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OKSIDATIF DNA HASARI VE YASLANMA*

Giilden BURGAK, Glilnur ANDICAN

Background and Design.- Reactive oxygen species (ROS) are formed in all living organisms as a by-product of
normal metabolism and as a consequence of exposure to environmental agents. ROS attack on DNA generates a
multiplicity of DNA damage products, including modified bases. One of the most common oxidative DNA lesions
is 8-hydroxy deoxyguanosine (80HdG). 80OHdG is regarded as a biomarker of oxidative DNA damage. This lesion
induces G/C to T/A transversion mutation during replication of DNA.

Results.- Mitochondria are both a major source of oxidants and a target for their damaging effects. Accumulation
of oxidative mtDNA lesions plays a major role in mitochondrial dysfunction in aging. Specifically, the age-
associated mitochondrial DNA deletions focally accumulate in postmitotic brain and skeletal muscle. The rate of
mitochondrial ROS generation in post-mitotic tissues is negatively correlated with longevity in animals. Decrease
in bioenergy, organ dysfunction and apoptosis are consequences of mitochondrial dysfunction .Apoptosis
occurring under conditions of augmented and persistent oxidative stress is known to be increased in age
associated Alzheimer’s disease or Parkinson.

Conclusion.- Caloric restriction which decreases mitochondrial ROS generation and oxidative damage to

mitochondrial DNA is the only experimental manipulation capable of decreasing the rate of aging.
Burgak G, Andican G. Oxidative DNA damage and aging. Cerrahpasa J Med 2004; 35: 159-169.

erobik organizmalarda oksijen kul-
laniminin dogal sonucu olarak reak-
tif oksijen metabolitleri (ROM)
meydana gelmektedir. Basta mito-
kondriyal elektron transportu olmak iizere kse-
nobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon,
cesitli sentez ve degradasyon reaksiyonlarinda
ROM olusmakta ve prooksidan/antioksidan
dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonu-
cunda gelisen oksidatif stres, ¢esitli mekaniz-
malar ile biomolekiillere hasar vermektedir.'"

Stabil bir molekiil olan DNA da lipidler,
karbohidratlar ve proteinler gibi spontan kim-
yasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. insan
viicudunun her hiicresinde DNAnin giinde 10°
kez oksidatif hasara maruz kaldig1 one siiriil-
miistir.” DNA hasar1 ve onarimui arasindaki
denge nedeniyle, ¢ok diisiik diizeylerde hasar,
saglikl bireylerde de saptanmaktadir. Yeni do-
gan sicanlarda dahi oksidatif baz modifikasyo-
nunun (80HAG) oldugu gosterilmistir.* ROM
olusumundaki artma, antioksidan enzim diizey-
lerindeki azalma ve/veya DNA onarim meka-
nizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA ha-
sarinin artmasina yol agmaktadir'” (Sekil 1).

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek
ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar, baz modifi-
kasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden dii-
zenlenme), seker hasari meydana gelebilir veya
DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma ola-
bilir."? Bu lezyonlardan bazilari fizyolojik ko-
sullarda da olusabilmektedir. Ornegin piirin
kaybi ile apiirinik alanlarin olugsmasi insan ge-
nomunda giin iginde 10* kez meydana gelebil-
mektedir. Oksidatif modifikasyon sonucunda
DNA antijenik karakter kazanmakta ve anti
DNA antikorlari olusmaktadir.’

DNA’da oksidatif hasar yapan bashca et-
kenler: Iyonize radyasyon, yiiksek oksijen
konsantrasyonu, otooksidasyona ugrayan kim-
yasallar  (dihidroksifumarat, dopamin, L-
DOPA, noradrenalin, adrenalin), ksantin oksi-
daz ve substratlar1 ve TNF-o’dir.’ DNA’da ok-
sidatif hasarin olusumu iki hipotez ile agiklan-
mlstlr.5

“Fenton Kimyas1” hipotezinde OH" radikal-
leri DNA’ya saldirarak hasar olusturur. O, gi-
bi H,0,’de dogrudan DNA’da hasar yapmaz.
OH’ radikalinin DNA iizerine etkili olabilmesi
icin DNA’da veya ¢ok yakininda olugsmasi ge-
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Sekil 1. Serbest radikal aracili oksidatif DNA hasari

rekmektedir. Reaktivitesi ¢ok yiiksek olan OH
radikalinin hiicre i¢inde diffiize olarak niikleu-
sa gegme olasiliklart azdir. Olast mekanizma
membrani kolayca gecebilen H,O,’in nukleus-
ta Fe-Cu iyonlar ile reaksiyonlasarak (Haber-
Weiss ve Fenton reaksiyonlar1) hidroksil radi-
kallerini olusturmasidir.

H,0, + Fe*" — OH' + OH + Fe*".......(1)
H,0, + Cu'" — OH" + OH + Cu*"......(2)
H,0, + Fe’* — HO," + H" + Fe*".......(3)
H,0, + Fe*™ — OH + OH + Fe''.......(4)

1 ve 2 numarali reaksiyonlar demir/bakir
katalizli Haber-Weiss reaksiyonlari; 3 ve 4 nu-
marali reaksiyonlar ise Fenton reaksiyonlari
olarak adlandirilmaktadir.

DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat grup-
lar1 icerdiginden, ¢esitli katyonlar1 baglama ye-
tenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fe**" ve
Cu'"* iyonlar1 negatif yiikli DNA’ya siirekli
bagli bulunabildikleri gibi oksidatif stres altin-

da hiicre i¢inde bulunan demirli ve bakirli pro-
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teinlerden serbestleserek de DNA’ya baglana-
bilmektedirler. Redoks aktif transisyon metal
iyonlarinin baglanmalart DNA molekiiltinii
H,0,’in hedefi haline getirmektedir.’ DNA’ya
bagli metal iyonlar1 ile H,O,’in DNA {izerinde
reaksiyonlasmasindan olusan OH’ radikalleri,
OH’ radikal temizleyicileri tarafindan uzaklas-
tirllamamaktadir. Ayrica, OH’ radikal temizle-
yicilerinin olusturdugu radikaller de DNA’ya
hasar verebilmektedir.® Doku kiiltiir ortamimin
Fe*" ve Cu®" iyon konsantrasyonunun arttiril-
masi ile oksidatif DNA baz hasarinin arttigi ve
H,0,’e maruz birakilan hiicrelerde bakir ve/ve-
ya demir gelatorlerinin (deferoksamin) kulani-
minin DNA’daki oksidatif hasar1 6nledigi gos-
terilmistir.”

DNA molekiiline baglanarak transkripsi-
yon ve translasyonu etkileyen ribozomal prote-
inlerde ¢inko parmak yapilarin bulundugu ve
bu yapilarda ¢inko yerine demirin baglanmasi
ile radikal olusumunun arttig1 saptanmistir.
DNA’nin oksidatif hasardan korunmasi igin
demir celatorleri ve radikal temizleyicilerinin
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birlikte kullanilmalarinin 6nemli fayda sagladi-
g1 6ne siiriilmiistiir.’ OH radikali drt DNA ba-
zina da saldir1 yapabilirken singlet oksijen
('0,) ¢ok daha segicidir. 'O, dal kirigindan da-
ha ¢ok, guanin tiirevli iiriinler olan 8-hidroksi-
guanin ve FAPyGuanin (FAPyG) olusturmak-
tadir.® Hiicrede DNA ile birlikte bulunan Cu**
iyonlarinin bazi fenollerle reaksiyonlagmasi ile
ROM olusmakta ve sonugta baz modifikasyon-
lar, dal kiriklar1 ve DNA baz-fenol katilma
riinleri gibi gesitli DNA lezyonlar1 meydana
gelmektedir. in vitro Cu®" iyonlar1 varhiginda
DNA hasarma neden olan fenol bilesikleri 2-
hidroksiostradiol, 2-metoksidstradiol, dietilstil-
bestrol ve L-DOPA’dir. Bazi fenolik bilesikle-
rin bu lezyonlarin olusumunda rol oynadiklari
icin karsinojenik olduklar1 éne siiriilmektedir.’
Niikleaz aktivasyonu hipotezine goére oksidatif
stres, sitozolik Ca®" iyon konsantrasyonunda
bliyiikk bir artisa neden olarak nukleusdaki
Ca**-bagimli endonukleazlar1 aktive etmekte
ve DNA’nin fragmantasyonuna neden olmak-
tadir. Nukleaz aktivasyonu DNA bazlarinda
kimyasal degisikliklere neden olmamaktadir.
Ca®" gelatorlerinin kullanimi ile DNA hasari-
nin engellenebildigini gosteren arastirmalar bu-
lunmaktadir.” Iin vivo her iki hipotezin de bir-
likte gegerli oldugu kabul edilmektedir. Hiicre
tipine ve oksidatif stres etkenine bagli olarak
mekanizmalardan biri 6ne ¢ikmaktadir. Tran-
sisyon metal iyonlarinin varligi reaksiyon hi-
zin1, mekanizmasini ve baz modifikasyonunun
tiiriinii etkilemektedir.’

Reaktif nitrojen metabolitleri (RNM; NO,,
ONOOH, N,0s3, HNO,) DNA bazlarinin nitro-
lanmasina veya deaminasyonuna neden olmak-
tadir. RNS etkisi ile sitozinden urasil, guanin-
den ksantin ve adeninden hipoksantin olus-
maktadir. ONOO'™ guaninden 8-nitroguanin ve
hipoksantin olusturabilir. 8-nitroguanin DNA
yapist i¢cinde dayaniksiz oldugundan spontan
olarak depiirinasyona ugrar ve abazik alanlarin
olusmasina neden olur.'"” HOCI, DNA’da piirin
oksidasyon {irlinlerinden daha ¢ok DNA bazla-
rin1 klorine ederek kloraminler ve halka klo-
rasyonuna yol acar.'' Oksidasyona ugrayan li-
pidler de, serbest radikal olusturarak hiicresel
makromolekiillere  hasar  verebilmektedir.
Membranin integral veya periferal proteinleri-

OKSIDATIF DNA HASARI VE YASLANMA; BURGAK VE ANDICAN 161

ne ve DNA’ya ¢ok yakin mesafede bulunan li-
pidlerden olusan lipid alkoksil (LO") ve lipid
peroksil (LOO") radikalleri, hiicrenin kritik
onem tagityan molekiillerine OH’ radikalinden
daha etkin olarak hasar yapabilmektedir. OH
radikaline gore daha diislik reaktiviteye sahip
olduklar1 i¢in hiicreler ve dokular arasinda tagi-
nabilecek kadar uzun yar1 Omiirli olan lipid
hidroperoksidler ve karbonil bilesikleri, basla-
mis olan serbest radikal reaksiyonlarini ilerlet-
me ve oksidatif stresi hiicre/dokuda yayginlag-
tirma potansiyeline sahiptirler. Ayrica lipid ra-
dikalleri de 'O, gibi OH" radikallerinden daha
Ozgiin davranir ve tercihen guanin bazina etki
eder. Olusan baslica lezyon tek dal kiriklaridir.
Lipid oksidasyonunun neden oldugu oksidatif
DNA hasarinda metaller kritik rol oynamakta-
dir. LOOH etkisi ile DNA’da tek dal kirig1 olu-
sumunda Fe®" ve Fe’" iyonlarinin katalitik etki
yaptig1 ve Fe*"nin, Fe’* den daha etkin oldugu
one siiriilmiistiir."* Ksantin oksidaz, hipoksan-
tin ve ksantin gibi O, radikali olusturan sis-
temler ve aktive notrofiller hiicre membranin-
dan kolaylikla diffiize olan H,O, olusumuna
neden olarak hiicrelerde yaygin DNA hasar
yapmaktadirlar.®® Doku kiiltiir ortaminda belir-
li amino asitlerin, 6zellikle histidinin bulunma-
st DNA hasarini arttirmaktadir. Histidin olasi-
likla metal iyonlarin1 baglayarak hiicreye tasin-
malarin1 saglamaktadir. Memeli hiicre kiiltiir
ortamina katilan L-histidinin H,O, sitotoksisi-
tesini ve DNA’da ¢ift dal kirilmalarini arttirdi-
&1 saptanmigtir. Histidin metal iyon bagimli li-
pid peroksidasyonunu da arttirmaktadir."® Hiic-
reler ultraviyole 1s1ga (UV) maruz kaldiginda
da DNA hasar1 olusmaktadir. ki sekilde DNA
hasar1t meydana gelebilir. UV 151k H,O,’e etki
ederek OH' radikali meydana getirebildigi gibi
dogrudan pirimidinlerin kovalent ¢apraz bag-
lanmasina ve pirimidin dimerlerinin olusumu-
na neden olabilmektedir. fonizan radyasyonun
suyun homolizine neden olarak, OH" radikalle-
rini olusturdugu ve bu yolla mutajenik ve kar-
sinojenik etki gosterdigi  bilinmektedir."
DNA’da oksidatif hasar ile ilk olusan lezyon
dal kiriklaridir. Dal kiriklar1 DNA onarimi si-
rasinda nukleaz aktivitesi ile de olusabilecegin-
den her zaman oksidatif DNA hasarin1 goster-
memektedir. Tek dal kiriklarinda, diger daldaki
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bilgi dogru okunarak ‘hasarli dal onarict en-
zimlerle’ onarilabildiginden ¢ift dal kiriklari
daha 6nemlidir.> OH' radikali piirin ve pirimi-
din bazlarinda modifikasyonlar meydana getir-
mektedir. Ornegin bir piirin olan guaninin 4, 5
veya 8 pozisyonlarindaki C atomlarina veya
adeninin 4, 5, 6 pozisyonlarindaki C atomlari-
na OH’ radikali katilarak ¢esitli tiriinler olus-
maktadir. Giinimizde 100 kadar oksidatif
DNA baz hasari tanimlanmistir.”> Hasarli baz-
lardan bazilar1 timin-glikol, sitozin-glikol, 8-
okso 2'deoksiguanozin (80HdG), FAPyG ve
FAPyAdenin’dir. DNA’nin replikasyonu veya
onarimi sirasinda da bazlar oksidasyona ugra-
maktadirlar. Bazi oksidatif DNA modifikas-
yonlar1 somatik mutasyona yol agarak hiicrenin
fonksiyonlarini bozmaktadir. ROM ile indiikle-
nen mutasyonlarin DNA’nin transisyon metal-
lerini bagladig1 bdlgelerde (‘hot spot’) kiime-
lenmis oldugu saptanmustir.’

Aerobik organizmalarin, mutasyonlardan
korunabilmeleri ve yasamlarini devam ettire-
bilmeleri i¢in DNA onarim enzimlerinin dogru
fonksiyon yapmalar1 mutlaka gereklidir. Diistik
diizeylerde oksidatif DNA hasart minimal hata
riski ile etkin bir sekilde onarilabilmektedir.
Ancak, DNA onarim enzimleri ve DNA poli-
meraz’in oksidatif stres altinda hasarlanmalari
dogru replikasyon ve transkripsiyon olasiligini
azaltmaktadir. Onarim tamamlanincaya kadar,
hiicreler boliinmelerini genellikle durdurarak
kendilerini korumaktadirlar.’ DNA'daki oksi-
datif hasar yasam ile bagdagmayan ytiksek dii-
zeylere ulastiginda hiicre 6liimii (apoptoz) ger-
¢eklesmektedir. DNA'da dal kiriklarimin olusu-
mundan sonra DNA onarim mekanizmasinin
bir komponenti olan NAD" bagimli poli ADP-
riboz polimeraz enzimi (PARP) aktive olmakta
ve DNA hasan belirli bir diizeyi astiginda asir
NAD" ve ATP tiiketimi sonucunda hiicre &lii-
me gitmektedir. Hiicrenin ““NAD"-bagiml
programli 6liimii’’olarak adlandirilan bu ola-
yin, yaygin hasarli DNA’ya sahip hiicrelerde,
malign potansiyelli somatik mutantlarin olusu-
munu engellemeye yonelik ‘intihar yamit” oldu-
gu one stiriilmiistiir.'® Orta diizeylerdeki oksi-
datif DNA hasarinin maligniteye yol agma ola-
sihig1 ¢ok yiiksektir.’

Cilt (Say1) 35 (4)

80OHJG biiyiik oranda sitozin ile dogru es-
lesme yaparken diisiik bir oranda da adenin ile
hidrojen bagi yaparak GC — AT (G — T)
transversiyon mutasyonuna neden olmaktadir.®

ROM
G-C—>80HG-C—->80HG-—-A—>T-A

+

G-C

8OH-Adenin biiyiik oranda timin ile eslesir-
ken diisiik oranda guanin ile yanlig eslesme ya-
pabilmektedir. Timin glikol 6nemli bir oranda
dogru olarak adenin ile hidrojen bag1 yaparak
eslesmektedir. Bu olusum DNA replikasyonu-
nu kuvvetli bir sekilde bloke edebildigi gibi
T — C transisyon mutasyonuna yol acabilmek-
tedir. Timin lezyonu olan 5-hidroksimetil ura-
sil diistik bir oranda yanlig olarak guanin ile es-
lesmektedir.' Piirin halkasinin agilmast ile olu-
san FAPyG, FAPyA lezyonlar1 DNA replikas-
yonunu bloke ederek mutajenik etki goster-
mektedirler.! Singlet oksijene ('O,) maruz ka-
lan hiicrelerde en sik rastlanan mutasyon G —
T transversiyonudur.® DNA, ROM veya UV
15182 maruz birakildiginda tandem mutasyonu
adi1 verilen CC — TT transisyon mutasyonu da
olmaktadir. En sik goriilen mutasyonun C — T
transisyonu ve G — C, G — T transversiyonla-
11 oldugu bilinmektedir.” H,0, ile indiiklenmis
mutasyonlarin delesyon ve baz substitiisyonlari
oldugu saptanmistir. Lipid peroksidasyonunun
bazi son iiriinleri ise DNA’ya baglanarak mu-
tasyona neden olmaktadur."’

Oksidatif hasara bagli mutasyonlar, genin
konformasyonu ve baz dizilimi, onarim etkinli-
gi, DNA polimerazin tiiri ve polimerazlarin
dogru kopyalamasini etkileyebilecek olan gev-
re DNA’nin konformasyonu gibi bir¢ok faktor-
den etkilenir.’ 2-Deoksi riboz da ROM tarafin-
dan fragmantasyona ugratilmaktadir. Karbon
merkezli radikallerin olustugu fragmantasyon
siireci sonunda karbonil bilesikleri olusmakta-
dir. Deoksi ribozdan radyasyon etkisi ile de
karbonil ve dikarboniller olusur. Deoksi riboz
tirevli radikallerin DNA’da abazik alanlara ve
dal kirllmalarina yol a¢tig1 saptanmustir. Birgok
karbohidrat gibi 2-deoksi riboz da Fe*" bagla-
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ma Ozelligine sahip oldugundan Fenton reaksi-
yonu ile olusan OH’ radikallerinden 6zellikle
etkilenmektedir.'"” Buna karsin Cu®" iyonlari
Ozellikle DNA’nin guanin-sitozince zengin
bolgelerine baglanir ve guaninin H,0; ile reak-
siyonlagsmasi sonucunda guanin baz hasari
olusmaktadir."® Kromatindeki proteinler de ra-
dikallerin saldirisina ugramaktadir. Protein-tii-
revli radikal ile baz-tiirevli radikalin baglanma-
st DNA-protein ¢apraz baglanmasi (6rnegin ti-
min-tirozin) ile sonuglanmaktadir. Kromatinin
bozunmasima neden olan c¢apraz baglanma
DNA’nin onarim, replikasyon ve transkripsi-
yonunun bozulmasina neden olmaktadir."

Son yillarda yapilan arasgtirmalarda oksida-
tif DNA hasar gostergesi olarak siklikla baz
hasarlar1 analizlenmistir. Cu®" iyonlart DNA’da
G-C’den zengin bolgelerde yiiksek oranda bu-
lundugundan oksidatif hasara en fazla maruz
kalan baz guanindir. Bu nedenle en yaygin ola-
rak Olgiilen baz hasar1 8OHdG’dir. 8OHdG ok-
sidatif DNA baz hasarinin bir “biomarker™
olarak kabul edilmektedir."**°

Oksidatif DNA hasarmin yaslanmada uni-
modal bir progeroid sendrom olan Alzheimer
hastaliginda, diabette, aterosklerozda, romatoid
artrit ve sistemik lupus eritematozus gibi oto-
immiin inflamatuar hastaliklarda, hepatitde ve
kanserde arttigin1 gdsteren bir¢ok arastirma bu-
lunmaktadir. >’ Ataksi telenjiektazi, Werner
ve Cockayne gibi segmental progeroid send-
romlarin patojenezinde (genomik instabilite
sendromlari) DNA onarim enzim defektleri rol
oynamaktadir.***

Mitokondriyal DNA’da Oksidatif Hasar
ve Yaslanma

Mitokondriyal DNA’da (mtDNA) oksidatif
hasar ve bu hasara bagli mutasyonlarin yaglan-
ma siirecinde 6nemli oldugu ve mitokondrile-
rin yaglanmada anahtar rol oynadiklar1 Miquel
ve ark. tarafindan 1980’de a¢iklanmustir.”’ Gii-
niimiize dek yapilmis olan arastirmalar fizyolo-
jik yaslanma, prematiir yaglanma semptomlart;
Alzheimer hastalifi, diabet, kalp yetersizligi,
sagirlik, optik sinir dejenerasyonu, birgok iler-
leyici kas hastalig1 ve kanser gibi yaslanma ile
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sikliklart artan hastaliklarin mutasyona ugra-
mis DNA iceren disfonksiyonel mitokondrile-
rin varligi ile ilgili oldugunu ortaya koymus-
tur.”>**

Mitokondri, disfonksiyonu onemli negatif
pleitropik etkileri olan bir organeldir. Mito-
kondriyal disfonksiyona bagli olarak membran
potansiyeli azalir, ROM olugumu artar (memb-
ran potansiyeli ROM olusumunu diizenler),
ATP sentezinde azalma olur, potansiyel toksi-
siteleri olan Ca*" iyonlarmin tutulumu azalir.
Oksidatif hasara bagli mutasyonel yiik artarken
koruyucu ve onarici proteinlerin azalmasi/ha-
sarlanmas1 mitokondrilerin hasar ve mutasyona
yatkinligini arttirir ve dolayist ile hiicresel yas-
lanmay1 hizlandirir.*® (Sekil 2).

Oksidatif Stres
(eksojen & endojen)

— ROS iiretimi
/ mtDNA hasari
( ’/—Yetersiz mtDNA onarimi

\

\ Hasarli DNA birikimi

Mitokondriyal redoks disfonksiyon

y

Enerji Uretiminde azalma

s\

Organ disfonksiyonu  Apoptoz

Yaslanma Bulgulari

Sekil 2. Mitokondriyel ROM, oksidatif mtDNA hasar1 ve
yaslanma

Mitokondriyal DNA’nin korunmasi i¢in son
derece onemli olan nukleusdaki DNA’nin ha-
sarlanmas1 da mtDNA delesyonlarina yol aga-
rak mitokondriyi etkilemektedir. Mitokondri-
yal DNA’nin transkripsiyonu yaslanma ile kes-
kin bir azalma gosterir. Mitokondri proteinleri-
nin sentezi azalir. Mutasyonlar mitokondri
DNA’smin post-mitotik hiicrelerdeki replikas-
yonunu bloke eder ve mitokondri turnoveri
azalir. Saglam mitokondriler fonksiyon kaybini
kompanse ederse de bu kompansasyon hasar
riskini arttirir. Mutasyonlarla gelen uzun siireli
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irreversibl hasar birikimi yaslanma sirasinda
ortaya c¢ikan biyoenerji azalmasi ve organ
fonksiyonlarinda zayiflama gibi olumsuz fakat
fizyolojik degisikliklerin nedenidir.’’

Yaglanma ile mitokondrilerde biiyiime,
matriksde vakuolizasyon, kristalarda kisalma
ve yogun graniillerin kaybi gibi histolojik degi-
siklikler de goriiliir.** Norolojik, kardiyovaskii-
ler ve kassal fonksiyonlarda yaslanma ile mey-
dana gelen yetersizlikler ve sonucta gelisen no-
rodejeneratif, kardiyovaskiiler ve kas hastalik-
larinda mitokondri fonksiyonlarindaki bozulma
ve yetersizlik 6nemlidir.”® Yaslanma, genler,
¢evre ve yasam hikayesinin etkilesimleri ile se-
killenen multifaktoryel bir siiregtir. Bu siireg
ile erisilen son aynidir: Oliim. Ancak, yasanan
stire, bu siire i¢indeki somatik dejenerasyonlar
(intrinsik yaglanma) ve hastaliklar her birey
i¢in aym degildir. Ozellikle mitokondrinin tagi-
dig1, maternal gecisli olan mitokondri DNA’s1-
nin tasidig1 genetik bilgi onemlidir.**

Mitokondriyal DNA ¢ift sarmal kapali dai-
resel ve yaklasik 16kb agirliginda ¢ok kompakt
yapiya sahip olan, elektron transport zincirinin
(ETZ) 60 protein komponentinden 13’iinii, 22
tRNA ve 2 rRNA molekiiliinii kodlayan intron-
lar1 ve kodlamayan biiyiik sekanslar1 bulunma-
yan bir molekiildiir.”***> mtDNA’nin ROM’la-
rin basglica olusum yeri olan i¢ membrana ya-
kinliklar1 ve koruyucu histonlarinin bulunma-
mast nedeni ile oksidasyon riski yiiksektir.
Protein ve lipidler kolay bir sekilde yikilip ye-
niden sentezlenebildikleri halde, DNA’daki
oksidatif modifikasyonlar mutasyonlar ve diger
genomik instabilizasyonlardan dolay1 kalict ha-
le gelir.”> Mitokondrilerde de oksidatif DNA
lezyonlar1 onaran etkin onarim mekanizmalari
(BER ve NER) oldugu halde 8-0oksodG diizeyi-
nin mtDNA da nDNA dan ¢ok daha yiiksek ol-
dugu saptanmustir.*® Ornegin, yaslanma ile in-
san beyin mitokondri DNA’sinda meydana ge-
len oksidatif hasarin nukleus DNA’sindaki ha-
sara gore 10 kat daha fazla oldugu saptanmis-
tir.”! Mitokondriyal DNA onariminda (fare ka-
raciger, 8-oksoG glikozilaz aktivitesi) yaslan-
ma ile artis oldugu ve bu artisin nukleus
DNA’sinin onartminda olmadigi saptanmuistir.
Bu bilgiler mitokondriyal DNA’daki oksidatif
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hasar birikiminin esas nedeninin hasar olusu-
mundaki artis oldugunu gostermektedir.”

Mitokondriyal elektron transport zincirin-
den (ETZ) elektron kagagi sonucu olusan ser-
best radikaller once mitokondride ve sonra
hiicrede hasar olugturmaktadir. Hasar ROM
olusumunu daha da arttirmaktadir. Bu kisir
dongii belli bir yastan sonra 6liim hizinda go-
rillen biiyiik artis1 agiklamaktadir.’”** ROM’un
yasam siiresini belirleyip belirlemedigi heniiz
bilinmemekle birlikte ilk olarak Harman tara-
findan®® 1972’de 6ne siiriildiigii gibi ROM’la-
rin yaslanmanin fizyopatolojisinde 6nemli rol
oynadiklar1 kesinlik kazanmistir. ROM olusu-
munun major kaynagi olan mitokondriler ayn1
zamanda ROM’larin zararhh etkilerinin de
énemli hedefidir.””*

Mitokondriyal oksidatif stres yaglanma sira-
sinda apoptozun intrinsik yolunun aktivasyo-
nunda anahtar rol oynamaktadir. Apoptoz veya
programli hiicre 6liimii ¢ok hiicreli organizma-
larda normal gelisme ve homeostaz i¢in gerek-
lidir. Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi
norodejeneratif hastaliklarda gereginden fazla
apoptoz olmaktadir.* Mitokondriyal GSH’nun
oksidasyonu hiicreleri apoptoza ozellikle yat-
kin hale getirmektedir. Permeabilite transisyon
porlar1 agilir, membran potansiyeli azalir, sito-
krom c serbestlesir. Sitokrom ¢’nin serbestles-
mesi apoptozun isareti olarak kabul edilmekte-
dir.*' Apoptoz ve yaslanmanin birgok ortak
yonleri bulunmaktadir. Apoptoz veya senesen-
si indiikleyen p53 tiimor supresdr proteininin
eksikligi kanserden dolay1r mortalitenin artma-
sina ve yasam siiresinin kisalmasma yol ag-
maktadir.*” Hizli replike olan kok hiicrelerde
mitokondriyel yaslanma olmamaktadir. Mito-
kondriyel yaslanma diferansiye olmus somatik
hiicrelerin 6zelligidir. 1907°de Minot tarafin-
dan “yaglanmanin hiicre diferansiasyonu igin
Odenen bedel oldugunu” agiklamasi yapilmig-
tir.”’ Yaslanmanmn getirdigi olumsuz degisik-
liklerin 6zellikle goriildiigii beyin, iskelet kasi
ve kalp kasi gibi diferansiye hiicrelerden olu-
san dokularda ¢ok sayida post-mitotik hiicre
bulunmaktadir. Oksidatif olarak modifiye baz-
lar normal bazal kosullarda post-mitotik doku-
larda bulunur. Bu hiicrelerde mitokondri ve



Ekim-Aralik 2004

mtDNA’nin turnover hizi diisiiktiir. Dokular
arasinda yaglanmada goriilen farkliliklarin
mtDNA’nm turnover hizindaki farkliliklar ile
aciklanabilecegi one siiriilmiistir.>’ Yash in-
sanlarin beyin, kalp ve karaciger dokularmda
nDNA ve mtDNA 8-OHdG diizeylerinde orta
derecede artis oldugu saptanmistir. Diyafram
kas1 ve beyinde mtDNA’daki 8-OHdG’nin ya-
sin fonksiyonu olarak biriktigi saptanmis-
tir.'*%* Mitokondriyel DNA da yaslanma ile
olusan 8-OHdG’nin glutatyonun (GSH) oksi-
dasyonu ile iliskili oldugu saptanmustir.** Beyin
oksidatif hasardan ve yaglanmadan ¢ok etkile-
nen bir organdir. Yaglanma ile insan beyninde
mtDNA’daki oksidatif hasarin genomik DNA
hasarindan 10 kat daha fazla oldugu bilinmek-
tedir. Farelerde beyindeki oksidatif mtDNA
hasarinin motor koordinasyondaki kayip ile
iligkili oldugu saptanmustir.*’

Memelilerde 6zellikle post-mitotik ve yiik-
sek derecede aerobik dokularda mtDNA’daki
mutasyonlarin yas ile arttigi gosterilmistir.”®
Oksidatif hasarin, delesyonlar ve nokta mutas-
yonlar1 ile orantilt oldugu saptanmigtir. Mito-
kondri biyogenezi ile ilgili LON proteaz ve
mtDNA’nm korunmas: ile ilgili ERV1 genle-
rinde yaglanma ile iligkili olan azalmanin repli-
kasyonu kontrol eden bolgedeki artmis olan
nokta mutasyonlar1 ile ilgili oldugu agiklan-
mustir.* MtDNA delesyonlarinin gesitli kas do-
kularinda (ekstraokiiler, diyafram, iskelet), be-
yin, kalp akciger ve karacigerde yaslanma ile
arttigl ortaya konmustur.”*’ Yaglanma ile
ozellikle 4977 delesyonunda artis oldugu sap-
tanmustir.*® Mitokondride ROM olusumunu art-
tiran doksorubisinin kalp dokusunda mtDNA
da delesyonlar1 arttirdigi ve bir antioksidan
olan ubikinoliin bu delesyonlar1 engelledigi
gosterilmistir.**

Sican ve giivercinlerin yasam siireleri ara-
sindaki farkin mitokondrilerdeki ROM {iretimi
ile iliskili oldugu saptanmustir. Post-mitotik do-
kunun mtDNA’sma (nDNA’ya degil!) saldiran
ROM olusumu ne kadar ¢ok ise mutasyon biri-
kim hizinin ve yaglanma hizinin o kadar yiik-
sek oldugu agiklanmis, oksidatif mtDNA hasa-
rimin (nDNA hasar1 degil!) maksimum yasam
stiresi ile ters korelasyonlu oldugu one siiriil-
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miistiir. Genellikle oksijen tiiketiminin artmasi
ile maksimum yasam siiresi potansiyelinin
azaldig1 belirtilmistir. Somatik mtDNA mutas-
yonlarindaki birikim hizinin kisa 6miirlii hay-
vanlarda uzun 6miirliilerden daha yiiksek oldu-
gu saptanmistir.*®

Is yiikii ve O, tiiketiminin 4977 delesyonu-
nu arttirdig1 saptanmistir.*’”>° 4977 delesyonun
yogunlugunun beynin farkli bolgeleri arasinda
biiylik farkliliklar gosterdigi saptanmistir. Do-
pamin metabolizmasinin (monoaminooksidaz
ile ROM olusumu) yiiksek hizda oldugu kau-
dat, putamen, substansiya nigra bdolgelerinde
bu delesyonun yiiksek oranda oldugu gosteril-
mistir.” Iskelet kasinda lifler boyunca mtDNA
delesyon birikiminin kii¢iik alanlara lokalize
oldugu ve bu birikimin kaslarda yaslanma ile
ortaya c¢ikan kiitle kayb1 ve fonksiyon kaybi
(sarkopeni) ile iliskili oldugu saptanmstir.”" Is-
kelet kas1 ve beyin gibi dokulardaki lokal de-
lesyonlarin mitokondriyal fiizyon (intermito-
kondriyel komplementasyon) ile genisleyebil-
digi gosterilmistir.”> MtDNA mutasyonlarii
genisleten mitokondriyel flizyonun kopman-
sasyon ve gen terapisi avantajlari da bulun-
maktadir.*’Mitokondriyel DNA mutasyonlar:
solunum zinciri komplekslerinden 6zellikle
kompleks I (NADH dehidrogenaz) ve komp-
leks IV (sitokrom c oksidaz) aktivitelerinde
azalmaya yol agmaktadir. Bu kompleksler kis-
men mitokondri genomu tarafindan kodlan-
maktadir. Kismen mtDNA tarafindan kodlanan
sitokrom ¢ oksidaz’in eksikligi en sik goriilen
elektron transport defektidir.”” Bu durumda
nukleus mitokondri biyogenezini upregiile ede-
rek ve sliksinat dehidrogenaz aktivitesini artti-
rarak mitokondriyel eksikligi kompanse etme-
ye c¢aligir. Sitokrom c oksidaz eksikligi ve siik-
sinat dehidrogenaz hiperaktivitesi gosteren kas
liflerinde mitokondriyel DNA’da delesyonlar
saptanmugtir. Elektron sistem anormaliteleri,
oksidatif hasar ve kas lifi atrofisinin mevcut ol-
dugu bolgelerde mitokondriyel DNA delesyon-
larinin bulundugu gosterilmistir.”'

Aterosklerozda da somatik DNA mutasyo-
nunun 6nemli oldugu bilinmektedir fakat mo-
lekiiler mekanizma tam olarak anlasilamamig-
tir. Son ¢alismalar, aterosklerozun baglangic ve
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ilerleme sathalarinda ROM’larin DNA hasarin-
da rol oynadigimi gdstermektedir. Oksidatif
DNA hasar aterosklerotik lezyonlarda ve do-
kularda gosterilmistir. Tavsanlar kolesterol ile
beslendiginde plaklarda oksidatif DNA hasar1
ve apoptotik hiicre 6liimii oldugu ve DNA ona-
rim enzimi ve p53 proteininin ekspresyonunun
arttig1 saptanmistir. Besinsel yagin azaltilmasi
durumunda oksidatif DNA hasariin ve DNA
onarim enzim ekspresyonunun biiyiikk Slgiide
azalmis oldugu saptanmustir.”* Aterosklerotik
plaklarda saptanan apoptotik hiicre Sliimiiniin
plak instabilitesi, riiptiir ve trombiis olusumuna
katkida bulundugu saptanmistir. DNA onarildi-
ginda, genetik yapist bozulmus hiicreleri uzak-
lastirmak tizere fonksiyon yapan apoptoz aza-
lacagindan plak stabilitesinin artacagi ve atero-
sklerozun morbidite ve mortalitesinde énemli
olan ve unstabil plaklarm yol a¢tig1 akut koro-
ner sendromlarin azalacagi 6ngoriilmiistiir.>

Baz1 arastirmalarda fibroblastlar kullanila-
rak yaslanma olay1 incelenmektedir. Hizli rep-
like olan fibroblastin yaslanmasi hiicrenin rep-
likasyon sayisindaki yani proliferasyon kapasi-
tesindeki kayip ile iligkilidir. Fibroblastlar gibi
boliinen hiicrelerde her boliinmede telomer ki-
salmas1 olmasi boliinme kapasitesini sinirla-
maktadir. Bu nedenle normal hiicreler dliimlii-
diir. Oksidatif DNA hasar1 ve telomeraz aktivi-
tesinde azalma telomer kisalmasina neden ola-
rak hiicre biiytimesini durdurmaktadir.” Sene-
sent fibroblastlarda DNA’nin daha fazla oksi-
dasyona maruz kaldig1 ve ortama spin tutucusu
o-fenil-t-biitil nitron (PBN) katilmasinin doza
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bagimli sekilde fibroblast hiicresinin dmriinii
uzattig1 sap‘[anmlstlr.56

Hiicreler boliinmemeye basladiklari zaman
telomer kisalmasi yaglanma siirecini hizlandir-
maktadir. Bu nedenle, telomer kisalmasi hiicre-
sel yaslanmanin nedeni olarak degil hiicrenin
senesense giriginin sinyali olarak kabul edil-
mektedir. Post-mitotik hiicrelerde daha fazla
telomer kisalmasi olmamaktadir. Telomer ki-
salmasini engelleyen telomeraz aktivitesine sa-
hip olan kanser hiicreleri 6liimsiiz hiicrelerdir.
Normal hiicrelere telomeraz geni eklenmesi bu
hiicrelere oliimsiizliik kazandirmaktadir.” Or-
ganizmalarin ortalama yasam siireleri ile repli-
katif senesens arasinda korelasyon saptanmis-
tir. Kisa yar1 omiirlii organizmalara ait fibro-
blastlarin in vitro yasam siirelerinin daha kisa
oldugu saptanmistir. Yaglt bireylere ait fibrob-
lastlarin da replikasyon kapasitelerinin sinirh
oldugu gosterilmistir.”’

Kalori kisitlamasi maksimum yasam siiresi-
ni uzatan tek deneysel manipiilasyondur. Uzun
stireli kalori kisitlamasi, esansiyel besinler ye-
terli olmak kaydi ile, ortalama ve maksimum
yasam siirelerini uzatir, yaglanma siirecini ya-
vaglatir, yasa bagl olarak goriilme siklig1 artan
hastaliklar1 (kanserler, immun bozukluklar, di-
abet, katarakt, hipertansiyon, bdbrek yetmezli-
gi) geciktirir. Kalori kisitlamasi ile daha uzun
ve daha saglikli yasamasi saglanan hayvanlar-
da mtDNA’da daha az mutasyon birikimi oldu-
gu saptanmustir.”® (Sekil 3).

Kalori Kisitlamasi Yapilan Denekler
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Tiyol gruplu antioksidanlar, C ve E vita-
minleri, Ginkgo biloba ekstrakti ve Egb 761 ta-
rafindan yaglanma ile mtDNA’da meydana ge-
len oksidatif hasarin ve mitokondriyal glutat-
yon oksidasyonunun engellenebildigi saptan-
mistir. Egb 761 ekstraktinin beyin ve karaciger
mitokondrilerinde yaslanma ile meydana gelen
morfolojik ve fonksiyonel degisiklikleri engel-
ledigi saptanmustir.”® Kenetlenmeyi bozan pro-
teinlerin mitokondrilerde  ROM olusumunu
azaltarak genel bir koruma sagladiklar1 goste-
rilmistir.®® Transgenik ve knockout deneysel
hayvan modelleri, ETZ proteinleri, mitokondri-
yal antioksidanlar ve onarim enzimleri gibi
molekiillerin yaslanmadaki rollerinin arastiril-
masinda Gnerilmektedir.”’

Kaliteli ve uzun yasam organizmanin bakim
ve onarim mekanizmalarinin dogru ve etkin ca-
lismalarini gerektirmektedir. Hiicresel homeos-
tazin saglanabilmesi i¢in genomik, mitokondri-
yal ve ribozomal integrite/stabilite gerekmekte-
dir. Bir¢ok ribozomal proteinin ekstraribozo-
mal fonksiyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Bakim
ve onarim mekanizmalarini kodlayan cesitli
genlerden olusan ve yasam siiresinin sigortasi
olan kompleks bir vitagen sebekenin yaslanma
ile gerontogen sebekeye doniistigli ve bu ne-
denle organizmanin homeodinamik 6zelliginde
yetersizlik oldugu one siiriilmiistiir. Vitagenle-
rin bakimlar1 ve etkinliklerinin korunmas: ile
yaslanmanin ve yas ile iligkili hastaliklarin ge-
ciktirilebilecegi 6ne siiriilmektedir.”

OzZET

Tiim organizmalarda, normal metabolizma
ve cevresel ajanlara maruz kalma sonucunda
reaktif oksijen metabolitleri (ROM) olusur.
ROM’un DNA'’ya etkisi sonucunda ¢ok c¢esitli
DNA hasar iiriinleri olusur. Giliniimiizde 8-hid-
roksi deoksiguanozin (8OHdG) oksidatif DNA
hasariin gostergesi olarak kabul edilmektedir.
En fazla olusan oksidatif DNA lezyonlarindan
biri olan 8OHdG, DNA replikasyonu esnasinda
G/C, T/A transversion mutasyonuna neden
olur.

ROM’un hem basglica olusum yerleri hem
de hasar yapici etkilerinin en énemli hedefleri
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mitokondrilerdir. Yaslanma ile biriktigi sapta-
nan oksidatif mitokondrial DNA (mtDNA) lez-
yonlar1 mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun
baslica nedenidir. Ozellikle yasla artan mtDNA
delesyonlar1 post-mitotik beyin ve iskelet ka-
sinda birikime ugramaktadir. Post-mitotik do-
kularda mitokondride ROM olusum hizinin
hayvanlarda yasam siiresi ile ters iliskili oldu-
gu saptanmistir. Mitokondri disfonksiyonu bi-
yoenerjide azalma, organ disfonksiyonu ve
apoptoz ile sonuglanir. Siddetli ve kalict oksi-
datif stres varliginda gergeklesen apoptoz yas-
lanma ile insidensi artan Alzeimer Hastalig1 ve
Parkinson gibi hastaliklarda artmaktadir.

Mitokondrial ROM olusumunu ve DNA ha-
sarin1 azaltan kalori kisitlamasi yaslanma hizi-
n1 azaltan tek deneysel manipiilasyondur.
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