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Serbest radikaller, hiicresel metabolizma sirasinda veya ekzojen ajanlarla meydana gelen kimyasal
urtinlerdir. Bu triinler hiicrelerde DNA, protein, lipid, karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle etkilesime
girmekte ve sonucta meydana gelen oksidatif DNA hasari mutajenite, karsinojenite ve yaslanmaya yol
acmaktadir. Bu hasar mekanizmasi, karbon merkezli seker radikallerinin ve OH- veya H- baglanmis
heterosiklik baz radikallerinin olusumuna yol acan, serbest radikallerin ayrilma ve birlesme
tepkimelerinden ibarettir. Bu radikallerin daha fazla tepkimeye girmesi ise ¢ok sayida hasarl triiniin
olusmasina yol acar. Oksidatif DNA hasarinin dnemini ve mekanizmasini anlayabilmek i¢in dogru ve
kesin ol¢iimlerin yapilmasi gereklidir. Bu amagla, gegmisten giinlimiize; immunokimyasal teknikler,
kapillar elektroforez, tek hiicre jel elektroforezi (Comet testi), alkalin elusyon testi ve kromatografi gibi
cesitli analitik yontemler kullanilmistir. Bu yontemlerden gaz kromatografi kiitle spektrometresi (GC-
MS) ve likit kromatografi kiitle spektrometresi (LC-MS) ¢ok sayida hasarl iiriiniin tanimlanmasi ve
miktarinin 6l¢iilmesinde giiniimiizde yaygin olarak kullanilirlar. Hazirlanan bu derlemede oksidatif
DNA hasarmin olusum mekanizmasi, hasara neden olan etmenler ve hasarin tespitinde kullanilan

Free radicals are produced in cells by cellular metabolism and exogenous agents. These specie reacts
with biomolecules in cells, including DNA, proteins, lipids and carbonhydrates. The resulting oxidative
damage to DNA, is implicated in mutagenesis, carcinogenesis, and aging. Mechanism of damage involve
abstractions and addition reactions by free radicals leading to carbon-centered sugar radicals and OH-
or H- adduct radicals of heterocyclic bases. Further reactions of these radicals yield numerous
products. To understand the importance and mechanism of DNA damage it is necessary to carry out
accurate and precise measurements. For this purpose from past until today; different analytical
capillary electrophoresis, single-cell gel
electrophoresis (comet assay), alkaline elution assay and chromatographic techniques have been used.
Techniques that employ gas chromatography (GC) and liquid chromatography (LC) with mass
and provide identification and accurate
quantification. This review evaluated mechanism of DNA damage, DNA-damaging factors and

doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar,
hiperbarik oksijen, trisiklik antidepresanlar, demir, bakir,

OZET
kromatografik yontemler hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir.
Anahtar Kelimeler Oksidatif DNA Hasar1,8-OHdG,GC-MS
Oxidative DNA Damage and its Chromatographic Determination
SUMMARY
techniques such as immunochemical techniques,
spectrometry (MS) measure numerous products,
determination methods.
Key Words Oxidative DNA damage, 8-OHdG, GC-MS
GIRIiS
Serbest radikaller, viicutta metabolizma sirasinda

meydana gelen son derece etkin kimyasal iiriinlerdir.
Biyolojik sistemlerdeki
oksijenden olusan radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen
(Reactive
verilmektedir (Giilbahar, 2007).

tiirleri

kadmiyum, nikel, krom, civa gibi metal iyonlari, asbest
lifleri, mineral tozlar, ozon, karbon monoksit, silika,
aflatoksin B:1 ve PCB (poliklorlubifenil)’ler sayilabilir
(Fraga ve ark, 1990; Halliwell, 2000; Williams ve Jeffrey,
2000; Ates ve ark., 2004; Burcak ve Andican, 2004; Siomek
ve ark., 2006).

en oOnemli serbest radikaller

Oxygen Species, ROS) adi

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakl
etmenlere bagli olarak olusurlar. Endojen etmenler
organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlari ile olusurlar. Ekzojen kaynakl
etmenler arasinda stres, viriisler, enfeksiyon, parakuat,
alloksan gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma, pestisidler,
karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari,
iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava Kirliligi yapan
fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler gibi
cevresel faktorler, sisplatin, nitrofurantoin, bleomisin,

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller
normalde radikal parcalayan antioksidan sistemlerle
ortadan kaldirilmaktadir. Ancak, ¢esitli nedenlerle reaktif
oksijen tiirlerinin artmasi ve antioksidan mekanizmalarin
yetersiz kalmasi sonucu oksidatif stres adi verilen bir dizi
patolojik olay meydana gelmektedir. Oksidatif stresin,
farkli mekanizmalar ile DNA {zerinde baz ve seker
modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklar,, abazik
bolgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim
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lezyonlara neden olarak hasara yol actigi bilinmektedir
(Williams ve Jeffrey, 2000; Cooke ve ark., 2003).

Cesitli nedenlere bagh olarak cekirdek DNA’sinin yani sira
mitokondriyal DNA (mtDNA)’da da oksidatif hasar
sekillendigi belirtilmektedir. Memeli hiicrelerindeki en
onemli ROS kaynaklarindan biri mitokondriyal elektron
tasima zinciridir (Hofmann ve ark, 2003). Cekirdek
DNA’sinin aksine mtDNA mitokondride serbest radikal
olusturan bdlgelere c¢ok yakin yerlesim gosterir ve
histonlar tarafindan korunmaz (Lim ve ark, 2005).

Cekirdek DNA’sina goére mitokondriyal DNA’da oksidatif
baz hasarinin fazla sekillenmesinin olasi nedenleri,
mtDNA'nin en énemli hiicre i¢i ROS kaynag1 olmasi, DNA
hasar1 onarim sisteminin ¢ekirdek DNA’sina gore yetersiz
olmasi ve yasa bagli olarak mtDNA’da mutasyonlarda artis
goriilmesi olarak bildirilmektedir (Lim ve ark, 2005).
Ancak yapilan c¢alismalarda mitokondrinin ¢ekirdek
DNA’sindaki endojen oksidatif hasar olusumuna katkisinin
onemsiz diizeyde oldugu gosterilmistir (Valavanidis ve
ark, 2009).

Oksidatif DNA hasar1 bircok yontemle
belirlenebilmektedir. Ancak bu tekniklerin c¢ogu ile
yalnizca bir hasar iriini 6l¢iilebilmekte, bunun yaninda
kiitle spektrometrik tekniklerle ise hem tanimlama hem de
olusan baz  hasar {riinlerinin  miktar  tayini
yapilabilmektedir (Dizdaroglu ve ark., 2002).

Oksidatif Strese Baghh DNA Hasarinin Olusum
Mekanizmasi

DNA Hasari ve Nedenleri

Genetik materyalin molekiler biitiinliiglinde endojen veya
ekzojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen tim
degisiklikler DNA hasar1 olarak adlandirilir. Genomik
DNA'nin biitlinliigi ¢evresel faktorlerin etkisiyle siirekli
olarak tehdit altindadir. DNA replikasyonu ve DNA
rekombinasyonu gibi hiicresel olaylar sirasinda da endojen
olarak DNA’nin yapisinda degisiklikler olusabilir (Kulaksiz
ve Sancar, 2007).

DNA hasari, hiicrenin yasami boyunca yaygin olarak
gorililen ve mutasyon, kanser, yaslanma ve sonugta hiicre
Olimiine yol agabilen bir olaydir. DNA, yasam boyunca
hiicresel metabolitler (ROS) ve ekzojen ajanlar tarafindan
stirekli olarak degisimlere maruz kalir. Bu degisimler
sonucta tek hiicreli organizmalarda hiicresel éliime veya
¢ok hiicreli organizmalarda dejenerasyon ve yaslanmaya
sebep olabilir (Sancar ve ark., 2004; Rupp, 2006).

Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20’den fazla oksidatif baz
hasar iriiniiniin olusmasina yol acar (Dizdaroglu, 1998).
Bu hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG) olduk¢a duyarli ve en sik
karsilasilan oksidatif DNA hasari belirtecidir (De Martinis
ve De Lourdes Pires Bianchi, 2002).

Veteriner hekimlikte antineoplastik olarak kullanilan
sisplatinin reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agtig1
ve renal dokuda antioksidan enzim aktivitesini engelledigi,
gram negatif bakteriyel enfeksiyonlara karsi yaygin olarak
kullanilan gentamisinin ise renal dokularda antioksidan
enzim diizeylerini etkilemedigi veya azalttig1 bildirilmistir
(De Martinis ve De Lourdes Pires Bianchi, 2001; Siomek ve
ark, 2006). Antikarsinojenik  olarak  kullanilan
tirapazaminin ¢ift zincirli DNA’da piirin ve primidin
rezidiilerinin olusumuna yol agarak 6nemli derecede DNA
hasar1 yaptigl, bir antrasiklin tiirevi olan doksorubisinin
topoizomeraz II ve RNA polimeraz Il enzimlerinin
inhibisyonuna yol a¢ip, yanlis yazilim ve kopyalamaya
neden olarak serbest oksijen radikalleri olusturdugu
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bildirilmistir (Miller ve ark., 1997; Kotandeniya ve ark,
2002). Yine veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilan,
penisilin tiirevi bir antibakteriyel olan amoksisilinin, 5 mM
(milimolar) diizeyde hamster hiicre kiltiiriine uygulandigi
ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol acarak
ilk 1 saatte DNA hasarinin en yiiksek seviyeye ulastig1 ve 6
saatin sonunda bazal diizeye indigi bildirilmistir (Li ve
ark,, 2007). Veteriner hekimlikte kliniklerde yaygin olarak
kullanilan bir antibiyotik olan basitrasinin fare
eritrolokemi (MEL hiicre kiltiirii) hiicrelerinde DNA
hasaria yol actigt gosterilmistir (Foresti ve Migliore,
1993). Cevre  saghgl  uygulamalarinda, hagere
miicadelesinde yaygin olarak kullanilan bazi pestisidlerin
DNA hasarina yol actigl, 18 pestisid uygulayicis1 ve 18
kisilik kontrol grubundan olusan ¢alismada, bazi organik
fosforlu insektisitlere (fenitrotiyon, diklorvos, klorprifos
ve diazinon) maruz kalan uygulayicilarin idrar 8-OHdG
diizeylerinin kontrol grubundan g¢ok yiiksek diizeylerde
saptandig1 bildirilmistir (Lee ve ark, 2007). Siganlara tek
doz 400 mg/kg DEET (N,N-diethyl-m-toluamide), 1,3
mg/kg permetrin ve bunlarin kombinasyonu dermal yolla
uygulandiginda, permetrinin idrarda 6nemli diizeyde 8-
OHdG artisina yol agmadigi, DEET ile kombinasyon halinde
uygulandiklarinda idrarda énemli diizeyde 8-OHdG artisi
tespit edilmistir (Abu-Qare ve Abou-Donia, 2000). Global
pestisid kullaniminin % 30’undan fazlasini olusturan
sentetik piretroid pestisitlerden Tip II piretroid pestisid
olan sipermetrinin beyin, bobrek, karaciger, dalak, kemik
iligi ve lenfositlerde DNA hasar1 yapic etkisi
arastirllmistir. Bu amagla sipermetrin erkek albino
farelere 12.5, 25, 50, 100 ve 250 mg/kg/viicut agirhg
dozlarinda bes giin boyunca periton i¢i yolla uygulanmis
ve tiim organlarda doza bagh olarak DNA hasarinda artisa
yol actigi bildirilmistir (Patel ve ark., 2006). Italya’da
gidalarda yaygin  olarak bulunan 15  pestisid
(ditiyokarbamat, benomil, prosimidon, metidatyon,
Klorprifos-etil, paratiyon-metil, klorpropam, paratiyon,
vinklozolin, klorfenvinfos, primifos-etil, tiabendazol,
fenarimol, difenilamin, klorotalonil) karisim halinde ve alt
gruplara ayrilarak toplam 1 mg/kg/gilin dozunda si¢anlara
agiz yolu ile uygulanmis ve bunlardan difenilamin ve
klorotalonilin doza baghh olarak karacigerde 8-OHdG
diizeyinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Lodovici ve
ark,, 1997). Karbamat grubu pestisidlerden karbofuran ve
dort metaboliti (karbofuranfenol, 3-ketokarbofuran, 3-
hidrokarbofuran, nitrozokarbofuran) farelere 0.1, 0.2 ve
0.4 mg/kg dozlarda periton i¢i yolla iki enjeksiyon halinde
uygulanmis ve periferal kan lenfositlerinde DNA hasari
yapicl etkisi arastirilmistir. Comet testi ile yapilan ¢alisma
sonucunda 3-ketokarbofuranin énemli diizeyde DNA
hasarina neden oldugu rapor edilmistir (Pei ve ark., 2005).
Sican karaciger mikrozomlarinda olusan etilbenzen
metabolitlerinin oksidatif DNA hasarina yol acgtif1
gosterilmistir (Midorikawa ve ark., 2004). P450 rediiktazla
muamele edildiginde serbest nitrozin ve nitrozin
peptidlerinin bakira dayali DNA hasarina neden oldugu
gosterilmistir (Murata ve Kawanishi, 2004). Ferritin ve
hemosiderinin hidroksil radikali olusumuna istirak ettigi,
farmakolojik dozlarda uygulanan melatonin hormonunun
DNA hasarina yol agtigl bildirilmistir (Oteiza ve ark., 1995;
Sakano ve ark., 2004).

8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) ve 8-
hidroksiguanin (8-OHGua)’in Olusum Mekanizmasi
Guanin, DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon
potansiyeline sahip olan ve oksidasyona en yatkin olan
bazdir (McDorman ve ark., 2005). Modifiye bir baz olan 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin, reaktif oksijen tiirlerinin
DNA’da yaptig1 20’den fazla oksidatif baz hasar iirtiniinden
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biri olup guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali
ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin duyarl bir
gostergesidir. ROS'un DNA’da yaptigt bu baz hasar
tiriinlerinden en sik karsilasilan ve mutajenitesi en iyi
bilinen 8-OHdG’dir. Bu iiriin, normal oksidatif metabolizma
sirasinda lretilen endojen ROS veya ekzojen kaynakli ROS
tarafindan DNA’da sekillenen bir mutajendir. OH radikali,
guaninin 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki karbon atomlari ile
reaksiyona girer ve DNA {iriin radikallerini olusturur. OH-
radikalinin C-8’e Kkatilmasi ile olusan Kkatilma {riini
radikali (C8-OH) bir elektron ve proton kaybederek 8-
OHGua’e okside olur (De Martinis ve De Lourdes Pires
Bianchi, 2002; Yokus ve Cakir, 2002). DNA replikasyonu
sirasinda G-C'den A-T’ye doénisime neden olarak
mutasyona egilimi artirir (McDorman ve ark.,, 2005). Bu
nedenle 8-OHAG ol¢iimii, DNA’daki oksidatif hasarin
dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte ve oksidatif
DNA hasarini belirlemede en sik kullanilan yéntem olarak
uygulanmaktadir (Helbock ve ark., 1999).

Oksidatif Strese Bagli DNA Hasar1 Tespit Yontemleri

Son 20 yilda hiicre DNA’larinda gercgeklesen oksidatif baz
hasarim1 tanimlamak amaciyla ¢ok sayida kimyasal ve
biyokimyasal testler gelistirilmistir.  Cesitli DNA
lezyonlarinin 6l¢limiinde birtakim analitik teknikler;
immunokimyasal teknikler, kapiller elektroforez, tek hiicre
jel elektroforezi (Comet testi), 32P post labeling 6l¢iim
teknikleri, alkalin elusyon testi ve kromatografik teknikler
(HPLC-ECD, GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS) kullanilmaktadir.
Genel olarak kiitle spektrometrenin (MS) kullanilmadig:
teknikler hasar sonucu sekillenen 20’den fazla lezyonlu
DNA {iriinleri arasinda sadece birini (8-OHdg) odlgebilirler
ve bu molekiiliin kimyasal yapisi ve iyon degerleriyle ilgili
bilgiler saglanamaz (Dizdaroglu ve ark., 2002).

Yiksek Basingh Sivi Kromatografi - Elektrokimyasal
Detektor (HPLC-ECD) kullanilarak kantitatif 8-OHdG
analizi, oksidatif DNA hasarinin tespitinde son derecede
duyarli, secici ve laboratuvarlarda en sik kullanilan
yontemdir. Bu teknik DNA’daki enzim hidrolizini takiben
olusan 8-OHGua ve 8-OHdG niikleozidlerini o&lger. Bu
metod ile 8-OHdG 20 fmol (femtomol)’e kadar
Olciilebilmistir. Calismalarin bu niikleozidlerin 6l¢iimii
lizerinde yogunlagmasmmin nedeni ise mutajenik
ozelliklerinin oldugunun bilinmesidir. Ol¢iimlerde yanls
bir sonuca gitmemek i¢cin sadece 8-OHdG degil bu iki
triiniin miktarlarinin birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir (Dizdaroglu ve ark., 2002; Guetens ve ark,
2002; Shigenaga ve Ames 1991).

Serbest radikallerin neden oldugu DNA baz hasarlar
Olcimiinde yaygin olarak kullanilan diger bir
kromatografik teknik GC-MS'tir. Simdiye kadar kullanilan
6lctimler icerisinde GC-MS, in vitro ya da hasara ugramis
DNA’da ve dogrudan kromatinin kendisinde, dort bazda da
olusan hasar iriinlerinin belirlenmesine olanak saglayan
tek tekniktir (Yokus ve Cakir, 2002). Ayrica GC-MS, DNA
onarim enzimlerinin eksizyon (kesip ¢ikarma) Kinetigini
ve hiicresel DNA onarim diizeyini 6l¢gmede kullanilabilir.
GC-MS ile analizde o6ncelikle DNA, saglam ve modifiye
bazlar1 elde etmek igin asitle hidrolize edilmeli veya
saglam ve modifiye niikleozidleri elde etmek i¢in endo ve
ekzoniikleazlarla muamele edilmelidir. Asidik hidroliz
yerine Escherichia coli Fpg proteini ve Escherichia coli Nth
proteini gibi onarim enzimleri kullanilabilir. Hidroliz
asamasinda bu DNA onarim enzimlerinin kullanilmasinin
avantajl ise asidik hidrolize nazaran ortama hi¢bir saglam
bazin salinmamasidir. Elde edilen hidrolizatlar trimetilsilil
cozeltisiyle tiirevlendirilip ugucu formlarina
dontstiiriillerek analizleri yapilir. GC-MS’ in dezavantaji ise,
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tiirevlendirme islemi sirasinda guaninin de aralarinda
bulundugu bazlardan bir béliimiinde yapay
oksidasyonlarin olusmasidir. GC-MS ile SIM (selected-ion
monitoring) modunda DNA hasar iriinlerinin diisiik
konsantrasyonlarimi  6lgmek mimkindiir. GC-MS ile
o6lciilebilen modifiye baz yapilar1 Sekil 1'te gosterilmistir.
Bu teknik ile 5 fmol’dan daha diisiik miktarlarda 8-OHdG
diizeyi belirlenebilmektedir (Dizdaroglu ve ark., 2002).

GC-MS ve LC-MS ile 8-OHdG Olglimiiniin
karsilastirllmasinda, GC-MS’in  daha hassas oldugu
belirtilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda DNA
ekstraksiyon sartlarinin modifiye olmayan bazlarin yapay
oksidasyonuna sebep olarak hatali sonuglara neden
olabilecegi gosterilmistir. DNA ekstraksiyonu sirasinda
fenol kullaniminin yapay oksidasyona neden oldugu,
kontaminasyon durumunda o6l¢limde kullanilan DNA
miktarinin az olmasinin hata yiizdesini arttirabilecegi,
DNA’'nin enzimatik hidrolizinde inkubasyon siiresinin ve
enzim miktarinin deoksiniikleozid hidrolizini degistirerek
farkli sonuglara neden olabilecegi belirtilmistir (Yokus ve
Cakir, 2002).

HPLC-ECD ile analiz sirasinda ortaya ¢ikabilecek hatalarin
en aza indirgenmesi, analizi yapan kisilerden kaynaklanan
hatalarin tespit edilmesi ve laboratuvar sonuglari
arasindaki farkliligin elimine edilmesi, herkes tarafindan
kabul edilen protokollerin hazirlanmasini
gerektirmektedir. Bu amagla ESCODD (European Standarts
Comittee for Oxidative DNA Damage) 8-OHdG o6l¢iimlerine
bir standardizasyon getirmeye ¢alismis bu amagla buzagi
timus DNA’s1 stok olarak kullanilmis ve bunu 8-OHdG
seviyesinin belirlenmesi icin farkli laboratuvarlara
gondermistir. Gelen sonuglarin birbirlerinden oldukca
farkli oldugu gozlemlenmis ve bunun nedeninin farkl
laboratuvarlarin ve farkli analiz tekniklerinin kullanilmis
olmasi sonucuna varilmistir. Standardizasyonla ilgili
calisan ESCULA (European Standarts Comittee of Urinary
DNA Lesion Analysis)’'nin ise idrarda 8-OHdG ve kreatinin
konsantrasyonu olctimlerinde farkl metodlari
karsilagtirmak, idrardaki diger lezyonlarla 8-OHdG
diizeylerini karsilastirmak ve boylece laboratuvarlar arasi
bir fikir birligi saglamak gibi amaglar1 vardir (Collins,
2002).

SONUC

Serbest radikaller, ozellikle de OH- radikali ¢esitli
mekanizmalarla DNA’da seker ve baz modifikasyonlari,
zincir kiriklary, DNA-protein ¢apraz baglar gibi cok sayida
modifikasyon olusturur. Meydana gelen tiim bu triinlerin
6l¢iimi glcliik arz eder. Bu amagla avantajlarinin yaninda
dezavantajlar1 da bulunan birtakim analitik teknikler
kullanilir. Heniiz DNA hasari 6l¢timii agisindan 6zellikle 8-
OHdG olmak iizere laboratuvarlar arasinda bir fikir birligi
olusturulamamistir. GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS gibi
kromatografik ve kiitle spektrometrik yontemlerin birlikte
kullanilmasiyla sadece dogrulama ve kesin miktar tayini
degil ayn1 zamanda ¢ok sayida hasar iiriiniiniin es zamanl
Olglimleri yapilabilmektedir. Bu yontemlerle DNA’daki
modifiye baz diizeyleri 1 lezyon/106 DNA baz1 seviyesinde
veya daha disik seviyelerde olgililebilmektedir. Bu
yontemin dezavantaji ise DNA izolasyonu sirasinda
varolan modifiye bazlara ilave olarak saglam bazlarin da
okside olmasidir. Bu durumu &nlemek amaciyla asidik
hidrolizasyon yerine onarim enzimleri kullanilarak
hidrolizasyon yapilabilir. Bununla birlikte uygun deneysel
kosullarin  kullanilmasiyla ¢ogu artefaktlarin oniine
gecilebilir. Ayrica oksidatif DNA hasar1 6lclimiinde
deneysel kosullar ve teknikler agisindan laboratuvarlar
arasl bir fikir birligi saglanmasi gerekmektedir.
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Sekil 1. GC-MS ile 6l¢iilebilen modifiye DNA baz yapilari (Dizdaroglu 1994).
Figure 1. Structures of modified DNA bases that can be measured by GC-MS (Dizdaroglu, 1994).
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