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PROTEIN OKSIDASYONUNUN ANA MEKANIZMALARI *

Refik KAYALI, Ufuk CAKATAY

Background.- The oxidative modification of proteins by reactive species is implicated in the etiology or
progression of a panoply of disorders and diseases. We summarize here the basic mechanisms of protein
oxidation. Oxidation of proteins can lead to nitration of aromatic amino acid residues, oxidation of thiol groups,
advanced oxidation protein products formation, and conversion of some amino acid residues to carbonyl
derivatives. Oxidation can lead also to cleavage of polypeptide chain and to formation of cross-linked protein
aggregates. Furthermore, functional groups of proteins can react with oxidation products of polyunsaturated fatty
acids and with carbohydrate derivatives (glycation/glycoxidation) to produce inactive derivatives. Alterations in
protein conformations can lead to increased aggregation, fragmentation, distortion of secondary and tertiary

structure, susceptibility to proteolysis, and diminution of normal function.
Kayall R, Cakatay U. Basic mechanisms of protein oxidation. Cerrahpasa J Med 2004; 35: 83-89.

rotein oksidasyonu, proteinlerin reak-

tif oksijen tiirevleri veya oksidatif st-

res {irlinleri ile kovalent modifikasyo-

nu sonucu meydana gelir.' Protein ok-
sidasyonunun biyokimyasal sonuglari enzim
aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlari-
nin kaybi, proteaz inhibitdr aktivitenin kaybi,
protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis
yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozul-
masi, gen transkripsiyonundaki degisimler, im-
miinojen aktivitedeki artis olarak siralanabi-
lir>® Reaktif tiirevler tarafindan proteinlerin
oksidatif modifikasyonu, bir dizi bozukluk ve
hastaligin etyolojisi ile ilerlemesinde rol oy-
nar.” Bu hastaliklar arasinda baglicalar1; Alzhe-
imer, amiyotrofik lateral skleroz, katarakt olu-
sumu, kronik bobrek yetmezligi, kistik fibroz,
diyabet, iskemi ve reperfiizyon hasari, Parkin-
son, romatoid artrit ve sepsis olarak sayilabi-
lir.

Amacimiz, klinik 6nemi yeni yeni aydinla-
tilmaya baslanan protein oksidasyonunun ana
mekanizmalarini 6zetleyerek bu konuda ¢alig-
mak isteyen aragtirmacilara temel diizeyde bil-
gi iceren Tiirkce bir kaynak saglamaktir.

Tarihge

Protein oksidasyonu reaksiyonlar1 ilk defa
Swallow’, Garrison® ile Shuessler ve Schilling’
adli aragtirmacilarin ¢aligmalartyla aydinlatil-

maya baglanmistir. Bu arastirmacilar protein
oksidasyonuna yol agan ana mekanizmanin
polipeptid omurgasindaki ¢esitli amino asitle-
rin o-karbon atomlarindan OH' (hidroksil) ra-
dikalinin etkisiyle hidrojen atomunun ¢ikaril-
mas1 sonucunda basladigin1 saptamuslardir.”®’

Protein oksidasyonu XX. yiizyilin ortalarin-
dan beri arastirilmis olmakla birlikte bu reaksi-
yonlarin {iriinlerinin in vivo oksidatif hasarin
spesifik, genel marker’lar1 olarak kullanilmasi
ancak son yillarda gergeklesmigtir. Bunun ne-
deni olusan iriinlerin yapisinin bilinmemesi ve
bu iirlinleri biyolojik materyalde saptayacak
duyarli metodlarin mevcut olmamasidir.® Pro-
tein oksidasyonunun protein karbonil (PCO)
gibi marker’larinin in vivo protein oksidasyo-
nunun derecesini gosterecek bir ara¢ olarak
kullanilmasi ise nispeten daha uzun bir ge¢mi-
se dayanmaktadir.®’

Protein Oksidasyonunun Baslica
Mekanizmalari

Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan
baslica molekiiler mekanizmalar PCO olusumu
141913 e karakterize edilen metal katalizli pro-
tein oksidasyonu, protein tiyol (P-SH) gruplari-
nin kaybi"'*", nitrotirozin (NT)"'"*1°% ve
ileri oksidasyon protein iiriinlerinin (AOPP)*"
#* olusumu olarak siralanabilir.

* Anahtar Kelimeler: Protein oksidasyonu, protein karbonil, nitrotirozin, tiyol gruplari, ileri oksidasyon protein Uriinleri; Key
Words: Protein oxidation, protein carbonyl, nitrotyrosine, thiol groups, advanced oxidation protein products; Alindigi Tarih: 23
Ocak 2004; Dr. Refik Kayali: I.0.Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, istanbul; Dog.Dr.Ufuk Cakatay: i.U.istanbul
Tip Fakiiltesi, Klinik Biyokimya Merkez Laboratuvari, Capa, istanbul; Yazisma Adresi (Address): Dog. Dr. Ufuk Cakatay,
Senesenevler Abdiillezel Pasa Sok. Cigek Apt. No: 9/7 Bostanci, istanbul.
http://www.ctf.istanbul.edu.tr/dergi/online/2004v35/s2/042r2.pdf
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Sekil 1. Protein karbonil olusumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlari®.

Reaktif tiirevlerin dogrudan proteinler (pri-
mer modifikasyon reaksiyonlari), sekerler ve
lipitlerle reaksiyona girmesi sonucunda olusan
iirlinler, tekrar proteinler ile reaksiyona girerek
sekonder modifikasyon reaksiyonlarina yol ag-
maktadir. Reaktif tlirevler ya peptit baglar ile
yada amino asit yan zincirleri ile reaksiyona
girer. Bu reaksiyonlar, redoks reaksiyonlarina
giren demir ve bakir gibi metal katyonlardan
etkilenir. Oksidatif modifikasyona ugramis
proteinler ya diigiik molekiil agirlikli {iriinlere
ayrilir yada ¢apraz baglh yiiksek molekiil agir-
likl1 tirtinleri olusturur.® Proteinlerdeki oksida-
tif modifikasyonlarin siniflandirilmasinda bu
Ozellikler esas alinsa da, genel olarak kabul
edilmis bir siniflandirma sistemi mevcut degil-
dir."* Bununla birlikte proteinlerde modifikas-
yonlara yol acan reaksiyonlarin; oksidasyona
ve peptit baginin ayrilmasina yol agan reaksi-
yonlar ve yan zincir modifikasyonuna yol agan

reaksiyonlar olmak iizere iki grupta siniflandi-
rilmasiin daha kolay bir siniflandirma sistemi
olacagi one siiriilmektedir.'* Protein oksidasyo-
nu esas olarak hidroksil radikali (OH) ile bas-
lar. Diger taraftan oksidasyon siirecinde O, ile
birlikte, siiperoksit anyon radikali (O;"), ve sii-
peroksit radikalinin protonlanmig formu olan
hidroperoksil (HO,)’in varligr da gereklidir.
Adi gecen bu reaktif oksijen tiirevleri amino
asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, pro-
tein-protein ¢apraz baglarmin olusumuna ve
protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile pro-
tein fragmentasyonuna neden olur.** (Sekil 1).

Protein Fragmentasyonu ve Karbonil
Turevlerinin Olugsumu

PCO tiirevlerinin olusumuna yol agan pri-
mer modifikasyon reaksiyonlari (Sekil 1) ami-
no asitlerin a- karbon atomlarinin veya R yan
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zincirlerinin oksidatif modifikasyonlarindan ve
bu modifikasyonlar1 takiben meydana gelen
reaktif oksijen-aracili peptit ayrilmasi reaksi-
yonundan olusmaktadir.®* Reaktif oksijen tii-
revlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda,
histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida
amino asit bakiyesinde ve/veya proteinlerin
peptit omurgasinda olusan oksidatif hasara
bagli olarak PCO fiirlinleri meydana gelir. PCO
diizeylerinin saptanmasi protein oksidasyonu-
nu belirlemede duyarli ve genel olarak kabul
gérmiis bir yontemdir, 5101226

Polipeptit omurgasindaki a-karbon atomun-
dan OH' radikali ile a-hidrojen atomunun ¢ika-
rilmasi sonucunda amino asit bakiyesi karbon
merkezli radikal haline doniisiir (Sekil 1, Reak-
siyon c). Bu reaksiyona yol agan OH' radikali
suyun radyolizinden (x ve y 1sinlariyla) veya
H,0;’in metal katalizli yikimindan aciga ¢ikar
(reaksiyon a ve b). Olusan karbon merkezli ra-
dikal molekiiler oksijen ile hizl1 bir sekilde re-
aksiyonlagarak (reaksiyon d) daha sonra alkil-
peroksidi verecek olan alkilperoksil radikal
ara Uriinlini olusturur. Alkilperoksit, alkoksil
radikali (reaksiyon h) {izerinden hidroksi prote-
in tiirevini verir (reaksiyon j). Reaksiyon basa-
maklarmin pek cogunda Fe™ ve Cu” varhginda
HO; ile etkilesim 6nem tasir (reaksiyon e,g,i ).
Bu metabolik yolda olusan alkil, alkilperoksil,
ve alkoksil radikal ara iiriinleri ayn1 veya fark-
1 protein molekiiliindeki R yan zincirleri ile,
yan reaksiyonlar ile etkileserek yeni karbon
merkezli radikallerin olusumuna yol agar. Olu-
san bu yeni karbon merkezli radikaller ile yu-
karidaki reaksiyonlar tekrarlanir. Oksijen yok-
lugunda (reaksiyon d) gerceklesmez. Olusan
karbon merkezli radikal diger bir karbon mer-
kezli radikal ile etkileserek protein-protein
capraz baglarinin olusumuna yol agar (Sekil 1).

Alkoksil radikalinin olusumu (Sekil 1, Re-
aksiyon h ve g) peptit baginin diamit veya a-
amidasyon metabolik yollar1 ile ayrilmasina
neden olur.

Diamit metabolik yoluyla ayrilma sonucun-
da, diamid ve izosiyanat yapisi, a-amidasyon
metabolik yolunda ise amid ve N-a-ketoagil
yapisina sahip peptid fragmentleri olusur.**’
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Diamit ve o-amidasyon metabolik yollart
disinda polipeptid zincirinin serbest radikal
aracili ayrilmasi; prolil, glutamil ve aspartil ba-
kiyelerinin oksidasyonu ile de gergeklesebil-
mektedir.®

Bununla birlikte Tablo I’de goriildiigii gibi,
lizin, arginin, prolin direkt oksidasyon ile kar-
bonil tiirevlerini verir.”’

Tablo I. Oksidasyona yatkin olan amino asitler ve
oksidasyon drtnleri’

Am|_no Oksidasyon lriinleri
asit
Sistein Distilfitler, sisteik asit
Metionin Metionin silfoksit, metionin silfon

Triptofan 2-,4-5-,6- ve 7-Hidroksitriptofan,
nitrotriptofan, kintrenin, formil ve
hiroksi kintirenin

Fenilalanin  2,3-Dihidroksifenilalanin, 2-,3-, ve 4-
hidroksifenilalanin

Tirozin 3,4-Dihidroksifenilalanin, tirozin-
tirozin ¢apraz baglari, Tyr-O-Tyr,
capraz bagl nitrotirozin

Histidin* 2-Oksohistidin, asparagin, aspartik
asit

Arginin* Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-
amino valerik asit

Lizin* Lizin hidroperoksitleri ve
hidroksitleri, a-aminoadipik
semialdehit

Glisin Amino valerik asit

Prolin* 2-Pirrolidon, 4- ve 5-hidroksiprolin,
piroglutamik asit, glutamik
semialdehit

Valin* Valin hidroperoksitleri ve hidroksitleri

Losin* L&sin hidroperoksitleri ve

hidroksitleri,a-ketoizokaproik asit,
izovalerik asit ve aldehit

izolésin izolésin hidroperoksitleri
Treonin 2-Amino-3-ketobdtirik asit
Glutamik Okzalik asit, pirtivik asit
asid
(* Protein karbonil olusumuna yol agan amino

asitler)

PCO olusumuna yol acan sekonder modifi-
kasyon reaksiyonlar1; proteinlerin karbonhidrat
ve lipit oksidasyon triinleri ile reaksiyonlarini
icermektedir (Sekil 2). Lipit peroksidasyonu
sirasinda olusan aldehitler (4-hidroksi-2-none-
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nal, malondialdehit), indirgen sekerler veya bu
sekerlerin oksidasyon iirlinlerinin proteinlerde-
ki lizin bakiyeleri ile reaksiyonu (glikasyon ve
glikoksidasyon reaksiyonlar1) sonucu olusan
reaktif karbonil tiirevleri (ketoaminler, ketoal-
dehitler, deoksiozonlar) protein yapisina kar-
bonil gruplarinin katilmasia yol agar.” Lipit-
lerden tiirevlenen aldehitler veya otooksidas-
yona ugramis sekerler Schiff bazi olusumu yo-
lu ile proteinlerdeki amino gruplarina baglanir.
Schiff bazi olusumu geri doniistimlii bir reaksi-
yon olmakla birlikte, siklikla geri doniisiimsiiz
bir reaksiyon olan Amodori diizenlemesine
ugrar."
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Sekil 2. Glikasyon, glioksidasyon ve poliansatiire yag
asitlerinin (PUFA) peroksidasyon iiriinleri ile proteinlerin
reaksiyonlart sonucu, protein karbonil gruplarinin olusu-
mu (Sekonder modifikasyon reaksiyonlarl)25 (A: Sekerle-
rin proteinlerdeki lizin amino gruplar1 (P-NH,) ile reaksi-
yonu; B: Michael tipi katilma reaksiyonu ile 4-hidroksi-
2-nonenal’in proteinlerdeki lizin P-NH,), histidin (P-His),
veya sistein (P-SH) bakiyelerine baglanmasi; C: Protein-
lerdeki amino gruplart ile lipit peroksidasyon tiriinii ma-
londialdehitin reaksiyonu)

Okside proteinlerin birikimi sadece protein
oksidasyonunun hizimi degil, ayn1 zamanda ok-
side proteinlerin yikilim hizini1 da yansitir. Pro-
teinlerin yikilim hizi proteazlarin konsantras-
yonuna ve bu proteazlarin proteolitik aktivite-
sini etkileyen metal iyonlarinin, inhibitorlerin,

Cilt (Say1) 35 (2)

aktivatorlerin ve regiilator proteinlerin varligi-
na baghdir.

Tiyol Gruplarinin Oksidasyonu

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol
(-SH) gruplariin oksidasyonuna yol agtig1
gosterilmistir.'*"” Sisteinin —SH grubu oksida-
tif ataga oldukca yatkindir ve —SH gruplarin-
dan degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali
(-S’) proteinlerdeki disiilfit baglarinin olusumu-
na onciiliik eder.’ —SH gruplarmin disiilfitlere
ve oksiasitler gibi diger oksitlenmis tiirevlere
dontistimii, radikal aracili protein oksidasyonu-
nun en erken gézlenebilen belirtisidir.'' Birgok
aragtirmaci grubu elektron paramanyetik rezo-
nans (EPR) teknigi kullanarak peroksinitritin
tiyol gruplart ile reaksiyonu sonucu tiil radikal-
lerinin olustugunu gostermistir. Tiyol gruplari-
nin diger bir oksidasyon sekli; 4-Hidroksinone-
nal’in, proteinlerdeki —SH gruplarina Michael
reaksiyonu sonucunda tioeter bagiyla baglan-
mastyla gergeklesmektedir. Michael reaksiyo-
nu geri doniisiimlii bir reaksiyondur''** (Sekil
2B).

Nitrotirozin Olusumu

NT olusumu protein oksidasyonuna yol a-
¢an bir baska molekiiler mekanizmadir. Perok-
sinitrit (ONOQ"), nitrik oksidin (NO), O, ile
in vivo reaksiyonu sonucunda olusan sitotoksik
bir tiirevdir."'""*** NT olusumu reaksiyon (A)
ve (B)’de goriilmektedir.

Bu reaksiyonun (A) hiz sabiti 1.9x10' M
sn™"’dir.?® Stiperoksit ve nitrik oksit radikalleri-
nin peroksinitrite gore nispeten daha dayanikli
olmalarina karsilik, peroksinitrit daha reaktif
bir tiirevdir.”” Normal kosullarda, siiperoksit
dismutaz, olusan tiim siiperoksit radikallerini
dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir
fakat, sliperoksit diizeyleri ¢ok artmigsa yada
fazla miktarda NO radikali meydana gelmisse
peroksinitrit olusur.”®

Peroksinitrit olusumu oksidatif protein ha-
sarinin hem ortaya ¢ikigina, hem de ilerlemesi-
ne sebep olmaktadir."'"""> ONOO™in proteinler
iizerine ataginin ana iiriinii tirozinin orto pozis-
yonunda nitrolanmasidir, bu da NT olusumuna
yol agar.
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(A) 0, +NO— ONOO
(B) ONOO +HO

Tirozin

NT, ONOO’nun in vivo spesifik bir mar-
ker’1dir.'*'® ONOO™; DNAy1, enzimleri, prote-
inleri, lipitleri ve tiyol gruplarin1 okside edebil-
mesinden dolayr yiiksek toksisiteye sahip-
tir.''** Tirozinin geri doniisiimsiiz olarak nit-
rasyonu, tirozinin fosforillenmis ve fosforillen-
memis formlarinin birbirine doniisiimiinii en-
gelleyerek, enzim aktivitesinin diizenlenmesini
ve sinyal ileti mekanizmalarinin regiilasyonunu
etkiler.”

NT’nin, ONOO" oksidasyonunun stabil son
iiriinii olmasina bagl olarak, NT konsantrasyo-
nu NO-bagimli in vivo hasarin tespitinde kul-
lanisli bir marker’dir.”® Bugiinkii bilgilere gore,
ONOO' tek basina nitrik oksitten ve siiperoksit
radikalinden daha giiclii bir oksidan ve sitotok-
sik mediatordiir."”

ileri Oksidasyon Protein Uriinlerinin
Olusumu

Son zamanlarda protein oksidasyonunun
yeni bir marker’1 olan ileri oksidasyon protein
uriinleri (Advanced Oxidation Protein Pro-
ducts-AOPP) ¢esitli arastirmacilarin dikkatini
¢ekmeye baslamistir.'***°  AOPP, ditirozin
igeren c¢apraz bagli protein triinleri olarak ta-
nimlanmaktadir.”' Diger taraftan AOPP’nin ya-
pisal olarak ileri glikasyon son tiriinlerine ben-
zedigi bildirilmektedir.**

AOPP protein oksidasyonunun derecesini
belirlemede duyarli bir marker’dir.*'**** Wit-
ko-Sarsat ve arkadaslar’® tarafindan yapilan
caligmada, AOPP diizeylerinin, protein oksi-
dasyonunun gdstergesi olan plazma ditirozin
ve ileri glikasyon son iirlinli olan pentozidin
diizeyleri ile korelasyon gosterdigi, fakat lipit
peroksidasyon marker’1 olan tiyobarbiitirik asit
ile reaksiyonlagan maddelerle korelasyon gos-
termedigi bildirilmistir.
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CH,-CH-COOH —» HO@CHTCH-COOH
NH2 NHZ

NO,

NT

Protein hidroperoksit’lerinin olugsumu

Proteinlerin molekiiler oksijen varliginda,
ROS ile etkilesimi sonucunda diger proteinleri,
DNA’y1, antioksidanlar1 ve lipitleri hasara ug-
ratabilecek PrOOH’lerinin olusumu, sirasiyla
karbon merkezli protein radikali (Pr) ve reaktif
protein peroksil radikali (PrOO’) iizerinden
meydana gelir.”'** (Sekil 1). Protein hidroper-
oksitleri gecis metal iyonlariin varliginda bo-
zunarak yeni serbest radikalleri olusturur.®*
hiicresel antioksidanlar ile reaksiyona girer,
glutatyon rediiktazi inaktive eder, DNA’ya
¢apraz baglanir.”' >

Amino asit, peptit ve protein hidroperoksit-
ler; glutatyon peroksidaz, glutatyon ve askor-
bat tarafindan indirgenerek dayanikli bir iiriin
olan ve protein oksidasyonunun marker’1 ola-
rak kullanilan alkol tiirevlerine olusturur.>'~*

Klinik 6nemi yeni yeni aydinlatilmaya bas-
lanan protein oksidasyonu mekanizma’larinin
anlagilmasinin, bu konudaki tedavi yaklagimla-
rina 151k tutacagi goriisiindeyiz.

OZET

Proteinlerin reaktif tlirevler tarafindan oksi-
datif modifikasyonu bir dizi bozuklugun ve
hastaligin etyolojisi veya ilerlemesinde rol oy-
nar. Yazimizda protein oksidasyonunun temel
mekanizmalarini 6zetlemeye caligtik. Protein-
lerin oksidasyonu aromatik amino asit bakiye-
lerinin nitratlasmasina, tiyol gruplarinin oksi-
dasyonuna, ileri oksidasyon protein iiriinlerinin
olusmasima ve bazi amino asit bakiyelerinin
karbonil tiirevlerine doniigiimiine yol acar. Ok-
sidasyon ayni zamanda polipeptit zincirinin ya-
rilmasina ve ¢apraz baglh protein agregatlarinin
olusumuna yol agabilir. Ayrica, proteinlerdeki
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fonksiyonel gruplar poliansatiire yag asitlerinin
oksidasyon iiriinleri ve glikasyon/glikooksidas-
yon reaksiyonlar1 sonucu olusan karbonhidrat
tirevler ile reaksiyona girerek inaktif tiirevleri
olustururlar. Proteinlerin konformasyonel degi-
simi; agregasyon ve parcalanmadaki artigin
yani sira sekonder ve tersiyer yapimnin bozulma-
sinda da artisa yol agarak proteinlerin proteo-
lize yatkinligma ve normal fonksiyonlarinda
azalmaya yol agar.
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