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Ozet

Summary

Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA iizerinde baz
ve seker modifikasyonlari, tek ve cift zincir kiriklari, abazik
bolgeler, DNA-Protein ¢apraz baglanmas1 gibi bir takim
lezyonlara neden olarak hasara yol actigi bilinmektedir. DNA’da
olusan bu oksidatif hasar, mutagenezisin, karsinogenezisin ve
yaslanmanin gostergesidir. Guanin DNA bilesenleri icerisinde en
diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip bir bilesik olup serbest
radikallerin etkilerine agiktir. Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2'-
deoxyguanosine, guanin’in 8. karbon atomuna hidroksil radikali
ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarmin duyarli bir
gostergesidir.  8-hydroxy-2’-deoxyguanosine, reaktif oksijen
tirlerinin, DNA’da yaptug1 yaklasik 23 tane oksidatif baz hasar
tiriniinden biridir. GC=AT doniisiimiine neden olup premutajenik
ozellik gostererek mutasyonlara ve kanser gelisimine sebep
olabilir. Bir ¢ok hastaligin etiyolojisinde  8-hidroksi-2'-
deoxyguanosin’in Onemi arastirilmis olmasina ragmen daha
arastirilmast gereken bir ¢ok hastalik vardir. Ayrica kanserojen
maddelerin etkilerinin arastirilmasinda ve giinliik diyetle alinmasi
gereken antioksidan miktarlarinin belirlenmesinde kullanilabilir.
Oksidatif DNA hasarinin 6nemini ve mekanizmasini anlayabilmek
icin dogru ve kesin ol¢iimlerin yapilmasi gereklidir. Bu amacla,
yitksek basingli likit kromatografisi, gaz kromatografisi ve
immunokimyasal yontemler gibi farkli analiz teknikleri
kullanilmigtir.

Anahtar Kelimeler: 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine,
Oksidatif DNA hasari, Serbest radikaller

It is known that oxidative stress produces an number of
lesions in DNA such as base lesions, sugar lesions, DNA-Protein
cross-links, single-strand breaks, double-strand breaks and abasic
sites by a variety of mechanisms. Oxidative DNA damage is
implicated in mutagenesis, carsinogenesis and aging. Guanine has
the lowest ionization potential in the consist of DNA for this
reason it exposed of free radicals. The modified base 8-hydroxy-
2'-deoxyguanosine is a sensitive marker of the DNA damage due
to hydroxyl attack at the C8 of guanine. 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine is one of the 23 oxidative base adducts resulting
from reactive oxygen species induced damage to DNA. It mainly
induces GC-AT transversions and therefore may be responsible
for mutagenesis and carsinogenesis by showing premutagenic
property. Although several diseases have been investigated in
relation to the ethiological importance of 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine, further studies should be carried to investigate
the role of oxidative DNA damage in disease status. 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine can be utilized to determine amount of the
antioxidants that are necessary to take on the daily diet and to
investigate effect of cancerogen materials. To understand the
importance and mechanism of DNA damage it is necessary to
carry out accurate and precise measurement of 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine. For this purpose, different analytical techniques
such as high pressure liquid chromatography, gas chromatography
and immunochemical methods have been used for its
measurement.

Key Words: 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine,
Oxidative DNA damage, Free radicals
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Oksidatif stressin; lipidler, proteinler ve DNA gibi
biyolojik  makromolekiiller degisiklikler
olusturarak, hiicre hasarina neden oldugu bilinmektedir.
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS), DNA’da farkh
mekanizmalar ile; baz ve sekerde lezyonlara, tek ve ¢ift
zincir kiriklarina, abazik bolgelere, DNA-protein capraz
baglanmasi gibi bir takim modifikasyonlara neden olur (1-
6). DNA’da ROS tarafindan olusan oksidatif hasar,
yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immun
sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku
fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan hastaliklarin

tizerinde
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baslica nedeni ve gostergesi olarak goriilmektedir. Hiicre
ve dokularda oksidatif hasara ugramis, bir ¢cok purin ve
pirimidin lezyonunun tespiti ve miktar analizi yapilmistir.

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG), ROS’un
DNA’da yaptigi yaklasik 23 tane oksidatif baz hasar
griiniinden en sik karsilasilan ve mutajenitesi en iyi
bilinenidir. Diger DNA baz hasar {iriinlerinin ise daha az
mutajenik olmalar1 muhtemeldir (4,7-16). Ik defa 1984
yilinda Kasai ve Nishimura tarafindan, oksidatif DNA
hasarinin bir belirteci olarak tespit edilmistir (22). Guanin
DNA  bilesenleri icerisinde en diisik iyonizasyon
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Sekil.1. Hidroksil radikali ile guanin bazinin reaksiyonu (2)

potansiyeline sahip bilesiktir. Bu sebeple de ROS’un
baslica hedefidir (9,17,18). DNA replikasyonu sirasinda
GC’den AT ye doniisiime neden olarak mutasyona egilimi
arttirir (2,4,7,8,10-13,18-21). Bu nedenle 8-OHdG 6l¢iimii,
DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak
kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarini belirlemede en
sik kullanilan yontem olarak uygulanmaktadir (1,4,10,16).
8-OHdG, 8-Hidroksiguanin (8-OHGua)’ nin deoksiriboz’a
baglanmis hali olan bir modifiye nukleozit (10,12) ve
ekzonukleazlar olarak adlandirilan enzimlerin okside
olmus DNA’y1 onardiginda ekstrakte edilen bir baz
modifikasyonudur (23-25). §-OHGua, bilinen mutajenik
etkilerinden dolay1 genis olarak arastirilan bir diger DNA
lezyonudur. (4,14,18). Bu derlemenin, oksidatif DNA
hasarina ve bunun bir gostergesi olan 8-OHdG’in dnemine
dikkat ¢ekecegi inancindayiz.

8-OHdG ve 8-OHGuanozin’in
Olusum Mekanizmasi
8-OHdG, normal oksidatif metabolizma sirasinda
tiretilen endojen ROS veya eksojen kaynakli  ROS
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tarafindan DNA’da sekillenen bir mutajendir. (13,19,26-
28). OH radikali, guanin’in 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki
karbon atomlar1 ile reaksiyona girer ve DNA iiriin
radikallerini olugtururlar (Sekil 1). 4. ve 5. karbon
atomunun OH {iriin radikalleri dehidrate olmus, 8. karbon
OH iiriin radikalinin ise imidazol halkas1 acilmaya maruz
kalmstir.

DNA iiriin radikalleri, son iiriin olusturmak i¢in farkli
mekanizmalarla daha fazla reaksiyon verirler (2). Olusan
DNA modifikasyon iiriiniin tiirii (son iiriinler); reaksiyon
partneri, redoks potansiyeli, radikal {ireten sistem ve
oksijenin mevcudiyeti gibi reaksiyon sartlarina baglidir.
Radikaller sahip olduklar1 redoks potansiyellerine ve
reaksiyon partnerlerine gore indirgenebilirler ya da
yiikseltgenebilirler. Purinlerin C8-OH liiriin radikalleri bir
elektron oksidasyonuna halka agilmadan maruz kalarak, 8-
hidroksipurinleri ve bir elektron rediiksiyonuna maruz
kalarak formapirimidinleri verirler (2,5,10,13,14,18) (Sekil
2). 8-Hidroksipurinler [8-hidroksiguanine (8-OH-Gua) ve
8-hidroksiadenine (8-OH-Ade)] ve formapirimidinler [2,6-
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Sekil.2. C8-OH iiriin radikalinden, guanin son iiriinlerinin olusum mekanizmasi (14)

diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGua) ve
4,6-diamino-5-formamidopirimidin ~ (FapyAde)], hem
oksijen yoklugunda hem de varliginda olusabilmesine
ragmen oksijenli ortamda olugmay1 daha fazla tercih
ederler. Bu bilesikler hemiorthoamid’dirler ve kolayca
birbirlerine doniisebilirler (2,13,14,18).

8-OHdG Uretiminin Artisi

ROS iiretiminin artmasina sebep olan tiim etkenler, 8-
OHdG olusumuna yani oksidatif DNA hasarna katkida
bulunur. Oksijen radikali iireten ajanlar; (sigara dumani,
asbestos, x-1ginlari, okside olmus doymamis yag asitleri),
gama 1smn1, sigara dumanindaki polifenoller, paraquat,
kainik  asit, dietilbutilesterol, benzen, fecapenene,
furocoumarin hydroperoxide, H,O, + UV ve Ni bilesikleri
gibi maddeler tarafindan, deoxyguanosin’den (dG) 8-
OHdG olusumu invitro olarak gosterilmistir. Ayrica
kanserojen maddelerin verilmesinden sonra hayvan
dokularinda 8-OHdG diizeyinin arttiina dair bir ¢ok
arastirma mevcuttur (19,20,26-29).

Normalde memeli hiicrelerinde, giinde ortalama 10%
10° 8-OHdG rezidiisii olusur (30). Olusan hasar, viiciittaki
onarim sistemi tarafindan tamir edilir. Fraga adh
aragtirmact, 1  yasindaki  Fischer 344  ratlarin
karacigerindeki 8-OHdG lezyonlarinin steady-state (bazal
diizey= DNA hasar1 ve hiicrenin onarim sistemi arasindaki
dengenin gostergesi) diizeyi 64.000 rezidii/hiicre ya da
yaklasik olarak 1/224.000 baz olarak belirlemis ve her giin
hiicrede 80 8-OHdG biriktigini sdylemistir (7). Shigenaga
adli arastirmaci tarafindan, farkli yastaki F-344 ratlarinin 5
farkli organinda, 8-OHdG seviyesi 6l¢iilmiis ve ortalama
45.000 rezidii/hiicre olarak belirlemistir (12). 2-4 aylik F-
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344 ratlarindan izole edilen DNA’lardaki bazal 8-OHdG
diizeyi 32800 rezidii/hiicre (1,37 8-OHAG/10°dG) olarak
belirlenmistir (7,12). F344 ratlarin karacigerlerindeki 8-
OHdG diizeyi (8-73 8-OHdG/10°dG), Sprague-Dawley
ratlarinin karacigerinden izole edilen DNA’lardaki 8-
OHJG sayist ile ayn1 bulunmustur (27).

Metabolik aktiviteye bagli artan oksijen tiiketimi
artmis  OH  dretimi, viicut molekiillerinde
oksidasyona neden olur. Dokularin oksijen tiiketimi ile 8-
OHdG bazal diizeyi arasinda dogrusal bir oran vardir.
Oksidatif ~ hasar  iriini  olarak  kabul  edilen
‘Deoxyguanosine-Malondialdehid” in idrardaki miktar ile
Kg canli agirlik basina tiiketilen oksijen miktart arasinda
dogrusal bir iliski bulunmast (31) ve bobreklerde diger
organlara gore daha yiiksek diizeyde 8-OHdG tespit
edilmis olmasi bu fikri desteklemektedir (12). Loft adl1 bir
arastirmact tarafindan saglikli kisilerde yapilan bir
caligmada, viicut kiitle indeksi arttikga idrar 8-OHAG
ekstraksiyon  diizeyinin  azaldigi tespit  edilmistir.
Erkeklerde (%29 fazla) ve zayiflarda 8-OHdG ekstraksiyon
oranin  yiiksek c¢ikmasinin  olast nedeni olarak,
metobolizmaya bagli ROS iiretimindeki artis sorumlu
tutulmustur (25). Shigenaga adli arastirmaci, ratlarin 8-
OHdG seviyesinin insanlara gore yiiksek olmasinin
nedenini yiikksek bazal metabolizmalarina baglamistir (8).

sonucu

Yapilan arastirmalarin agirlikli olarak destekledigi
nokta, yaslanma ile oksidatif DNA hasar1 arasinda dogrusal
bir iliski oldugudur. Yasa bagli olarak DNA’da 8-OHdG
birikiminin, mutasyon siklilifinin artmasinda, organ
fonksiyonlarinin azalmasinda, dejeneratif hastaliklarin
ortaya cikmasinda ve tiimor olusum ihtimalinin artmasinda
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en onemli neden oldugu belirtilmistir (7,12,25,29,32).
Helbock adli arastirmaci, yash ratlarin karaciger 8-OHdG
diizeyinin, geng¢ ratlardan 2.75 kat daha fazla buldugunu
belirtmistir (21). Fraga adli arastirmaci yaslanma boyunca
farkl rat dokularinin DNA’ larindaki 8-OHGua seviyesinin
degistigini belirtmistir. Ancak 1 ve 24 ayhk F-344
ratlarinin beyin ve testis DNA’ larindaki 8-OHGua
diizeylerinde fark bulamamustir (7). Shigenaga’da yaptigi
bir calismada aym bulgulart bulmustur. Yaslanmada;
karaciger, bobrek ve bagirsaklardan izole edilen
DNA’lardaki 8-OHdG’in bazal seviyesinin yaklasik iki kat
arttig1 fakat beyin ve testis dokusunda degismedigi tespit
edilmistir (12).

Hirano (9) ve Dandona (1) adli arastirmacilar ise
digerlerinden farkli olarak, doku 8-OHdG seviyesinde
yasa baglh degisiklikler gozlemediklerini belirtmistir.
Farinati tarafindan yapilan bir caligmada, oksidatif DNA
hasar1 birikiminin yas, sigara ve alkol kullanimina baglh
olarak degismedigi belirtilmistir. Korelasyondaki bu
eksikligin nedeni olarak, ¢aligmadaki kontrollerin saglikli
olmamasindan kaynaklandigini aciklamistir. Bu yiizden
yas, sigara ve alkol kullanimi ile 8-OHdAG diizeyi
arasindaki iliskinin maskelenmis olabilecegini belirtmistir
7).

Sigara dumam serbest radikallerin bir karigimimi
icermektedir. Sigara igen kisilerin, serbest radikallerin sinsi
etkilerinden dolay1 artan kanser riski ile kars1 karsiya
kalacag fikri giiclenmektedir (19,23,26,30). Sigara dumani
insan akyuvar hiicresi DNA’sinda (19,34) ve idrarinda
(25,35) 8-OHAG seviyesini arttirir. Loft adli aragtirmaci,
saglikli kisilerde yaptig1 calismada, idrar 8-OHdG diizeyini
sigara icenlerde yaklasik %50 yiiksek bulmustur (25). 8-
OHdG seviyesinin giinde icilen sigara adedi ile dogru
orantil olarak arttig1 belirtilmistir (19,35). In vitro yapilan
calismalarda izole edilen DNA’nin sigara dumaniyla
okside olmasi bu fikri desteklemistir. Ancak invivo olarak
yapilan insan caligmalarinda, sigara iciminin normalde
metabolizmanin iiretmis oldugu ROS’un olusturdugu
oksidatif hasar tizerine ilave bir sey ekledigine dair kesin
kanitlara ulagilamamistir. Sigara icen kisilerde 8-OHdG’in
yiikselmesinin bir ¢ok sebebi olabilir, hiicresel respirasyon
oraninin, igmeyenlere gore %10-15 daha yiiksek olmasinin
serbest radikal olusumuna neden oldugu, ayrica
antioksidanlarin tiiketimi neticesinde de DNA hasarinin
arttigina dair fikirler bulunmaktadir (25). Ancak yine de
sigara icenler arasinda kanserin yaygin olmasinin altinda
yatan en Onemli nedenlerden birinin ‘serbest radikaller
tarafindan DNA’nin okside olmasidir’ fikri i¢in hentiz ¢ok
erken oldugu belirtilmistir. Sigara kullanmayan kisilerin
lokosit DNA’larindan elde edilen 8-OHdG seviyelerindeki
7 kata varan farkliliklarin gozlenmesi, genetik faktorlerin
ve yasam tarzinin da 8-OHAG diizeyi arttirabilecegi
fikrinin 6ne siirlilmesine sebep olmustur (19). Lagorio, bir
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arastirmasinda yas, sigara kullanimi ve kanserojen
maddelerle karsilasmak zorunda kalan mesleklerdeki
bireylerin calisma siiresinin iiriner 8-OHdAG seviyesi ile
paralellik gosterdigini belirtmistir (29).

DNA hasarinin bazal diizeyi, kanser etiyolojisinde
belki de en Onemli parametredir (10,12,17,28,37-39).
ROS’un DNA’da yaptig1 oksidatif hasarin boyutlar1 ve
dolayst ile kanser gelisimine olan katkisi, bir ¢ok faktore
baglidir. Bunlar; DNA hasarinin boyutu, antioksidan
koruyucularin miktari, DNA onarim sistemi ve biiyiik
miktarlardaki ROS’un sitotoksik etkileridir (11). DNA
onarim enzimlerinin hasara ugramasi, hasarin birikmesine
neden olarak, replikasyonun aksamasina ve sonucta kanser
olugmasina neden olabilir.

Hava kirligi icerdigi ozon, aldehid, metaller ve
nitrojen oksitler nedeni ile DNA’da oksidatif hasara yol
acar. Hava kirliligine maruz kalmanin siiresi ile oksidatif
DNA hasar1 arasinda dogrusal bir oran vardir (11,36).
Nagashima ve Ichinose adli arastirmacilar, fare soluk
borusuna dizel atiklar1 verilmesinin, uygulanan doza bagl
olarak 8-OHdG’nin ©nemli oranda artmasina neden
oldugunu belirtmislerdir. Akciger DNA’sinda 8-OHdG
birikiminin mutasyonlarin gelisiminde kritik bir faktor
oldugunu, bununda akciger kanseri olusturdugunu ileri
siirmiislerdir (28,40). Ichinose adl1 arastirmaci farkli olarak
yiitksek yagh diyetin ve B-karotenin 8-OHdG olugumuna
etki ederek tiimor gelisiminde rol oynayabilecegini One
stirmiistir  (28).  Tetrachloro-p-hydroquanine’a maruz
birakilan farelerde hepatokanser olusumunda 8-OHdG’m
arttig1 bildirilmistir (41). Farinati adli arastirmaci, gastrik
kanser olusumunda 8-OhdG’1in 6nemine yonelik yaptig1 bir
caligmada, kronik gastritlerde dahi 8-OHdG miktarin
arttigini, gastrik kanserlerde ise bu artisin daha da
belirginlestigini sdylemis ve hasarin prekanser6z mukozal
degisikliklerin gelismesi ile korelasyon halinde oldugu
belirtmigstir (17). Giinesin neden oldugu nonmelanoma ve
melanoma cilt kanserlerinin olusumu ile 8-OHdG artiginin
iligkili oldugu one siiriilmiistiir (42). Yamamato adl
aragtirmaci, genital kanserli kadinlarda iiriner 8-OHdG
diizeyinin, kontrol grubundakilere gore yiiksek (p<0.05)
oldugunu belirtmistir (43). Lagrio adli arastirmaci,
benzen’e maruz kalma siiresi ile idrar 8-OHdG
seviyelerinin korelasyon gosterdigini belirtmistir (29).
Kamp adl aragtirmaci, asbestoza bagli ROS artisinin DNA
hasarina neden olabilecegini belirtmistir (44). Fung adl
arastirmaci, asbestoz’un karsinogenezisin
mekanizmasindaki 6nemine yonelik yaptig1 bir arastirmada
renal mezotelyal plevra hiicrelerinde 8-OHdG miktarinin
onemli Olciide arttigini belirlemistir (20). Helicobacter
pylori tarafindan olusturulan kronik inflamasyon neticesi
ROS’un agir1 {iiretiminin, karsinojenik ve mutajenik
degisikliklerin olusmasindan sorumlu oldugu belirtilmistir
(4,5,12,17).
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Huang adli arastirmaci, hemodialize bagl gelisen
kistik bobrek hastaliginin bir komplikasyonu olan renal
kanserlerin olusum mekanizmasinda, oksidatif DNA
hasarinin roliinii arastirmak ic¢in yaptif1 bir calismada, 8-
OHdG ile hemodializ arasinda direkt bir iligkinin
bulunmadigini belirtmistir. Kist igerinde iiretilen ROS’un
bundan sorumlu olabilecegini ve hemodializ hastalarinda,
artmus 8-OHAG diizeylerinin kanser riskini arttirabilecegi
belirtilmistir (37). Vitamin-E takviyesi yapilmis kronik
hemodializ hastalarinda oksidatif DNA hasarinin azaldigi
tespit edilmis ve hemodializ komplikasyonlarindan olan
ateroskleroz, amiloidozis ve kanser riskinin azalmis oldugu
belirtilmistir (45).

ROS’un artan iretimi diabetik vaskiiler
komplikasyonlara neden olabilir. Dandona adli aragtirmact
tarafindan proteinurisi olmayan Diabetus Melittus’lu (DM)
hastalarda yapilan bir calismada, hastalarda kontrol
grubuna gore daha yiikksek oksidatif DNA hasan
gozlenmistir. Bunun diabette aterogenezis ve hastaligin
mikroanjiyopatik komplikasyonlarinin artmasina katkida
bulunabilecegi belirtilmistir (1). Hinokio adli arastirmact,
komplikasyonlu  Insuline Bagimli Olmayan Diabetus
Mellitus (NIDDM) hastalarinda, idrar ve lokosit 8-OHdG
seviyesinin, komplikasyonsuz hastalardan daha yiiksek
oldugunu belirtmis. Hiperglisemi ile indiiklenen artmis
oksidatif stresin, diabetik komplikasyonlarin olusumunda
rol oynadigini belirtmistir (46). Chan adli arastirmact,
NIDDM’ 1i hastalarda yaptigi bir arastirmada 8-OHdG
artis1 ile HbA,., lipid diizeyi, diabet periyodu, albumin
ekstraksiyon orani arasinda bir iliski bulunmadigini
belirtmistir. Ayrica proli-feratif retinopatili hastalarda 8-
OHdG diizeyinin, nonpro-liferatif — retinopatili  ve
retinopatisi olmayan hastalara gére onemli oranda yiiksek
bulunmustur. Yapilan bagka bir calismada 8-OHdG’ in
mikrovaskiiler komplikasyon gelisimine katkida
bulunabilecegi ve diabetik komplikasyonlarin
onlenmesinde  antioksidan tedavinin  potansiyelinin
arastirilmasi gerektigi belirtilmistir (47).

Radyasyon synovektomisi uygulanmig artritisli
hastalarda, uygulamadan 4 saat once ve 20 saat sonra
yapilan lenfosit ve iiriner 8-OHdG ol¢iimlerinde kontrol
grubuna gore fark bulunamamistir (48).

Toyokuni adli arastirmaci, bakir verilen ratlarin
dokularinda 8-OHdG seviyesinin 6nemli oranda arttigini
tespit etmis ancak dokularda histopatolojik degisiklige
rastlayamamustir.  Siirekli yiiksek dozda bakira maruz
kalmanin mutagenezis ve kanserogenezisi arttirabilecegini
ve bakir zehirlenmelerinde 8-OHdG 6l¢limiiniin erken bir
olarak kullanilabilecegini belirtmistir  (36).
Holmberg adli arastirmaci, hemokromatozis’li hastalarin
idrarlarinda 8-OHdG diizeyinin kontrol grubuna gore
farkliik gostermedigini, bununda olasi nedeni olarak
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hastalarin 6nemsiz bir demir yiikiine sahip olmalarindan
kaynaklandigin belirtmistir (49).

Chao adli arastirmaci, yiiksek irtifanin etkisine
yonelik yapmis oldugu bir ¢calismada, 8-OHdG seviyesinin
oksijen tiiketimine bagli olarak arttigin1 ve bu kisilere
antioksidan verilmesinin oksidatif DNA hasarim azalttigini
belirtmistir (50).

Alzheimer hastalarinin serebrospinal sivilarinda 8-
OHAG seviyesinin diisiik oldugu, 8-OHdG’in Alzheimer’a
neden olmadigi ancak hastalifin teshisinde oldukca yararl
olacagr belirtilmistir (51). Koppele adli arastirmaci,
postmortem beyin dokusunda Alzheimer hastalarinda 8-
OHdG diizeyinde degisiklik gozlenmedigini belirtmistir
(52).

Tsuboi adli arastirmaci, atopik dermatitislilerde 8-
OHdG seviyesinin kontrol grubuna gore onemli oranda
yiikseldigini  gozlemlemistir (43). Ratlarda yapilan
caligmada, post iskemik kalp kasinda 8-OHdG olusumu
gozlenmis ve kalp iskemik reperfiizyon hasarinin
patofizyolojisinde 8-OHdG’nin rol oynadigi belirtilmistir
(53).

Onarim ve Hasar Dengesi
DNA’da oksidatif hasar neticesi olusan modifiye bazlar,
mutajenik Ozelliklerinden dolayr hiicreyi tehdit eden bir
potansiyele sahiptir. Viicut, kendini bu oksidatif hasarin
etkilerini azaltarak ya da olusmus lezyonlar1 tamir ederek
korur.

Cesitli sebeplerle viicidun maruz kaldigit ROS,
antioksidanlar ve antioksidan enzimler ile notralize edilir.
Oksidatif DNA hasarina karsi ikinci bir savunma yolu,
DNA  onarim  mekanizmasidir.  Hasara  ugramig
biyomolekiiller onarilir ya da yerlerine yenileri konulur.
Onarim DNA’da kodlanan genetik bilginin dogrulugunun
siirdiiriilmesi icin oOzellikle ©nemlidir. DNA onarim
mekanizmasina ragmen, insan dokularinda oksidatif olarak
modifiye olmus DNA’lar bulunmasi gercekte serbest
radikal hasarinin tam olarak engellenemedigini gosterir.
Insan dokularindan izole edilen DNA’daki 8-OHdAG ve
diger okside olmus bazlarin olusumu ve onarimi neredeyse
birbirine esittir. Bu oran viicut antioksidan durumuna bagl
olarak kisiden kisiye degisir (7,13,24,27,28,40,51,63).
DNA hasar iiriinleri ¢esitli onarim yollar1 ile onarilir. Baz
eksisyon onartmi DNA hasarinin hafifletilmesinde en
onemli yol olmasina ragmen, niikleotid eksisyonu,
fotoreaktivasyon, rekombinasyon ve gen doniisiimii DNA
biitiinliiglintin  siirdiiriilmesinde oldukca 6nemlidir. Baz
eksisyon onarimi, niikleotidlerin yeniden
icermektedir. DNA glikozilaz enzimleri, hasar gérmiis baz
ve seker kalintis1 arasindaki glikozidik bagin ayrilmasini
katalize ederek onarim yolunun ilk adiminda gorev alir.
Bunu takiben diger enzimler gorev alir. Niikleotid boslugu

sentezini
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DNA polimeraz tarafindan doldurulur. Olusan iki zincir
DNA ligaz tarafindan birbirlerine baglanir ve DNA orijinal
haliyle yeniden insa edilmis olur.

Son yirmi yildir, hem prokaryot hem de Okaryotik
hiicrelerde bir cok DNA onarim enzimi kesfedilmistir. Bazi
enzimler pirimidinden tiireyen lezyonlar icin spesifikken
bazilar da purinden tiireyen lezyonlar icin spesifiktir. Hem
pirimidinden hem de purinden tiireyen lezyonlarin
uzaklastirllmasinda gorevli onarim enzimleri de vardir.
E.coli’"de DNA baz iiriinleri i¢in spesifik bir cok DNA

glikozilaz enzimi mevcuttur (58,59,63). Okaryotik
hiicrelerde de bu enzimlerin homologlar1 belirlenmistir. Bu
enzimlerin eksisyon kinetikleri, enzime ve DNA

substratina gore degisir. Insan hiicrelerinde olusan DNA
lezyonlarinin yar1 6mrii 8-60 dakikadir. Bu sonuglar farkli
lezyonlarin, DNA’dan farkli eksisyon kinetikleri ile
uzaklastirildigini gosterir. Pirimidin tiirevi lezyonlarin yari
Omiirleri 8-HidroksiAdenin (8-OHAde) hari¢ purin tiirevi
lezyonlardan daha kisadir (2).

Okside olmus bazlarin diizeyi, sadece oksidatif DNA
hasarinin arttig1 durumlarda degil ayni zamanda onarim
oranindaki farkliliklara gore de degisiklikler gosterir
(7,10). Bu bakimdan DNA onarim enzimlerindeki bir
defektten dolayr kusurlu onarimin, DNA hasarina katkisi
ihmal edilmemelidir (1). Oggl onarim enzimi yetmezligine
bagli olarak fare genomunda 8-OHGua’nin anormal
birikimi (2) ve insan akciger, mide ve bobrek tiimorlerinde
Oggl geninde somatik ve polimorfik mutasyonlar
gozlenmesi bu fikri desteklemektedir (14,38,39). Maternal
diyetteki azalmig c¢inko’nun, infant Rhesus maymun
karacigerinde 8-OHdG ve DNA zincir kiriklarini arttirdig
bunun olasi nedeni olarak DNA onarim oranindaki azalma
oldugu belirtilmistir (29).

DNA onarim mekanizmast ve endonukleaz
aktivitesinde yagla dogru orantili olarak yetmezlikler
gozlenir (12,29). Cand adl arastirici tarafindan yapilan bir
arastirmada, disi Wistar ratlarinin karaciger ve bobrek
Superoksit dismutaz, Katalaz ve Glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzim aktivitelerinde, yasa bagli bir azalma
saptanmig ve bunun oksidatif DNA hasarinin artmasina
neden olabilecegini belirtmistir (33). Yasa bagh olarak,
hasara ugramis niikleozidlerin bazal diizeyinin artmasi ve
idrar ile ekstrakte edilen 8-OHdG seviyesinde azalma
gozlenmis olmasi, DNA onarim mekanizmasindaki
yetmezligin gostergesidir ve bu fikri desteklemektedir (12).

8-OHdG Ol¢iim Metodlar
Hiicre ve dokularda, bir ¢ok purin ve pirimidin
lezyonunun tespiti ve miktar analizi yapilmistir. DNA’da
bu farkli driinlerin tammlanmasi ve miktarlarinin
belirlenmesi  amaciyla  bir  ¢ok teknik
kullanilmaktadir (2,5,7,18,26,27,32,54).

analitik
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Son yillardaki ¢aligmalar bir takim purin bazlarinin
okside olabilecegini ve elektrokimyasal olarak miitkemmel
duyarhilikta tespit edilebilecegini gostermistir. Sozii edilen
bu teknik ilk defa Floyd ve arkadaslar1 tarafindan
gosterilmigtir (55). Floyd ‘un bu teknigi sayesinde, 8-
OHdG’ nin idrarda, nuklear ve mitokodrial DNA’da
bulundugu gosterilmistir (12,22). Yiiksek Basingli Likit
Kromatografi  elektrokimyasal dedektor (HPLC-EC)
kullanilarak kantitatif 8-OHdG analizi, oksidatif DNA
hasarinin tespitinde son derecede duyarli, secici ve
laboratuarlarda en sik kullanilan ydntemdir. 20 fmol kadar
8-OHdG bu metod ile belirlenebilmektedir (2,10,15). Bu
metodun duyarhilifi optikal metoda gore 2-3 kat daha
fazladir (12,55). 8-OHdG’nin HPLC-EC ile analizinde
sirastyla, ekstrakte edilen DNA’nin enzimatik hidrolizi,
hidrolizatin okside DNA analizi icin hazirlanmas1 ve
kolona enjekte edilmesi islemleri takip edilir. Biitiin bu
asamalar DNA’nin yapay hasar1 icin potansiyel teskil eder
(21,27,56). Literatiirde ayn: materyalden elde edilmesine
ragmen, DNA’daki 8-OHdG seviyeleri arasinda Onemli
oranda farkli sonuglar rapor edilmistir. HPLC-EC ile analiz
sirasinda ortaya c¢ikabilecek hatalarin minimalize edilmesi,
artifaktlarin kaynaklarimin tespit edilmesi ve laboratuvar
sonuglari arasindaki farkliligin elimine edilmesi i¢in herkes
tarafindan kabul edilen protokollerin hazirlanmasini
gerektirmektedir.

European Standarts Comittee for oxidative DNA
damage (ESCODD) 8-OHdG  ol¢iimlerine  bir
standartizasyon getirmeye calismig bu amagla calf thymus
DNA’s1 stok olarak kullanilmig ve bunun 8-OHdGua
seviyesinin  belirlenmesi  icin  farkli laboratuarlara
gondermistir. Gelen sonuclarin birbirlerinden oldukca
farkli oldugunu gozlemlenmis ve bunun nedeninin farkl
laboratuarlarin ve farkli analiz tekniklerinin kullanilmis
olmas1 sonucuna varmislardir (13,14,18,57) .

Yapilan arastirmalar; DNA extraksiyon sartlarinin
unmodifiye bazlarin yapay oksidasyonuna sebep olarak
hatali sonuclara neden olabilecegi belirtilmistir. DNA
ekstraksiyonu  sirasinda  fenol  kullaniminin  yapay
oksidasyona neden oldugu, kontaminasyon durumunda
Olciimde kullanilan DNA miktarinin az olmasinin hata
yiizdesini arttirabilecegi, DNA’nin enzimatik hidrolizinde
inkiibasyon siiresinin ve enzim miktarinin deoksiniikleozid
hidrolizini degistirerek farkli sonuglara neden olabilecegi
belirtilmistir. Redoks aktif metallerin varliginin artifaktlara
neden olabilecegi ve ortama diisiik molaritedeki desferal
gibi bir selatoriin eklenmesinin gegis metallerinden

kaynaklanabilecek  oksidasyonlar1 engelleyebilecegi
belirtilmistir (21).
Idrarda 8-OHdG miktarimin  6lgiilmesi  onarim

miktarinin artmasina bagli olarak artabileceginden yaniltic
olabilir. Bu durum viicutta artmis bir DNA oksidayonu
varmis gibi algilanabilir. Ayrica idrardaki 8-OHdG’m
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kokenini diyetten almis olabilecegi de ihmal edilmemelidir.
Doku ve 16kosit DNA’larinda 8-OHdG miktarinin analizi,
bazal hasar diizeyini gosterir. (34). Bu bakimdan
DNA’daki 6l¢timler tercih edilmelidir.

Bazi arastirmacilar  oksidatif DNA  hasarinin
biomarker1 olarak 8-OHdG’e tamamen giivenmenin
sakincalar1 oldugunu ve 8-OHdG’in oksidatif DNA
hasarim1  tamamen  yansitmadigint  savunmaktadirlar
(1,10,27,58). Podmore adli arastirici, saglikli kisilere 500
mg Vitammn-C verilmesini takiben lenfosit DNA’sinda 8-
OHAG diizeyinin azaldigim ama diger bir oksidatif baz
irlinii olan 8-OHAde diizeyinin arttifini tespit etmistir
(59). Bir baska calismada saglikli kisilere askorbata
ilaveten Fe verilmistir. 6.haftada 8-OHdG seviyesinde
degisme gozlenmezken, fapyguanine Onemli oranda
yiikselmigtir. 12. haftada 8-OHdG diizeyi azalmais,
FapyAde diizeyi ise normale donmiistiir (56).

Serbest radikallerin neden oldugu DNA baz hasarlar1
olgtimii  icin  GC/MS’in (Gaz  Kromatografi/Mass
Spektrofotometri) uygun bir teknik oldugu 10 yildan
fazlaca bir siiredir gosterilmistir (58,60,61). Simdiye kadar
kullanilan 6l¢timler igerisinde GC/MS, invitro yada invivo
hasara ugramis DNA’da ve direkt olarak kromatinin
kendisinde, 4 bazda da olusan hasar {iiriinlerinin genis bir
bant seklinde belirlenmesine olanak saglayan tek tekniktir.
GC/MS’ in dezavantaji ise, derivizasyon islemi sirasinda
Guanin’in de aralarinda bulundugu bazlardan bir
boliimiinde yapay oksidasyonlarin olugmasidir
(1,28,60,61). GC/MS ile selected-ion monitoring (SIM) ile
DNA hasar tirtinlerinin diisiik konsantrasyonlarini 6lgmek
miimkiindiir. Bu teknik ile 5 fmol’dan daha diisiik
seviyelerdeki 8-OHdG belirlenebilmektedir (5,54,60,62).

HPLC-EC ile elde edilen sonuglarin, GC/MS ile elde
edilen sonuclara kiyasla daha diisiik bulunmasiin olasi
nedeni olarak, HPLC-EC ile analizde enzimatik hidrolizin
yetersizligine baglanmis olmasina ragmen bu konu
kanitlanmis degildir (27,57,63). Likit Kromatografi-Mass
Spektrofotometri  (LC/MS) kullanilan metodlar hizla
gelismekle beraber yine de biyomarker ¢alismalarinda rutin
kullanima uygun degildir. GC/MS ve LC/MS ile 8-
OHdGua ol¢iimiiniin karsilastirilmasinda, GC/MS’in daha
hassas oldugu belirtilmistir (13).

8-OHdG’nin dogru ve kesin dl¢limiine yonelik daha
farkli analiz yontemleri de denenmistir. DNA hasar
iiriinlerinin ~ spesifik tiplerinin kantitatif analizi i¢in
immunoassay yontemler geligtirilmistir.
Immunohistokimyasal ~yontemin sl bilgi  verdigi
belirtilmistir (11,61). Bu yontemde 8-OHAG boyanmasi
monoklonal antikorlar kullanilarak yapilir ve 8-OHdAG
diizeyi boyamanin yogunluguna bagli olarak degerlendirilir
ancak hasarin Kkantitatif diizeyini gostermez (11,37).
Poliklonal ve monoklonal antikorlar1 igeren benzer bir
yaklasim olan immunoaffinite yontemi 1991 de Degan
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tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem ile iiriner 8-OHdG ve

8-OHGua olc¢iimiinde, kolonda bulunan poliklonal
antikorlarin  yiiksek segiciligi sayesinde, solid faz
ekstraksiyonu sirasinda gozlenebilen tiriner

kontaminantlarin etkisinin azaldigini belirtmistir (64).

Sonug¢

Insan ve hayvanlar yasamlar1 boyunca siirekli olarak,
hem normal oksidatif metabolizma sirasinda iiretilen
ROS’un, hem de eksojen kaynaklarin neden olmus oldugu
ROS’un tahribatlarina maruz kalmaktadir. Normal
kosullarda olusan hasarin biiyiik bir kisminin onarilmasina
ragmen, bir kisim okside bazlar birikir. Onarim DNA’da
kodlanan genetik bilginin dogrulugunun siirdiiriilmesi i¢in
ozellikle onemlidir ama higbir zaman yeterli degildir
(10,12,17). Okside bazlarin bazal diizeyi, yasa, onarim
sistemi yetmezliklerine ve diisiik antioksidan diyet alimina
bagl olarak artar.

Oksidatif DNA hasarinin  bir biyomarker olarak
kullanimi, antioksidanlarin koruyucu roliiniin tespitinde ve
diyetteki antioksidan suplemantasyonun optimal seviyesini
se¢cmemize yardimci olabilir (10,23).

Oksijen radikalleri olusturan kimyasallarin
verilmesinden sonra hayvan organ DNA’sinda 8-OHAG
analizleri  bu karsinojenik
degerlendirilmesinde fayda saglar. Idrarda ve lokosit
DNA’sinda 8-OHdG analizi oksidatif strese bagh bireysel
kanser riskinin Ol¢limii icin yeni bir yaklasimdir
(19,26,27,38,39).

maddelerin risklerinin

DNA onarim sisteminde yer alan, DNA onarim
enzimlerinin ¢ogu izole edilerek saflastirilmistir (14). Bu
enzimlerinin tiplerini, substrat spesifitelerini ve eksisyon
kinetiklerini belirlemek icin bir ¢ok arastirma gereklidir.
Bu enzimler antiviral ve antikanser ilaglarin gelisiminde rol
alabilir.

Kanser olusumunda, oksidatif DNA hasarinin roliiniin
bilinmesi rasyonel terapotik miidahaleleri olasi kilabilir.
Farkli  hastaliklardaki  oksidatif =~ DNA
belirlenmesi, etiyolojilerinin
diizeyde aydinlatilmasina katkida bulunabilir. Elde edilen
sonuglar ile bu hastaliklarda goriilen semptomlar ve
komplikasyonlar arasindaki iliskiler ortaya konulabilir.

hasarinin

hastaliklarin molekiiler

Modifiye bazlardan bir kaginin premutajenik 6zellige
sahip  oldugunun  gosterilmesine  ragmen,  baz
modifikasyonlarmnin ~ ¢ogunun  biyolojik
mutagenezis ve karsinogenezisteki rolleri bilinmemektedir
ve bu konular {izerinde arastirmalar  yapilmasi
gerekmektedir (14,15).

ozellikleri,
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