Serbest Radikal Kimyasi
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Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslesmemis elektron tagiyan,
yitksek enerjili atom veya molekiillerdir. Yapilarindaki eslesmemis
elektronlarin varligi onlar1 kararsiz yapar ve diger molekiillerle
kolaylikla reaksiyona girebilir hale getirir. Eslesmis elektronlar1 olan
atom veya molekiiller ise kararlidir, serbest radikaller gibi baska
molekiillerle kolayca reaksiyonlara girmezler. Radikaller genellikle
kisa Omiirliidiir ve yapilar1 atomun iizerine bir nokta koyularak
("OH gibi) ifade edilir. Ancak molekiiler oksijen gibi uzun émirli
radikaller de mevcuttur. Serbest radikaller gesitli kimyasal ve biyolojik
stireglerde yan iiriin olarak olusur. Onceleri zararli etkileri iizerinde
durulmugken, son yillarda metabolizmada o6nemli diizenleyici
gorevler uistlendikleri gosterilmistir.
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Serbest Radikal Kimyasi

Serbest radikaller hem cevrede hem de hiicrede siirekli olarak
tretilir. Organizmadaki serbest radikaller endojen veya eksojen
kaynaklardan olusabilir. Hiicresel metabolizmanin iiriinleri olarak
olusan serbest radikaller hem yararli hem de zararl etki gosterebilir.
Serbest radikallerin endojen yollardan olusmasi ii¢ farkl gekildedir. !

1. Homolitik boliinmeyle yani kovalent bagli bir molekiiliin, her
atomunun ortak elektronlardan bir tanesini almas: yoluyla:

X:Y>X"+Y°

2. Bir molekiile, tek bir elektronun eklenmesiyle:

X+e >X*
3. Heterolitik boliinmeyle yani bir molekiilden tek bir elektronun
kaybryla:
X:Y>X"+Y"

Her ne kadar serbest radikal denilince ilk akla gelenler oksijen
kaynakli olanlar olsa da, ¢ok farkli atomlarin radikallesmesi s6z
konusudur. Lipit peroksidasyonunun ara iirtinleri karbon merkezli
radikallerdir. Azot kaynakli radikaller de g¢esitli sekillerde,
ornegin fenilhidrazin metabolizmas1 sirasinda olusurlar.
Gegis metal iyonlar1 da serbest radikal tanimina uyar. Radikal
yapisinda olanlarin disinda bir de radikale doniisme potansiyeli
olan molekiiller mevcuttur. Bunlar reaktif tiirler olarak bilinir:
Oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen
species, ROS), azot kaynakli olanlar reaktif azot tiirleri (reactive
nitrogen species, RNS), kiikiirt kaynakli olanlar reaktif kiikiirt
tiirleri (reactive sulfur species, RSS) olarak adlandirilir (Tablo 1.1).
Hiicre i¢inde reaktif tiirlerin olusumu bir¢ok uyarinin etkisiyle
artar. Olusan serbest radikaller lipit, protein, DNA, karbonhidrat
ve enzim gibi tim Onemli bilesiklere etki ederler. Fizyolojik
kosullarda hiicrede siirekli olusan reaktif tiirlere karsi koyan ve
onlarla etkilesen antioksidanlar arasinda bir denge mevcuttur. Bu
dengenin reaktif tiirler lehine bozulmasi yani hiicrede radikallerin
birikmesi veya endojen savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi
halinde ise oksidatif stres olarak tanimlanan durum ortaya ¢ikar. 2

1 Halliwell, B., & Gutteridge, J. M. (2015). Free Radicals in Biology and Medicine.
Oxford University Press, USA.

2 Sies, H. (2019). Chapter 13 - Oxidative Stress: Eustress and Distress in Redox
Homeostasis. In G. Fink (Ed.), Stress: Physiology, Biochemistry, and Pathology
(pp. 153-163). Academic Press. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-813146-
6.00013-8.
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Sekil 2. Reaktif tiirler, antioksidanlar ve oksidatif stres arasindaki iligki >

Reaktif oksijen, azot ve kiikiirt tiirleri

Stiperoksit (O,™)

Ozon (O,)

Singlet oksijen (10,)

Hidrojen peroksit (H,0,)
Reaktif Oksijen Tiirleri Hidroksil radikali (*OH)
Hipokloroz asit (HOCI)
Hipobromoz asit (HOBr)
Alkoksil radikali (RO*)

Peroksi radikali (ROO*)
Hidroperoksil radikali (ROOH"*)

Nitrik oksit (NO*)

Azot dioksit (NOO*)
Peroksinitrit (ONOO")
Nitroz asit (HNO,)

Nitrozil katyonu (NO*)
Nitroksi anyonu (NO")
Nitroz asit (HNO,)

Diazot tetraoksit (N,0,)
Peroksinitrik asit (ONOOH)
Nitronyum katyonu (NO,*)
Alkilperoksi nitrit (RONO)

Reaktif Azot Tiirleri

Tiyil radikali (RS*)
Siilfenil (RSO*)
Tiyil peroksil (RSO,")

Reaktif Kiikiirt Tiirleri

3 Ogura, Y., Kitada, M., & Koya, D. (2021). Sirtuins and Renal Oxidative
Stress. Antioxidants, 10(8), 1198. https://doi.org/https://doi.org/10.3390/
antiox10081198.
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Serbest radikal kaynaklar1

Serbest radikallerin baglica kaynagi mitokondriyal solunum
zinciridir.# Aerobik solunum gerceklesirken, elektronlarin teker teker
molekiiler oksijene aktarilmasi sirasinda siiperoksit radikali tiretilir.
Ayrica inflamasyon durumunda, sitokinler serbest birakildiginda
uyarilan notrofil ve makrofajlar serbest radikalleri liretmeye baslar.
Serbest radikaller lipit peroksidasyonu sirasinda ara iiriin olarak
veya mitokondriyal sitokrom oksidaz gibi bazi enzimlerin etkisiyle
de olusabilir. Diiz kas hiicrelerinde ve trombositlerde arasidonik asit
metabolizmasi tarafindan iretilebilir. Otooksidasyon reaksiyonlar1
sirasinda, NADPH oksidaz gibi enzimlerle veya endoplazmik
retikulumda sitokrom P450 sisteminde meydana gelen elektron
kacaklarindan serbest radikal olusabilir. Ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, aminoasit oksidaz gibi bazi enzimlerin katalitik
dongiileri esnasinda da serbest radikaller olusur. >

o Tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler gibi
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda gorev alabilen kii¢iik
molekiiller, serbest radikal olusturabilir.

o Niikleer membranlara ve endoplazmik retikulum bagh
sitokromlarin oksidasyonundan kaynakli serbest radikal
tretimi olur.

o Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda rol alan bakur,
demir gibi gecis metalleri, serbest radikal reaksiyonlarini
katalizler. Plazma membraninda yer alan lipooksijenaz,
protein kinaz, siklooksijenaz, gibi enzimlerin aktivasyonu
ile serbest kalan arasidonik asidin oksidasyonu sonucunda
serbest radikaller olusur.

« Aktive olmus fagositer hiicrelerde (nétrofil, makrofaj vb.)
solunumsal patlama sirasinda siiperoksit anyonu, hidrojen
peroksit, hidroksil radikali ve hipoklordz asit gibi bir ¢ok
reaktif oksijen tiirleri olusur.

o Iskemi, travma ve yanik gibi oksidatif stres meydana getiren
durumlar da serbest radikal kaynagidur.

Serbest radikaller c¢ogu c¢evresel olan ¢ok sayida ekzojen
kaynaktan da olusur. Hava kirliligi, radyasyon, sigara dumani,

4 Raha, S., & Robinson, B. H. (2000). Mitochondria, oxygen free radicals, disease
and ageing. Trends in Biochemical Sciences, 25(10), 502-508.

5 Phaniendra, A., Jestadi, D. B., & Periyasamy, L. (2015). Free radicals: properties,
sources, targets, and their implication in various diseases. Indian Journal of
Clinical Biochemistry, 30(1), 11-26. https://doi.org/10.1007/s12291.014.0446-
0.
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solventler, aromatik hidrokarbonlar ve pestisitler gibi cevresel
ajanlar stres kaynagidir. Tum bunlar katekolamin sentezini uyarir,
katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal olusumuna sebep
olur. Asagida siralanan dis etkenler de serbest radikal iiretimine
katkida bulunabilir.

o UV sinlari, X-151n1, gamma 1s1nlar1, mikrodalga 1sinlar

o Organik maddelerin yakilmasi, orman yanginlari, volkanik
faaliyetler

o Benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi
hava kirleticiler

o Temizlik Griinleri, tutkal, boya, tiner, parfiimler ve bocek
ilaglar1 gibi kimyasallar

« Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su kirletici maddeler

o Alkol ve sigara kullanimi, sigara dumani, egzoz dumani

Oksijenli yasam

Molekiiler oksijen, diinyay:r cevreleyen atmosferde vyaklasik
2.2 milyar yil once, siyanobakterilerin giinesten gelen enerjiyi
kullanarak suyu pargalamasiyla ortaya ¢ikmuistir. Siyanobakteriler
canliliklarinin devamu igin suyu parcalayarak hidrojen atomlarini
elde ettiler ve bunun yan iiriinii olarak atmosfere O, salind1. Salinan
O,nin ¢ogu bugiin kayalarda ve cevherlerde bulunan metal oksit
yataklarmm olusumu ile tiiketildi. Bu tiiketime ragmen atmosferde
onemli miktarda O, birikimi olmugtur. Atmosferik oksijendeki artis,
diinyadaki yasam 1c;1n oldukea avantajliydi. Bu avantaj, stratosferde
ozon (O,) tabakasinin olusumuna yol agti. Ayrica diinyada en bol
bulunan dérdiincii element olan demir ortamlarin meydana ¢ikardi.

Ozon tabakasinin ve atmosferdeki serbest oksijenin diinyaya
gelen giines 1s1nlarindaki yogun ultraviyole (UV-C) radyasyonunu
filtrelemesinin bir sonucu canli organizmalarin denizden ayrilarak
kara yagantisini kesfetmeleri olmustur. Ancak atmosferde O, artis1
sorun da yaratmistir. Canli organizmalar ilk ortaya glktlklarmda,
atmosferdeki gazlar N, ve CO, idi. Bugiin hala mevcut olan bu
canli grubunun (anaeroblar) oksijen varligindaki biiytimeleri
genellikle yavastir. Ayrica, atmosferik seviyedeki oksijene maruz
birakildiklarinda oliirler. Buradan anlagilacagi gibi atmosferdeki
serbest O, miktar1 arttik¢a, bu tiirlerin bir¢ogunun 6lmiis olmasi
gerekirdi. "Ancak dyle olmamustir, canli sistemlerin degisen evreye
ve kosullara adaptasyonu s6z konusudur. Giiniimiizde de bulunan
ve adaptif bir evrim gosteren anaeroblarin torunlari, kendilerini
O,'nin bulunmadig) ortamlarla sinirlandirarak, yiikselen atmosferik
O, seviyelerinde hayatta kalmanin yolunu bulmuglardir. Diger
organizmalar ise O, toksisitesine kargt koruma saglamak igin
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antioksidanlar ile savunma gelistirmeye baslayarak farkl bir adaptif
evrim yolunu se¢mislerdir.

Yasamin bi¢cimlenmesinde 6nemli kavsaklarindan biri, prokaryot
yasamdan Okaryot hiicreli yasama gegistir. Bunun devaminda ¢ok
hiicreli canlilarin evrimi gergeklesmistir. Yeryiiziindeki atmosferin
oksijen agisindan zenginlesmeye baslamasiyla birlikte, biiytik
anaerobik bakteriler hiicresel solunum iiriinlerini kullanmak igin
daha kii¢iik aerobik bakterileri kullanmis olmalidir. Bu sekilde
kiigiik bir aerobik bakterinin biiylik hiicre tarafindan korunmus
olmasi, her iki organizmanin bu durumdan yararlanmasini
saglamistir. Bu simbiyotik iliski sonucunda bugiin mitokondri
olarak bildigimiz organeller olusmustur. Mitokondrinin baslica
gorevi enerji liretimidir. Mitokondride yer alan solunum zinciri
(elektron tasima zinciri) hiicre i¢indeki siiperoksit radikallerinin en
onemli kaynaklarindandir. © Solunum zincirindeki bir dizi protein
kompleksi {iizerinden aktarilan elektronlarla molekiiler oksijen
suya indirgenir Normal sartlar altinda solunum zincirinde oksijen
radikalleri agiga ¢ikmaz. Ciinkii sitokrom oksidaza kadar olan tim
ara basamaklar kararlidir. Ancak, fosforilasyon i¢in gerekli substrat
eksikligi oldugunda elektron kagaklar1 olur ve oksijen indirgenerek
stiperoksit radikalini olusturur. Radikal olusumunun nedeni NADH-
KoQ rediiktaz enziminden elektron sizintisidir.

T &

1 mﬁ;mm ..

Sekil 3. Mitokondriyal solunum zinciri ve oksidatif fosforilasyon”

6 Cadenas, E., & Davies, K. J. (2000). Mitochondrial free radical generation,
oxidative stress, and aging. Free Radical Biology and Medicine, 29(3-4), 222-
230. https://doi.org/10.1016/S0891-5849(00)00317-8.

7 Al Shahrani, M., Heales, S., Hargreaves, 1., & Orford, M. (2017). Oxidative
Stress: Mechanistic Insights into Inherited Mitochondrial Disorders and
Parkinson’s Disease. Journal of Clinical Medicine, 6(11), 100. https://www.
mdpi.com/2077-0383/6/11/100.
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Oksijen kaynakl: reaktif tiirler

Oda sicakliginda oksijen molekiiler oksijen olarak adlandirilan
dioksijen (O,) formundadir. Molekiiler orbitallere yerlesmis onalt:
elektrona sahip olan molekiiler oksijen bir biradikaldir. Oksijenin
metabolizmasi sonucu olusan ¢esitli molekiiller, canli sistemlerde
tretilen en onemh radlkal smifin1 (reactive oxygen species, ROS)
temsil etmektedir. 8

Molekiiler oksijenin yapisina bir elektron eklenmesiyle, bu radikal
siiperoksit anyonu (O, ) haline déniisiir. Stiperoksit anyonu gesitli
metabolizma sureqlermde veya fiziksel 1sinlama ile olusmaktadir.
Birincil reaktif oksijen tiirii olarak kabul edilen siiperoksit anyonu
enzimlerin veya metal iyonlarinin etkisiyle, ikincil reaktif oksijen
tiirlerini tiretmek iizere diger molekiiller ile etkilesime girer.

00 00 :0:0:
Oksijen Stlperoksit anyonu Peroksit
0, -0y -05°
H:0:0'H 'O'H OH
Hidrojen Peroksit Hidroksil radikali Hidroksil iyonu
H,0, -OH OH"

Sekil 4. Molekiiler oksijen ve reaktif oksijen tiirleri

Serbest radikal reaksiyonlar1 sonrasinda aciga ¢ikan singlet
oksijen ise bir serbest radikal degildir. Yapisinda eslesmemis elektron
yoktur, yine de reaktif oksijen tiirleri icerisinde yer alir ve birkag
farkli yoldan olugabilir. Aerobik hiicrelerde oksijenin kararli duruma
gegmek ve suya donilismek iizere bir elektron alarak indirgenmesiyle,
siiperoksit anyonu (O,*”) olusur. Oksijenin potansiyel bir toksik
madde sayilmasinin asil nedeninin bu doniisiim oldugu ileri
stirilmektedir. Endojen oksijen radikallerinin baglica kaynag: olan
stiperoksit anyonu hem oksitleyici, hem de rediikleyici o6zellige
sahiptir. Hidrojen peroksitin kaynagi olmasi ve gegis metalleri

8 Auten, R. L., & Davis, J. M. (2009). Oxygen toxicity and reactive oxygen
species: the devil is in the details. Pediatric Research, 66(2), 121-127.

9 Halliwell, B. (1984). Oxygen radicals: a commonsense look at their nature and
medical importance. Medical Biology, 62, 71-77.
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iyonlarin1 indirgemesi nedeniyle de Onemlidir. Nitrik oksitle
reaksiyona girmesiyle, daha sonra azot dioksit (NO,), nitronyum
iyonu (NO,*), hidroksil radikali ("OH) gibi toksik {riinlere de
doniisebilen peroksinitriti (ONOO") olusturur. Siiperoksitin bir
diger 6nemli etkisi, indirgenmis gegis metallerinin geri doniisiimlii
otooksidasyonu olarak bilinen, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyon
ile iligkilidir. Stiperoksit anyonu mitokondriyal solunum zincirinini
yani sira endoplazmik retikulumdan da elektron sizmasiyla olusur.
Bir bagka siiperoksit kaynagi fagositik hiicrelerdeki solunumsal
patlamadir. Notrofillerde plazma membraninin dis yiiziinde yerlesmis
olan NADPH oksidaz enzimi, notrofilin uyarilmasiyla birlikte oksijen
molekiiliine iki elektron aktararak iki molekiil siiperoksit olusturur.
Hiicrelerde siiperoksit iireten bir bagka kaynak ksantin oksidazdir.
Bu enzimin kataliziyle ksantinin iirik aside doéniigiimii sirasinda
stiperoksit olusur

Reaktif tiirlerin kimyas1

Reaktif tiirlerin termodinamik etkinligi ve aktivitelerinin
degerlendirilmesinde kimyasal yapilar1 6nemlidir. Termodinamik
kimyasal reaksiyonlarin meydana gelme olasiligini gosterir. Enzimler
sadece termodinamik olarak miimkiin reaksiyonlar1 hizlandirabilir.
Klasik olarak serbest enerji degisimi (AG) negatif ise reaksiyon
termodinamik a¢idan miimkiindiir.

Serbest radikallerin ana kaynagi molekiiler oksijendir.
Organizmadaki pek ¢ok oksitlenme reaksiyonu Fe, Cu gibi gecis
metallerini iceren enzimler vasitasiyla ve molekiiler oksijene tek
elektron transferi ile meydana gelir. Yapisinda eslesmemis elektronlar
bulunduran molekiiler oksijen, reaktif tiirlerin olusumunda 6nemli
rol oynamaktadlr Hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit (O,*),
singlet oksijen ('0,) ve hidroksil radikali (OH ) gibi reaktif oks1)en
tiirleri toksik etkilere yol agarlar.

Hidrojen peroksit, siiperoksit veya molekiiler oksijenin ¢evredeki
molekiillerden bir veya iki elektron almasiyla olusan peroksitin iki
protonla (H*) birlesmesi sonucunda meydana gelir.

O +e-+ 2H > HO,
O, +2e-+ 2H > H,O,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit {iretimi dismutasyon
yoluyla olur. Siiperoksit dismutaz enziminin kataliziyle ya da spontan
olarak gerceklesen bu reaksiyonda, iki stiperoksit molekiilii iki proton
alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olusturur.

20,7 -+2 H*> H,0,+0,
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Hidrojen peroksitin kendisi serbest radikal degildir. Ancak serbest
radikal olusumunda 6nemli rol oynamaktadir, bu nedenle reaktif
tiirlerin kapsamina girer. Fe*2, Cu* gibi gecis metallerinin varliginda
Fenton reaksiyonu, stiperoksit radikallerinin varliginda da Haber-
Weiss reaksiyonu hidroksil radikalini (OH*) olusturur. Hidroksil
radikali en giiglii oksitleyici radikal olarak belirlenmistir. DNA,
proteinler, lipitler, amino asitler, metaller ve glukoz ile etkilesime
girebilir.

H,O,+ Fe*? > OH* + OH™ - + Fe*? (Fenton reaksiyonu)
O,””-+H,0,»> OH* + OH™ - + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

Ote yandan, mitokondride enerji iiretimi sirasinda meydana
gelen elektron kagaklar1 oksijenin siiperoksit radikaline doniisiimiine
neden olur. Siiperoksit radikali oksijen molekiiliiniin bir elektron
alarak indirgenmesi disinda, gecis metallerinin otooksidasyonuyla da
meydana gelebilir. Stiperoksit radikalinin reaktifligi yliksek derecede
degildir ve direkt olarak zarar vermez. Bu radikalin asil 6nemi,
hem hidrojen peroksit kaynagi hem de gecis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir.

Fet2+ O,»> Fet + 0,
Cu"+0,> Cut + O,

Reaktif tiirlerin kimyasini degerlendirmede sik kullanilan bir
parametre indirgeme potansiyelidir. Redoks reaksiyonlarinin
yoniinii ve olabilirligini belirleyen indirgeme potansiyelleri, hangi
bilesiklerin kendi kendine oksitlenebilir oldugunu tahmin etmeye
yarar. Otooksidasyon, termodinamik olarak miimkiin olsa bile,
genellikle yavastir. 1°

Periyodik tablodaki d-blogu gecis elementlerini igerir. Gegis
elementlerinin ilk sirasindaki metallerin atom ve/veya iyonlarinda
eslesmemis elektronlar bulunur. Bu nedenle, ¢inko disinda tiimii
serbest radikaldir. Gegis metallerinin biyolojik etkilerinin ¢ogu, tek
elektron kabul etme veya bagislama yetenegi ile iliskilidir. Indirgeme
potansiyelleri de metale giden ligandlara baglidir. Bu nedenle degisik
enzimlerde bulunabilir, ayn1 metalin farkli reaksiyonlarin katalizinde
gorev alirlar. 1!

Bazi gecis metalleri ile iistlendikleri gorevler sunlardir:

10 Valko, M., Morris, H., & Cronin, M. (2005). Metals, toxicity and oxidative
stress. Current Medicinal Chemistry, 12(10), 1161-1208.

11 Miller, D. M., Buettner, G. R., & Aust, S. D. (1990). Transition metals as
catalysts of “autoxidation” reactions. Free Radical Biology and Medicine, 8(1),
95-108.
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e Bakir (Cu): EC-SOD, Cu/Zn-SOD, sitokrom oksidaz, lizil
oksidaz, dopamin hidroksilaz gibi enzimler i¢in gereklidir.

o Cinko (Zn): RNA polimeraz, karbonik anhidraz, Cu/Zn-SOD,
glioksalaz I ve ¢inko parmak yapisinda bulunur.

e Krom (Cr): Glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde rol
oynar.

e Manganez (Mn): MnSOD, arginaz, hidrolazlar ve karboksilaz
enzimlerini aktive eder.

o Demir (Fe): Hemoglobin, miyoglobin, siklooksijenazlar,
sitokromlar, hidroksilaz/oksidazlar, ribontkleotit rediktaz,
akonitaz, siiksinat dehidrojenaz ve katalaz i¢in gereklidir.

« Kobalt (Co): B12 vitamini i¢in gereklidir.

Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H,O,) reaktif olmayan bir oksijen tiirevi
molekiildiir. Yiitksek seviyelerde bir¢ok hiicre tipi i¢in toksik
olmasina ragmen, sinirli ve secici reaktivitesi nedeniyle bir sinyal
molekiilii olarak da gorev yapar. Hidrojen peroksit, suyla kolayca
karisir ve in vivo olarak hiicrelerin icinde ve arasinda yayilabilir.
Diftizyon hizlidir, ancak tamamen serbest degildir ve membran
lipit bilesiminden etkilenir. Genellikle, hiicre zarlarini gegen H,O,
demir ve muhtemelen bakir iyonlar: ile reaksiyona girerek OHe
gibi daha zararli tiirleri olusturur. Zayif reaktivitesine ragmen
sitotoksiktir, yliksek konsantrasyonda dezenfektan olarak kullanilir.
Yara tedavisinde kullanilan balin antiseptik aktivitesi de kismen
H,O, olusumundan kaynaklanmaktadir. Askorbat, tiyoller ve
baz1 flavonoidler hiicre kiiltiirii ortamlarinda oksitlenerek H,O,
tiretebilir. Bu da hiicre kiiltiirti deneylerinde bazi yanlis yorumlara
neden olabilir. Ayrica hiicreleri H O,’ye maruz birakmak NADPH
oksidazlar1 aktive ederek O,*~ iiretimini artirabilir. 2

Hidroksil radikali

Organizmada hidroksil radikalleri ¢ok farkli yollardan
olusmaktadir. * Ozondan, peroksinitritten, hidrojen peroksitin
metal iyonlar: ile reaksiyona sokulmasiyla veya hidrojen peroksit

12 Abdollahi, M., & Hosseini, A. (2014). Hydrogen Peroxide. In P. Wexler (Ed.),
Encyclopedia of Toxicology (Third Edition) (pp. 967-970). Academic Press.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-386454-3.00736-3.

13 Kehrer, J. P, Robertson, J. D., & Smith, C. V. (2010). 1.14 — Free Radicals and
Reactive Oxygen Species. In C. A. McQueen (Ed.), Comprehensive Toxicology
(Second Edition) (pp. 277-307). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-08-
046884-6.00114-7.
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yapisindaki O - O baginin homolitik fisyonuyla hidroksil radikali
tiretilebilir. Baglica hidroksil radikali kaynaklari agagida siralanmustir.

fyonize radyasyon: Canli hiicrelerin ana bileseni sudur.
Yiiksek enerjili radyasyona maruz kalinmasi suyun homolitik
fisyonuna ve OH® iiretimine neden olur. Iyonlagtirici
radyasyonun canli organizmalara verdigi hasarin ¢ogundan
OH" sorumludur.

Hipokloréz asit : Ferrosiyanit ve Fe?™ - sitrat gibi bazi
demir selatlar: ile reaksiyona girebilir. Aromatik bilesiklerin
hidroksilasyonuna eden olur.

Ultrason: Akustik kavitasyon adi verilen bir olay olan gaz
kabarciklarinin olusumuna, biiylimesine ve ¢Okmesine
neden olur. Birkag bin derecelik sicaklik ve yiizlerce atmosfer
basincinin bir araya geldigi sicak noktalara ¢oker ve H O ile
H* ve OH* arasindaki homolitik fisyona neden olur. Bobrek
taslary, litotripsi teknikleriyle hizli sonik darbeler kullanilarak
yaratilan sok dalgas: ile parcalanmaktadir. Ancak, yapilan
calismalar bu sirada oksidatif hasarin ortaya cikabilecegini
disiindiirmektedir.

N-hidroksitiyopiridonlar: Laboratuvarda OHe kaynag:
olarak kullanilir. Ayn1 zamanda dikkate alinmasi gereken bir
kiikiirt radikalini tiretir.

Kinonlar ve yari-kinonlar: H O, den demir iyonlar1 igeren
redoks reaksiyonlar1 ile OH® iiretebilir. Tetrakloro-1,4-
benzokinonun metal iyonundan bagimsiz reaksiyonlar ile
OH" iiretebildigi gosterilmistir. Bu reaksiyon bir peroksit
ara Uriiniiniin olusumunu igerir. OH* serbest birakmak icin
homolitik olarak boliinmektedir.

Karbonat ve bikarbonat: Hidroksil radikalinin karbonat veya
bikarbonat ile reaksiyonu karbonat radikallerini olusturur.
Bu nedenle, deneysel modellerde kullanilan reaksiyon
karigimlarinin CO,/HCO," igerigine dikkat edilmelidir. Bu
oksidatif hasari etkilemede 6nemli bir parametredir.

CO32‘+OH‘ > CO;‘ +OH"
HC03‘+OH‘ > HZO+ CO;‘

Karbonat radikalleri yaklasik 600 nmdeki 15181 absorplamaktadir.
Reaksiyon karigimlarindaki seviyelerini bu yolla izlemek miimkiin
olmaktadir.
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Siiperoksit radikali

Stiperoksit anyonu diger reaktif tiirlere kiyasla ¢ok daha az
reaktiftir. 1 Sulu ¢ozeltilerdeki ¢ogu biyolojik molekiille reaksiyona
girmez. Bununla birlikte, NO* gibi radikaller ile baz1 enzimlerdeki
demir-siilfiir kiimeleriyle ve hidroksitirozin grubundan hidrojenin
soyutlanmasiyla olusan fenoksil radikalleriyle hizlica reaksiyona
girmektedir. Sulu ¢ozeltilerdeki O,"’nin hizla kaybolmasi
dismutasyon reaksiyonundan kaynaklanir. Dismutasyon, ayni tiiriin
hem oksitlendigi hem de azaltildig1 bir kimyasal reaksiyondur. Bu
reaksiyonda, bir siiperoksit O,’ye oksitlenirken, digeri H,O,ye
indirgenir.

1V LGRS 2H* > H,O,+0,
HOZ' + 02" +H+-> H202 + O2

Dismutasyon reaksiyonu fizyolojik kosullar altinda O,*~
protonlamas: ve ardindan HO “nin bagka bir O,*~ ile reaksiyonu
seklinde devam eder. Asidik pH degerlerinde hizlidir. Siiperoksit
radikali karmagik bir reaksiyon mekanizmasi ile formazan
tiretmek iizere nitroblue tetrazolyumu (NBT) tiiketir. Bu reaksiyon
SOD analizinde kullanilir. Siiperoksit organik ¢oziiciiler iginde
¢oziindiigiinde, kimyasal olarak suda oldugundan ¢ok daha sert hale
gelir. Bir baz ve bir indirgeyici ajan olarak hareket etme kabiliyeti artar.
Ornegin, organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis siilfiir dioksit (SO,) gazin
azaltabilir, ancak sulu ¢ozeltide bu etki yoktur Ortamda protonlar
mevcut degilse, dismutasyon 6nlenir ve O, uzun siire kalir ve baska
bir molekiildeki posz yiik merkezine sa aldiran bir niikleofil gorevi
goriir. Boylece O, esterlere saldirarak alkoliin yer degistirmesine
ve bir karboksilik asit olusumuna yol agabilir. Organik ortamdaki
super0k51t ise kloroform, tetraklorometan (CCl,), heksaklorobenzen

C.Cl) ve poliklorobifeniller gibi klorlanm1§ hidrokarbonlarla
nu eofil olarak etkilesebilir.

Peroksil ve alkoksil radikalleri

Peroksil (RO,*) ve alkoksil (RO*) radikalleri ¢ok iyi oksitleyici
ajanlardir. 1° Superoksmn protonlanmis hali olan HO*, en basit
peroksil radikali olarak kabul edilebilir. Peroksil radikalleri askorbat
ve NADH'yi oksitler, O, varliginda O,*~ olusumuna yol agarlar.

14 Hayyan, M., Hashim, M. A., & AlNashef, I. M. (2016). Superoxide ion:
generation and chemical implications. Chemical Reviews, 116(5), 3029-3085.

15 Kehrer, J. P, Robertson, J. D., & Smith, C. V. (2010). 1.14 — Free Radicals and
Reactive Oxygen Species. In C. A. McQueen (Ed.), Comprehensive Toxicology
(Second Edition) (pp. 277-307). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-08-
046884-6.00114-7.
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RO,* + NADH > RO _H + NAD"*
NAD* + O, > NAD* + O’

Alkoksil ve peroksil radikalleri, diger molekiillerden H°
soyutlayabilir. Bu lipit peroksidasyonu vyolaginda o6nemli bir
reaksiyondur. Bazi RO," radikalleri O,"”i serbest birakmak icin
parcalanir. Ornegin, glui<oz OH" ile reaksiyona girdiginde alt1 farkli
RO, radikali olusur. Ciinkii mevcut alt1 karbon atomunun herhangi
birinde OH" ile soyutlama meydana gelebilir.

R [}

| Il .
R—C—0!—=R—C—R + H + O,

|

OH

Peroksil radikalleri, singlet oksijen (10,) iiretmek iizere birbirleriyle
reaksiyona girebilir. Aromatik alkoksil ve peroksil radikalleri alifatik
olanlardan daha az reaktif olma egilimindedir. Ciinkii bunlarda
elektronlar benzen halkasina delokalize durumdadir. Biyolojik
sistemlerde iiretilen tirozin fenoksil radikali (tirozil, TyrO), 0O,
ile reaksiyona girebilmesine ragmen bitirozin vermek i¢in ¢apraz
baglanir. Tirozil radikali ayrica askorbatla veya sistein ve glutatyon
(GSH) gibi tiyollerle reaksiyona girerek onlar1 radikale doniistiiriir.

Tyr-O* + R-SH > Tyr-OH + RS*  Tyr-O® +AscH > Tyr-OH + Asc*~

Ayrica, GSH eklentileri olusturabilir. Tirozil radikalleri
fotosentezde ve prostaglandin biyosentezinde de yaygin olarak
kullanilir.

Karbon merkezli radikaller de RO,* radikalleri olusturmak igin O,
ile hizla reaksiyona girerler. Organik peroksitlerin (ROOH) ayrismasi
ile hem RO,* hem de RO* iiretilir.

ROOH + Fe** > RO,*+ Fe?* + H*
ROOH + Fe?* 5 RO* + OH™ + Fe3*

Yukaridaki reaksiyonlar demir iyonu ile wuyarilan lipit
peroksidasyonunda oOnemlidir. Protein peroksitleri de protein
radikalleri vermek i¢in metal iyonlar1 tarafindan ayristirilabilir.
Lipit peroksitleri ayrica RO," olusturmak {izere HO," ile reaksiyona
girebilir.

HOZ‘ + ROOH > ROZ‘ + H202
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Halojenlenmis kinonlarin, hidroperoksitleri ROe radikallerine
ayristirdigr  bildirilmistir. Azo baslaticilardan  2,2’-azobis(2-
amidinopropan)  dihidrokloriir =~ (AAPH) ve  2,2’-azobis
(2,4-dimetilvaleronitril) (AMVN) in vivo olarak RO e« radikalleri
tiretmek i¢in kullanilmaktadir. AAPH suda qézﬁnﬁr2ken, AMVN
hidrofobiktir ve daha ¢ok lipit fazinda radikal tiretmek i¢in kullanilir.

Bu bilesikler, karbon merkezli radikaller (R) vermek tizere belirli
bir oranda ayrigirlar. Daha sonra RO, * radikalleri vermek iizere O, ile
hizla reaksiyona girerler.

R-N=N-R->N +2R*

Karbon merkezli radikallerin kendileri, albiiminin — SH gruplar:
dahil olmak iizere bazi1 biyolojik molekiiller ile de reaksiyona girebilir.
Bunedenle RO, "’ye tam déniigiimlerini saglamak igin ortamda yeterli
O, saglanmasi onemlidir. 6

Nitrik oksit

Nitrik oksit (NO) renksiz bir gazdir, suda orta derecede (20°Cde
2 mM’ye kadar, 37°Cde yaklagik 1.6 mM), organik ¢oziiciilerde daha
iyi ¢ozlintir. Bu nedenle NO* membranlar1 gegebilir ve hiicreler
arasinda ve hiicre iginde kolayca yayilabilir. Nitrik oksit bir serbest
radikaldir ve kolayca dimerlesmeyen bir yapiya sahiptir. Nitrik
oksitin reaktivitesi diisiiktiir, tiyoller de dahil olmak iizere ¢ogu
biyolojik molekiille yavas reaksiyona girer. Tiyollerden tiyonitritler
(nitrosotiyoller) olusturmasi i¢in dnce ONOO™ veya N, O, gibi daha
yiksek bir azot oksit olusturmalidur.

Literatiirdeki nitrik oksit ile ilgili bilgiler biyiik 6l¢lide nitrik
oksitin stiperoksitle yaptigi reaksiyona ve olusan peroksinitrit
tizerine odaklanmistir. Bu molekiiliin potansiyel zararli etkileri
arasinda sitokrom oksidaz ve riboniikleotit rediiktaz gibi enzimlerin
inhibisyonu sayilabilir. Nitrik oksit ¢esitli hem tiirleriyle de reaksiyona
girer. Peroksitlerin varliginda bu yolla proteinlerin prooksidan
ozelliklerini azaltir.

Nitrik oksit, viicudun hemen hemen her yerinde 6nemli fizyolojik
roller iistlenmistir. 7 Etkilerinin ¢ogu guanilat siklaz enzimindeki
Fe?t gruplarina baglanmasindan kaynaklanir. Vaskiiler endotelyal
hiicrelerde sentezlenen NO® hemen her yone yayilir. Diiz kas
tabakasina ulastiginda guanilat siklaza baglanir ve aktive olur. Boylece
daha fazla cGMP vyapilir, cGMP hiicre ici serbest Ca?* miktarini

16 Forbes, M. D. (2010). Carbon-centered free radicals and radical cations:
structure, reactivity, and dynamics (Vol. 2). John Wiley & Sons.

17 Kelm, M. (1999). Nitric oxide metabolism and breakdown. Biochimica et
Biophysica Acta, 1411(2-3), 273-289.
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azaltarak kaslar1 gevsetir. Ayrica damarlar1 genisletir ve kan basincini
diistiriir. Nitrik oksitin sinyal iletideki diger rollerine, proteinlerdeki
sistein kalintilarinin S-nitrozilasyonu aracilik eder. Asir1 iiretimi
hiicre hasarina neden olabilir. Bu etki dogrudan olabilir veya N,O,
veya ONOO™ gibi diger reaktif azot tiirlerinden kaynaklanir.

Hayvanlarda NO sentezi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri
tarafindan katalizlenir. Ug tip NOS vardir. Néronal NOS (nNOS)
sinir sistemi dokularinda tanimlanmustir. Iskelet kasinda kasilmay1
diizenlemeye yardimci oldugu bilinir. Endotelyal NOS (eNOS)
yapisal olarak endotel hiicrelerinde eksprese edilir. Kan basincinin
diizenlenmesi i¢in gerekli nitrik oksiti sentezler. Vaskiiler
endotelyumdan gelen nitrik oksit kan damarlarini rahatlatan endotel
kaynakli bir gevseme faktorii olarak tanimlanmistir. eNOS ve nNOS
enzimleri, Ca’* iyonlarin1 ve kalmodulin proteinlerini gerektirir.
Genellikle inflamasyon bolgelerinde bulunan ve uyarilabilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) adi verilen bir NOS da bulunur. Bu enzim ilk
olarak endotoksinler veya baz: sitokinlerle etkilesen makrofajlar ile
karaciger hiicrelerinde tanimlanmistir. Kalmodulini sikica baglar
ve aktivitesi Ca?"dan bagimsizdir. Hizli bir gekilde NO* olusumunu
katalize eder ve normalden ¢ok daha yiiksek lokal konsantrasyonlar
tiretir. NOS enzimi igin hiz sinirlayici faktér O, konsantrasyonudur.
Nitrit, in vivo kosulda 6nemli bir NO* donéridiir.

RSNO > RS* + NO

Nitrovazodilatorler adi verilen ilaglar vazokonstriksiyonu
anormal olan hastaliklarin tedavisi icin kullanilmaktadir. Bu ilaclar
arasinda organik nitrat ve nitritler, inorganik nitrozo bilesikleri ve
nitrosotiyoller bulunur. Bu bilesikler laboratuvar deneylerinde NO*
donorii olarak kullanilmaktadir.

Peroksinitrit

Nitrik oksit reaktif oksijen tiirleriyle ¢esitli sekillerde etkilesime
girebilir. '® Hidrojen peroksit ve NO* bazi sistemlerde sinerjistik
etki gosterir. Hiicre tipine, kullanilan NO* dondériine, reaktif tiirlerin
konsantrasyonuna ve hiicrelerin daha o6nceden bu molekiillere
maruz kalip kalmadigina bagh olarak, birbirlerinin sitotoksisitesini
artirabilir veya azaltabilir.

NO* +0,*~ > ONOO"

Bu reaksiyon, stiperoksitin SOD ile reaksiyonundan daha biiyiik
bir hiz sabitine sahiptir. Siiperoksit, hiicre kiiltiirii ortaminda

18 Radi, R. (2018). Oxygen radicals, nitric oxide, and peroxynitrite: Redox
pathways in molecular medicine. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 115(23), 5839-5848. https://doi.org/doi:10.1073/pnas.180.493.2115.
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cesitli mekanizmalarla {iretilebilir Bu durumda, eklenen NO*
donérlerinden ONOO - olusur. Hiicrelere, dokulara veya viicut
swvilarina peroksinitrit eklenmesi antioksidanlarin tiikenmesine,
lipitlerin oksidasyonuna ve nitrasyonuna, DNA iplik¢iklerinin
kirilmasina, DNA bazlarinin nitrasyonu ve deaminasyonuna,
proteinlerde aromatik amino asit kalintilarinin nitrasyonuna ve
sisteinin oksidasyonuna neden olur.

Proteinlerde en ¢ok rastlanan reaksiyon, tirozinin 3-nitrotirozine
dontstirilmesidir. Triptofan ve fenilalanin de nitratlanabilir.
Hemoglobin ve diger hem proteinleri de ONOO™ ile hizla
oksitlenir. Tirozin kalintilarinin nitrasyonu bir biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir. Nitrasyon genellikle enzim inaktivasyonuna
ve sinyal iletim sistemleri ile etkilesime yol agar. Kismi nitrasyon
tirozin-OH grubunun pKasin1 10dan 7.5 disiirerek, pH 7.4’te
o6nemli miktarda iyonizasyona neden olur ve tirozini hidrofilik
hale getirir. Tirozinlerin nitrasyonu bazi durumlarda tirozin
kinazlarla olan fosforilasyonu engelleyebilir. Manganez igeren
stiperoksit dismutaz enzimi de nitrasyona duyarlidir ve enzim
inaktivasyonuna neden olur. Peroksinitritin diger protein hedefleri
arasinda N-asetiltransferazlar, sitokromlar, glutatyon transferazlar,
norofilament proteinleri, siklooksijenazlar, prostasiklin sentaz ve
albiimin yer alir. Cesitli dokularda ve azot oksitlere maruz kalan
organizmalarda hangi proteinlerin nitratlandigini tanimlamak i¢in
proteomik teknikler kullanilmaktadir.

Kiikiirt kaynakl radikaller

Kiikiirt yasamsal bir elementtir. Hiicrelerin biiylimesinde ve
islevselliginde 6nemli roller tistlenmistir. Sistein ve metiyonin kiikiirt
iceren iki amino asit olup pek cok proteinin bilesenlerindendir.
Diinyamizda yasamin gelisimiyle birlikte kiikiirt pek ¢ok metabolik
yolakta yer almistir ve farkli oksidasyon hallerinde bulunur. Kiikiirt
merkezli radikaller ve reaktif tiirler dogada ve hiicrelerde gesitli
koruyucu gorevlere sahiptir. Ancak bu bilesikler de diger reaktif
tiirler gibi yitksek konsantrasyonda hiicresel bilesenlere zarar
vermektedir. Tiyollerin antioksidan gorevi gordiigii uzun siiredir
bilinmektedir. Son yillarda hidrojen stlftiriin de bir sinyal molekiili
olduguna dair kanitlar ortaya ¢ikmistir. 1 20 Ancak, bu molekiiliin
antioksidan 6zellik gosterebilmek i¢in in vivo olarak yeterince yiiksek
seviyelere ulasip ulasmadigi bilinmemektedir. Tiyoller serbest
radikal de tretebilir. Tiyollerin karbon merkezli radikallerle, gecis

19 Giles, G. L, Nasim, M. J., Ali, W., & Jacob, C. (2017). The reactive sulfur species
concept: 15 years on. Antioxidants, 6(2), 38.

20 Mishanina, T. V., Libiad, M., & Banerjee, R. (2015). Biogenesis of reactive
sulfur species for signaling by hydrogen sulfide oxidation pathways. Nature
Cell Biology, 11(7), 457-464.
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metali iyonlariyla veya oksijen radikalleriyle reaksiyona girmesiyle
tiyil radikalleri olusur.

RSH + OH®* > RS* + H,O
RSH + RO," > RS* + ROOH
RSH + Fe** > RS* + Fe?* + H*
RSH + Cu?* > RS* + Cu* + H*

Proteinlerdeki distilfit baglarinin homolitik fisyonu da radikal
olusturabilir.

--sistein-S—S-sistein-- > --sistein-S°® + °S-sistein—

Tiyoller azot dioksit, tirozil radikalleri ve peroksinitrit ile
reaksiyona girdigi zaman veya tiyollerin peroksidazlarla oksidasyonu
sirasinda da tiyil radikalleri olusmaktadur.
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21 Bora, P,, Chauhan, P, Pardeshi, K. A., & Chakrapani, H. (2018). Small molecule
generators of biologically reactive sulfur species [10.1039/C8RA03658F]. RSC
Advances, 8(48), 27359-27374. https://doi.org/10.1039/C8RA03658F.

24


https://doi.org/10.1039/C8RA03658F

