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Ozet

Serbest amino asitler ve proteinlerdeki amino asit kokleri gesitli reaktif oksijen ve azot tiirleri (ROT, RAT) ve metal iyonlarinin
okside edici etkilerine karsi oldukca hassastirlar. ROT {iretimi cevresel faktorlerin etkisi ile oldugu kadar hiticresel metabolik
aktiviteler sonucunda da gerceklesir. ROT lar karbohidrat, niikleik asit, lipid ve proteinler gibi hiicrenin temel makromolekiilleri
ile etkilesebilir. Proteinler canli organizmalarda yapisal ve islevsel olarak énemli rolleri tistlenmis biyomolekiiller oldugundan
bu makalede protein ve serbest amino asitlerin ROT aracilig1 ile oksidasyonu tizerinde durulmustur. Proteinlerin oksidasyonu
sonucu aromatik gruplarin ve alifatik amino asit yan zincirlerinin hidroksilasyonu, aromatik amino asit koklerinin ve suilfidril
gruplarinin nitrolanmasi, metiyoninin stilfoksitlenmesi, aromatik ve primer amin gruplarmin klorlanmasi ve bazi amino
asit koklerinin karbonil tiirevlerine dontstimii gerceklesir. Oksidasyon ayni zamanda ¢apraz bagli proteinlerin olusumu ve
polipeptit zincirinin kirilmasina da neden olarak sonugcta bazi radikallerin en 6nemlisi alkoksil radikallerinin olusumunu saglar.
Ayrica proteinlerin fonksiyonel gruplar: 2-alkenal, 4-hidroksi-2-alkenal, and ketoaldehid gibi ¢oklu doymamus yag asitlerinin
oksidasyon tirtinleri ve bazi karbohidrat tiirevleri (karbohidrat eklenmesi veya karbohidratlarin oksidasyon {irtinleri) ile
reaksiyona girerek inaktif tiirev bilesikleri olustururlar. Diger taraftan yaslanma ve oksidatif hasara ugramis protein lipid ve
niikleik asitlerin birikmesi arasinda bir iliski bulunmaktadir. Oksidatif olarak modifiye olmus proteinlerin miktarinda yasin
ilerlemesi ile birlikte artis oldugu ve protein oksidasyonunu azaltan faktorlerin ayn1 zamanda canlilarin yasam stiresini uzattigi
bilinmektedir. Ayrica omurgalilarda diyabet, aterosklerosis, nérodejeneratif hastaliklar, kalp ve damar sistemi rahatsizliklar: gibi
yaslanmaya ve diger ¢ok sayida hastaliklara bagli protein oksidasyonu triinlerinin fazla olusumu sonucu hiicre ve dokularda
asir1 birikimi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Protein oksidasyonu seviyesi cesitli oksidatif stres faktdrlerinden kaynaklanan
bazi hastaliklar ve 6nemlisi yaslanma sirasinda miktar1 yiikselen protein oksidasyonun en énemli belirteci olan protein karbonil
bilesiklerinin ve diger son tirtinlerin miktarinin 6l¢tilmesi ile belirlenebilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Protein oksidasyonu, ROT, Karbonil bileslikleri, N6rodejeneratif hastaliklar, Yaslanma

Abstract

Free amino acids and amino acid residues in proteins are highly susceptible to oxidation by various oxygen and nitrogen
species (ROS, RNS) or metal ions. The production of ROS is influenced by cellular metabolic activities as well as environmental
factors. ROS can react with all major biological macromolecules such as carbohydrates, nucleic acids, lipids, and proteins.
Proteins are the key molecules that play the ultimate role in various structural and functional aspects of living organisms. We
report on biochemical and molecular mechanisms of ROS-mediated oxidation of proteins and free amino acids. Oxidation of
proteins can lead to hydroxylation of aromatic groups and aliphatic amino acid side chains, nitration of aromatic amino acid
residues, nitrosylation of sulfhydryl groups, sulfoxidation of methionine residues, chlorination of aromatic groups and primary
amino groups, and to conversion of some amino acid residues to carbonyl derivatives. Oxidation can lead also to cleavage of
the polypeptide chain and to formation of cross-linked protein aggregates. The consequent protein oxidation involves several
propagating radicals, notably alkoxyl radicals. Furthermore, functional groups of proteins can react with oxidation products
of polyunsaturated fatty acids such as 2-alkenals, 4-hydroxy-2-alkenals, and ketoaldehydes and with carbohydrate derivatives
(glycation/glycoxidation) to produce inactive derivatives. There is also a correlation between aging and the accumulation of
oxidatively damaged proteins, lipids, and nucleic acids. Oxidatively modified proteins have been shown to increase as a function
of age. Factors that decelerate protein oxidation also increase the life span of living organisms. Furthermore, a number of age-
related or other diseases such as cancer, diabetes mellitus, atherosclerosis, neurodegenerative, and cardiovascular diseases in
vertebrates have been shown to be associated with elevated levels of oxidatively modified proteins. The level of these modified
molecules can be quantitated by measurement of the protein carbonyls compounds and other oxidized end products content,
which have been shown to increase in a variety of diseases and processes, notably during aging as a result of oxidative stress.
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1. Giris

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin varligi Den-
ham Harman (1956) tarafindan in vivo enzimatik reak-
siyonlarin yan triinleri olarak oksijen radikallerinin
olusabileceginin gosterilmesiyle anlasilmistir. Serbest ra-
dikallerin biiytik hiicresel hasar, mutasyon, kanser ve bi-
yolojik yaslanmadan sorumlu olabilecegi ifade edilmistir
(Harman 1981, Aikawa vd. 1997). Canlilardaki serbest
radikaller McCord ve Fridovich (1969) tarafindan stipe-
roksit dismutaz enziminin (SOD) kesfinden sonra énem
kazanmus ve sonug olarak serbest radikallerin biyolojide
onemli oldugu anlasilmistir. Birgok arastirici radikallerin
hiicredeki DNA, protein, lipit ve diger biyomolekiiller ile
etkilesmeleri sonucu ortaya ¢ikabilen oksidatif hasarlar
tizerinde calismustir (Beckman ve Ames 1998). Daha son-
ralar1 serbest radikallerin yararli biyolojk etkilerinin de
tespit edildigi yeni bir dénem baslamistir. Yirmi birinci
ylizyilin baslarinda, canlilarin serbest radikallerin zararl
etkilerine yalnizca adapte olmadiklari ayni zamanda
bunlarin yararhi olarak kullanilmalar1 igin mekanizma-
lar gelistirdiklerine dair 6nemli ipuglar1 bulunmustur.
Serbest radikaller veya bunlarin tiirevlerinin sorumlu
oldugu 6nemli fizyolojik islevler damar tonusun diizen-
lenmesi, oksijen basincinin algilanmast ve oksijen kon-
santrasyonu tarafindan kontrol edilen fizyolojik islevle-
rin diizenlenmesi, lenfositlerin antijen reseptorlerinin de
dahil oldugu cesitli zar reseptorlerinden sinyal iletiminin
saglanmasi ve redoks homeostazisinin saglanmasi ve
devam ettirilmesine yonelik oksidatif stres tepkileridir
(Droge 2002).

Oksidatif stresin bir¢ok hastalik durumunda 6nemli rol
oynadiginin tespit edilmesiyle redoks diizenlemesiyle
ilgili calismalara ayn1 zamanda klinisyenler tarafindan
da ilgi duyulmustur. Serbest radikallerin zararh ve ya-
rarl etkileri arasindaki hassas denge, yasamin énemli bir
stirecidir. Biyolojik olarak redoks diizenlenmesi fizyoloji,
hiicre biyolojisi ve klinik tibbi i¢ine alan gesitli bilimsel
alanlarda gittikce 6nem kazanmaktadir. Omurgalilar ve
omurgasizlar tizerinde yapilan ¢alismalar belirli reaktif
oksijen (ROT) ve reaktif azot tiirleri (RAT) 6zellikle tekli
oksijen ('O,), hidrojen peroksit (H,0,) ve nitrik oksitin
(NO)) yalnizca sitotoksik molekiiller olmayip ayni za-
manda fizyolojik islevlerde onemli sinyal molekiilleri
oldugu ortaya cikarilmistir (Adler vd. 1999, Stefano ve
Ottaviani 2002). Drosophila melanogaster”deki immun
reaksiyonlarda (Foley ve O’farrell 2003, Nappi ve Vass
2001), Anopheles cinsi sivrisinekte Plasmodium enfeksiyo-
nuna karst (Dimopoulos vd. 2001, Luckhart vd. 1998),
Trypanasoma ile enfekte olmus Rodnius prolixus (Whitten
vd. 2007), ve immun olarak uyarilmis lepidopter hemosit-
lerinde (Weiske ve Wiesner 1999) bu sinyal molekiillerin

bir ya da bir kaginin miktarinin arttig tespit edilmistir.
Nitrik oksit'in omurgali bagisiklik sisteminde uzun stire-
den bu yana hem koruyucu hemde oksidan etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (Bogdan 2001, Bogdan vd. 2000).

Yaklasik 50 yil kadar 6nce yaslanmanin en yaygin itibar
goren teorilerinden biri olan “serbest radikal” teorisinin
ortaya atilmasiyla ROT’larin hiicresel makromolekiilleri
hasara ugratmast sonucu hiicresel yaslanmaya sebep
olduklar1 anlasilmigtir. Giintimiizde aerobik solunum
yapan organizmalarda ROT’larin en ¢ok {iretildigi yer
mitokondriler olup en ¢ok etkilenen hedefler de mito-
kondrilerin yapisal ve islevsel bilesenleridir. Canlilarda
aerobik solunum sunucu olusan serbest radikaller DNA,
protein ve lipidler gibi hiicre ve organel bilesenlerinde
oksidatif olarak hasara sebep olur. Boyle hasarlar yap1
degisimi ile birlikte yaslanma ve hiicre 6ltimiine sebep
olacak sekilde biyolojik islev kaybina yol acar (Berlett
ve Stadtman 1997). Mitokondri i¢ zarindaki solunum
zinciri 6karyotlarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olu-
sumu icin 6nemli hiicre ici kaynaktir. ROTlar oldukca
reaktif ve kisa omiirli oldugundan mitokondri stirekli
olarak bu ROT’lara maruz kalir ve hiicrenin diger or-
ganellerine ve boliimlerine gore daha hizli bir sekilde
oksidatif hasara ugrar (Kowaltowski ve Vercesi 1999).
Mitokondrideki oksidatif stresin zararli etkisini en aza
indirmek, mitokondri ve hiicrenin diger boltimlerindeki
islevlerinin normal yiirtimesi i¢in bazi koruyucu enzim-
ler ve proteinler is goriir (Andreoli vd. 2004). Bunlarin
arasinda Mn-stiperoksit dismutaz (Sod2, Mn-SOD), glu-
taredoksin (Grx5), peroksiredoksin (Prx1), tiyoredoksin
(Trx3), sitokrom c peroksidaz (CcP), Cu, Zn stiperoksit
dismutaz (Sod1, Cu, Zn-SOD), glioksilaz-II (Glo4), tiyo-
redoksin rediiktaz (Trr2), Glutaredoksin (Grx2), bakirli
saperon (Ccs1) (Unlii ve Kog 2007) gibi enzim ve protein-
ler bulunmaktadir. Bunlarin bazilar: serbest radikallerin
stptriilmesinde dogrudan bir role sahiptir, 6rnegin SOD
stiperoksit anyonunu H,0,’ye doniistiirtir. Daha sonra
H,O, CAT ve peroksidaz (POX) ile detoksifiye edilerek
molekiiler oksijen ve suya dontsturulur (Jensen vd.
2000). Oksidatif hasara ugrayan bilesenlerin tirtinlerini
tamir eden enzimler antioksidan savunmanin ikinci hat-
tin1 olusturmaktadir (Moradas-Frerreira vd. 1996). Eger
oksidatif strese karsi savunma mekanizmas: zayiflatilir-
sa patofizyolojik durumlar ortaya gikabilir. Mitokondri
kaynakli oksidatif hasar insanlarda nérodejeneratif has-
taliklar, kanser ve yaslanmaya neden olur (Singh 1998).
Maya, Saccharomyces cerevisiae, hiicreleri sinirh bir hayat
stiresine sahip olup hiicre yaslanmasinda mitokondriler-
deki antioksidan genlerin roliinii calismada iyi bir model
organizmadir. Hayat siiresinin kisa olmasi ve genetiginin
iyi bilinmesi sebebiyle Drosophila melanogaster’de bu tiir
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¢alismalar igin iyi bir modeldir. Maya hiicrelerinden bazi
antioxidant enzim genleri SOD1 (Cu, Zn stiperoksit dis-
mutaz), SOD2 (manganez igeren siiperoksit dismutaz) ve
CCS1 (bakar iceren saperonlari) ¢ikarildiginda hiicrelerin
yasam stiresi onemli derecede kisalmistir. Yasam stiresi
SOD1 geni mutantlarinda %40, SOD2 mutantlarinda
%72 oraninda, CCS1 mutantlarinda ise %50 oraninda
kisalmistir (Unlii ve Kog 2007, Bonawitz vd. 2006, Barker
vd. 1999). Omiir uzunlugundaki kisalmanin mitokond-
rilerde oksidan {iretiminin artisina bagli olarak hiicresel
biyomolekiillerdeki hasar ile iliskili oldugu meyve sinegi
D. melanogaster ile yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir
(Sohol vd. 1994). Oksidanlara baglh olarak serbest radi-
kaller aerobik metabolizma tarafindan yiiksek oranlarda
ve siirekli olarak tretilir. Serbest radikaller antioksidan
sistemlerin yetersiz kalmasi durumunda DNA, protein
ve lipid makromolekiillerinin oksidasyonuna neden
olurlar (Fraga vd. 1990, Stadtman 1992). Oksidatif strese
bagli olarak olusan in vivo DNA ve protein hasarmin li-
pidlerdeki hasardan daha 6nemli oldugu ileri stirtilmek-
tedir (Reznick ve Packer 1994). Reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimine neden olan tiim reaksiyonlar ve ajanlar protein
oksidasyonuna yol acabilmektedir (Berlett ve Stadtman
1997, Giilbahar 2007).

1.1 Protein Oksidasyonu ve Karbonil Bilesikleri

Protein oksidasyonu, ROT (OH’, H,0, gibi) ile dogrudan
veya oksidatif stresin sekonder trtinleri ile reaksiyonu
sonucu dolayli olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent
modifikasyonu olarak tamimlanmaktadir (Giilbahar
2007). Serbest radikallerin oksidan etkisi sonucu mey-
dana gelen oksidatif protein modifikasyonu ve bunun
sonucu oksitlenmis proteinlerin fazla miktarda birikme-
si hiicre ve doku hasarina bagli olarak cesitli patolojik
durumlara ve gittikge yaslanmaya neden olur (Stadtman
1992, Dean vd. 1997). Oksidatif olarak mofiye olmus pro-
teinlerin yaslanma ile birlikte arttig1 gortilmisttir. Bu ko-
nuda yapilan galismalar protein oksidasyonu indikatorii
olarak 1s1 ve proteolitik parcalanmaya daha hassas olan
duistuk aktiflige sahip enzimler kadar, protein karbonil
miktarinin, okside metiyoninin, protein hidrofobisitesi-
nin, ¢apraz bagl protein ve glikozillenmis protein mik-
tarinin yasa bagh olarak arttigini ortaya koymuslardir.
Buna karsilik, protein oksidasyonunu yavaslatan fak-
torlerin canlilarin yasam stirelerini (6miir uzunlugunu)
uzattiklar: bilinmektedir (Stadtman 2001). Meyve sinegi
Drosophila melanogaster yaslanma calismalarinda uzun
stireden beri yaygin bir sekilde model organizma olarak
kullanilmakta olup bu bocekte yaslanmaya bagl olarak
fazla miktarda lipofuskin birikimi goriilmektedir. Sohal
ve calisma arkadaslar1 tarafindan ytriitilen 6nemli
arastirmalarda bocegin u¢ma kasi mitokondrilerinde

yasa bagimli olarak oksidan tiretiminin arttig1 bununla
birlikte protein karbonil ve DNA hasari tirtinlerinin ytiik-
seldigi gosterilmistir (Sohal 1991, Sohal vd. 1994, Sohal
vd. 1990, Sohal ve Dubey 1994). Transgenik meyve sinegi
ile yapilan calismalarda katalaz ve stiperoksit dismutaz
enzimlerinin tek baslarina aktivitelerinin yiiksek olmasi
yasam stiresi {izerinde nemli bir etki yapmamis ancak
her iki enzimin birlikte aktivitelerinin artmasinin yasam
stiresini uzattig1 gosterilmistir (Orr ve Sohal 1994, Sohal
vd. 1995). Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen
oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadig cesitli
hiicresel fonksiyonlar etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti
mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, tasima sistemle-
rinin ve enzimlerin rol oynadig hticresel olaylar oksida-
tif protein hasarindan etkilenir (Reznick ve Packer 1994).

Protein oksidasyonu bircok mekanizmayla gerceklesebil-
digi ve amino acil yan zincirlerinin hepsi oksidatif olarak
modifiye olabildigi i¢in ¢ok farkh tipte oksidatif protein
modifikasyonlar1 vardir. Serbest radikal ya da radikal
olmayan bir oksidan ile gerceklesen oksidatif protein
modifikasyonlarinin biyokimyasal sonuglary;, yan zincir
gruplarinin oksidasyonu, omurganin fragmentasyonu,
yeni reaktif ttirlerin olusumu (DOPA, peroksit), fazla
miktarda radikal olusumu ve zincir reaksiyonu seklinde
devam ettirilmesi, protein yada amino asitlerde dimer-
lesme, cokelme, proteinin normal katlanmasinin bozul-
mas1 veya konformasyon degisimi, yapisal bozulmaya
bagli islevsel kay1p, enzim gibi islevsel proteinlerin gevi-
rim sayisinin degismesi, gen diizenlenmesininin ve ifa-
desinin degisimi, hiicre sinyal yollarinda modifikasyon,
apoptoz ve nekrozun uyarilmasi, ¢apraz baglanmalar,
yanlis katlanmalar, konformasyon ve hidrofobik yapida
degisiklikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kayb1 ola-
rak siralanabilir (Hawkins ve Davies 2001).

ROT’un proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, pro-
lin, arjinin, ve lizin gibi ¢ok sayida aminoasit kalintisinda
ve/veya peptid omurgasinda meydana gelen hasar so-
nucunda protein karbonil (PCO) tirtinleri meydana gelir.
Protein oksidasyonunun en yaygin olarak l¢tilen tirtinti
protein karbonilleridir. PCO diizeylerinin saptanmasi,
oksidatif protein hasarmi belirlemede duyarl bir yontem
olmasina ragmen belirli bir aminoasit icin spesifik degil-
dir (Evans vd. 1999).

Son yillarda, yeni bir protein oksidasyon belirteci
olan AOPP (ileri diizey okside protein iirtinleri) tespit
edilmistir. AOPP, ditrozin iceren capraz bagh protein
urtinleri olarak tanimlanir ve protein hasarmin saptan-
masinda giivenilir bir belirteg oldugu dustintilmektedir
(Cakatay vd. 2003). AOPP ilk defa 1996’da Witko-Sarsat
vd. (1996) tarafindan tiremik hastalarda tanimlanmustir.
Oksidatif stres sirasinda, aktive fagositik hiicrelerde
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miyeloperoksidaz (MPO) tarafindan olusturulan hipok-
lorik asit (HOCI) ve kloramin gibi kloronize oksidanlar
ile konakg1t savunmasi saglanir. Olusan bu potent ra-
dikal (HOCI) bakteri, virtis ve tiimor hiicrelerine karsi
konak¢1 savunmasinda ¢nemli rol oynarken normal
dokularda hasara ve proteinlerin oksidasyonuna neden
olur. AOPP viicutta olusan kloronize oksidanlarin prote-
inlerle aktivasyonu ile olusmaktadir. HOCI en sik amin
gruplariyla reaksiyona girer ve olusan kloronize {iirtin
de reaktif bir oksidandir. Proteinlerin tirozin koki ile
reaksiyona girerek stabil yapidaki 3- klorotirozin ve 3-5
diklorotirozin olusumuna, proteinler arasi capraz bagla-
ra ve parcalanmaya neden olur. Yitksek HOCI diizeyleri
3-klorotirozinin 3-5 diklorotirozine dontisiimiinii artirir.
Kloronize amino asitler kendiliginden aldehitlere yikila-
rak, amonyak ve CO, olarak atilir (Winterbourn ve Ketle
2000). AOPP olusumunda kloronize oksidanlarin kritik
onemi vardir. MPO enzimine sahip fagositik hiicreler
kloronize oksidan olusturabilme kapasitesine sahiptir.
Aktive fagositler, konak¢i savunmasinda temel rol oynar
ve reaktif oksidanlarin esas kaynagini olustururlar. Ak-
tive polimorfoniikleer notrofiller (PMN) reaktif oksijen
turlerini NADPH oksidaz kompleksi ile olustururlar.
Bununla birlikte aktive monositlerin, PMN’lere gore
daha az oranda olmakla birlikte bu radikalleri serbest-
lestirmesi potent pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-1,
TNF-1, IL-6) tiretimine neden olur (Witko-Sarsat vd.
1996). Proteinler serbest radikal saldirilarina doymamus
yag asitlerinden daha az duyarhidirlar. Cok yogun bir
saldir1 olmadikca fazla hasar gormezler (Chesemann ve
Slater 1993). Protein, gecis metal iyonunu 6zel bir bol-
geden baglarsa, gecis metal iyonu H,O, ile reaksiyona
girerek OH" radikalini olusturur. OH" radikali de hasar
verici etkisini metal baglanma bolgesinde veya ona ya-
kin bolgelerde meydana getirir. Proteinlere olan serbest
radikal ataklar1 peroksitlerin ve karbonillerin olusumu
ile sonuglanir. Karbonillerin tespiti proteinlerde olusan
oksidatif hasarin 6l¢iilmesi i¢in kullanilabilir. Kataraktta
lens kristallerinin oksidatif hasarinin, proteinlerin radi-
kallerce hasara ugratilmasi sonucu gelistigi son yillarda
iddia edilmektedir (Chesemann ve Slater 1993). Fazla
miktarda ROT tiretimi ve/veya ROT tiretiminin stirekli
yiiksek olmasi sonucu olusan protein oksidasyonu, no-
rodejeneratif hastaliklar olan Alzheimer ve Parkinson
hastalig1, amilodosis, kas distrofisi, solunumsal distres
sendromu, iskemi-reperfiizyon hasari, kalp-damar
sistemi hastaliklari, kanser, protein glikozilasyon veya
glikoksidasyon son {iriinlerinin artmasma bagl olarak
diyabet, protein nitrotirozin hasarinin artmasma bagh
olarak aterosklerosis, iltihapli eklem romatizmasi, iske-
mi-reperfiizyon hasari ve diger hastaliklar ile iliskilidir
(Stadtman 2001).

Protein oksidasyonu ¢ok sayida dejeneratif hastaligin ve
yaslanma stirecinin patogenezinde temel bir rol oynar.
Protein oksidasyonu sonucunda protein karbonil bilesik-
leri olusmaktadir. Protein zincirlerinde karbonil gruplar:
cok degisik oksidatif yollar ile ©zellikle proteinlerin
spesifik amino asit yan zincirlerinin metaller araciligiy-
la katalizlenen oksidasyonu ve ayni zamanda karbonil
iceren oksitlenmis lipid ya da sekerlerin etkisi ile olus-
maktadir. Glutamik semialdehit arjinin ve prolinin birer
oksidasyon trtintidiir. Aminoadipik semialdehit lizinin
oksidasyon tirtintidtir. Karbonil iceren bu iki bilesik
metal aracilig1 ile katalizlenen protein oksidasyonunun
baslica karbonil tirtinleridir (Sekil 1).

1.2 Proteinin Ana Yapisimnin Oksidasyonu ve Peptid
Baglarinin Kirilmas:

Serbest radikal araciligiyla protein modifikasyonunun
mekanizmas: hakkindaki bilgilerimizin ¢ogu Swallow
(1960), Garrison vd. (1962) ve Shuessler ve Schilling
(1984) tarafindan HO" ya da O, radikallerinin olusumu-
nu saglayacak oksijen varliginda, proteinin sulu ¢ozelti-
sinin iyonize radyasyona (X 1sinlari, gama 1smlari) maruz
birakilmasi ile elde edilen sonuglara dayanir (reaksiyon
b). Sekil 2 de gortildiigii gibi polipeptit omurgasindaki
herhangi bir amino asit kokiintin birinden a-karbon ato-
mundan OH radikali ile a-hidrojen atomunun ¢ikarilma-
s1 sonucunda amino asit kokii karbon merkezli radikal
haline dontistir (reaksiyon c). Daha sonra alkil-peroksil
radikalini (reaksiyon d) olusturmak tizere O, ilave edilir.
Bunu stiperoksit anyonunun protonlanmis formu olan
HO,  ile alkil peroksit radikalinin olusumu takip eder
(reaksiyon f). Bu peroksitin HO, ile etkilesimi protein
alkoksil radikalini olusturur (reaksiyon h). Bu alkoksil
radikali daha sonra peptid bagmin kopmasina sebep olur
veya bir hidroksil tiirevi olusturmak tizere daha fazla
HO, ile reaksiyona girer (reaksiyon j). Ayni reaksiyonlar
H,O,'in Fe*”’e bagiml olarak yikildig: bir reaksiyon ile
tretilen HO'radikali tarafindan da baslatilabilir (reak-
siyon b). Fe* f, h ve j reaksiyonlarinda HO,  ile de yer
degistirebilir. Bu durum daha sonra tizerinde durulacag:
gibi metal arciligiyla protein oksidasyonunun 6nemini
vurgulamaktadir.

Oksijen (O,) varliginda proteinlerin serbest radikallere
maruz kalmasi amino asitlerin yan gruplarinda oksidas-
yona ve proteinin ana omurgasinda parcalanmaya neden
olur (Sekil 3). Son zamanlarda Alanin (Ala) amino asiti-
nin yan zincirine yapilan bir saldirinin C-3 konumunda
alkoksil radikalinin olusumu ve takiben  karbondan
kopma ile a-karbon radikalleri (peptit omurgasinin kiril-
masi) ve formaldehit olusturdugu gosterilmistir.
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Sekil 1. Proteinlerdeki prolil, arjinil ve lizil
koklerinin oksidasyonu sonucunda glutamik
ve aminoadipik semialdehit olusumu
(Requena vd. 2003).

Sekil 2. Proteinlerin serbest radikal bagimli
oksidasyonu ve protein karbonil olusumu
(Stadtman 2001).



Biiyiikgtizel / Protein Oksidasyonun Biyokimyasal ve Molekiiler Mekanizmasi 45

o PR
o= : . o= Py

B e SN C:c{;‘ff-\, —
uy H H 0, m; H O

i

Sekil 3. Peptit ve proteinlerde C-3
f konumunda alkoksil radikallerinin
o= Ri olusma mekanizmasi ve bu
C. + Cc— | radikallerin a-karbon merkezli
R radikaller vermek ve karbonil
olusturmak tizere - kirilmalar1
(Headlam vd. 2000).

Valin (Val), Losin (Leu) ve Aspartik asit (Asp) koklerinin
HO /0O, ile oksidasyonu C-3 konumunda alkoksil radi-
kalinin olusumu ve takiben 3 karbondan kopma ile bu
radikalden formaldehit, aseton, izobutiraldehit ve gliok-
silik asit gibi bir grup karbonil bilesigi olusturur (Cizelge
1). Bu tirtinlerin konsantrasyonlart HO" radikalinin mik-
tarinin artmasi ile artar. Cok sayida karbonil bilesiginin
olusumunda oksidasyonun Val igin C-3 ve C-4, Leu igin
bu iki konuma ilave olarak C-5 konumunda da meydana
geldigini agikca gostermektedir (Headlam vd. 2000, He-
adlam ve Davies 2002).

Shuessler ve Schilling (1984) prolin koklerinin oksi-
dasyonunun peptid bag: kirilmasina yol actigmni ileri
strmislerdir. Kollegen proteinindeki prolin koklerinin
2-pirrolidon ttirevine dontstiigii ve bunu takiben bu
amino asit tiirevinin oldugu bolgeden peptid bagimnin
koptugu gozlenmistir (Reaksiyon)

-Gly-Hypro-Pro-Hypro + HO' — -Gly-Hypro-
2-Pirrolidon + Gly-Hypro-Pro-

1.3 Amino Asit Yan Zincirilerinin Oksidasyonu

Protein karbonil olusumuna yol acan amino asitlerin
disinda bazi amino asitler ile ilgili bir cok oksidatif mo-
difikasyon yalnizca karbonil bilesiklerini olusturmaz.
Amino asitlerin oksidatif parcalanmasi sonucu karbonil
gruplarinin olusmadigt ve farkl: trtinlerin olustugu bir
¢ok protein oksidasyonu da mevcuttur. HO' radikali ile
valin ve 16sin gibi alifatik amino asitlerin oksidasyonu
sirasinda ozellikle yan zincirlerin oksitlenmesi ile hid-
roksillenmis tiirevler olusur. Aromatik amino asitlerin
oksitlenmesi sirasinda ise tirozil radikallerinin tamiri
icin gerekli bir rediikleyicinin (tiyol, vitamin E) bukun-

madig1 durumda tirozinden fenoksil radikalinin olusu-
mu ve tirozinin ditirozine dontisimii gerceklesir. Fenil
alanin, tirozin ve triptofanin hidroksilasyonu hidroksil
radikallerinin karakteristik reaksiyonudur. Histidinin
benzer reaksiyonu da (2-oksohistidin veren reaksiyon)
oldukca dnemlidir. Fenton reaksiyonu bu alifatik ve aro-
matik reaksiyonlarin ikisini de olusturabilir (Cizelge 2).
Protein oksidasyonunda radikal olmayan iki grup reaktif
belirlenmistir. Ozellikle tirozinden DOPA’nin olustugu
reaksiyonda oldugu gibi indirgeyici kokler gecis metal
iyonlarini indirgeyerek hidroperoksit ile reaksiyonui ar-
tirabilir ve O, ile reaksiyona girerek radikal olusumunu
uyarabilir. Diger grup ise alifatik yan zincirlerde, 6zel-
likle a-C nun bulundugu ana zincirde, hidroperoksitle-
rin olusumudur. Olusan bu iiriinler daha fazla radikal
vermek tizere gecis metal iyonlar tarafindan parcalanir
(Dean vd. 1997).

Proteinlerin amino asit yan zincirleri, metal iyonlari
katalizorltigiinde serbest radikaller tarafindan oksi-
dasyona oldukca hassastir. Proteinlerin lizin bakiyeleri
Fe** Kkatalizli oksidasyonun dogrudan hedefleridir. Bu
mekanizmaya gore Fe?, proteinlerin lizin bakiyelerine
baglanarak ortamdaki hidrojen peroksitten hidroksil ra-
dikali olusumunu katalizler. Daha 6nce bahsedildigi gibi,
hidroksil radikali ise hizla proteinin lizin motifine atak
yaparak 2-aminoadipik semialdehitleri olusturur. Fe*
diger amino asitleri de etkileyerek karbonil gruplarmnin
olusumunu katalizler (Uchida 2003). Sistein, metiyonin
gibi stilfiir iceren amino asitler de oksidanlara kars: has-
sastir. Serbest radikallerin bu amino asitlere atagi sonucu
stilfenik (Cys-SOH), stilfinik (Cys-SO,-H), stilfonik (Cys-
SO,-H) tiirevleri, distilfitler ve metiyonin stilfoksit gibi

Cizelge 1. Alifatik amino asitlerin yan gruplarimin oksijen varliginda serbest radikaller ile oksidasyonu sonucu olusan karbonil

bilesikleri

Amino asit kokii

Olusan karbonil bilesigi

Alanin H H Formaldehit®

Valin CH, CH, Aseton® + formaldehit®

Losin H CH(CH,), | Izobutirilaldehit® + Aseton® + Formaldehit®
Aspartik asit H CO, Glioksilik asit®

*C-3 konumunda olugan bir alkoksil radikalin b-kirilmasmdan olugur. *Ug metil grubun oksidasyonundan. °C-4 konumda olugan bir alkoksil radikaliden b-kirlma

ile olusur.
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Cizelge 2. Oksidasyona yatkin olan amino asitler ve bu amino asitlerin yan zincir oksidasyon tirtinleri (Dean vd. 1997, Kayal1 ve
Cakatay 2004, Cakatay ve Telci 2000)

Amino asit Oksidatif saldir: Oksidasyon iiriinleri
Sistein HO, dlge.1‘“ hidrojen atomu Sistein disiilfitler, siilfenik asit,
cikaran tiirler
Metionin HO', bir elektron oksidasyonu | Metionin siilfoksit, metionin siilfon
Triptofan HO', bir elektron oksidasyonu 2—,4—,5-,6- er 7—I—I.1dro‘l'<51tr¥ptofan, nitrotriptofan, kintirenin,
formil ve hiroksi kiniirenin

Fenilalanin HO’; bir elektron oksidasyonu | 2,3-Dihidroksifenilalanin, 2-,3-, ve 4-hidroksifenilalanin

.. . 3,4-Dihidroksifenilalanin, tirozin-tirozin ¢apraz baglari, Tyr-O-
Tirozin HO', RNT, HOCI Tyr, capraz bagl nitrotirozin, 3-klorotirozin, DOPA
Histidin* HO'; bir elektron oksidasyonu | 2-Okso-histidin, aspartat, aspartiliire
Arginin* O, varliginda HO' Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-amino valerik asit

. y . Lizin hidroperoksitleri ve hidroksitleri, 2-aminoadipik

*
Lizin O, varhginda HO semialdehit karbonil bilesigi
Glisin a-C dan hidrojen atomu Amino malonik asit
cikarilmasi
Prolin® 0, varligmda HO' 2—P1rrol'1don, 4%— ve 57h1drok51prohn, piroglutamik asit,
glutamik semialdehit

Valin* O, varliginda HO’ Valin hidroperoksitleri ve hidroksitleri

. N . Losin hidroperoksitleri (3-/4-,5-hidroksildsin) ve

*

Losin O, varhginda HO hidroksitleri,a-ketoizokaproik asit, izovalerik asit ve aldehit
[zolosin O, varliginda HO’ izolosin hidroperoksitleri
Treonin O, varliginda HO’ 2-Amino-3-ketobiitirik asit
Glutamik asit O, varliginda HO’ Glutamik asit hidroperoksit

“Protein karbonil olugumuna yol acan amino asitler

okside tirtinler olusur. Reaksiyon genellikle dontistimlii
kovalent modifikasyona 6rnek olup, bu okside tirtinler
¢ogu zaman distilfit rediiktaz ve metiyonin siilfoksit re-
diiktazlar tarafindan okside olmamis formlarina yeniden
dontisttirtilebilirler. Yan zincirlerinde okside metiyonine
sahip proteinler, katalitik aktivitelerinde ve ytizey hidro-
fobitelerinde degisime ugrarlar (Levine vd. 1999). Fenil
alanin, tirozin, triptofan, histidin gibi aromatik yapiya
sahip amino asitler de reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle
degisime ugrayabilir. Proteinlerin fenil alanin kéklerinin
sonucu orto- ve meta-tirozin tiirevleri tirozin bakiyele-
rinin oksidasyonu sonucu ise 3,4-hidroksifenilalanin
(DOPA) ve ditrozin gibi (karbon-karbon dimer) okside
drtinler olusur. Bununla beraber triptofan kokleri, radi-
kal aracili oksidasyonla 2-, 4-, 5-, 6-, 7-hidroksi tiirevle-
rine veya N-formilkinurein yada kinurein tiirevlerine
dontstir (Stadtman ve Levine 2000) (Sekil 4).

Histidin, 2-okso-histidin ve halka yapismin bozulmasi
ile olusan tirtinleri meydana getiren metal iyonlar: ara-
ciigiyla oksidasyona oldukga hassastir (Requena vd.
2003) (Sekil 5). Histidin metal ile katalizlenen oksidas-
yon sistemi (O,/Cu*/askorbat) ile inkiibe edildiginde

2-okso-histidinin ana oksidasyon tirtinii oldugu belirlen-
mistir. 2-okso-histidinin daha sonra aspartat, aspartiliire
ve formil asparajin gibi acik zincir {irtinlerini meydana
getirmek tizere daha fazla okside olmaktadir (Uchida
ve Kawakishi 1986). Simdiye kadar Cu, Zn-stiperoksit
dismutaz (Uchida ve Kawakishi 1994), insan relaksin (Li
vd. 1995), vanadyum boromoperoksidaz (Meister Winter
ve Butler 1996), insan biiyiime hormonu (Zhao vd. 1997)
ve prion proteini (Requena vd. 2001) gibi proteinlerin in
vitro oksidasyonunda 2-okso-histidinin olustugu belir-
lenmistir.

1.4 Peroksinitrit Radikali Araciligiyla Protein Oksidas-
yonu

Arjinin metabolizmasi ile ilgili olarak sentezlenen nitrik
oksit cesitli hticresel islevlerde bir ikincil mesajc1 olarak
onemli rol oynamasina ragmen, stiperoksit anyonu ile
reaksiyona girdiginde oldukga toksik peroksinitrit radi-
kaline doniisiir. Peroksinitrik radikali sisteinin stilfidril
gruplarinin nitrolanmasina, tirozin ve triptofana nitrat
grubunun eklenmesine ve metiyoninin oksitlenmesine
sebep olur. Nitrotrozin olusumu protein oksidasyonuna
yol acan bir baska molekiiler mekanizmadir. Peroksinit-



Biiytikgtizel / Protein Oksidasyonun Biyokimyasal ve Molekiiler Mekanizmasi 47

E
'
§ s A @
e L 08

fenil alanin arto-tirozin meta-tirozin
—IZ' ‘ﬁi TDG: P
B;m | r’"j:’"_c_% : b=~ fi,
il
CH [l
:-'?5 H i '
trlptu:ufan H
\*.‘&
N“J
CO=H, 41| L'O'Chz—m—-:wm

- 1
. H,

kinurein

ﬂd"‘[»u«:"m'n.

M-farmilkinurein

[ ros i
@ — [El @) 5

Tirozin DoPA, EI_'rtirI:uzin

Sekil 4. Aromatik amino asitlerin ROT
tarafindan oksidasyonu (Stadtman ve
Levine 2000).

Jr=(l'lll !=(HII oo J'=( His

HR\J_‘M'I — HgHH — * N NH

Histidin i
e

2-0k=o-histidin

Sekil 5. Histidinin metal iyonlar1 araciligiryla oksidasyonu
(Uchida 2003).

rit (ONOO), nitrik oksidin (NO), siiperoksit ile in vivo
reaksiyonu sonucunda olusan reaktif bir tiirevdir (Kaya-
l1 ve Cakatay 2004, Stadtman ve Levine 2000). Stiperoksit
ve nitrik oksit radikallerinin peroksinitrite gore nispeten
daha dayanikli olmalarma karsilik, peroksinitrit daha
reaktif bir tiirevdir. Normal kosullarda stiperoksit dis-
mutaz, olusan tim stiperoksit radikallerini dismutas-
yona ugratmaya yetecek diizeydedir fakat, stiperoksit
diizeyleri ¢ok artmissa ya da fazla miktarda nitrik oksit
radikali meydana gelmisse, nitrik oksidin stiperoksit
radikali ile tepkimesi sonucu daha reaktif peroksinitrit
olusur. Peroksinitrit'in proteinler tizerine ataginin ana
tirtinii trozinin orto pozizyonunda nitrolanmasidir (Sekil
6). Peroksinitrit, DNA’y1, enzimleri, proteinleri, lipidleri
ve tiyol gruplarmni okside edebilmesinden dolay1 ytiiksek
toksisiteye sahiptir (Kayal: ve Cakatay 2004).

1.5 Protein Karbonil Tiirevlerinin Olusumu

Protein karbonil tiirevleri oksidatif protein hasarmin
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan belirteclerden biridir.
Glutatyon disiilfit, malondialdehit gibi diger oksidatif
stres belirtecleri ile karsilastirildiklarinda protein karbo-
nil tiirevleri daha uzun siire dolasimda stabil halde bu-
lunur. Glutamil bakiyelerinin oksidasyonu, proteinlerin
a-amidasyon metabolik yoluyla boliinmesi veya lizin,
arjinin, prolin ve treonin amino asitlerinin direkt oksi-
dasyonu sonucu protein karbonil tiirevleri olusur. Aym
zamanda proteinlerin lizin bakiyelerinin lipid peroksi-
dasyon metabolitleri (4-hidroksi-2-onenal, malondialde-
hit), indirgen karbohidratlar yada bunlarin oksidasyon
urtinleri (glikasyon/ glikoksidasyon reaksiyonlarr) (Sekil
7) veya diger reaktif karbonil tiirevleri (ketoaminler, ke-
toaldehitler, deoksiozon tiirevleri) ile enzimatik olmayan
reaksiyonu sonucu da protein karbonil tiirevleri olusur.
Diger taraftan karbohidratlarin oksidasyon tirtinleri
ornegin monosakkaritlerin otooksidasyonu
meydana gelen peroksitler ve okzoaldehitler proteinle-
re baglanabilme 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki
gosterir. Bu olaylar kanser ve yaslanmaya neden olabilir
(Ceballos vd. 1992). Lipitlerden tiirevlenen aldehitler
veya otooksidasyona ugramis sekerler Schiff bazi olu-
sumu yolu ile proteinlerdeki amino gruplarina bagla-
nir. Schiff baz1 olusumu geri dontistimlii bir reaksiyon
olmakla birlikte, siklikla geri dontistimstiz bir reaksiyon
olan Amodori diizenlemesine ugrar ve Amodori tirtinle-
ri admi verdigimiz proteinler olusur (Kayali ve Cakatay
2004).

sonucu
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NH:

Tirazin

(B) DXOO“+HD%<::;}ETh{FLCDDH — HO
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NH,
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Sekil 6. Nitrik oksit ile stiperoksitin reaksiyonu sonucu daha reaktif peroksinitritin olusumu (A). Peroksinitrit'in proteinlerin
tirozin kokiine saldirisi ile orto-nitrotirozinin olusumu (B) (Kayali ve Cakatay 2004).

1.6 Siilfiir iceren Amino Asitlerin Tiyol Gruplarinin
Oksidasyonu

Serbest radikallerin proteinlerdeki siilfiir iceren amino
asitlerin tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol actig1
ve bunun da protein oksidasyonunun en erken gozlene-
bilen belirtisi oldugu bilinmektedir. Sistein amino asidi-
nin -SH grubu oksidatif ataga oldukga yatkindir ve -SH
gruplarindan degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali
(-S) proteinlerdeki distilfit baglarinin olusumuna 6ncii-
likk eder (Kayal1 ve Cakatay 2004). Ayni zamanda -SH
gruplar1 oksidasyonu sonucu oksiasit tiirevleride olusur.
Bircok arastirici elektron paramanyetik rezonans teknigi-
ni kullanarak peroksinitritin tiyol gruplari ile reaksiyonu
sonucu tiil radikallerinin olustugunu gostermistir (Shac-
ter 2000). Tiyol gruplarmun diger bir oksidasyon sekli
ise 4-hidroksinonenal’in, proteinlerdeki -SH gruplarina
Michael reaksiyonu sonucunda tiyoeter bagiyla baglan-
mas1 sonucu gerceklesir. Tiyol grubundan kaynaklanan
Michael yapilarinin olusumu 2-alkenal, 4-hidroksi-2-
alkenal gibi aldehitlerin ana reaksiyonunu olusturmak-
tadir. Diger taraftan lizin ve histidin niikleofilik amino
asitler oldugundan bu sebeple, 2-alkenal, 4-hidroksi-2-
alkenal ve ketoaldehid gibi lipid peroksidasyonu tiriin-
lerinin saldirismma karsi oldukca hassastirlar (Uchida
2003). 2-alkenal ve 4-hidroksi-2-alkenal ile histidinin
modifikasyonu, a, B-doymamis baga histidinin imidazol
azot atomunun bir Michael tipi ilavesi ile katilmasindan
ibarettir (Sekil 8). 4-hidroksi-2-alkenal-histidin Michael
yapist halkasal hemiasetal tiirevleri olusturmak tizere
daha fazla halkalasmaya ugrar (Uchida ve Stadtman
1993)

2. Sonug

Sonug olarak hiicrede tiim biyolojik makromolekiiller
oksidatif stres ile ytiz ytizedir. Bir protein molekiiltintin
oksidasyonu o molekiile inaktif bir yap1 ve 6zellik kazan-
dirirken hiicre i¢cinde o molekiiliin akibeti belirlenmek-

CHO CH=NH-Lys
(HCOH), (HCOH),,
R R
ROS—-—l P.Lye-NH, c:é‘NH-Lys-P
GHo (HCOH),,
c=0
[H¢0HJ,,.1 Amadori
R iiriinii
Im-His-P

HN
B "}‘{: 'c“r‘-(’fl

/ OHH

Gys-P
R-?-C'CH-C,‘(}J POveSH . R (ﬁ:H H-cufc{’o
\ Lys-P
R,

OHH

Sekil 7. Protein karbonil tiirevlerinin olusumu, A. Glikasyon
(glukoz) ile proteinlerdeki lizin
gruplarinin reaksiyonu sonucu protein karbonil gruplarmin
olusumu, B. Proteinlerin lizin, sistein veya histidin kalntilarryla
lipid peroksidasyonu iirtinleri a-B doymamis aldehitlerin
reaksiyonu (Stadtman ve Levine 2000).

aminoasitinin amino

tedir. Iliml bir oksidatif ortamda protein oksidasyonu
sonucu olusan protein radikalleri, proteine bagli reaktif
tiirler, aldehitler ve sekonder radikallerin antioksidan
sistemler tarafindan siirekli uzaklastirilmast miimkiin
iken, protein oksidasyonun kararli son tirtinleri lizozo-
mal ve lizozomal olmayan bir protein yikim yolu olan
proteozom sistemi gibi cesitli giiclii proteolitik aracilar
tarafindan in vivo parcalanmaktadir (Dean vd. 1997). Pro-
tein modifikasyonu ve kimyasal olarak modifiye olmus
proteinlerin yikimimun birlikte ytirtimesi in vivo normal
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Sekil 8. Michael tipi katilma reaksiyonu ile
histidin koklerinin 2-alkenal ve 4-hidroksi-2-
alkenal ile reaksiyonu (Uchida 2003).

o

bir protein ¢evrimi yollarindan biridir. Programli hticre
olimiiniin erken belirtilerinden biri olan bu islem “kim-
yasal apoptosis” olarak isimlendirilmektedir (Chang vd.
2000). Proteolik aktivitenin azalmasi ya da okside olan
proteinlerin yikimmin arasindaki hassas dengenin orta-
dan kalkmasi yukarida da bahsedildigi gibi cesitli klinik
anormalliklere neden olan oksitlenmis islevsel olmayan
proteinlerin ya da “yaslanmis proteinlerin” birikimine
sebep olacaktir. Diger taraftan omurgasizlarda oksidatif
homeostatik sinyal yollarmnin inhibe edilmesi ile zayif-
layan antioksidan savunma mekanizmasi sonucunda
protein oksidasyonun hizlandigina yonelik karutlar elde
edilmeye baslanmustir (Biiytikgtizel vd. 2010).
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