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Anaerobik Protozoonlarda (Protista) Solunum ve
Detoksifikasyon Organeli: Hidrogenozom

Bayram GOCMEN

'Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Zooloji Anabilim Dali, Bornova, izmir

OZET: Anaerobik ortamlarda yasayan protozoonlarda gériilen solunum ve detoksifikasyon organeli; hidrogenozom ele alnmustir. Bu

organel hakkinda 6nceden bilinen bilgilerin ¢ogu, bu ¢alismada elde edilen orijinal bulgularla birlikte gézden gegirilmistir.

Anahtar kelimeler: Hidrogenozom, anaerobik protozoonlar, trichomonad kamgililar, iskembe siliyatlar

The Respiratory and Detoxification Organelle in Anaerobic Protozoa: Hydrogenosome

SUMMARY: In anaerobic protozoa, the respiratory and detoxification organelle, hydrogenosome, was investigated. Previous

information concerning this organelle has been reviewed and the original data obtained in the present study has been presented.
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GIRIS

Okaryotik hiicreler evrimsel agidan gesitli zarla cevrili
organellerin bulunusu ile karakterize olmus, yiiksek derecede
bir hiicre-alti farklilasmasi sergilerler. Giiniimiizde mevcut olan
biitlin 6karyotik hiicrelerin yapisal ve biyokimyasal organizasyon-
lar1, atmosferin anaerobikten aerobik durumuna gegmesinden ¢ok
daha onceki bir evrim periyodunda yerlesmis olmasi olasidir (1,
42). Bu durum Fransiz Cuénot’un Preadaptasyon Teorisi ile
uygun diismektedir. Nitekim tipik Okaryotik hiicreler aerobik
yagam bigimine ¢ok iyi adapte olmuslardir. Bu agidan en
O6nemli yapisal ve biyokimyasal adaptasyon mitokondrilerin
bulunusudur.

Mitokondriler, organik besinlerdeki kimyasal bag enerjisinin,
biitlin biyolojik islemlerde yaygin bir enerji kaynagi olarak
kullanilan ATP-fosfat bag: enerjisi halinde aerobik (oksijenli)
doniisiimii  saglayan en etkili biyolojik makinelerdir.
Mitokondrilerin bu 6zellikleri, bu organeli iceren hiicrelere

enerji saglanmasi agisindan biiyiik avantaj saglar (1, 42).

Elektron mikroskobunun biyolojiye kazandirilmas: ile diger
biyolojik sahalarda oldugu gibi protozoolojik arastirmalarda da
¢ok genis morfolojik adaptasyonlar sergileyen “tek hiicreliligin”
bulundugunu gosteren hayret verici yapisal farkliliklar ortaya
cikartilmigtir. Bu morfolojik ¢esitliligin biyokimyasal farkhiliklara
dayandigi kabul edilmektedir (32-35).

Gergekten de protozoonlarin kimyasal ¢esitliligi konusundaki

kanitlar giin gectikge artmaktadir. Ancak, biyokimyasal
Ozelliklerin ¢alisilmast i¢in gerekli olan aksenik kiiltiirler

nispeten ¢ok az sayida tiir i¢in yapilabilmekte ve bu durum, bu
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konudaki bilginin kolaylikla elde edilmesi agisindan bir sinir
cizmektedir (1, 32-35, 42).

Fonksiyonel mitokondriler okaryotik hiicrelerin en Onemli
ozellikleri olarak kabul edilir. Bu organellerin yoklugu,
cogunlukla, memelilerin eritrositlerinde oldugu gibi geriye
doniistiz bir farklilagmanm isareti olarak veya anaerobik olarak
gelisen mayalarda oldugu gibi, metabolik adaptasyonlarm bir
sonucu oldugu diisiiniilir (32, 35). Iste elektron mikroskobik
bulgulara gore mitokondrisiz oldugu saptanan protozoon
tiirlerine ilgi bu ylizdendir. Bununla birlikte, boyle fikir verici
morfolojik kanitlar, mitokondrial islevlerin yoklugunu ve
onlarin bu organizmalardaki yapisal esaslarini gostermek igin
yeterli olmadigi da agiktir. Bu konudaki tesellimiz; goriiniis
olarak mitokondrisiz birkag tiiriin saf kiiltiirler halinde elde
edilebilmis olmas1 ve bunlarin biyokimyasal olarak caligilma-
sidir (12-25, 27-31, 36, 40, 46, 47). Boylelikle bu tip calisma-
lar, belli baz1 anaerobik protozoonlarda mitokondrial islevlerin
yoklugunu agikg¢a ortaya koyan veriler saglamiglardir.

Bu c¢alismanin amaci bazi anaerobik protozoonlarda,
mitokondrilerle yer degistirmis olan, alisilmamis bir redoks
organeli tipi; hidrogenozomlar hakkinda, yapi, ince-yapi,
yayginlik, biyokimyasal ve evrimsel agidan yapilmis ¢alisma-
larin sonuglarini, orijinal yapt ve ince-yap1 bulgulart ile bir

araya getirerek dzetlemektir.
GEREC VE YONTEM

Caligma materyalinin eldesi ve arastirilmasina iliskin yontemler
Gogmen (7, 8) ile Ergen ve ark. (3) tarafindan ayrintili olarak
verildiginden burada ayrica deginilmeyecektir. Biyokimyasal
yontemlere iliskin detaylar ile sonuglarna iligkin bilgiler ise
literatiir listesindeki kaynaklardan derlenmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Mitokondrisiz Protozoonlar: Diisiik O, basinglari ile karakterize
olmus ortamlarda yasayan protozoonlar ¢cogu kez mitokondrile-
re sahip degildirler. Bu tip dkaryotlarda baglica enerji metabo-
lizmast yeri sitosoldiir. Bir bagka deyisle enerji metabolizmast,
sadece aerobik solunumun ilk basamagi olan ve O,’ne gereksi-
nim gostermeyen glikolizisten ¢ok az farkli olan, fermentas-
yona dayanir (1, 32-35, 42, 48). Bununla birlikte genel olarak
Trichomonad kamgililarda (Mastigophora: Trichomonadea),
iskembe ve sapropelik siliyatlarlarda (Ciliophora) piruvatin,
asetat ve hidrojene enzimik doniisiimii, 6zellesmis bir hiicre-alti
organeli olan Hidrogenozom’da lokalize olmustur.

Simdiye dek yapilmig olan galismalarla (1-48) mitokondrisiz
olduklar1 goziiken protozoonlar, diger hayvanlarin anaerobik
veya mikroaerobik i¢ bosluklarinda ve yine anaerobik veya
¢ok az O2 igeren tath ve tuzlusu sedimentlerinde yasarlar.
Bunlarmn bazilar parazitik, bir kismu kommensal bir kismi ise
serbest yasayishdir. Parazitik yasayanlar arasinda potansiyel
patojen Ozellikli olan, insan kalin bagirsaginda bulunan
Entamoeba histolytica, siirlingenlerin bagirsaginda yasayan
Entamoeba invadens gibi amipler; diplomonad kamgililardan
insanin ince bagirsaginda yasayan Giardia lamblia, insan
iirogenital kanallarinda yasayan Trichomonas vaginalis, sigirlarin
kanallarinda yasayan T. foetus,
bagirsaklarinda yasayan 7. lacertae ve Monocercomonas sp. gibi
trichomonad kamgililar; hemen hemen biitiin protistler ve

tirogenital slirlingenlerin

metazoonlarda hiicre-i¢i paraziti olarak yasayan ve spor
sekillendiren protozoonlar olan mikrosporidler (Microspora),
6rnegin ergin bal arilarinin orta bagirsak mukozasi ve Malpighi
tiipgiikleri igine yerleserek, “Nosema” adi verilen tahrip edici bir
hastaliga neden olan Nosema apis, keza ipek bdceklerinin
herhangi bir gelisim safhasini, hatta yumurtasini enfekte ederek,
larvanmn ipek kozalar 6rmeden 6lmesine sebep olan “Peprine”
hastaligindan sorumlu Nosema bombycis bulunur.

Serbest yasayan mitokondrisiz protozoonlar arasinda: anaerobik
deniz kumunda yasayan Metopus contortus, Plagiophyla sp.,
Sonderia vorax, Parablepharis mapellitum ve Saprodinium
halophila gibi spirotris siliyatlar (Ciliophora: Spirotrichea); yine
bir siliyat olan ve tathisu havuzlarindaki anaerobik sedimentlerde
yasayan Brachonella spiralis bulunmaktadir. Kommensal ve
mutuallistik yasayigh mitokondrisiz diger protozoonlar ise;
ruminant midesinin  iskembe-borkenek  (ruminoretikulum)
kisminda yasayan holotris ve entodiniomorf siliyatlar (6regin:
Isotricha spp. Dasytricha spp., Entodinium spp., Polyplastron
multivesiculatum); benzer sekilde diger herbivor memelilerin
sindirim kanallarinda yasayan siliyatlar; ayrica termitler ile
hamam boceklerinin sindirim kanallarinda yasayan, Joenia
spp., Trichonympha spp. gibi yiiksek derecede evrimlesmis
mutuallistik  hipermastigid kame¢ililaridir  (Mastigophora:
Parabasalia).

Tiim bu protozoon tiirlerine ilave olarak, mikroaerobik bir ortam
olan kurbaga bagirsaginda bulunan Balantidium ve Nycthoherus

tiirlerinde de heniiz sitokimyasal olarak gosterilmemis olmasma
ragmen, hidrogenozom yapus sergileyen organeller de Oktem (37,
38) ve Senler (43) tarafindan rapor edilmistir. Oktem (37)
Nycthotherus’daki bu yapilar tek zarli ve kristasiz mitokondriler
olarak tanimlamustir. Senler (43) Balantidium’daki benzer
organellerin esasen hidrogenozomlar olduklarmi, Miiller (32, 38)
ve Gogmen (7, 8)’in gézlemlerine dayanarak 6ne siirmiistiir.

Hidrogenozomlarm Ortaya Cikisi: Anaerobik ortamlarda
yasayan Okaryotik hiicrelerin tipki prokaryotik hiicrelerde,
Ornegin insanlarda yaralanmalara, gaz kangreni ve besin
zehirlenmeleri ile 6lime neden olan Clostridium sp. (C.
perfirensi, C. botilinum) bakterilerinde oldugu gibi CO, ve
bilhassa, asetat ve H, gazi iirettikleri uzun bir zamandan beri
bilinmektedir (27, 32, 38). Okaryotik hiicrelerde bu gibi glikolitik
son irtinlerin ortaya ¢ikis mekanizmasinin ne oldugu konusundaki
biyokimyasal ¢alismalar, Okaryotik hiicrelerde oldukca
enteresan olan yeni bir organeli agiga ¢ikarmigtir.

Bu konudaki ilk c¢alismalar trichomonad kamgililarda
gerceklestirilmigtir (12-14, 17-25, 27-30, 36, 41). Bilhassa
calisilanlar arasinda Tritrichomonas foetus ve Trichomonas
vaginalis yer almaktadir. Bunlar tipik zooflagellatlar olup,
kamg¢1 apareyleri 3 (T foetus) veya 4 (T. vaginalis) 6n kamg1
ve bir dalgali zar sekillendiren, geriye dogru uzanan posterior
kamgidan ibarettir. Iskelet organellerinin bulunusu bu gurubun en
onemli 6zelligidir. Bu organellerden birisi; hiicrenin uzun ekseni
boyunca kamg¢i kaide cisimciklerinden (kinetozom, blefaro-
blast) hiicrenin posterior ucuna kadar uzanan, birbirileriyle
yakin iligkili uzunlamasima mikrotiibiillerin olusturdugu bir
cubuktan ibaret aksostil (axostyl), digeri ise hiicre zarinin
altinda, dalgali zar1 takip eden ve diger protozoonlarda
bulunan kamgi1 kokgiiklerine benzeyen enine ¢izgili yapi
sergileyen kosta (costa, kot)’dur.

Trichomonadlarm sitoplazmasmda 0.5-2 pm ¢apinda organellerin
bulundugu uzun bir siireden beri bilinmektedir. Bu organeller
aksostil ve kostaya yakin, ylizeysel bir iliski sergilerler ve ¢cogu
kez bu organeller boyunca uzanan siralar halinde diizenlenirler
(Sekil 1). Bu diizenleme nedeniyle, uzun siire bunlara
paraaksostiler ve parakostal graniiller ve bazen de, 151k
mikroskobisinde kullanilan belirli boyalarla giiclii bir sekilde
boyanmalar1 nedeniyle kromatik graniiller gibi
verilmistir. Bunlarin biyokimyasal acidan karakterize edilmis
olmalari, bu organellerin metabolik rollerini yansitan yeni bir
terimin ortaya konmasma oOnciiliik etmis ve ABD Rockefeller
Universitesi'nden D. G. Lindmark ile M. Miiller, 1973’de (17)
bunlara “Hidrogenozom” ismini vermislerdir. Bugiin i¢in pek ¢ok
kitap ve makalede hidrogenozomlar, H,O,’i (Hidrojen Peroksit)
serbest birakan oksidaz enzimlerinin ve peroksiti oksidize eden
katalaz enziminin bulunusu ile karakterize olmus olan
Peroksizomlar ve normal olarak yaglardan karbonhidrat sentezi ile
ilgili Glioksilat Ddnglisii’nii barindiran Glioksizomlarla birlikte
Mikrobadiler adi altinda simiflandirilmaktadir (4, 42). Ancak, Miiller
de dahil olmak iizere pek ¢ok arastirici, yapisal-islevsel bazi

isimler
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Sekil 1. Trichomonad kamgililarin hidrogenozomlarina ait elektron mikrograflari. (A): Monocercomonas sp.’de uzams, ikiye bolinme gosteren
hidrogenozomlar; (B): Trichomonas foetus un aksostili (ax) boyunca uzanan hidrogenozomlar ve hidrogenozom matriksi i¢inde, DNA olabilecek
yogun 6z (6); (C): Monocercomonas sp. ‘ye ait bir hidrogenozomda zarn ikili yapisini isaret eden yer yer agilmalar (oklar) goriilmektedir [n: nukleus,

G: golgi kompleksi, g: glikojen graniilleri] (32’den).

farklihiklar esas alarak, hidrogenozomlart bu organel grubundan
ayr olarak ele almaktadirlar (1, 3, 10, 11, 26, 32-35, 39, 44, 45, 48).

Hidrogenozomlar, diger pek ¢ok dkaryotta bulunan mitokondriler
gibi trichomonad kamgililar, iskembe siliyatlar1 ve daha pek
cok anaerobik protozoonda bir enerji metabolizmast komponenti
teskil ederler.

Metabolik Olaylar ve Hidrogenozomlarin Islevleri: Biitiin
heterotrofik organizmalar enerji ihtiyaclarini oksidasyon-
rediiksiyon (yilikseltgenme-indirgenme) reaksiyonlarindan
saglarlar. Bu reaksiyonlarda elektronlar, elektron dondrii
bilesikten elektron

akseptorii (yakalayicist) adi verilen yiikseltgenmis bir

(vericisi) denilen indirgenmis bir
bilesige dogru tasginmaktadir. Bu tasinmada esas rol alan
tagtyicilar ise c¢ogunlukla enzimlerin (bilhassa Oksido-
rediiktazlarin) koenzirn kisimlari olarak is géren Pirimidin ve
Flavin nukleotidleri ile Fe-S proteinleri (Demir-Siilfiir
Proteinleri, Ferredoksinler)’dir (21, 23, 32, 34, 46, 47).

Biitiin aerobik protozoonlarin enerji metabolizmalar eksogen ve
endogen karbonhidratlara dayanmir. Amilopektin igeren
iskembe siliyatlar1 hari¢c bu organizmalar bol miktarda ve
glikojen formunda karbonhidrat rezervleri (yedek besin
maddeleri) igerirler. Metabolizmalari, aerobik kosullar altinda
dahi fermantatiftir. Karbonhidratlar normal O, solunumunda
oldugu gibi, CO, ve H,O’ya tam oksidasyon olmaksizin gesitli
organik bilesiklere donistiiriirler. Bu yilizden anaerobik
protozoonlarda enerji metabolizmasi besinlerin  kullanmm
agisindan diigiik randimanlidir. Bu organizmalarmn bir kismu H, gibi
indirgeyici maddeleri uzaklastirma yetenegine sahiptirler.
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Glikolizis ile sekillenen piruvat, enerji metabolizmasimin kilit bir
intermediant1 (ara maddesi) ve ortama birakilan pek ¢ok metabolik
son tirliniin prekursorii (6nciil maddesi)’diir. Glikolizis her zaman
mevcut olan klasik Emden-Mayerhof-Parnas (EMP) yolu ile
ilerler (32, 34, 35). Piruvat metabolizmast yollar1 anaerobik
protozoonlarda énemli derecede farkliliklar sergiler. ATP, gerek
esas olarak glikolitik yolda gerekse piruvatin ilave
metabolizmasinda sadece subsrat diizeyinde fosforilasyonla
meydana gelir. Anaerobik protozoonlar metabolizmalarinin
kompartmanlagmasi esasmna dayanarak iki grup halinde ele
alinabilirler. Birinci grupta sitos6l enerji metabolizmasina ait
biitiin basamaklarm ve ¢ogunun yerlestigi yerdir. Bununla
beraber ikinci grupta yer alan tricomonad kamgililar ve iskembe
siliyatlar;, bir kilit metabolik zincir olan piruvatin asetata
donilisimiiniin  ayrt  bir organel; hidrogenozom igerisinde
yerlesmesi nedeni ile farklidirlar. Burada da esas olarak ele
alinacak  grup, hidrogenozom
protozoonlar olacaktir. Bununla beraber evrimsel iliskilerin
karsilagtirlmasinda Snemli  Olgiitler olusturacagi igin birinci
gruptaki anaerobik protozoonlarin metabolizmalarma da kismen
deginilecektir.

sadece iceren  anaerobik

Daha 6nce deginildigi gibi anaerobik mikro-organizmalarda
saglayan
Fermantasyon’dur. Karbonhidratlar, mitokondrilerde oldugu

enerji  olusumunu temel solunum  big¢imi
gibi CO, ve H,O’ya tam okside olmaksizin gesitli organik
bilesiklere doniigtiiriiliirler. Bu yiizden enerji metabolizmalari
diisiik randimanlidir. Fermantasyonda son elektron alicist
genellikle yine fermantasyon olaylari dizisinde olusturulan bir

bilesiktir. Oysa oksijenli solunumda son elektron alicisi
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molekiiler O,’dir. Temelde fermantasyon ile aerobik
solunumun ilk basamagi olan Glikolizis arasinda ¢ok az fark
vardir. Piruvata kadar olan basamaklar genelde benzerdir.
Buraya kadar organizmanin net ATP kazanci 2’dir. Glikolitik
yolda piruvat olustuktan sonra, ¢evresel kosullara, metabolik
yollarin isleyisine ve tiire bagh olarak hiicre, gesitli secenek-
lere sahiptir. Aerobik solunum Krebs Cemberi reaksiyonlarin-
da piruvat yiikseltgenmesine kargin, fermantasyonda indirge-
nerek, kosullara gore etanol, laktat, biitirat yada benzer

organik molekiiller olugturulur.

Diferansiyel ve izopiknik santrifiijleme kullanilarak yapilan
hiicre fraksiyonlama ¢aligmalari, anaerobik protozoonlarda
piruvatin tipki mitokondrilerde oldugu gibi, Asetil-CoA {izerinden
ilave bir oksidatif dekarboksilasyona tabi tutuldugunu ve neticede,
piruvattan asetat ve molekiiler H, nin agiga ¢ikmasina onciilitk
eden bir yolun biitiin basmaklarint agiga ¢ikarmistir (Sekil 2).
Bu basamaklarin, trichomonad kamgililarda, biiyiik sitoplaz-
mik graniiller i¢inde lokalize oldugu 1973-1979’Iu yillarda
Lindmark, Miiller ve arkadaglar tarafindan ortaya konmustur
(14-24, 27-31). Benzer ¢aligmalar ileriki yillarda siirdiiriilmiis
ve piruvatin hidrogenozomlarda, Clostridium tiirlerinde ve
diger primitif, olasilikla ata prokaryotlar olarak kabul edilen
anaerobik bakterilerinkine dikkati ¢ekecek derecede benzer
olan bir metabolik yolla, asetata oksidize edildigi
gosterilmistir. Bu metobolik yol, trichomonad kamgililarda ve
iskembe siliyatlarinda bazi bakimlardan farkliliklar gosterirse
de temelde aymidir (Sekil 2, 3).
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Sekil 2. Piruvatin (a): mitokondrilerde ve pek ¢ok aereobik
mikroorganizmadaki; (b): hidrogenozomlar ile bazi zorunlu anaeroblardaki
oksidatif dekarboksilasyonunu gosteren sematik ¢izimler (32’den
degistirilerek).

Bu organeller ATP {iiretiminde bir anahtar metabolik merkez olarak
hizmet goriir. Hidrogenozom ismi, protozoonlarin bu organel ile
metabolizma esnasinda, bir gaz halinde serbest molekiiler H,
meydana getirdiklerinin gézlemlenmesinden kaynaklamr. H, gazi,
metabolik yoldaki terminal bir noktada H® (Hidronyum)
iyonlarinin molekiiler H,‘e indirgenmesiyle meydana getirilir.
Bu reaksiyonu katalizleyen enzim anaerobik prokaryotlardan
bilinen Hidrogenaz (Hidrojen:Ferrodoksin  Oksidorediiktaz)
enzimidir. Glikolizisten tiirevlenen piruvat. mitokondrilerde bulunan
bu reaksiyonu Kkatalizleyen Piruvat Dehidrogenaz (Piruvat
Dekarboksilaz, PD) enziminden (Sekil 2a) farkli olan ve yine
anaerobik prokaryotlarda bulunan, kisaca PFO (Piruvat:Ferrodoksin

Oksidorediiktaz) adi verilen bir enzimle Asetil-CoA (Asetil
Koenzim A)’ya yiikseltgenir (Sekil 2b). Bu esnada hasil olan
elektronlar, elektron paramanyetik rezonans (EPR) spektrobisi ile
Ferrodoksin olduklar1 belirlenen ve primitif elektron tagima
bilesigi olarak kabul edilen bir Fe-S proteini tarafindan
yakalanirlar. Indirgenmis tasiyici (Fd,q) ise elektronlari,
molekiiler hidrojeni meydana getirmek iizere H'lara verir ve
yeniden ylikseltgenir. Aerobik sartlarda ise O,, elektron tagiyici
proteini yeniden okside etmek icin kullanilir ve H, olusumu
engellenir. H, tiretimi keza diger elektron alicilar tarafindan da
inhibe edilir. Bunlar arasinda Nitro-derivatifleri, sdzgelimi
antitrichomonad ajanlar olarak bugiin tipta tedavide yaygin olarak
kullanilan 5-nitroimidazoller bulunur. Piruvatin dekarboksilas-
yonu ve aymt anda CoA’nin katilimi ile sekillenmis olan
Asetil-CoA, elektron transferi ile eslesen bir yolla, ortamda
bulunan inorganik fosfati (Pi) Fosfoasetil Transferaz
enziminin katalizledigi bir reaksiyonla Asetil-P’a doniistiiriiliir
ve serbest kalan CoA, piruvatin Asetil-CoA’ya yeniden
oksidasyonuna katilir. Onemli bir intermediat olan Asetil-P
tipk1 glikolizisteki gibi substrat-diizeyindeki fosforilasyonla
ADP’den ATP ve asetat sekillendirir. Bu reaksiyonu katalizleyen
enzim ise Asetat Kinaz’dir. Buradan da goriildiigii gibi elektron
transportuna-bagiml fosforilasyon yoktur.
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Sekil 3.iskembe siliyatlaridan Isotricha spp. nin karigik preperasyonunda
6n gortilen asetat sekillenmesi. 1: Fumaraz; 2: Malat Dehidrogenaz;
3: Serin Dehidrataz; 4: Laktat Dehidrogenaz; 5: Piruvat Sintataz;
6: Hidrogenaz; 7: Fosfoasetil Transferaz;
8: Asetat Kinaz (44’den degistirilerek).

Anaerobik
taginimi,
inhibitorleriyle veya oksidatif fosforilasyon bozuculartyla

tiirlerdeki O, kullaniminin, mitokondrial elektron
sitokrom oksidaz ve diger mitokondrial oksidaz

(uncoupler’ler), ornegin Aktinomisin A ile etkilenmedigi
gosterilmistir. Bu durum bu gibi mitokondrial sistemlerin
hidrogenozomlarda bulunmadigim isaret eder (23, 32). Ingiltere
Hannah Arastirma Enstitiisii’nden bazi arastiricilarin Dasytricha
ruminantium ve Isotricha spp. gibi iskembe trichostomatid
siliyatlarinda yaptiklar1 biyokimyasal caligmalar (25, 26, 44),
onceden Fransa Clermond Universitesi’nden Grain (5) ve Grain &
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Gamount (6) tarafindan aymi tiirlerden rapor edilen “ézellesmis
mitokondrilerin” esasen yanlis tamimlanmis hidrogenozomlar
olduklarm ortaya ¢ikarmustir.

Spektroskobik ve kimyasal analiz metotlar1 kullamlarak, hem
izole hidrogenozomlar hem de canli protozoonlar iizerinde yapi-
lan caligmalarda, anaerobik protozoonlarda sitokromlarin, Mg"™"
aktivasyonlu ve N,N-disikloheksilkarbodimid’e duyarli ATPaz’mn
bulunmadig gesitli aragtiricilar tarafindan gosterilmistir (32-35).

Canli anaerobik protozoonlar tarafindan O,’nin indirgenmesine
iliskin son iriin biiyiik bir olasilikla H,O’dur. H,O, degildir.
Zira digtan H,0,1 suya doniistiiren katalaz enzimi verilmesiyle O,
kullanim oranlarida bir degisiklik olmaz ve keza digtan verilen
H,0,’e yiiksek derecede duyarlidirlar. Elde edilen kimyasal ve
spektroskobik bilgiler, bu reaksiyonu katalizleyen enzimin bir
Flavoprotein igeren NADH Oksidaz olabilecegi yoniindedir.
Ciinkii bu tiirlerdeki O, alimi, sadece yiiksek konsantrasyon-
lardaki Flavin antogonistleri ve demir baglayici ajanlarla (6rnegin
Siyanid, Azid) inhibe edilebilmektedir. Dolayistyla hidrogenozo-
mal O, tiiketimi, O,’e duyarh sistemler igin, bir koruma seklinde
hiicre i¢i O, basinglarmi en aza indirme fonksiyonu gorebilir.
Bir baska deyisle diisik O, basinglari altinda bir O,
detoksifikasyonu mekanizmasidir.

Benzer sekilde, O,’e duyarli olan PFO (Piruvat:Ferrodoksin
Oksidorediiktaz) ve Hidrogenaz enzimleri hidrogenozomlarla
iligkilidirler, halbuki O,’e t6leransh olan Malat Dehidrogenaz gibi
enzimler, en azindan iskembe trichostomatid siliyatlarinda
santrifiijleme ile coktiiriilemezler. Yani bu gibi enzimlerin
yerlesimi sitosdldedir. Bu durum hidrogenozom igerisinde
gergeklesen kompartmanlagmanin, daha duyarli enzimleri
kismen koruma amagli oldugunu isaret eder. Hidrogenozomal O,
tilketimi, organizmalart koruma yaninda, piruvatin Asetil-
CoA’ya doniisiimii ile ve bunu izleyen substrat-diizeyindeki
fosforilasyonla esleserek ATP hasil etmesi ile de Onemlidir.
Ancak, bu organizmalarda gerek aerobik gerekse anaerobik
sartlar altinda metabolizma slirim degerleri benzer ve
metabolizma fermentatif Ozellikte kaldigi icin, bu organel
tarafindan O, tiiketimi direkt olarak enerji muhafazasi ile ilgili
degildir. Bir baska agidan bakildiginda ise bu organel, ATP
iretimi  agisindan mitokondrilerdekinden daha az randimanl
olmasina ragmen, gerek aerobik sartlar gerekse anaerobik
ortamlarda is gérmek iizere, evrimsel agidan oldukga adaptif
bir metabolik merkez olusturur.

Hidrogenozomlarm Yap ve ince Yapisi: Isik mikroskobunda,
ancak 6zel boyalar kullanilarak gosterilebilirler. 11k bakista
mitokondrilerinkine benzer sitoplazmik bir yerlesim gosterdik-
lerinden hidrogenozom olduklar1 diisiiniilmez. Ancak Gé¢men
(7-8) ve Gogmen & Oktem (9), Miiller’in (28, 32-35) yaptig1
caligmalar1 ve aerobik sartlarda igkembe siliyatlariin O,’e
kars1 gostermis olduklar: toleransliligi ve Janus Green ile in
vivo ozelliklerini de dikkate

boyanma alarak 151k
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mikroskobisinde goriilen belli graniillerin hidrogenozomlar
olduklarimi géstermislerdir.

Gogmen (7, 8), Gogmen & Oktem (9), Gogmen & Ozbel (11) ve
Gogmen ve ark (10) Isotricha tirlerinde yapmis olduklart
calismalarda, ekto-endoplazma arasindaki fibriller sinirin altinda

yogun graniiller bir zon aywt etmislerdir. Buradaki
demonstrasyon iglemi igin klasik mitokondri boyamasi olarak
bilinen Heidenhein’m Demirli Hematoksilin-Light ~Green,

Champy-Kull ve Altmann metotlart kullanilmistir. Bu zondaki
graniiller yaklagik 0.5 pm ¢apinda olup, keza pellikiiliin sekil
degistirdigi yerlerde, nukleus ve kontraktil vakuoller etrafinda
olduke¢a yogun sekilde, diger endoplazmik bolgelerde ise seyrek
sekilde dagilmislardir. Gogmen (7, 8) daha onceden bazi
arastiricilarin “mitokondrial zon” diye isimlendirdikleri tabaka
icin “hidrogenozomal zon” ismini de teklif etmistir (Sekil 4, 5).

Sekil 4. Isotricha prostoma’nin ventral taraftan goriiniimiinde periferal
endoplazmada yer alan “hidrogenozomal zon” (Hz), kontraktil vakuoller
(Kv) ve nisasta tanelerinin (Ni) yerlesimi. EES: Ekto-Endoplazmik Fibriller
Sinir (Champy fiksasyonu ve Heidenhein’in Demirli Hematoksilin-Light
Green Boyamast).

Sekil 5. Karisik haldeki Zsotricha spp.’nin enine ve boyuna
kesitlerinde Champy fiksasyonu ve Altmann boyama teknigi
kullanilarak, hidrogenozomlarin (H) sitoplazmik yerlesimini gosteren
fotomikrograf. M: Makronukleus, Kv: Kontraktil Vakuol (kesit
kalinhig1 4 pm).
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Sekil 6. Endokommensal yasayan bazi siliyat hidrogenozomlari. (A-B): iskembe entodiniomorphid siliyatt Ophryoscolex purkynjei; (C, D): Iskembe
trichostomatid siliyat1 Isotricha intestinalis; (E) Kuyruksuz kurbaga bagirsagindan heterotrich siliyat, Nycthotherus cordiformis’e ait
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) fotograflari. B: Simbiotik bakteri, EES: Ekto-endoplazmik fibriller sinir, H: Hidrogenozom, M:
Makronukleus.

Elektron mikroskobunda hidrogenozomlar ¢ogunlukla 0.5-2
pm capinda, bir kilifla c¢evrelenmis kiiresel veya uzamis
yapilar halinde gériiliirler. Ince graniillii bir matriks ve gogu
kez elektronca yogun bir merkez igerirler. Matriks igersinde
ribozom olabilecek az sayida daha yogun graniiller bulunur.
Trichomonad kamgililarda bu kilif, birbirine ¢ok yakin olarak karsi
karstya gelmis iki “birim zar”dan ibaret olmakla birlikte, bu kilifin
i¢ zar1 kristalar olugturmaz (Sekil 1).

Anaerobik akuatik sedimentlerde yasayan siliyat hidrogenozomlart
iizerinde, 1989’da Ingiltere Windermere Laboratuar, Tath Su
Ekoloisi  Enstitlisi'nden  Finlay ve Danimarka Kopenhak
Univesitesi Deniz Biyolojisi Laboratuari’ndan Fenchel’in birlikte
gerceklestirdikleri TEM ve sitokimyasal calismalarla (4), bu
siliyatlardaki hidrogenozom-larin “cift zarli” olduklan ve i¢ zarin
bazi tiirlerde, mitokondrilerde-kine benzer invaginasyonlar
sergiledikleri gozlemlenmistir. Bu c¢aligmada da  igkembe
trichostomatid (Isotricha) ve entodiniomorphid siliyatlarin
(Ophryoscolex), keza heterotrich siliyat Nycthotherus’da da
¢ift zar yapisinin bulundugu TEM ile ortaya konmustur (Sekil

6). Hidrogenozomlarda genetik (DNA) ve protein sentez
makinelerinin (ribozomlar) varligi veya yoklugu konusunda
kesin veriler yoktur. Simdiye dek sadece Trichomonas foetus’tan
hazirlanmis bir hidrogenozomal preparasyonda halkasal bir
DNA molekiiliiniin - bulundugunu gosteren tek bir yaym,
Cerkasosové ve ark. (2) tarafindan nesredilmistir. Bu konulardaki
bilgi eksikligi oldukga fazla olup, caligilmas: gereken 6nemli
konular arasindadir. Hidrogenozom-larin biyogenezi konusunda
da kesin veriler olmamakla birlikte, Nielsen & Dimer (36)
tarafindan trichomonad kamgcililarda; Finlay ve Fenchel (4)
tarafindan da anaerobik akuatik sedimentlerde yasayan belli siliyat
tiirlerinde (Metopus contortus, Sonderia vorax, vs.) bazi halter
bigimli yapilarin gézlemlenmesi ve ayrintilh morfometrik analizler,
hidrogenozomlarda sitokinezis ile senkronize olmayan bir ikiye
bolinme ile ¢ogalmanin meydana geldigini isaret etmektedir.
Benzer bulgular iskembe siliyatlart ve heterotrich siliyat
Nycthotherus igin de bu ¢alismada elde edilmistir (Sekil 6).

Hidrogenozomlarin Sitokimyasal Belirlenmesi: Bu boyama
prosediirleri tetrazolium tuzlarmin (DSNBT: Distryl Nitroblue
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Tetrazolium Chloride veya BSPT: Benzothiazolyl Styryl
Phthalhydrazidyl Tetrazolium Chloride) hidrogenaz enzimi
araciligi ile indirgenmesine dayanir (34, 39, 44, 45). Diger bir
burada elektron yakalayicist
(akseptorii) olarak is goriir. Substrat olarak ise hidrojen gazi
(Hy) Indirgenme postfiksasyon
(ozmifikasyon) sonrasi kolaylikla goriilebilen koyu mor
Formazan depozitleridir (34, 39). Boylece hidrogenaz varligi
sitokimyasal olarak spesifik sekilde belirlenir.

deyisle tetrazolium tuzlarn

kullanilir. drinii  ise

Bu yontemle protozoonlar pH’s1 7.4 olan H,’e doyurulmus 0.2 M
fosfat tamponu igersinde hazirlanan tetrazolium tuzu (Srnegin
DSNBT) ig¢inde sakrozla inkiibe edildikten sonra, Sodyum
kakodilat tamponuyla hazirlanan Glutaraldehit ile tespit edilirler.
Daha sonra yine ayni tampon iginde hazirlanan Osmium tetraoksit
(0sO,) ile ikinci kez tespit (postfiksasyon) islemi uygulanir.
Alman Kkesitler ise daha sonra Uranil asetat ve Kursun sitrat ile
boyanir ve netice olarak elektron mikroskobik incelemeye
alinirlar.

Trichomonad ve sapropelik siliyatlarda inkiibasyon igin
lipofobik tabiatta olan baska bir tetrazolium tuzu; BSPT
kullanilmaktadir.

Dolayistyla kullanilan sitokimyasal metotlarda hidrogenozom-
larin belirlenmesi amaci ile “hidrogenaz aktivitesi” kontrol
edilir. Hidrogenaz aktivitesi, O,’li ortamda inkiibasyondan
sonra bu aktivitede azalmanin oldugu ve hatta yiiksek O,
basinglarinda tamamen kayboldugunun gosterilmesiyle tayin
edilebilir. Bu durum da ancak formazan depozitlerinin
hidrogenozomlar icerisinde sadece merkezi matriks bdlgesinde
kalmastyla veya tamamen kaybolmasi ile ortaya konur.

O,’li ortamda yetistirilen anaerobik protozoonlarda formazan
depozitlerinin azalmasi1 veya kaybolmasi durumu, hidrogenaz
enziminin O,’ne duyarli oldugunun bir isareti oldugu kadar,
hidrogenozomlarin O,’ne duyarli enzimleri koruma gorevine
sahip oldugunu da isaret eder. Zira fazla yiiksek olmayan O,
konsantrasyonlarinda hidrogenozom matriksinde az da olsa
hidrogenaz aktivitesi goriliir

Hidrogenozomlarin Evrimleri Konusundaki Fikirler: Pek
cok kitapta hidrogenozomlarim AGER (Agraniiler Endo-
plazmik Retikulum)’dan orjinlendikleri gibi fikirler ortaya
atilirsa da bu organellerin ¢ift zarh olduklant g6z Oniinde
tutulursa, bunun akla uygun olmayacagi aciktir. Belli anaerobik
protozoonlarda sadece mitokondriler degil, keza hidrogeno-
zomlar da bulunmaz. Bu tip organizmalar, bir takim biiyilik
gruplar icersinde yer alirlar: bunlar arasinda daha Onceden
deginmis oldugumuz gibi,
Diplomonad kamgililardan Giardia cinsi ve hiicre i¢i paraziti
(Microspora)
organizmalarda da tipki Clostridium bakterilerinde bulunan
PFO enzimi ve Ferrodoksin aracilikli elektron transportu
bulunur. Bu enzimlerin yerlesimi sitosdldedir. Mitokondrial
fonksiyonlar ve sitokromlar bulunmazlar. Keza Clostridium
bakterilerinde oldugu gibi Hidrogenaz aktivitesi ve dolayisiyla

amiplerden Entamoeba spp.

olan  mikrosporidler de bulunur. Bu
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H, gaz1 iiretimi goriilmez. Benzer sekilde, hidrogenozom
iceren diger Okaryotik (Parabasal
kamg¢ililar, igkembe siliyatlart ve bir igkembe fungusu;
sedimentlerde

organizmalarda da
Neocallimastix patriciarum ile anaerobik
yasayan siliyatlar) degisik taksonomik gruplara dahildirler.
Bunlar, hem prokaryotik hem de hidrogenozomsuz
protozoonlarda bulunan 6zellesmis yola benzer bir metabolik yola
sahiptirler.

Mitokondrisiz Okaryotlarin, bdyle birbirinden farkli biiylik
gruplarda bunlarin
evolusyonlar1 biiyliik bir olasilikla tek bir evrim gidisati

sistematik bulunmast  nedeniyle,
gostermez. Miiller’e gore (1988) mitokondrial fonksiyonlarin
yoklugu; ya primer bir Ozellik yada sekonder bir
adaptasyondur. Hidrogenozomsuz organizmalar,
evolusyonun primitif bir ederler. Bu

organizmalardaki PFO ve Ferrodoksin, primer hiicresel

olasilikla
safthasin1  temsil
organizasyonlardaki basit karakterler olup, bunlarda bazi
yaygin organeller bulunmaz. Primitif karakterleri keza,
Entamoeba tirlerinin prokaryotlarda oldugu gibi yiiksek
enerjili bir bilesik olan Inorganik Pirofosfat’a (PPi) bagh
kalmalariyla da isaret edilmektedir (32, 34, 41). Bu bilginin
1s181inda Reeves ve ark. (40) Entamoeba histolytica’y1 yasayan
bir fosil olarak kabul etmistir.

Hidrogenozomlar igeren
tayini, olduk¢a zordur. Bu gruptaki PFO ve Ferrodoksin

organizmalarin  pozisyonlarinin

sitosdlde degil, bir organel igindedir. Bu organel agik bir
sekilde ozellikler yansitir.  Ancak,
trichomonad kamgililar ve iskembe siliyatlarinda, sayet
hidrogenozomlarin varligr géz ardi edilirse, diger Okaryotik

atasal metabolik

hiicrelerden farkli olmazlar ve bunlari kompleks morfolojileri
ise, bunlarm dahil olduklar1 gruplarin bir ileri basamagini
sergilediklerini isaret eder.

Miiller (34) bu organellerin bu metabolik yolu igeren anaerobik
prokaryotlardan, tipki mitokondriler ve kloroplastlar gibi
“endosimbiyotik™ olarak orjinlendiklerini kabul eder ve ona gore,
mitokondrial bir orijin ¢ok zayif bir olasihiktir. Zira mitokondrial
sistemle yer degistirecek olan bu organel igerisine, tamamen
primitif olan bir piruvat oksidayonu yolunun ilave edilmesini
gerektirecektir.

Bu fikre zit olarak Finlay ve Fenchel (4), hidrogenozomlarin
anaerobik bakteriyel endosimbiyosis halinde orijinlendikleri
fikrinin, trichomonad kamgililar, fungus,
Neocallimastix patriciarum ve gesitli siliyatlar gibi uzak akrabalar

kamgilt  bir

olan okaryotik organizmalarda, boyle bir simbiyozisin, birbirinden
bagimsiz olarak yerlesmis oldugunu ima etmis olacagindan,
kars1 cikmakta ve sdz konusu protozoonlarin ¢ogunun,
mitokondrili yakin aerobik akrabalara sahip olduklar gergegini
de dikkate alarak, daha basit ve daha olast bir hipotez ortaya
atmuglardir. Bu da hidrogenozomlarm “sekonder bir adaptasyon”
oldugudur. Buna gore hidrogenozom; O,’nin bulunmadig1
devamli bir yagam stilini kabul eden ve enaerobik bir nis

kesfeden aerobik protozoonlarm, gereksinimlerine uyum
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yapmak icin modifiye olmus bir mitokondriumdur. Bu
modifikasyonlar, solunum zincirinin kaybini ve bazilarinin
anaerobik protozoonlarin, sitoplazmasinda bulundugu bilinen
Hidrogenaz ve PFO gibi enzimlerin hidrogenozom igine
ithalini igerecektir. Sonugta olusan hidrogenozomlar, hala
kendilerini esleyebilir ve hala daha i¢ zar katmanlarim
muhafaza edebilirler. Sayet modifikasyon, kiigiik bir ince yap1
degisimi gerektiriyorsa, hala daha tiirevlenmis olduklar
mitokondrilere benzeyebilirler.

Hidrogenozomlarim evrimleri konusunda, peroksizomlardan
tiirevlendikleri gibi fikirler de ortaya atilmaktadir. Ancak, bu
konunun aydinlanmas: i¢in daha genetik, biyokimyasal ve
molekiiler biyolojiye dayanan veriler gerekmektedir. Bu
konuda yapilacak ¢alismalar,
evolusyonunun aydinlatilmasi agisindan 6nemli verilere yol
acacag1 bir gergektir.

okaryotik organizmalarin

SONUC

Cesitli sistematik gruplara dahil belli protozoonlar, 6karyotik
organizmalarda hemen daima iiniversal olarak bulunan
organeller olan mitokondrilerden yoksundurlar. Amitokondrial
simbiyotik ve serbest yasayan protozoonlarm enerji
metabolizmalari, bunlar1 mitokondrili protozoonlardan ayirt
ettiren olasilikla atasal ve primitif bir takim kilit 6zelliklerden
kaynaklanmaktadir. Bu kilit farkliliklarindan birisi: Piruvat
dehidrogenaz kompleksi ile degil de, PFO ile katalize edilen
piruvat oksidasyonunda goriiliir. Elektron tagmimi, 6zellikle
Fe-S proteinleri aracilifiyla olur ve bazi organizmalarda
(Hidrogenozom igerenlerde) hidrojen iiretimine onciiliik eder.
Enerji sadece substrat-diizeyindeki fosforilasyonla muhafaza
edilir. O,’nin indirgenmesi enerjinin muhafazasi ile baglantili
degildir. Gelismis enerji metabolizmasimn iki dnemli sathasi, bu
grup organizmalarda bulunmaz. Bunlar elektron tagimimina
bagimli fosforilasyon ve bu islemle ilgili olan elektronlar igin
son elektron alicist olarak O,’nin kullanilmasi sathalaridir.

Amitokondrial protozoonlar ata tip piruvat oksidasyonunun hiicre-
altt yerlesimi bakimmdan dikkati ¢eken bir dikotomi sergiler. Bu
durum belli tiirlerde sitos6lde bulunur ve bu yiizden hiicrenin
kendisinin bir 6zelligidir. Diger piruvat
oksidasyonu, zarla siirli bir organel: hidrogenozom igersinde
ilerler. Bu oksidasyonun pirimitif 6zellikleri konak hiicrenin degil,
bu organelin karakteristigidir. Burada gozlenen dikotomi, bu iki
grup organizmanin evrimsel gelisim farkliliklar1 oldugunu
isaret eder. Miiller (32, 34)’e gore birinci gruptaki enzimlerin
sitosolik yerlesimi mitokondrilerinin ortaya ¢ikmasindan dnce
Okaryotik evolusyonun ana hattindan uzaklagmis olan
organizmalarin bir primer 6zelligini yansitmaktadir. Niikleik
asit zinciri bilgileri de bu noktay1 desteklemektedir. Buna zit
olarak hidrogenozom igeren organizmalar ise olasilikla daha
fazla evrim gecirmis okaryotlarin soyundan gelmisler ve daha
erken bir safthadaki atasal metabolik Ozelliklere sahip bir
organel kazamlmustir. Baz1 grup organizmalarm hidrogenozomlari
bagimsiz olarak kazanmis olmalar1 da muhtemeldir.

tirlerde ise

Anaerobik okaryotlar ve hidrogenozomlart hakkindaki
molekiiler veriler artikga, ¢ok tartigilan ve ilging bir problem
haline gelen her iki grubun evrimi hakkinda ilave yeni goris
acisina ulasilmasi kaginilmaz olacaktir.
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