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ISKEMI-REPERFUZYON HASARI VE OKSIDATIF STRES iLiSKiSINE
BiYOKIMYASAL BAKIS

Biochemical Aspect of Oxidative Stress Related to Ischemia-Reperfusion Damage
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OzeT

Iskemi-reperfiizyon hasari; miyokard infarktiisti, serebrovaskiler
infarkt, organ transplantasyonlari, kardiyopulmoner resusitasyon,
trombolitik tedavi ve hemorajik sok gibi bircok klinik durumda halen
hastalar igin yiksek morbidite ve mortalite nedenidir. Dokuya giden
kan akiminin azalmasi ve oksijen yetersizligi ile baglayan iskemik
doku hasari, reperfiizyon saglandiginda hasarlanmis dokularin
yeniden oksijenasyonu ile artarak devam eder. Hiicrelerdeki
mitokondriyel ATP (retiminin azalmasi hiicre igi metabolizmanin
anaerobik yone kaymasina ve hiicre ici asidoza sebep olur. ATP
bagiml Na-K iyon pompalarinin yavaslamasi, hiicre i¢i hidrojen
artisina yol agar. Artmis hidrojen yikini dengelemek igin ATP
bagimli olmayan Na-Ca pompasi intraseliler kalsiyum miktarini
artinr. Artmis kalsiyum yUki ise bircok sitozolik proteazi aktive
eder. Hicre ici proteaz aktivasyonu ve reperfiizyonla dokularin
yeniden oksijenasyonu ise sonugta hidroksil radikali (OHs),
stiperoksit radikali (O2+-) ve hidrojen peroksit H202 gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ile peroksinitrit (ONOO-) gibi reakif nitrojen
tirlerinin (RNS) dretimine yol agan kritik biyokimyasal yolaklari
hizlandirir. Ayrica artmis serbest radikallerin neden oldugu
inflamasyon, bélgeye inflamatuvar hiicrelerin toplanmasini tetikler.
Endotelyal hiicrelerle basta polimorf gekirdekli Iokositler olmak
lizere inflamatuvar hiicreler arasindaki etkilesimler, birgok sitokinin
salinmasina ve iskeminin yol agtigi hasarin reperfiizyonla
genislemesine yol agar. Ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz,
mitokondrilerde bulunan elektron transport zinciri ve fagositlerdeki
solunumsal patlamadan sorumlu NADPH oksidaz, ROS ve RNS
Uretiminden sorumlu baglica mekanizmalardir. Sonugta olusan
serbest radikaller hiicre membranlarindaki lipit yapilar, hiicre igi
yapisal ve fonksiyonel proteinler ve genetik materyal gibi énemli
makromolekiillere zarar vererek hiicre hasari veya 6limine yol
acarlar. Iskemi-reperfiizyonda hasar olusumu oldukga kompleks bir
stire¢ olup, bu derlemede baslica oksidatif stres ile iligkisi ele
alinmistir.

Anahtar kelimeler: iskemi-reperfiizyon hasari, oksidatif stres,
reaktif oksijen tirleri
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ABSTRACT

Ischemia-reperfusion damage causes high morbidity and mortality
for patients who have clinical conditions such as myocardial
infarction, organ transplantations, cerebrovascular infarction,
cardiopulmonary  resuscitation, thrombolytic  therapy and
hemorrhagic shock. Ischemic tissue damage starting with
decreasing blood supply and oxygen deficiency in affected tissues
increases through reoxygenation when reperfusion provided.
Decreasing mitochondrial ATP production causes shift from aerobic
to anaerobic intracellular metabolism and leads to acidosis.
Decelerating of ATP dependent Na-K pumps leads to increased
intracellular hydrogen load. This increase in hydrogen ions is
balanced with increased intracellular calcium levels via Na-Ca
pumps. Increased calcium ions also activate many cytosolic
proteases. Tissue reoxygenation with reperfusion accelerates
several critical biochemical pathways for the production of reactive
oxygen species (ROS) such as hydroxyl radicals (OH¢), superoxide
radicals (O2¢-) and hydrogen peroxides H20, and reactive nitrogen
species (RNS) such as peroxynitrides (ONOO-). However,
increased reactive radicals can lead to collection of inflammatory
cells to the inflammatory region. Cytokines released through the
interaction between inflammatory (especially polymorphonuclear
leukocytes) and endothelial cells cause expanding of damage due
to reperfusion. Xanthine oxidase, nitric oxide synthase, NADPH
oxidase, which is responsible for respiratory burst in phagocytes,
and electron transport chain in mitochondria are the main
mechanisms responsible for the production of ROS and RNS.
These free radicals attack important macromolecules such as lipid
structures of cell membranes, intracellular proteins and genetic
material and can cause cell damage and death. Since ischemia-
reperfusion injury is a quite complex process, the relationship
between ischemia-reperfusion and oxidative stress mainly
discussed in this review.

Key words: Ischemia-reperfusion damage, Oxidative stress,
Reactive oxygene species
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GIRIS

Organ veya dokulara giden kanin herhangi bir
nedene bagl olarak belirgin sekilde azalmasi
sonucunda

veya tamamen kesilmesi

perflizyonunun bozulmasina iskemi denir.
iskemiye ugrayan dokunun belirli bir siire
oksijenden yoksun kalmasi, doku hasari veya
nekrozu ile sonuglanir. Kan akiminin iskemi
sonrasinda yeniden saglanmasi ise reperflizyon
olarak adlandirilir ve iskeminin neden oldugu
hasarin genislemesine yol agar. Bu durum genel
olarak iskemi-reperfiizyon (i-R) hasari olarak
adlandiriir ve vyol agtigi lokal ve sistemik
etkilerin organ transplantasyonu, miyokard
infarktlisi, serebrovaskiler hastaliklar, major
cerrahi girisimler, trombolitik tedavi, hemorajik
sok ve resisitasyon gibi bir¢ok klinik durumda
ortaya cikan yiksek morbidite ve mortaliteye
katkida bulundugu dislintilmektedir (1-3).
“Oksijen paradoksu” (4) olarak da bilinen i-R
hasarinin biyokimyasal mekanizmalarinin
anlasilmasi klinikte doku hasarini azaltacak yeni
tedavi seceneklerinin  ve prosedlrlerinin
gelistirilebilmesi acisindan olduk¢ca 6nemli bir
role sahiptir.

iskemi-reperfiizyonda ortaya c¢ikan hasardan
baslica sorumlu olan reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) olusumu genel olarak 1) Ksantin oksidaz
aracitli, IlI) Mitokondriyal elektron transport
zinciri (ETZ), NI) Nitrik oksit sentaz ve 1V)
Fagositik hicre aracili olmak lizere birbiri ile
iliskii 4 ana biyokimyasal mekanizma ile
aciklanmaktadir (5,6). Ortaya c¢ikan doku
hasarinin siddeti, iskeminin siresi disinda doku
ve organlarin  vyapisal ve biyokimyasal
metabolizma acisindan spesifik farkliliklari ile de
yakindan iliskilidir. Ancak bu derlemede genel
olarak  tim

organlarda  goriilen  ortak

biyokimyasal slirecler ele alinacaktir.
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iskemi-Reperfiizyonda ROS Olusumu

Ksantin oksidaz aracili ROS olusumu

ilk defa Granger ve arkadaslari tarafindan
atilmistir (7).
mitokondriyal ATP dretimi durur ve hicre

ortaya iskemi  siiresince
icerisinde bulunan mevcut ATP katabolize
olarak sirasiyla ADP, AMP, adenozin, inozin ve
son basamakta da hipoksantin acgiga cikarir
(Sekil 1). Hem mitokondriyal Gretimin durmasi
hem de hicre icerisindeki ATP yikimina bagl
olusan enerji kaybi, membrandaki ener;ji
bagimh iyon pompalarinda fonksiyon
bozukluguna ve hiicre i¢i metabolizmanin
anaerobik faza yonelmesine yol acar. Laktat ve
hidrojen birikimi ile hicre ici pH diser ve asidoz
olusur. Hicre i¢i artan hidrojen yukinu
dengelemek igin Na*-H* pompasi ile artan
hidrojen hiicre disina atilir ve Na*-Ca*? pompasi
ile de kalsiyum hiicre icine yer degistirir (8).
Hasarlanan endoplazmik retikulum da hicre
icine kalsiyum salinimina yol agarak kalsiyum
katkida bulunur (9).

kalsiyum artisi, kalsiyum bagimli sitozolik

artisina intraseliler
proteazlari aktive eder (10). Aktivasyonu artan
proteazlar, hiicre ici hipoksantin dehidrogenaz
enzimini ksantin oksidaza donustarir (11).
Ksantin oksidaz ise reperfiizyonla gelen oksijeni
oksidan olarak kullanir ve hipoksantini 6nce
ksantine ve sonra da Urik asite donustirir. Son
iki basamakta Grin olarak reaktif oksijen
turlerinden siperoksit anyonu (02°") olusur.
Normal fizyolojik kosullarda olusan 0y,
stiperoksit dismutaz (SOD) ile 6nce hidrojen
peroksite sonra da katalaz etkisi ile suya
déniisiir. Ancak I-R’da ksantin oksidaz etkisine
bagh olarak artan siperoksit radikali (02°") ve
hidrojen peroksit (H20z), antioksidan kapasiteyi
ortamdan  etkin  bir

asar ve sekilde

temizlenemez. Hidrojen peroksit daha sonra
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Fe*? gibi gecis metalleri veya sliperoksit
Haber-Weiss
reaksiyonlari) reaksiyona girer ve en giglu
radikal olarak bilinen hidroksil radikalini (OH*®)
Reaktif
miktarindaki  bu  artig

radikalleri ile (Fenton ve

olusturur  (12). oksijen  tdrleri

sonucta  hicre
membranlarindaki lipit yapilarda hasar, hiicre
ici proteinlerin yapi ve fonksiyonlarinda
bozulma ve DNA’da yapisal hasar meydana

getirerek hiicre zedelenmesine yol agar (13,14).

/. iskemi \

ATP 1 m=p AMP=» Adenozin =» inozin =» Hipoksantin

" . Ksantin
Ksantin dehidrogenaz ey oksidt 02
2+ Kalsiyum bagimh / / o
-
"t Ca proteinaz akivasyonu / ]
o
(0% :é
Ksantin =5
Katalaz SOD 02 3
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Sekil 1. iskemi-reperfiizyon hasarinda ksantin oksidaz

aracil reaktif oksijen tirlerinin (ROS) olusumu.

Mitokondriyal hasar ve ROS olusumu

Normal fizyolojik kosullarda mitokondriyum
hiicre ici olusan 02*”nin baslica kaynagidir.
%90’
transport zincirinde suya indirgenirken %1-2’lik

Hiicrelere giren oksijenin elektron
bir kisim ETZ den (baslica kompleks | ve llI)
elektron kagagina bagh olarak siliperoksite
donisir. Normalde olusan bu siperoksitler,
SOD enzimi tarafindan hizlica dismutasyona
ugratilir. iskemi durumunda ETZ’inde molekiiler
oksijen yokluguna bagh olarak elektron akisi
durdugundan  bu  kompleksler (6zellikle
kompleks 1) indirgenmis dizeyde kalir. ETZ’den
sizan elektronlar rezidiel oksijenle reaksiyona
acarlar.

girerek 0, Uretimine yol
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Reperflizyonda ise molekiiler oksijenin gelisi ile
ETZ'den elektron sizintisi artar ve patolojik
stre¢ O2°" Uretiminin artisi ile devam eder (15).
serbest radikallerin

Ayrica mitokondriyal

membran yapilarinda  olusturdugu hasar
sonucunda mitokondrilerden ortama daha fazla
serbest radikal salinir.

Mitokondriyum dis zarinda bulunan
(MAO)

mitokondriyal ROS Ulretiminden sorumlu diger

monoaminoksidaz enzimi ise
onemli mekanizmadir. Normal sartlarda MAO,
norotransmitter deaminasyonundan
sorumludur ancak reaksiyon sirasinda yan urdn
olarak pro-oksidan bir molekil olan H0»
uretilir (16). Ozellikle kardiyak i-R hasarinda
oksidatif stres olusumunda o©6nemli bir rol
oynadigl gosterilmistir (17). Reperfiizyonda
mitokondriyal ROS
mekanizmalara bagl

Uretiminin  yukaridaki

olarak artisina,
mitokondriyal antioksidan kapasitenin azalmasi
oksidatif denge net ROS

Uretiminin artisi yonline kayar ve sonucta hiicre

da eklenince

ici oksidatif denge bozularak doku hasari ortaya
cikar.

Fagositler (makrofaj, notrofil v.b.) ve endotel
hiicre aracili ROS olusumu

iskemi-reperfiizyon hasarinda ROS olusumdan
sorumlu bir diger neden ise endotel hiicreler ve
reperfliizyonla bdlgeye gelen basta notrofiller
olmak Ulizere inflamatuvar hiicreler arasindaki
etkilesimlerdir. iskemi-reperfiizyon sirasinda
dokuda meydana gelen inflamasyon ve endotel
hiicreleri ile vaskiiler yatakta bulunan diger
hiicrelerce (makrofajlar ve mast hicreleri)
salinan pro-inflamatuvar mediyatorler, polimorf
cekirdekli (PMNL)

migrasyonuna ve adhezyonuna yol acar (18).

|6kositlerin bolgeye

Bircok calismada karaciger (19), kalp (20),
bobrek (21), akciger (22) ve beyin (23) gibi



organlarin  i-R’a  bagh  zedelenmesinde
notrofillerin doku diizeyinde ve sistemik olarak
arttigl gosterilmistir. Normal fizyolojik sartlarda
fagositik l6kositler (makrofaj, notrofil v.b)
ROS’un tetikledigi inflamatuvar mediyatorlere
yanit olarak aktive olurlar ve solunumsal
patlama adi verilen mekanizmayla oksidan
mediyatorler Uretirler. Fagositik hicrelerde
solunumsal patlamada ROS—iretiminden
sorumlu baslica enzim NADPH oksidaz (NOX)
olup aktivasyon sirasinda oksidan Uretimi
yaklasik 50-100 kata kadar artabilir (18). NOX
araciligiyla tretilen sliperoksitler, SOD araciligi
ile 6nce hidrojen peroksite ve sonrasinda
miyeloperoksidaz etkisi ile de hipokloréz asite
(24) veya Fenton reaksiyonu ile hidroksil
radikaline (OH®) donisir ve ortama salinir (Sekil
2). Polimorf gekirdekli lokositler kaynaklh bu
artmis ROS dretimi, reperflizyon hasarinda
baslica rollii oynar. PMNL’den bunun disinda IL-
1, IL-6, IL-12, IFNy ve TNFa gibi sitokin ve
kemokinler ile elastaz ve kollejenaz gibi
proteazlar salinarak bolgeye daha fazla
inflamatuvar hicre toplanmasina ve daha fazla
ROS uretimine yol acar (25).

iskemi-reperfiizyonda endotel hiicrelerinin
selektin ve integrin gibi adhezyon molekiilleri
araciligiyla lokosit toplanmasini ve dolayisiyla
daha fazla ROS iretimini tetiklemesi disinda,
ylzeyinde bulunan ksantin oksidaz enzimi ile de
katkida

bilinmektedir. Ancak bu enzim hepatosit,

oksidatif strese bulundugu
enterosit ve kapiller endotelyal hicrelerde
diger dokulara gore daha belirgin olarak
bulunmaktadir (26).

Ozcan ve ark. 30

fagositlerde solunumsal patlama ile ROS Uretimi \

% kenton reaksiyonu
sop Fe™*

=) H,0,

NADPH l Miyeloperoksidaz

iksidaz

NADPH + H* (Hipokloroz asit)

M\ldtroﬁl /

Sekil 2. iskemi-reperfiizyonda bélgeye go¢ eden fagositik

hicrelerde gorilen “solunumsal patlama”.

iskemi-reperfiizyonda nitrik oksitin rolii

Nitrik oksit (NO*), reaktif bir radikal olup baslica
nitrik oksit sentaz (NOS) ailesinin endotelyal
(eNOS), indiklenebilir (iNOS) ve néronal (nNOS)
izoformlari tarafindan sentezlenir (27). Oldukca
kompleks etki mekanizmasina sahip olan nitrik
oksitin bu etkileri tretim hizi ve miktarina gére
degiskenlik gosterir ve bu durum i-R hasarinda
kritik rol oynar. Dokularda normalde oksijen
varliginda argininin sitrilline oksidasyonuyla
sentezlenir, kofaktor olarak tetrahidrobiopterin
kullanithr  (28). Normal fizyolojik kosullarda
eNOS tarafindan endotelyal hiicrelerde oldukca
az miktarda dretilir ve vazodilatasyon, diz
kaslarda relaksasyon, l6kosit adhezyonunu
engelleyici, trombosit fonksiyonlari, ve hicre igi
sinyal iletiminde dizenleyici rol oynar (29).
iskemi-reperfiizyonda ise sUiperoksit
radikallerinin olusumu artar. Artan slperoksit,
ortamda endojen olarak bulunan NO°® ile
reaksiyona girerek oldukca reaktif ve potansiyel
olarak toksik peroksinitrit (ONOQO") ve nitrojen
trioksit (N203) olusumunu sebep olur (Sekil 3)
(27). Ayrica endojen Uretilen NO*® miktarinin
azalmasina yol actigindan, NO® in koruyucu
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etkilerini engeller ve oksidatif strese katkida
bulunur. Ortamda bulunan NO® ile arginin
kofaktoriinin

ve/veya tetrahidrobiopterin

azalmasi da  “eNOS-uncoupling”  olarak
adlandiriir ve NOS'un slperoksit Uretimine
yonelmesini tetikleyerek ROS olusumunu artirir

(30).

4 A

02 (Sﬁpercff(sit)
\ O,

N ”

=—"  Ses ONOO
eNOS / (Peroksinitrit)

H4B NO.

L-argi,;\/ (Nitrik oksit)
\ L-sitriilin /

Sekil 3. Nitrik oksit sentaz yolag;; Normal fizyolojik

kosullarda ve yeterli substrat varliginda nitrik oksit (NOe)
sentezlenir. iskemi-reperfiizyonda ise artmis siiperoksit
Uretimi nitrik oksitle birlikte peroksinitrit Gretimine yol
agar.

eNOS, endotelyal nitrik oksit. H4B, tetrahidrobioptrein.
Kesik cizgiler, “eNOS uncoupling” ile artan siperoksit
Uretimi.

iskemi-reperfiizyonda sistemik etki ve uzak
organ hasari

iskemi-reperfiizyona bagh olusan doku hasari,
olustugu bolgeye sinirh kalmayip diger organ
sistemleri Uzerinde de degisen derecelerde
hasar olusturabilir. Mekanizmasi henliz tam
aydinlatlamamis olsa da, akciger dokusu,
bobrekler, karaciger, iskelet kaslari, kalp ve
gastrointestinal sistem (31-34) gibi organlarda
meydana gelen i-R’da uzak organ hasari
olustugu gosterilmistir. Uzak organ hasarina yol
acan faktorler direk olarak primer hasarlanan
dokudan kaynaklanabilecegi gibi dolasimdaki

Mustafa Kemal Universitesi Tip Dergisi Cilt: 6, Sayi:23, Yil:2015

aktive |6kositler ve inflamatuvar
mediyatérlerden de kaynaklanabilir. Ozellikle
GiS'te ve karacigerde meydana gelen i-R
hasarinin baslica akcigerlerde uzak organ
hasarina yol actig1 gosterilmistir ve bu hasardan
endotelyal ksantin oksidaza bagh artmis ROS
Uretimi sorumlu tutulmustur (35).

One siriilen bir diger mekanizma ise dokuda
lokal olarak olusan oksidanlarin indikledigi
sitokinler veya kemotaksis faktorlerinin sistemik
dolasima gecerek wuzak organlarda PMNL
migrasyonu olusturmasidir. Uzak dokulara
PMNL toplanmasi, lokal doku hasarlanmasina
benzer sekilde solunumsal patlama ile ROS
Uretimine ve sonucta oksidatif hasara yol acar
(36).

Sonuc olarak, i-R hasari bircok faktériin rol
aldigi kompleks bir patofizyolojiye sahiptir.
iskeminin yol actigi doku hasari, reperfiizyon
sirasinda hicre icinde bircok biyokimyasal
yolakta Uretilen reaktif oksijen tirleri aracihg
ile hiicre olimine yol acabilir. Ayrica pro-
inflamatuvar  mediyatérlerin ~ olusumu  ve
notrofil, makrofaj ve lenfositlerin bdlgeye
toplanmasi, hasarin genislemesini saglar ve i-R
hasarinin sistemik etkilerinden sorumludur.
Tim bu mekanizmalar iskeminin siresi ve
siddetine gore dokular arasinda da farkhliklar
gosterir. Bu nedenle i-R hasarinda oksidatif
stresin biyokimyasal mekanizmalarinin
anlasilmasi doku ve organlara yonelik yeni
tedavi segeneklerinin gelistirilebilmesi agisindan

klinikte 6nemli bir role sahiptir.
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