNA Fonksiyon Referans
miR-19b-3p PGC-Ta Mitokondriyal 74
miR-221-3p Biyogenez
miR-222-3p
miR-29 PGC-T1a Mitokondriyal s
Biyogenez
miR-378a PGC-Ta Mitokondriyal 76
Biyogenez
miR-18a-5p PGC-T1a Mitokondriyal 7
Biyogenez
miR-33 AMPK Mitokondriyal 8
Biyogenez
miR-144 AMPK Mitokondriyal ”
Biyogenez
miR-34a SIRT1 Mitokondriyal 80
Biyogenez
miR-217 SIRT1 Mitokondriyal 81
Biyogenez
miR-124 MAPK P38 Mitokondriyal 82
Biyogenez
miR-135a-3p  MAPK P38 Mitokondriyal 8
Biyogenez
miR-363-3p MAPK P38 Mitokondriyal 84
Biyogenez
miR-19b SIRT3 Oksidatif Stresin 85
miR-30c Dlzenlenmesi
miR-195 SIRT3 Oksidatif Stresin 81
Dlzenlenmesi
miR-21 sobD2 Oksidatif Stresin 8
Dlzenlenmesi
miR-146 sop2 Oksidatif Stresin 81
Dlizenlenmesi
miR-34a SIRT1/Foxo 3a Oksidatif Stresin 87
Dlzenlenmesi
miR-30c Foxo 3a Oksidatif Stresin 8
Dlzenlenmesi

miRNA'larin KAH patogenezindeki mitokondri islev bozuklugu
Uzerine etkilerinin gdsterilmesi epigenetik dlizenleyicilerin dne-
mini vurgulamaktadir.

Mitokondri islev bozuklugunun hastalik patogenezindeki rolinu
anlayabilmek icin mitokondri fonksiyonu ile iliskili belirtegle-
rinin bilinmesi 6nem tasimaktadir. Biyobelirtegler hastaliklarin
tanisi ve tedavi slrecinin etkisi hakkinda bilgi saglayan mole-
kaler aracilardir. KAH'In da dahil oldugu cesitli hastaliklarda
farkll tipte oksidatif stres biyobelirtecleri tanimlanmistir. ileri
glikozilasyon son GrGnleri (AGE), okside LDL (ox-LDL), nitroti-
rozin, 8-hidroksi 2-deoksiguanin (8-okso-dG) ve mtDNA-KS;
KAH patogenezinde oksidatif stresle iliskili mitokondriyal islev
bozuklugunun biyobelirtecleridir.”® Mitokondriyal islevi ele alan
molekuler biyoloji ve genetik temelli ¢alismalarin sundugu
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sonuglar, mitokondri islev bozuklugunun KAH gelisiminde
onemli bir etken oldugu ve mitokondrinin KAH tedavisinde
terdpatik hedef olabilecedini disindirmektedir. Tahil ve seb-
zelerde bulunan antioksidanlar; metformin, melatonin, penisi-
lin b, vitamin ve kofaktorleri iceren farmakolojik tedaviler; kalori
kisitlamasi ve egzersiz mitokondriyal fonksiyonu iyilestiren
terapotik yontemlerdir.

Organellerin morfolojisi, fonksiyonu ve mitokondri gibi kendi
genomuna sahip olan organellerin genomu, hastaliklarin patofiz-
yolojisinin incelenmesinde de arastirmacilarin ilgisi geken galisma
konularidir. Literatrde KAH patogenezinde yer alan genler ve bu
genlerin ifadesi, epigenetik diizenleyiciler, organel fonksiyonu ve
organel genomu, organel islev bozukluguna terapotik yaklasim-
lar; in vivo ve in vitro kosullarda, farkli dokularda ve hlcrelerde,
cesitli yonlerden ele alnmistir. Bu gesitlilikte calismalar KAH
patogenezini aydinlatmada dedgerli bir bilgi birikimine katki sag-
lamaktadir. Bu baglamda bu konuda daha fazla sayida ve genis
kapsamUl calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Hasta Onami: Yazili hasta onami bu calismaya katilan hastalardan
alinmistir.
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