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Oksidatif stres ve hiicre igi lipit, protein ve DNA yapilari iizerine etkileri

Oxidative stress and its impacts on intracellular lipids, proteins and DNA

Oguzhan Ozcan!, Hiiseyin Erdal?, Gokhan Cakirca?, Zafer Yonden?

OzZET

Oksidatif stres, hlicresel metabolizma sirasinda olusan
hidroksil radikali, stuperoksit radikali ve hidrojen peroksit
gibi reaktif oksijen turlerinin artisi (ROS) ile onlari detok-
sifiye eden, antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif
dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Oksidatif stresteki
artis sonucunda olusan reaktif oksijen turleri hiicre igi lipit
ve protein yapilarin ¢ift bag iceren gruplarina ve DNA'daki
bazlarin ¢ift baglarina saldirir ve bir hidrojen atomu ko-
pararak zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baglatirlar.
Sonugcta hicre igi lipit, protein ve DNA gibi makromole-
killer hasarlanarak hiicre zedelenmesi veya hicre 6lim
meydana gelir. Serbest radikallerin etkileri ile makromole-
killerin oksidatif hasari sonucunda agida ¢ikan malondi-
aldehit (MDA) , protein karbonil (PCO), 8-hidroksiguanin
(8-OHG) gibi Urinlerin vicut sivilar ve dokularda biyo-
kimyasal yontemlerle dlgculmesi ile oksidatif hasar varligi
tespit edilir.

Son yillarda bu alanda gittikge artan sayida calismaya
ragmen halen oksidatif stresin hiicre igi yapilar tzerine
etkisi blttin yonleriyle bilinmemektedir. Bu derlemede ok-
sidatif stresin olusum mekanizmasi, antioksidan sistemler
ve etki mekanizmalari, hiicre i¢i yapilara olan etkileri ve
oksidatif streste olusan yikim Urinlerinin biyokimyasal
yonden degerlendiriimesi hedeflenmisgtir.

Anahtar kelimeler: Oksidatif stres, protein karbonil, ma-
londialdehit, 8-hidroksiguanin

GiRiS

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller ile bunla-
ra karsl sUpuricu etkiye sahip antioksidanlar ara-
sindaki dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak
tanimlanir (Sekil 1). Reaktif oksijen turleri oldukca

yuksek reaktiviteye sahip molekdller olup basta
mitekondriyum olmak Uzere hicre organellerinde

ABSTRACT

Oxidative stress is described as disturbed oxidative bal-
ance between increased reactive oxygen species such
as hydroxyl radical (OH-), superoxide radical (O,-), hy-
drogen peroxide (H,O,) which occurs during normal cel-
lular metabolism and decreased antioxidants which have
scavenging effects on free radicals. Reactive oxygen spe-
cies resulted from increased oxidative stress attacks on
to the double bonds of lipids, proteins and DNA bases,
removing one hydrogen atom from structure and initiate
to oxidative chain reactions. This process leads to cel-
lular damage and death damaging intracellular macro-
molecules such as lipids, proteins and DNA. The damage
of free radicals is detected measuring oxidative products
such as malondialdehyde (MDA), protein carbonyl (PCO)
and 8-hydroxyguanine derivatives (8-OHG, 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin) in body fluids and various tissues.

Although considerable amount of studies in this field, the
effects of oxidative stress on cellular structures still re-
main unknown. In this review, we aimed to evaluate the
biochemical aspects of oxidative stress, antioxidant sys-
tems and their mechanism of actions and oxidative prod-
ucts. J Clin Exp Invest 2015; 6 (3): 331-336

Key words: Oxidative stress, protein carbonyl, malondi-
aldehyde, 8-hydroxyguanine

gergeklesen normal metabolizmanin sonucu ola-
rak veya iskemi-reperflizyon, yaslanma, radyasyon,
yuksek oksijen basinci, inflamasyon ve kimyasal
ajanlara maruz kalma gibi sebepler bagli olarak tre-
tilirler [1-3]. Oksidatif stres, basta kanser olmak lze-
re diyabet, kardiyovaskuler ve nérolojik hastaliklar,
ateroskleroz ve inflamatuvar bozukluklar gibi birgok
hastaligin patogenezinden sorumludur [4-7].
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Sekil 1. Oksidatif denge

SERBEST RADIKAL

Dis ydrungelerinden birinde eslesmemis elektron
iceren bilesiklerdir. Reaktif ve kisa omdarltdurler.
Serbest radikaller, normal bir metabolizmanin de-
vami olarak veya hlcrede enerji Uretimi icin gerekli
olan birgok reaksiyon tarafindan uretilebilmektedir.
Serbest radikallerin baslica 3 yolla meydana geldigi
kabul edilmektedir [8].

- Kovalent bagli normal bir molekilin, her bir
parcasinda ortak elektronlardan birisinin kalarak
homolitik béltinmesi.

X:Y > Xe+Ye

- Normal bir molekulin bir elektronun kaybina
ugramasi

A-e-—A+e

- Normal bir molekile tek bir elektronun eklen-
mesi

A+e-— A

Uretilen bu radikaller membran lipitlerine, hiic-
re i¢i proteinlere ve nukleik asitlere etki ederek bu
makromolekullerin yapi ve fonksiyonlari Uzerinde
degisikliklere yol actigi ve hiicresel hasar meydana
getirdigi iyi bilinmektedir.

REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Atmosferde bulunan oksijen, molekdler oksijen (O,)
veya dioksijen olararak adlandirilir.

Normal oksijenin az bir kismi baslica mitekondri ol-
mak Uzere hlcresel kompartimanlardaki metaboliz-

ma sirasinda indirgenerek reaktif oksijen turlerine
donlslr. Baslica reaktif oksijen tirleri Stperoksit
radikali (O,-"), Hidroksil radikali (OH+ ) ve Hidrojen
peroksit (H,0,) ‘dir. Bunlardan ilk ikisi serbest radi-
kal olup hidrojen peroksit ise prooksidan’dir [9].

Superoksit radikaleri (O, )

Aerobik hicrelerde molekiler oksijenin (O,) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucunda olusurlar.
Ozellikle elektronca zengin bir ortam olan i¢ mito-
kondri zarinda ve ksantin oksidaz gibi flavoenzim-
lerce endojen olarak olusturulur (1a).

HO, » H*+0,~ (1 a)
Fe?* + 0, — Fe* +0,:~ (1b)

Ayrica indirgenmis gegis metallerinin otooksi-
dasyonu superoksit radikali meydana getirebilir (1b)
[10].

Hidrojen peroksit (H,0,)

Serbest radikal olmadigi halde ROS kapsamina gi-
rer ve serbest radikal olusumunda énemli rol oynar.
Hucresel kompartimanlarda bulunan Urat oksidaz,
glikoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi birgok
enzim iki elektronun oksijene transferi ile direk ola-
rak hidrojen peroksit olusturulur. Fe?* veya diger ge-
¢is metallerinin (Fenton reaksiyonu) ve sliperoksit
radikalinin (O, —) varliginda (Haber-Weiss reaksiyo-
nu) en gucli radikal olan hidroksil radikalini (OHe)
olusturur [11,12].

H,0, + Fe*
aksiyonu

0O, ~+H,0, 0, + H,0 + OH- (1d) Haber-Weiss
reaksiyonu

Fe** + OH + OHe (1c) Fenton re-

Hidrojen peroksit, stiperoksit radikalinden farkl
olarak yagda ¢ozinur oldugundan olustugu yerden
uzakta olan ve Fe?* iceren hlicresel membranlarda
da hasar olusturabilir.

Hidroksil radikalleri (OHe¢)

Son derece reaktif radikallerdir, yarilanma omri
10-9 saniye olup oldukg¢a kisadir ve ROS’larin en
guclusudarler [13]. Hidroksil radikali, gecis metalle-
rinin varliginda Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusmakta-
dir (1c ve d).

Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli
molekullerden bir proton kopararak yeni radikaller
olusturur ve sonugta hiicrede hasara neden olur
[14].
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ANTIOKSIDANLAR

Biyolojik sistemlerde genel olarak serbest radikal-
lerin daha spesifik bir alt grup olarak ise ROS’un
hicresel yapilara verecedi hasari engellemek icin
antioksidan sistemler veya kisaca antioksidanlar
olarak adlandirilan savunma mekanizmalari mev-
cuttur. Endojen (antioksidan enzimler vb.) ve Ekzo-
jen (vitaminler vb.) olmak Uzere iki grupta siniflan-
dirihr [15].

Antioksidanlarin etki mekanizmalari;

a) Oksijeni ortamdan uzaklastirir veya lokal olarak
bulundugu yerde konsantrasyonunu azaltirlar

b) Katalitik metal iyonlarini ortamdan uzaklastirirlar

c) Superoksit veya hidrojen peroksit gibi anahtar
role sahip ROS’u ortamdan uzaklastir veya daha
zayIf molekillere cevirirler.

d) Serbest radikal hasarina yol agan zincirleme re-
aksiyonlarin baglamasini engellerler.

e) Serbest radikallere bagli olusan hasari onarici
etkiler gosterirler.

Ekzojen ve endojen antioksidan turleri ve etki
mekanizmalari Tablo 1 ve 2’ gosterilmistir [16].

Tablo 1. Ekzojen antioksidanlar

Antioksidan Etki mekanizmasi

Askorbik asit Hidroksil radikallerini (OH¢) temizler

Yagda ¢6zunur radikaller ile singlet
oksijeni temizler

B-Karoten

Vitamin E Yagda ¢6zlnur, zincir kirici etki gosterir

OKSIDATIF STRESIN HURESEL YAPILAR
UZERINE ETKILERI

Reaktif oksijen tirlerinin hiicre igerisinde yukarida
sayllan nedenlere bagh olarak artigi veya antioksi-
danlarin patolojik suregler sonucunda azalmasina
bagl olarak oksidatif denge bozulur [17]. ROS mik-
tarindaki bu artis sonugta hiicre membranlarinda
hasar, hicre ici proteinlerin yapi ve fonksiyonlarin-
da bozulma ve DNA'da yapisal hasar meydana ge-
tirerek hlicre zedelenmesine yol acar.

Oksidatif stres ve hiicresel lipit yapilar
lizerine etkisi

Reaktif oksijen tirleri biyolojik membranlarda bulu-
nan poliansatire yag asitlerinde (PUFA) oksidasyo-
na yol acgarak lipit peroksidasyonunu baslatirlar [15].

ROS igerisinde en gui¢li reaktiviteye sahip olan ra-
dikal Fenton (1c) veya Haber Weiss (1d) reaksiyonu
ile olusan hidroksil radikalidir (OH+). Temelde stireg
yuksek reaktiviteye sahip radikallerin hiicre memb-
ranlarinda bulunan poliansature yag asitlerine sal-
dirarak bir hidrojen atomunu metilen gruptan (-CH,
) koparmasi ile baslar. Hidrojen atomu sadece bir
elektron icerdiginden metilen gruptan bir elektron
kopmasi sonucunda karbon Uzerinde eslesmemis
bir elektron kalir.

Tablo 2. Endojen antioksidanlar

Enzim olmayanlar

Bakir ve Hem grubu baglar,
HOCI'u ortamdan temizler
Bakir iyonlarini baglar, H,0,’i
kullanarak bakirin
reoksidasyonunu saglar
Ferrik haldeki demir
iyonlarini (Fe®*)baglar

Ferrik haldeki demir

AlbUmin

Seruloplazmim

Transferrin

Laktoferrin iyonlarini (Fe®*) duslik
pH degerlerinde baglar

Haptoglobin Hemoglobini baglar

Hemopeksin Hem grubunu baglar

Bilirtibin Peroksil radikallerini temizler

Glikoz Hidroksil rgdikallerini
(OHe) temizler

Orat Radikallgri t?mizler ve
metalleri baglar

Melatonin Hidroksil rgdikallerini
(OH?e) temizler

Mukus Hidroksil radikallerini

(OHe) temizler

Enzim yapida olanlar

Siiperoksit radikalini
Siperoksit dismutaz (SOD) temizler (O,”)
O, +2H*" - H,0,+0,
Hidrojen peroksiti (yuksek
konsantrasyonda ise)
ortamdan uzaklastirir
2H,0,+0,—2H,0+0,
Hidrojen peroksiti (disik
konsantrasyonda ise)
ortamdan uzaklastirir
H,0,+2 GSH — GSSG+2H,0

Oksijenin suya indirgenmesi
sirasinda aktif oksijenin
ortama salinimini
engelleyerek ROS

(H,0,, OH+, O,)
olusumunu engeller.

Katalaz
(CAT)

Glutatyon peroksidaz
(GPx)

Sitokrom oksidaz

GSH: Redikte glutatyon, GSSG: Okside glutatyon
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(-»CH"). Yag asitinde bulunan c¢ift bag, kendi-
sine bitisik karbon ile hidrojen arasindaki bag za-
yiflattigindan dolayi (C-H) hidrojenin kopariimasi
kolaylasmis olur [16]. Bu nedenle 6zellikle hiicresel
membran lipitlerinin poliansature yag asiti zincirleri
peroksidasyona daha fazla duyarlidir. Hidrojen kay-
beden yag asiti molekdiler olarak yeniden diizenlenir
ve konjuge dien yapisi olusur. Olusan konjuge dien
yap! oksijenle birlesir ve lipit peroksil radikallerine
(LOO-) donlslr. Bu peroksil radikalleri diger yag
asitlerinden hidrojen kopararak zincirleme peroksi-
dayon reaksiyonlarini baglatir [18]. Lipit peroksidas-
yon reaksiyonlari sonucunda olusan lipit peroksitleri
(Lipit peroksit, siklik peroksit ve siklik endoperoksit)
sonugta sekonder veya son Urtnler olan Malondial-
dehit (MDA), 4-Hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal
isimli aldehitlere dénusur [19,20] (Sekil 2). Memb-
ranlarda meydana gelen zincirleme peroksidasyon
reaksiyonlari ortama zincir kirici bir antioksidan ek-
lenen kadar (6rn, Vit E) devam eder. Antioksidanla-
rin (Tablo 1 ve 2) yoklugunda peroksil radikalleri bir-
birleri ile capraz kovalent bag olusturarak membran
yapisini bozar ve membrani hasarlanmaya yatkin
hale getirir. Biyolojik membranlarda meydana gelen
peroksidayon membran akiskanliginda bozulma,
membran potansiyelinde azalma, mebranlarin H+
ve diger iyonlara karsi gegirgenliginde artisa yol
acarak membranlarin riptire olmasina ve organel
iceriginin sitoplazmaya salinmasina sebep olur. So-
nu¢ olarak hicre hasari veya hicre 6limi meydana
gelir [21].

RH _IH_> R* Karbon merkezli

Doymamis yag asiti radikal
(PUFA) g
Konjugedienler
1/02
ROO* Lipidperoksil radikali
ROONH Lipidhidroperoksit
Hegzenal - P > 4-Hidroksinonenal (HNE)

Malondialdehit
(MDA)

Sekil 2. Reaktif oksijen tlrlerine bagh olusan lipit perok-
sidasyon urinleri

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hid-
roperoksitleri ve aldehitler, TBARS (ThioBarbituric
Acid Reactive Substances) olarak adlandirilir ve

MDA esdegerleri olarak spektrofotometrik ve floro-
metrik metotlarla dokuda veya vicut sivilarinda 6l-
gulebilirler [22,23].

Oksidatif stres ve hiicresel protein yapilar
tizerine etkisi

Oksidatif stres sonucunda olusan basta hidroksil
radikali olmak Uzere reaktif oksijen tirleri hicre ici
proteinler Uzerinde geri-donlisimli veya geri-dénu-
sumsuz oksidatif modifikasyona ve sonugta oksida-
tif hasara yol agar [24,25]. Hlcre ici protein yapilar
okside olduklarinda yan zincirleri (Prolin, Arginin,
lizin ve treonin) Uzerinde karbonil gruplar olusur.
Protein karbonil yapilar ayni zamanda a-amidasyon
yolagi ve glutamil yan zincirlerin oksidasyonu sonu-
cunda proteinlerin parcalanmasi ile de ortaya ¢ikar
[26]. Bunun disinda protein yan zincirleri Gzerindeki
sistein, histidin ve lizin rezidulerinin lipit peroksidas-
yonu sonucu olusan aldehitler (MDA, HNE), indir-
geyici sekerler tarafindan olusturulan karbonil deri-
veleri (ketoaminler ve ketoaldehitler) ve proteinlerin
lizin rezidulerinin oksidasyon Urunleri (glikasyon,
glikoksidasyon) ile sekonder reaksiyona ugramalari
sonucunda da proteinler tzerinde karbonil gruplar
olusabilir [26]. Oksidatif stres sonucunda protein ya-
pilarda olusan oksidatif modifikasyonlar, hticre iske-
letini olusturan proteinlerde ve enzimlerde yapisal
ve fonksiyonel degisikliklere yol acgar. Protein kar-
bonilasyonu ve tirozin nitrasyonu geri-dénisimsiz
oksidatif modifikasyonlar olarak kabul edilirken sis-
tein modifikasyonlarin geri-dénisimli oldugu kabul
edilir [24,25]. Bu modifikasyonlar bir¢cok hastaligin
patogenezinden sorumludur.

Oksidatif stres sonucu olusan protein karbonil
deriveleri (PCO) protein oksidasyonunun en yaygin
kullanilan belirteci olup hastaliklar sonucunda olu-
san oksidatif stresi degerlendirmede kullanilir. OI-
¢um yontemlerinin godu karbonil gruplarin 2,4-Dinit-
rofenilhidrazin (DNPH) ile derivatizasyonu sonucu
dinitrofenol (DNP) olusumuna dayalidir. Son (rin
spektrofotometrik, ELISA ve Western Blotting gibi
yontemlerle Ol¢llebilir. Protein karbonil derivelerinin
daha erken olugsmasi ve daha stabil olmalari nede-
niyle oksidatif hasar belirteci olarak kullaniimalari
yari mru dakikalarla sinirli olan lipit peroksidasyon
Urtnlerine gore daha avantajhidir [26,27].

Oksidatif stres ve DNA hasari

Oksidatif DNA hasarinin basta karsinogenezis ol-
mak Uzere bircok hastaligin patogenezinde énemli
bir rol oynadidi bilinmektedir. YUksek reaktiviteye
sahip hidroksil radikalleri lipit ve proteinlerde ol-
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dugu gibi DNA bazlarindaki gift baglara H atomu
ekleyerek veya 2-deoksiribozun C-H baglarindan
ve timin yapisindaki metil gruplarindan H atomu
¢ikararak DNA molekdlu ile reaksiyona girer [28].
Sonugta olusan Timin peroksil radikalleri indirgenir
ve hidroksihidroperoksit, timin glikol, 5-hidroksime-
tilurasil, 5-formilurasil ve 5 -hidroksi 5-metilhidanto-
in gibi oksidasyon Urtnlerine donlgsurler. DNA baz
mutasyonlari igerisinde en fazla bilineni 8-OHdG
(8-hidroksi-2'-deoksiguanozin)'dir. Hidroksil radikal-
leri (OH¢), guanin molekuilinde 8. pozisyonda etki-
leserek oksidasyona yol agar. Degisiklige ugrayan
DNA’nin oksidatif hasari sonucunda 8-OHdG (8-hid-
roksi-2'-deoksiguanozin) olusur. Ayrica Cu*2 iyonlari
DNA'nin 6zellikle guanin bazlarina ylksek afinite ile
baglanir ve H,O, ile etkilesime girerek DNA hasari-
na katkida bulunurlar. 8-OHdG formunda oksidatif
degisiklige ugramis DNA, DNA hasarinin miktarinin
belirlenmesinde kullanilir [29].

Oksidatif stresin DNA yapisi Uzerine bir diger
etkisi de olusan baz radikallerin proteinlerin aroma-
tik aminoasitleri ile kombine olarak “DNA-protein”
¢apraz bagdlari olusturmasidir [30]. Bunun yaninda
hidroksil radikalleri DNA Gzerindeki seker kalitlarin-
dan H atomu kopararak seker modifikasyonlarina
ve zincir kirllmalarina da yol acar. Sonugta huicre-
lerin H,O,’ye veya diger oksidan maddelere maruz
kalmasi replikasyon ve transkripsiyon tzerine etkili
olup ayni zamanda DNA tamir mekanizmalarini bas-
kilayarak DNA hasarini artirir [31]. DNA hasari ile
iliskili en 6Gnemli patolojik sure¢ karsinogenezis olup
oksidatif hasarin karsinogenezisin baslangig, ilerle-
me ve malign dénlstim evreleri Uzerinde dnemli bir
rol Gstlendigi dusundlmektedir. DNA Gzerine oksi-
datif hasarin gdstergesi olarak yukselmis 8-OH-dG
(8-hidroksiguanin) duzeylerinin, potansiyel muta-
jenik 6zellige sahip olup doku, plazma ve idrarda
biyokimyasal belirte¢ olarak kullaniimaktadir [32].
Reaktif radikallerin DNA'da yol agtigi hasar sonu-
cu olusan Urunler, basta gaz kromotografisi olmak
Uzere (GC), NMR spektroskopisi ve ylksek basingli
likit kromotografi (HPLC) gibi gesitli yontemlerle be-
lirlenebilir. imminuassay yéntemlerden ise baslica
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) yon-
temi mevcut olup nispeten daha ekonomik ve daha
kisa analiz zamani sagladigindan diger yontemlere
gOre avantajhdir.

SONUG

Oksidatif stres hiicresel metabolizma sirasinda aci-
ga ¢ikan ROS ile olusan ve tim aerobik hiicrelerde

gorulebilen bir patolojidir. ROS’un cgesitli etkenlere
bagh olarak asiri Uretimi veya antioksidan sistem-
lerin yetersizligi nedeniyle detoksifikasyonlarinda-
ki yavaslama bu radikallerin birikimine ve hicrede
bulunan lipit ve protein yapidaki molekullerle DNA
Uzerine toksik etkilere yol agar. Hicresel memb-
ranlarda bulunan lipit yapilarda oksidatif hasar olu-
sur ve basta MDA olmak Uzere 4-Hidroksinonenal
(HNE) ve hegzenal gibi aldehit yapih bilesikler agi-
da cikar. Bunlardan MDA dokulardaki lipit hasarinin
gostergesi olarak kullanilan biyokimyasal bir be-
lirtectir. Hlcre ici proteinler Gzerine ROS etkisi ile
protein karbonil (PCO) deriveleri olusur. Sonugta
protein yapil bilesiklerde (6rn enzimler, hicre is-
kelet proteinleri vb.) yapi ve fonksiyon kaybi ortaya
¢ikar ve hicre hasari meydana gelir. Protein kar-
bonil gruplar spektrofotometrik olarak dlgtlebilirler
ve lipit hasari sonucunda olusan aldehitlere goére
daha uzun dmdrlld olduklarindan oksidatif hasarin
hlcresel gostergesi olarak tercih edilirler. Oksidatif
stres sonucu olusan serbest radikaller DNA Uzerin-
deki bazlarda bulunan ¢ift baglarda proteinlerdekine
benzer sekilde modifikasyona yol agarak ¢ok cesitli
toksik etkiler gdsterebilirler. Sonugta DNA-protein
¢apraz baglarinin olugsmasi, zincir kirllmasi ve mu-
tajenik etkiye yol acarak karsinogenezis patogene-
zinde dnemli rol oynarlar.

Reaktif oksijen tarleri ve hiicresel yapilar Uzeri-
ne etki mekanizmalarina yonelik ¢ok sayida arastir-
ma yapilmasina karsin birgok hastaligin patogenezi
ile iligkili bulundugundan halen guncelligini koruyan
bir alandir. Bu yénuyle yeni ve daha kapsaml calis-
malarin gelecekte hastaliklarin klinigini agiklamada
onemli bir rol oynayacagini distiniyoruz.
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