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Ozet

Serbest radikallerin kimyasal olarak mevcudiyeti konusunda, yaklasik 100 yil 6nce bir sonuca ulasilmakla birlikte, varliklari
ilk 30-40 yil boyunca diinya capinda kabul gormemistir. Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki varligi ve 6nemi 1950lerin
ortalarina kadar kabul gérmese de, reaktif oksijen biyokimyasini kuran bir grup bilim adaminin katkilari ile varliklari ve 6nemleri
aydinlatilmistir. Yirminci ytizyilin ikinci yarisinin biytk bir kisminda, reaktif oksijen ttrevlerine, doku hasari ve hastaligina yol
acan bir tiir biyokimyasal “oksitleyici ajan” goziiyle bakilmistir. Yirmibirinci yiizyila girerken reaktif oksijen biyokimyasi bir disip-
lin olarak olgunlasmis ve biyomedikal bilimler arasindaki énemi yerlesmistir. Giiniimtzde hemen her hastaligin bir dereceye
kadar oksidatif strese bagl oldugu kabul edilmektedir. Ayrica glinimiizde, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) homeostazisini de-
vam ettirmeye yardimci olmak tizere, normal ve saglikli dokularin hiicrelerinde siki-kontrolli bir sekilde olustugu kabul gérmeye
baslamistir. Ortaya ¢ikan yeni teknolojilerin, 6zellikle proteomik teknolojilerin, reaktif oksijen biyokimyasi alaninda ilerideki
gelismeleri kolaylastiracagi konusu bilimsel cevrelerce tartisiimaktadir.
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The Evolution of Free Radical Biochemistry in Historical Perspective

Abstract

The existence of free radicals, as chemical entities, was inferred 100 years ago but not universally accepted for nearly 40
years. The existence and importance of free radicals in biological systems was not recognized until the mid 1950’s, by a small
number of visionary scientists who can be credited with founding the field of reactive oxygen biochemistry. For most of the re-
maining 20th century, reactive oxygen species (ROS) were considered a type of biochemical “rusting agent” that caused tissue
damage and disease. As we enter 21st century, reactive oxygen biochemistry is maturing as a discipline and establishing its im-
portance among the biomedical sciences. It is now recognized that virtually every disease state involves some degree of oxidative
stress. Moreover, we are now beginning to recognize that ROS are produced in a well-regulated manner to help maintain homeos-
tasis on the cellular level in normal, healthy tissue. Emerging technologies, particularly proteomic technologies are discussed
in scientific community that will facilitate further evolution in the field of free radical biochemistry.
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SERBEST RADIKALLERIN TANIMI

apilarinda eslesmemis elektron iceren atom veya bi-

lesikler serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir
[1,2]. Diger bir tanimlama ile serbest radikaller; yapilarinda
tek sayida elektron iceren, agik elektron kabugu konfigi-
rasyonuna sahip atom veya molekiillerdir [2]. Radikal ve
serbest radikal terimleri siklikla birbirlerinin yerine kullanil-
makla beraber, radikal terimi, serbest radikalin su molekdil-
leri tarafindan tutulmus bagli formunu ifade etmek igin
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kullaniimaktadir. Tarihsel olarak ise “Radikal” terimi, reak-
siyon sirasinda degismeden kalan atom gruplarini tanimla-
maktadir. Glinimizde ise bu tanim siklikla kullanimdan
kalkmustir.

SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES

Biyolojik serbest radikaller oldukca dayaniksiz ve ayni
zamanda reaktif molekdller olup, elektronlari hiicredeki
diger molekdillerle etkilesime girerek oksidatif stres (hasar)
meydana getirirler. Serbest radikaller normal hiicresel
metabolizma sirasinda olusabildigi gibi, cesitli dis etkenler
araciligr ile de meydana gelebilir. Oksidatif stres, organiz-
madaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi
olarak tanimlanmaktadir [1]. Radikaller; lipidler, proteinler
ve niikleik asitler gibi temel hiicresel bilesenlerde hasara



yol acabilme 6zelligine sahiptir. Olusan bu hasarin kanser,
ateroskleroz, amiloidoz, yasa bagli bagisiklik yetersizligi,
senil demans ve hipertansiyon gibi cesitli hastaliklar ile
iliskili oldugu ve biyolojik yaslanma stirecinde rol oynadig;
bilinmektedir [1].

SERBEST RADIKAL VE OKSIDATIF STRES
TEORISININ GELISIMI

Serbest radikal ve oksidatif stres teorisinin kokeni, 19.
ylizyilin sonlarina dayanmaktadir. H. J. H. Fenton’un 1876
yilinda, hidrojen peroksit ile Fet* iyonlarinin varhiginda
tartarik asitin oksidasyonunu kesfi bu yolda atilan ilk adim-
dir [3]. Fenton 1894 yilinda yayimlanan makalesinde, de-
mirin bu reaksiyonda katalizor gérevini tstlendigini bildir-
mistir [4]. Reaksiyon Uriini olan dihidroksimaleik asitin,
aragtirmaci tarafindan saptanmasi ise ancak yirmi yil sonra
1896 yilinda gergeklesmistir [5]. Biyografisi W. H. Koppenol
tarafindan 1993 yilinda yayimlanan H. J. H. Fenton’un ken-
di adiyla anilan reaksiyonun mekanizmasini aydinlatmak-
ta ¢okta aceleci davranmadigi 6ne siriilmektedir [6].

1900 yilinda Michigan Universitesinde organik kim-
ya profesorii olarak galisan Moses Gomberg (1866-1947)
(Sekil 1) tarafindan organik serbest radikal yapisindaki tri-
fenilmetil radikalinin kesfi, serbest radikallerle ilgili aras-
tirmalarin baslamasina yol agmustir [7,8].

Sekil 1. Moses Gomberg (1866-1947).

Gomberg, heksafeniletan sentezi icin Michigan Universi-
tesindeki laboratuarinda calisirken bir tesadif sonucu
renksiz trifenilmetil halojenlerinin glims ile reaksiyona
girdiginde sari renkli trifenilmetil radikali olusturdugunu
gozlemlemis (Sekil 2) ve olusan bu radikalin hem ¢ozelti
halinde hem de kristal formda oldukga dayanikl oldugu-
nu saptayarak, elde ettigi sonuglari yayimlamistir [9]. Ra-
dikallerin pek ¢ogu oldukga dayaniksiz yapida olmasina
karsin, Gomberg’in dayanikli bir radikali saptamis olmasi
dikkate deger bir basaridir. Bu durum karbon atomuna
bagli ¢ benzen halkasinin hacimli yapilari nedeniyle or-
tadaki radikal formdaki karbon atomunu 120°lik agilarla
cevreleyip dayanikli hale getirmesiyle aciklanabilir (Sekil
2) [10,11].
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Sekil 2. Trifenilmetil radikalinin mezomerik formlari.

etc.

1927 tarihinde Binger ve ark. [12] oksijenin toksik
etkisi oldugunu bildirmekle birlikte, bu tarihlerde heniiz
oksijenin serbest radikallerle iliskisi bilinmemekteydi. Bu-
nu izleyen yillarda, 1931'de Haber ve Willstatter [13] ile
1932’de Haber ve Weiss [14] o zamanlar dogru kabul
edilen mekanizma ile hidroksil radikalinin, hidrojen pe-
roksit ve sliperoksit anyonu ile birlikte bir zincir reaksi-
yonu sonucunda, hidrojen peroksiti suya donustirdigu-
ni 6ne strmuslerdir. Giinimuzde hidroksil radikalinin
urtin olarak agiga ¢iktigi bilinen Haber-Weiss reaksiyonu,
hiicrede meydana gelen reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS)
pek ¢cogunun olusumundan sorumlu tutulmaktadir.

1950’li yillarda gesitli arastirmacilar tarafindan yapilan
in vitro galismalarda ROS'nin hiicrede olustugu 6ne siiriil-
miustir. Commoner ve ark. [15] 1954’de elektron spin
rezonans (ESR) teknigini kullanarak yaptiklari calismada,
serbest radikallerin hiicrede olustugunu ortaya koyan ilk
kanitlari elde ederek, sonuglari Nature dergisinde yayim-
lamiglardir. Diger taraftan, arastirmacilar yayimladiklari
bu makalede metabolik olarak aktif olan dokularda olusan
serbest radikallerin diizeyinin diger dokulara gore daha
yiiksek oldugunu bildirmiglerdir.

IIl. Diinya Savast sirasinda (1939-1945) iki atom bom-
basinin (6 Agustos 1945, Hirogsima ve 9 Agustos 1945,
Nagasaki) patlamasinin yol actigi toplu 6liimler ve hayat-
ta kalanlarin kisa yasam sireleri, direkt olarak serbest ra-
dikal biyokimyasinin dogumuna yol a¢gmistir [16]. Ser-
best radikallerin toksik ajanlar oldugu diistincesi ilk defa
Rebecca Gerschman ve ark. [17] tarafindan 1954 yilinda
ortaya atilmistir. Yaslanmanin serbest radikal teorisi ise
Denham Harman tarafindan 1956 yilinda 6ne stiriimasttr
(Sekil 3) [171.

Sekil 3. Yaglanmanin serbest
radikal teorisinin kurucusu
Denham Harman.
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Denham Harman 6ne siirdiigii bu teori kapsaminda ser-
best radikalleri Pandora’nin “Felaketler kutusuna” ben-
zeterek, biyolojik oksidasyonlar sonucu olusan serbest
radikallerin tesaddfi ve birikimsel hiicre hasari olusturarak,
doku ve organ yaglanmasina yol actigini bildirmis, radikal-
lerin blyiik capli hiicresel hasar, mutagenez, kanser ve
yaslanmanin dejeneratif siirecinden sorumlu olabilecegi
gorlsiinii 6ne strmustir (Sekil 4).

Sekil 4. Pandora’nin yaratilisi; Solda Athena, sagda Hephaistos’
un goriildiigl beyaz zemin lizerinde erken klasik doneme
(1.0. 470-460) ait keramik (British Museum).

McCord ve Fridovich'in stiperoksit dismutazi, Fenton’
un paradigmasindan yola ¢ikarak 1969 yilinda kesfinden
sonra, organizmadaki serbest radikalleri inceleyen bilim
dali ikinci bir caga girmis ve sonug olarak arastirmacila-
rin bir cogu serbest radikallerin biyolojideki 6nemi konu-
sunda ikna olmustur [18]. 1972 yilinda Harman [19], ser-
best radikal teorisinin 6zgiin bir devami olarak, yaslan-
manin mitokondrial teorisini aciklamistir. Harman bu
teorisinde hiicredeki kusurlu mitokondrilerin artisinin
yaslanmaya yol agan esas etken oldugu goriisiinii savun-
mustur. Mitokondriyal solunum zincirinin, hiicredeki oksi-
jen radikallerinin esas kaynagi oldugu ve tiiketilen oksijenin
yaklasik % 1-4’lik kisminin serbest radikallere donusttigii
ise ancak 1988 yilinda kesinlik kazanmustir [20].

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki 6nemi,
1970’lerin baslarina kadar genel olarak bilim cevrelerin-
de kabul gérmemistir. Bunun nedeni, radikallerin ¢ok da-
yaniksiz yapili olmalari ve buna bagli olarak tespit edil-
meleri icin ileri tekniklerin gerekli olmasidir. 1980'lerin
baslarinda elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi
ve floresan problarin kullanilmasi serbest radikal biyokim-
yasi alanindaki ¢alismalari olanakli kilmus, serbest radikal-
lerin yapilarinin yani sira, lipid ve protein oksidasyonuyla
ilgili in vitro ve in vivo arastirmalar sonucunda 6nemli
bilgilerin elde edilmesini saglamistir. Nitrik oksitin (NO)
1987 yilinda kesfi ve ayni yil iginde “endothelium-derived
relaxing factor”tin gergekte NO oldugunun saptanmasiyla,
serbest radikallerin toksik etkilerinin 6tesinde hiicredeki
sinyal transdlksiyon olayinda ikinci haberci olarak rol
oynadigr goriisi arastirmacilar arasinda kesinlik kazanmistir
[21,22]. 1990 yilinda Beckman ve ark. [23] nitrik oksitin,
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siperoksit ile reaksiyona girmesi sonucu peroksinitriti
(ONOO") olusturdugunu, olusan bu peroksinitritin
oksidasyona ugrayarak endotel hasarina yol agan hidroksil
(HO) radikalini meydana getirdigini bildirmislerdir. S.H.
Snyder, Nature dergisinde yayimlanan makalesinde nitrik
oksidi hem zararli hem de koruyucu etkisinden dolayi,
bir fenomen olarak Janus’un iki yiiziine benzetmistir (Sekil
5) [24]. 1995 yilinda ise Lymar ve Hurst peroksinitritin
proteinlerin nitrasyonuna yol actigini bildirmesiyle bu
alanda 6nemli bir adim daha atilmasini saglanmustir [25].

Sekil 5. Janus Biistii “Roma Dénemi” (Vatikan).

Wenworth ve ark. [26] 2002 yilinda, bagisiklik cevabi
sirasinda olusan antikorlarin, nétrofil aktivasyonuyla mey-
dana gelen singlet oksijeni su molekiilleri ile indirgeyerek
hidrojen peroksit ve ozon olusumuna yol agtigini sapta-
mislar ve bulgularini Science dergisinde yayimlamiglardir.
Ayni grup arastirmact halen olusan ozonun biyolojik &ne-
mini arastirmaktadirlar. Son yillarda stiperoksit ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirevlerinin ikinci haberci ola-
rak is gordiigli ve hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde
sinyal transdlksiyon mekanizmalari yolu ile etkili oldugu
gorlst gittikce agikliga kavusmaktadir. Yoshikava ve ark.
[27] 2000 yilinda yayimladiklari makalelerinde serbest
radikal-sinyal transdiiksiyon iliskisinin aydinlatiimaya bas-
lanmasini, serbest radikal biyokimyasinda rénesans olarak
nitelemislerdir.

Tarihsel Siirecte Lipid , Protein ve DNA Oksidasyonu
Caligmalari:

Lipidlerin, oksijen varliginda bozulmasi olarak bili-
nen eksilesme, antik cagdan beri yaglarin, 6zellikle zeytin
yaginin depolanmasinda biiyiik problem olusturmakla
birlikte, ylizyilda yagli boya resimlerin ve baski miirek-
keplerinin kurutulmasinda yararli bir aragti [15]. Lipid ok-
sidasyonu problemi ile ilgili ilk calisma isvecli kimyager
Nicolas-Théodore de Saussure tarafindan 1800 yillarinda
basit bir civali manometre kullanilarak, hava ile temas
halinde birakilan ceviz yagi tabakasinin bir yil boyunca



absorbe ettigi oksijen hacminin &l¢iilmesi prensibine da-
yanmaktaydi.

Lipitlerin oto-oksidasyon mekanizmasi ile ilgili ilk ge-
nis capli bilgi H. N. Stephens tarafindan lipid yapisinda
olmayan siklohekzenin oksidasyonu model alinarak elde
edilmistir [28]. Stephens 1928 yilinda siklohekzenden
olusan peroksiti izole ettigini agiklamis [28], olusan bu
peroksitin yapisinin dogru bir sekilde saptanmasi ise ancak
1942 yilinda E. H. Farmer tarafindan gerceklestirilen ca-
lismalar ile mimkiin olmustur [29]. Hidroperoksit hipo-
tezinin gelismesindeki en biyik katki E. H. Farmer ve ark.
[30] ingiliz Kauguk Ureticileri Dernegi Laboratuarlarinda
yaptiklari arastirmalara dayanmaktadir.

1960’ yillarin baglarinda doymamis yaglarin oksidas-
yon mekanizmalarinin agikliga kavusmasinda, yeni analitik
cihazlarin uygulamaya girmesinin biyik katkisi olmustur.
1970’li yillarda poliansature yag asitlerinin oksidasyon
urtinleri Gizerinde gok sayida aragtirmaci grubu galismaya
baslamig ve daha 6nce bildirilenin aksine, lipid oksidasyon
urlnlerinin genis cesitlilik gdsteren kompleks triinler ol-
dugu gercegi ortaya ¢ikmistir [31]. HPLC'nin uygulama
alanina girmesiyle arasidonik asitden oto-oksidasyon ve
lipoksigenaz etkisi ile olusan cok sayida hidroperoksit
Grinlniin analizi mimkdn olmustur [32,33].

N.A. Porter ve ark. [34] tarafindan 1980 yilinda memb-
ran fosfolipidlerinin serbest radikaller tarafindan oksidas-
yonunun ilk defa olarak saptanmasi, serbest radikal biyo-
kimyasi alaninda ¢ok sayida ¢alismanin baglamasina yol
acmistir.

Proteinlerin biyolojik sistemlerin esas bilesenleri olmasi
ve sinyal transdiksiyon, mitoz, transport sistemleri ve sa-
peron aktivitesi gibi cesitli hiicresel fonksiyonlarda 6nemli
rol oynamalari nedeniyle, oksidatif hasara ugramalari or-
ganizma igin 6nem tasir [35]. Protein oksidasyonu reaksi-
yonlari ilk defa Swallow [36], Garrison ve ark. [37] ile
Shuessler ve Schilling [38] adli arastirmacilarin ¢alisma-
lartyla aydinlatilmaya baglanmistir. Bu arastirmacilar pro-
tein oksidasyonuna yol agan ana mekanizmanin, polipeptid
omurgasindaki cesitli aminoasitlerin a-karbon atomlarindan
hidroksil radikalinin etkisiyle hidrojen atomunun ¢ikaril-
masi sonucunda bagladigini saptamiglardir.

Protein oksidasyonu XX. ylizyilin ortalarindan beri a-
rastirilmig olmakla birlikte, bu reaksiyonlarin triinlerinin
in vivo oksidatif hasarin, spesifik genel belirtecleri olarak
kullanilmasi ancak son yillarda gergeklesmistir. Bunun
nedeni, olusan driinlerin yapisinin bilinmemesi ve bu (-
rinleri biyolojik materyalde saptayacak duyarli metodlarin
olmamasidir. Protein oksidasyonunun protein karbonil gi-
bi belirteclerin in vivo protein oksidasyonunun derecesini
gosterecek bir arag olarak kullanilmasi ise nispeten daha
uzun bir gegmise dayanmaktadir [39, 40]. Oksidatif protein
hasarinin fizyolojik 6nemi ilk defa 1983 yilinda Rodney
Levine tarafindan ortaya konulmustur [41]. Levine bu ga-
lismasinda glutamin sentazdaki histidin bakiyelerinden
birinin karbonil grubuna oksidasyonu sonucunda, enzimin
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inaktive oldugunu gostermistir. 1987'de Oliver ve ark.
[42] ise, saghkli bireylerin fibroblast kiltirlerinde yaglan-
manin etkisiyle protein karbonil diizeylerinin arttigini bil-
dirmislerdir. Stadtman ve ark. [43] 1988 yilinda protein
oksidasyonunun cesitli hastaliklarin gelisiminde ve yaslan-
ma slrecinde 6nemli oldugu goriistinii 6ne stirmislerdir.
Ayni arastirmacilar protein karbonil diizeylerinin sican
karacigeri, insan dermal fibroblastlari ve lensinde yaslan-
mayla arttigini ayrica Werner sendromunda ve progeria
hastalarinin fibroblastlarinda da artis gosterdigini sap-
tamislardir [44]. Glnlimiizde Western Blot tekniginin
kullanilmasiyla, spesifik proteinlerin oksidasyonunun
gosterilebilmesi mimkiin olmustur.

DNA(daki in vivo oksidatif hasarin varligi 1980li yillara
kadar saptanamamustir. 1981 yilinda Frenkel ve ark. [45]
ince tabaka kromatografisi teknigini kullanarak fare karaci-
gerinin nDNA’sinda oksidatif hasar sonucu timidin glikol
olustugunu gostermislerdir.

Floyd ve ark. [46] ise 1986 yilinda diger bir oksidatif
DNA hasari parametresi olan, 8-okso-2-deoksi guanozini
(0x0-8dG), HPLC yontemi ile elektrokimyasal olarak analiz
ederek, bu alandaki ¢alismalarin ivme kazanmasini sagla-
mislardir. Richter ve ark. [47], oxo8dG'yi sigan karaciger
mitokondri DNAsinda (mtDNA) saptamislar ve mtDNA'da
meydana gelen oksidatif hasarin diizeyinin niikleus DNA’
sina (nDNA) gore 16 kat daha yiiksek oldugunu bildirmis-
lerdir. Dizdaroglu ve Gajewski'nin gaz kromatografisi/kiitle
spektroskopisi (GC/MS) teknigini bu alanda kullanima
sokmast ile, genom’daki DNA bazlarinin oksidasyonlarini
aydinlatmada ¢ok 6nemli bir ilerleme saglanmustir [48].
1990 yilinda Bruce Ames’in Kaliforniya’” daki laboratuari,
yaslanmanin DNA oksidasyonu lzerine olan etkisiyle
ilgili ilk verileri yayimlamistir [49]. Arastirmacilar bu
calismalarinda 2 —24 ay arasi gruplardaki erkek sicanlarin
karaciger, bobrek ve barsaklarindan izole edilen nDNA’
sinda ox08dG diizeyinin yaglanma ile yaklasik iki kat art-
tigini gozlemlemiglerdir. 1993’de Ames ve ark. [50] erkek
sicanlarin karacigerlerinden izole ettikleri mtDNA’ daki
0x08dG diizeylerinin yaslanmayla iki veya ¢ kat arttigini
bildirerek, bu alandaki ¢alismalara diger 6nemli bir katkida
bulunmuglardir.

SONUC

Yirmibirinci ylzyila girerken reaktif oksijen biyokimyasi
bir disiplin olarak olgunlasmis ve biyomedikal bilimler
arasindaki 6nemi anlasiimistir. Glinimiizde hemen her
hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu
kabul edilmektedir. Ayrica gliniimiizde, ROS'nin homeos-
tazi devam ettirmeye yardimci normal ve saglikli dokularin
hiicrelerinde siki-kontrolll bir sekilde olustugu kabul gor-
meye baglamistir. Proteomik teknoloji gibi yeni teknoloji-
lerin reaktif oksijen biyokimyasi alanindaki gelismeleri
kolaylastiracag, glinlimiiz bilimsel gevrelerince tartisil-
maktadir.
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