:HM]

DERLEME/REVIEW

Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Stres ve Hiicre Oliimii

Stress and Cell Death in Ischemia Reperfusion Damage

Ummii Giilsen Bozok" 0RCID No: 0000-0002-2016-7305, Aysegiil Kiiciik' oRCID No: 0000-0001-9316-9574,
Mustafa Arslan’ oRcID No: 0000-0003-4882-5063

1KL’Jtah.ya Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Kiitahya, Tiirkiye.
*Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Anestezi ve Reanimasyon Anabilim Dali, Ankara, Tirkiye.

Gelis Tarihi/Received: 11.10.2021

Kabul Tarihi/Accepted: 19.12.2021

Yazisma Adresi/Address for
Correspondence:

Ummi Gillsen BOZOK

Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi
Tip Fakdltesi

Evliya Celebi Yerleskesi

Tavsanli Yolu 10. Km
Kitahya/Merkez

E-posta: gulsenozsoy07@gmail.com

Anahtar Sozciikler:
Apoptoz
iskemi-Reperfiizyon Hasari
Nekroz

Otofaiji

Stres Mekanizmalari

Key Words:

Apoptosis

Autophagy
ischemia-Reperfusion Injury
Necrosis

Stress Mechanisms

Giris

0z

iskemi-reperfiizyon hasari, miyokard enfarktiisii, iskemik inme, akut bdbrek hasari,
periferik arter hastaligl, orak hucre anemisi dahil olmak Uzere ¢ok cesitli patolojilerin
morbidite ve mortalitesinde rol oynar. iskemide kan akimindaki azalmanin derecesine
ve suresine bagli olarak hlcreler metabolik ihtiyaglarini karsilayamaz. Hizli reperflizyon,
oksijen acligl ceken hucrelerin kurtariimasi icin gerekli olmasina ragmen, hicrede
olusan reaktif oksijen Urlnleri (oksijen paradoksu) hucreleri strese surikler. Reper-
flzyon ile birlikte ortaya cikan stres yaniti sinirlandirilamazsa hicre 6lum programlari
aktive olarak hiicre 6lur. Bu derlemenin amaci iskemi reperfilizyon hasarinda rol oynayan
hucresel stres mekanizmalarini ve 61im programlarini tanimlamaktir.

ABSTRACT

Ischemia-reperfusion injury is the most common cause of morbidity and mortality in
some diseases, such as myocardial infarction, stroke, sickle cell anemia, and peripheral
vascular disease. The degree of blood flow reduction and the length of the ischemic
period are associated with metabolite starvation and tissue damage. Therefore, it is
expected that reperfusion protects oxygen-starved tissues. However, producing reactive
oxygen species with reperfusion (oxygen paradox) causes stress. If stress cannot be
limited, cell death programs begin, and the cell dies. This review aims to describe cellular
stress mechanisms and death programs that play a role in ischemia-reperfusion injury.

Bir organ veya doku kanlanmadigi zaman, geri donisu
olmayan doku hasarini 6nlemek ve organ fonksiyonunun
surdUrdlmesini saglamak icin iskemik bolgeye kan akimi-
nin yeniden saglanmasi gerekir. Kan akiminin ilk inhibis-
yonu ile baslayan doku tepkisi, reperflizyon ile oksijenas-
yonu takiben paradoksal hale gelebilir. Parodoksal oksijen
tepkisi ile olusan metabolitler hasarin daha da siddetlen-
mesine ve hlcrenin strese girmesine sebep olabilir. Bu
stres yanitini olusan metabolit ve organele gore; oksidatif
stres, nitrozatif stres, endoplazmik retikulum stresi ve
mitokondriyal stres olarak siniflandirmak mimkuinddar.
Hlcre kendisine zarar veren stres yanitlarini antioksidan
aracilar ile durdurmaya ¢alisir. Eger hlicre bu stres
mekanizmalarinin énine gecemezse hlcre 6lim
mekanizmalari devreye girer (1).

1.1. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Oksidatif Stres

Oksidatif stres, metabolik surecler sirasinda reaktif
oksijen metabolitleri (ROS) asiri UGretiminin veya azaltiimis
temizleme kapasitesinin neden oldugu, oksidatif ve anti-
oksidan sistemler arasinda dengesizlige neden olan
patolojik doku hasari siirecini ifade eder. iskemi reper-
flizyon (i/R) hasarinda yaygin oksidatif stres olusur (2).
Stres ile hucre icinde artan ROS, lipidler, proteinler, seker
ve DNA gibi ¢evredeki biyolojik makromolekdullerle hiicre
fonksiyonunu etkileyen ve hatta hicre 6lumune neden
olan bir dizi reaksiyona girer. Coklu doymamis yag asitleri
Uzerinde etki ederek mitokondriyal zarda lipid peroksidas-
yonuna neden olur (3). DNA, RNA, polisakkaritler ve amino
asitler gibi makromolekdllere gapraz baglanarak onlarin
islevlerini ve aktivitelerini kaybetmesine neden olur (4).
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Oksitlenmis lipidlere ve proteinlere karsi yuksek reaktivi-
teleri nedeniyle endotel hicrelerine zarar verir (5). Sitokin-
lerin ve adezyon molekullerinin ekspresyonunu uyararak,
inflamasyon ve bagisiklik yanitinin olusmasinda rol oynar
(6). Polisakkarit molekdullerinin polimerizasyonuna ve
bozulmasina neden olur. Boylece, permeabilite, iyon trans-
portu ve bariyer fonksiyonlarinin ciddi sekilde bozularak
hlicre bltinlGginin kaybolmasina sebep olur (7). Buna
karsilik, anti-oksidasyon sistemi ROS olusumu ve yikiminin
denge halinde kalmasini saglayarak hucrelerin yapisini ve
islevini korur. Vicudun antioksidan sistem yoluyla fazla
serbest radikalleri ylkma yetenegini, vicuttaki serbest
radikal metabolizmasinin durumunu ve vicudun antioksi-
dan fonksiyonunu gosteren indekse total antioksidan
kapasite (T-AOK) denir. T-AOK, enzimatik ve nonenzimatik
sistemleri icerir. Baslica enzimler sUperoksit dismutaz
(SOD), tioredoksin (Trx), paraoksonaz (PON), glutatyon
peroksidaz (GSHPx), katalaz (CAT), glutatyon S-transfe-
razdir (GST). Glutatyon (GSH), A vitamini, C vitamini, E
vitamini ve karotenoidler ise nonenzimatik T-AOK eleman-
laridir (8). iskemik inme hastalarinda yiiksek serum T-AOK
seviyeleri ile mortalitenin iligkili oldugu gosterilmistir (9).
Bu sebeple, i/R hasarinda T-AOK biyobelirtec olarak kulla-
nilabildigi gibi i/R hasarinin 6nlenmesinde de kullanilabilir
(8,10, 11).

1.2. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Nitrozatif Stres

Hucre fizyolojisinde 6nemli aracilar olan reaktif nitro-
jentirleri (RNT), nitrik oksit (NO) seviyesinde anormal artis
ile Uretilen radikallerdir. Olusumlari icin yuksek konsant-
rasyonlarda sUperoksit anyonu (O,) da gereklidir. Yarilan-
ma dmru uzundur ve reaksiyonlarda O,"ye gore (¢ kat daha
hizli tepki verir. Fizyolojik sartlarda nonspesifik bagisiklik
tepkisinin bir parcasini olusturur ve sinyal iletim yollarina
ikincil haberciler olarak katilir. DlisUk konsantrasyonlarda
hlcreleri pro-apoptotik etkilerden korur (12). Yuksek kon-
santrasyonlarda ise hicrelerde oksidatif stresin olusumu-
nu Onlemede kritik role sahip albumin, glutatyon, homo-
sistein gibi sulfidril (-SH) grubu iceren tiyollerin redoks
devrelerinin dlzensizligine sebep olur. RNT varliginda
protein oksidasyonunun en erken belirtisi tiyol gruplarinin
oksitlenerek reversibl disulfid baglarina dénlismesidir.
Olusan disulfid bag yapilari tekrar tiyol gruplarina reduk-
lenebilir ve boylece tiyol disulfid dengesi surdlrulir. Tiyol-
disulfid dengesi, antioksidan savunma, inflamasyon,
immun yanit, apoptoz ve hicre ici sinyal mekanizmalarinda
kritik rollere sahiptir (1). RNT'lerin artmasi sonucu bu den-
genin bozulmasi hiicre hasarina sebep olur. Diger taraftan
RNT, hucre ici organellere kolayca yayllan ve son derece
yuksek hizda reaksiyona giren stabil maddeler olduklari

icin, hiicre zarlarinda, proteinlerde, mitokondride, endop-
lazmik retikulumda, nlkleik asitlerde ve enzimlerde geri
doénusl olmayan hasar sonucu nekroza ve hicre élimuine
yol acar (2). RNT'nin olusturdugu hicre hasarindan 6limu-
ne kadar olaylar butlinune nitrozatif stres denir. Peroksi-
nitrit (ONOO™), nitrojen dioksit (NO,), peroksinitréz asit
(HNO,), dinitrojen trioksit (N,0O,), nitroksil (HNO), peroksi-
nitréz asit (ONOOH), peroksinitrat (O,NOO"), peroksinitrik
asit (0,NOOH), nitrozonyum katyon (NO™), nitrat (NO,"), nitrit
(NO,") ve nitroksil anyon (NO') baslica RNT'dir (13, 14). NO,
RNT'nin ana o6ncusudur. L- arjinin'den néronal (nNOS),
endotelyal (eNOS) ve induklenebilir (iNOS) NO sentazlar
(NOS) araciligiyla ve nitrit havuzlarinin nitrit rediktazlar
araciliglyla indirgenmesiyle Uretilebilir. Reaksiyonun kofak-
torleri molekdler O,, flavin adenin dinukleotit, flavin mono-
niikleotit, Ca™, kalmodulin, 5, 6, 7, 8 tetrahidro-L-biopterin
(BH4) ve NADPH'dIr (15). Gerekli olan O, mitokondrideki
elektron tasima zincirinden, peroksizomlardan, NADPH
oksidazlardan, ksantin oksidazlardan (KO), sitokrom p450
ve/veya siklooksijenaz (COX) yollarindan elde edilir (16).
NO Uretim oranina bagh olarak hem dogrudan, hem de
dolayli etkiler gosterir. Dogrudan etkileri, disuk konsant-
rasyonlarda Uretildiginde ortaya cikar. DisuUk konsantras-
yonlarda pro-apoptatik etkileri 6nleyici gorev yapar. Yuksek
konsantrasyonlari ise apoptotiktir (16). NO disuk dozlarda
demirle koordineli hem parcalarina sahip proteinlerle
nitrosil komplekslerini olusturur (17). Damar sisteminde
vazodilator olarak gorev yapar. Trombosit agregasyonunu
ve adezyonunu, l6kosit/trombosit ile endotel arasinda
adeziv etkilesimleri 6nler ve anjiyogenezi duzenler (18).
Dolayli etkileriise, NO'nun O, veya O, ile etkilesimi sonucu,
sirasiyla dinitrojen trioksit (N,O,) veya peroksinitrit (ONOO")
olusumudur. i/R sirasinda yiiksek oranlarda N,O, ve ONOO™
Uretildiginde, nitrozatif stres ortaya cikar (1). Makrofajlar
ve diger hicre tiplerinde kalsiyum bagimli nNOS aktivas-
yonu ve kalsiyumdan bagimsiz iNOS aktivasyonundan
Uretilen yiksek NO konsantrasyonlarinin iskemik beyin
hasarini siddetlendirdigi gosterilmistir (19). eNOS'a
Uretilen az miktarda NO, sinir sistemini koruyucu etkiler
gosterir. Serebral iskemi modelinde eNOS nakavt farelerde
yabani tiplere gore daha buyuk enfarktis hacimleri géralur
(20). Selektif NOS inhibitorleri de iskemik inmeye karsi
koruyucu etkiler gosterir (21, 22). NO bu etkilerini solubl
guanilat siklaz (sGC) aracili sinyalizasyon yoluyla olusturur.
Ama cogu islevini klasik yolak Uzerinden gerceklestirme-
mektedir. sGC'den bagimsiz NO sinyalinin etkilendigi
baslica yol proteinlerin S-nitrozasyonudur (23). S-nitrozilas-
yon, disUk molekuler agirlikh S-nitrozoglutatyon ve S-
nitrozile edilmis proteinleri iceren S-nitrozotiyolleri olustur-
mak icin NO'in reaktif bir sistein kalintisina kovalent



baglanmasindan olusan enzimatik olmayan geri donu-
sumlU bir reaksiyondur. S-nitrosilasyon, bir alici tiyol ve S-
nitrosoglutatyon igeren transnitrosilasyon yoluyla meyda-
na gelebilir. S-nitrozoglutatyon en bol bulunan endojen S-
nitrozotiyollerdir ve stabil bir hlicre ici NO rezervuari olarak
hizmet eder (16). Protein ve lipid nitrozilasyonu tiyol bagimli
redoks kontroll ile hlcre fonksiyonlarini degistirebilir (1).
Artan NOS aktivitesi kaspazlarin S- nitrozilasyonunu arttirir.
Artan kaspaz S- nitrosilasyonu, bir apoptotik uyaran ile
sunuldugunda kaspaz aktivasyonunu antagonize eder ve
boylece apoptotik sinyalleme bastinlir (23). Protein S-
nitrosilasyonu genellikle NFkB, IkB kinaz, PKC, Bcl-2,
kaspazlar, PTS, MnSOD, hicre iskeleti aktin, mitokondriyal
kompleks | ve gesitli hicre ylzeyi reseptorlerini hedef alir
ve hucresel hasara karsi koruyucu etki gosterir (24, 25).
Diger taraftan, S-nitrozotiyoller, endotel hiicrelerini redoks
donglsu islev bozukluguna karsi duyarli hale getirir ve
hlicresel S-nitrozotiyol dlizeylerinin ylikselmesiyle de hlicre
Olumu kolaylasir (23). Tum RNT'den en ¢cok bulunant ONOO'
dir. NO, O, varliginda tim RNT'yi olusturur fakat hakim olan
molekiil en sitotoksik olan ONOO dur (26). ONOO’, NO ve
ROS Uretiminin artmasi ile olusur. Stperoksit anyonlarin-
danyaklasik 400 kat daha yuksek lipid katmanlarina ntfuz
etme kapasitesine sahiptir (27). Sitotoksik etkilerini
protein tirozin nitrozasyonu, lipid membran peroksidas-
yonu, mitokondriyal disfonksiyon ve DNA kirilmasi yoluyla
uygular (28). ONOQ, proteinlerin sistein kalintilarinda S-
nitrozilasyon sonucu fonksiyonlarini degistirerek hasara
sebep olur. NO,ve hidrojen peroksit (H,0,) varliginda
miyeloperoksidaz, laktoperoksidaz ve prostaglandin H
sentaz ve hem peroksidaz enzimlerinde nitrasyona sebep
olur (31). H,0, ve NO, arasindaki reaksiyon fenolik hidroksil
grubunun orto-pozisyonunda bir tirozin kalintisi ile 3-nitroti-
rozin olusumu ile sonuglanir. 3-nitrotirozin protein hasarina
ve inaktif protein olusumuna neden olur. Nitrotirozin, RNT
olusumunun gdstergesidir (32). ONOO'nun serebral i/R
modelinde miyelin lipidlerini oksitleyebildigi ve inflamas-
yon surecine katkida bulundugu gosterilmistir (29). Yine bir
baska calismada iskemik inmeli hastalardan 24-48 saat
sonra alinan kan drneklerinde ONOO™ duzeylerinde artis
gorilmustir (30). i/R'de GSH ve/veya SOD gibi hiicre ici
antioksidan mekanizmalar ile ONOO" olusumu 6nlenerek
hlcre hasarinin 6nune gegcilebilir (16).

1.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Endoplazmik
Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), protein katlanmasi,
islenmesi, tasinmasi ve parcalanmasi dahil olmak Uzere
protein homeostazinda anahtar rol oynayan hucre igi bir
organeldir. i/R sebep oldugu patolojik olaylar nedeniyle

ER'de cok sayida katlanmis protein Uretimine sebep olur.
ER protein katlama kapasitesini astiginda, ER Iimeni
icinde biriken katlanmamis/yanhs katlanmis proteinlerle
karakterize, ER stresi olusur. Hlcreler bu slrecin Uste-
sinden gelmek ve ER homeostazini yeniden kurmak icin
katlanmamis protein cevabi (UPR) adi verilen sinyal iletim
yolunu baslatir. UPR, inozitol gerektiren enzim 1o (IRE1x),
pankreatik endoplazmik retikulum kinaz (PERK) ve aktive
edici transkripsiyon faktoéri 6 (ATF 6) olmak Uzere U¢ adet
ER-transmembran stres sensoru tarafindan kontrol edilir.
Yanls katlanmis/katlanmamis proteinler biriktikce, bu
transmembran reseptdrleri UPR'yi indiklemek icin aktive
olur. UPR, ER saperon glukoz iliskili protein 78 (GPR 78)'i
aktive eder. ER stresi sirasinda GRP78, bu (¢ stres sensori
tarafindan salinarak katlanmamis ve yanlis katlanmis
proteinlerle interaksiyona gecger (33). UPR, proteinlerin
parcalanmalarini hizlandirir, ER'de saperonlarin ekspres-
yonunu arttirarak katlanmamis protein miktarini azaltir ve
yeni proteinlerin olusumunu uyarir. ER stresinin erken evre-
lerinde UPR sinyal aktivasyonu stresi ortadan kaldira-
mazsa, proksimal efektorlerin (PRRK, ATF6 ve IRE1) strekli
aktivasyonu farkli sinyal aracii UPR kaynakli protein
Uretimi ile hlcre 6lumune sebep olur. Ayrica, uzun sureli
veya surekli ER stres kosullari altinda UPR programi, ER
homeostazisini geri getiremeyebilir. Bu nedenle UPR aracil
apoptoz ile hucre 6lumu gergeklesir (34, 35).Transgenik
farelerin kalplerinde ATF6'nin 6n aktivasyonu i/R hasarina
karsi koruyucu etki gosterir (36). iskemik 6n kosullandir-
mada GRP78'in up regulasyonu, kultir ortaminda kardiyo-
miyositleri iskemik hasara karsi korur (37). Kalpte UPR'nin
iskemi veya i/R sirasinda aktivasyonu miyokardiyal hiicre-
lerde stres yanitina karsi koruyucu etkiler gosterir. Fakat,
birkac calisma UPR'nin kalpte i/R hasarina yol acabile-
cegini gostermistir. ER stres yanit proteini, p53 upregtile
apoptoz modulatérinin (PUMA) artmis ifadesi UPR yoluyla
kaltur ortaminda kardiyomiyositlerde apoptozu arttirir
(38). Ayni zamanda, UPR aktivasyonu kardiyomiyosit apop-
tozuna katkida bulunan kaspaz-3, JNK ve p53 aktivas-
yonuna da sebep olur (39). Kardiyomiyositlerde, UPR
iskeminin erken evrelerinde iskemi aktivasyonuna karsi
koruyucu etkiler gosterirken, sonraki evrelerde apoptotik
Ozellikler gostermistir (40). UPR'nin farkli islevleri, ATF6,
PERK ve IRE-1 aktivasyonu ve ER stres derecesine bagli
olabilir. ATF6, ¢ogunlukla koruyucu proteinlerin aktivasyo-
nuna aracilik eder fakat PERK, apoptotik genlerin aktivas-
yonunu indUkleyebilir (36). Bu nedenle, kisa iskemik stres,
koruyucu etkileri tesvik etmek icin UPR'nin regllasyonu
altindaki proteomda degisikliklere yol agabilirken, uzun
sureli iskemi proteomda hucresel hasara yol acabilir (41).
Patolojik ER stresi UPR yaninda bozulmus Ca** homeostazi,



artmis apoptotik sinyaller gibi fizyolojik mekanizmalarla
iliskilidir (42). ER stresi sirasinda, sitozole inositol trifosfat
reseptdr aracili Ca™ salinimini aktive eden ve apoptozu
indiklemek icin kalsiyum kalmodulin bagimli kinaz Il'yi
(CaMKII) aktive eden ER oksidaz 1 ekspresyonu induklenir
(43). i/R'de ER stresi sirasinda ATP konsantrasyonu azalir,
bu da ER'de depolanan hiicre ici Ca™ seviyelerini azaltir
(38). Hiicre ici Ca* asiri artisi, Xop1 ve ATF6'y1 indiikleyerek
miyokardiyal hucre nekrozunu azaltan GRP94'Un artmis
ifadesine aracilik eder (44). Miyokardiyal I/R modelinde ER
stresinin inhibisyonu Ca™ bagimli proteaz kalpain aracili
apoptozu engelleyerek, miyokardiyal fonksiyonun iyiles-
mesini saglar (45). UPR, membran potansiyeli ve sitokrom
¢ salinim derecesi dahil olmak Uzere bir dizi mitokondriyal
fonksiyonu dizenleyebilir (46). UPR ayrica bagisiklik fonk-
siyonunda da rol oynayabilir. Katepsin ile uyarilan ER stresi
IFN dizenleyici faktér 3 ve cAMP yanit elemani baglayici
protein (CREB/CBP) /p300'lin interferon beta 1'e (IFNB1)
promotérine baglanmasini arttirir. ER stresi, miyokardiyal
i/R hasarini destekleyebilen NF-kB sinyal yolunu aktive
ederek nukleotid baglayici oligomerizasyon alani benzeri
reseptor protein 1'i (NLRP1) aktive edebilir (47). NLRP'ler,
NLRP1 ve NLRP3 inflamatuar cisimlerini iceren tipik infla-
masyonlar olarak siniflandinlir. Kaspaz-1'i aktive edebi-
lirler, bu da proinflamatuar sitokinler IL-1 ve IL-18 olusumu
ve salgilanmasi ile sonuglanir (48). ATF6, Xbpl, ATF4,
CHOP ve IRE1 dahil olmak Uzere ER stresi tarafindan aktive
edilen birka¢c 6nemli protein vardir. ATF6 normal olarak
adaptif UPR'de hucresel fizyolojinin yeniden sekillenme-
sini, akut fizyolojik ve patolojik hasari takiben iyilesmesini
saglar (49). ATF6, S1P/S2P'ye bagl proteoliz yoluyla Xbp1
gibi UPR tarafindan dizenlenen temel 16sin fermuar
transkripsiyon faktorleri ile dimerize olabilir veya mTOR
sinyali gibi diger strese duyarli sinyal yollariyla iliskilendirilir
(50). ATF6'nin, Ca™ pompas! SERCA2a ve birkac antiok-
sidan genin ekspresyonunu indUkledigi de rapor edilmistir
(51). Xbpl'in artmis ifadesi oksijen glukoz yoksunlugu/
reoksijenasyonu (OGD/R) tarafindan indliklenen hicre
6limiini engeller, kalpte ve beyinde i/R hasarina karsi
koruyucu etkiler gosterir (49, 52). Xbpl aktivasyonunun
inhibe edilmesi, beyin i/R hasarinda néronal hiicre 8lim-
ni hizlandirabilir. ER stresi beyin i/R hasarinin patolojisi ile
iliskilidir. OGD/R stresi, Xbpl1 genini gecici olarak etkisiz
hale getirerek, ER islev bozuklugu nedeniyle hizlanmis
néron O6limuyle sonuclanir. Xbpl reaktivasyonu, OGD/R
stresine karsl noroprotektif olabilir (53). ATF4, hafif ER
stresi altinda C/EBP Homolog Protein (CHOP) ifadesini
indUkler. Bununla birlikte, kronik ER stresi altinda PERK,
CHOP ekspresyonunu 6nemli 6lglide artirir ve hicre
olumunu artirmak icin Bcl-2 ekspresyonunu baskilar (54).

CHOP'un ayrica PUMA ve proapoptotik protein Bim'in
ekspresyonunu arttirdigl ve boylece mitokondriyal bagimli
apoptozu indUkledigi bildirilmistir (55). IREL, hipertrofi ve
i/R'u da icine alan kardiyak patolojilere karsi énemli bir
savunma mekanizmasi olan otofaji aktivasyonuile iliskilidir
(56).

1.4.Iskemi Reperfiizyon Hasarinda
Mitokondriyal Stres

Mitokondri, normal hicre fonksiyonu ve canhhg) igin
gerekli olan aerobik kosullar altinda ATP Uretiminin ana
kaynagidir. ATP sentezine ek olarak, mitokondri hiicrede
cok cesitli metabolik surecleri ve sinyal yollarini dizenler.
Farkli metabolitleri sentezlerler, hlicresel redoks potansi-
yelini diizenlerler ve iyon diizenlemesinde, ézellikle Ca™
homeostazinda, termogenezde ve apoptozda énemli rol
oynar (57). iskemi sirasinda, oksijen eksikligi mitokondriyal
solunum zinciri boyunca elektron akisini engeller. Sonug
olarak, F1IFO ATPaz tarafindan ADP'nin fosforillenerek
ATP'ye donlUsmesi gerceklesemez. Aslinda, inhibe edilmis
elektron transferi altinda, ATP sentaz ters modda (ATP
hidrolaz) calisir ve proton elektrokimyasal gradientini
(Awm) korumak icin kalan kicUk ATP'yi hidroliz eder (58).
Bu iki olayin bir sonucu olarak, ATP seviyeleri iskemi sira-
sinda c¢ok hizli bir sekilde duser. Mitokondriyal F1FO
ATPaz'in segici inhibisyonu, iskemi sirasinda ATP kaybi
oranini yavaslatir ve reperflizyonla hucresel ATP seviyele-
rini iyilestirir ve enfarktiis boyutunu sinirlar (59). iskeminin
neden oldugu bozulmus oksidatif fosforilasyon ayrica yag
asitlerinin parcalanmasini ve/veya oksidasyonunu da
engeller(60). Toksik yag asitleri etkilenen hlcrelerde birik-
tikge, inflamatuar arasidonik asit metabolit olusumunu
tetikler ve mitokondrial gecirgenlik gecis gozeneklerinin
(mitochondrial permeability transition pores: mPTP)
aclimasini kolaylastirir (61). Daha 6nce bahsedildigi gibi
mitokondri, i/R'de dnemli oksidatif stres kaynagidir. Asiri
ROS, elektron tasima zinciri ve mitokondriyal dis zar
proteinleri p66Shc ve MAQ'lar ve mitokondriyal NOX4 tara-
findan dretilir. Fizyolojik kosullar altinda elektron tasima
zincirinin | ve lll kompleksleri araciligiyla Uretilen stper-
oksit, stuperoksit dismutaz (SOD) ile nétralize edilir. Fakat,
iskemi sirasinda 6zellikle kompleks I'de artan stperoksit
sizintisi, hucresel antioksidan savunmalarini bastirir.
Reperflizyonla birlikte, kan akimiyeniden saglandiginda bu
hasar daha da artar (62). i/R ile mPTP'nin acilmasi hiicre
Olume gitmeden 6nceki son basamaktir. Bu gézenek, iske-
mi sirasinda asidoz sebebiyle hareketsizdir. Reperfluzyonla
birlikte, mitokondriyal Ca™ asiri yiikii ve molekiiler oksije-
nin saglanmasiyla ROS Uretimindeki artis, mPTP'nin acil-
masina neden olur. A¢itk mPTP'nin ¢api buyik oldugundan,



1,5 kD boyutuna kadar molekuller kanali rahatca gecebilir.
Ayrica, mPTP'nin acilmasiyla mitokondriyal matrikse H" iyon
akisl sonucu, Aym bozulur, elektron tasima zincirini ayinr
ve ATP sentezini inhibe eder. Ayni zamanda su ozmotik
olarak organel igerisine girerek, asiri sisme sonucu hicre
patlamasina sebep olur (58). Mitokondriyal DNA, i/R'deki
baska bir hedeftir. Mitokondri, hiicre iskeletine baglanan
ve bir membran temas boélgesi agi araciliglyla endoplazmik
retikuluma bagli olan, birbiriyle iletisim kuran tubuler aglar
olusturur. Bu mitokondriyal tubuler aglar, huicre icindeki
enerji dagilimi icin proton hareketine yonelik iletken bir yol
saglar (63). ER, mitokondriyal ylizey alaninin yaklasik %2-
%5'ini kaplar. ER ile mitokondriyal membranlar arasindaki
6-15 nm bosluk organeller arasindaki sinyallerin veya
metabolitlerin (Ca" ve lipidler) akisini kolaylastirir.
Mitokondri oldukca dinamik bir organdir. Patolojik durum-
larda mitokondriyal morfoloji ve islevde degisiklik olustur-
mak icin dengesiz fisyon (boélinme) ve flzyon (birlesme)
dénguleri olusur (64). Fazyon, hasar gérmus mitokondri
icerigini karistirarak stresi azaltmaya yardimci olur. Fisyon,
hasarli mitokondrinin ¢ikariimasini saglar ve yeni mito-
kondri olusumu icin gereklidir. Fisyon kaybi ile buyuk
mitokondri aglar olusur. Yuksek dlzeyde hiicresel streste
asir boélinme sonucu, apoptotik hicre 6liumuini kolaylas-
tiran kuguk, parcalanmis mitokondriler meydana gelir. ATP

seviyelerinde iskemiye bagli azalmalar ve artan mitokond-
riyal ROS Uretimi bu organellerin bdlunmesini tesvik
ederrek, apoptotik hicre 6limuine katkida bulunur.
Mitokondriyal fisyonun inhibisyonu, i/R kaynakli mPTP'nin
acilmasini dnler (65). Flizyon islemleri optik atrofi proteini,
mitofusin 1 ve 2 tarafindan gerceklestirilir. Fisyon islem-
lerinde ise dynamin iliskili protein 1 (Drp1) ve Drp hedefi
molekul fisyon 1 (Fis1) gérev alir (66).

2. iskemi Reperfiizyonda
Hiicre Oliim Modelleri

i/R slrecinde hiicre, meydana gelen stres ile bas
edemez ise hlcrede 6lum meydana gelir. Hlcreyi 6lime
surUkleyen temel mekanizmalar apoptoz, otofaji ve
nekrozdur (Sekil 1).

2.1. Apoptoz

Morfolojik olarak membran kabarmasi, htcre kucul-
mesi, sitozol ve ¢ekirdegin yogunlasmasi sonucu hucrenin
parcalara ayrilarak apoptotik cisimlerin olustugu hucre
oluma seklidir (Sekil 1) (1,67). Apoptotik cisimler, hicre
zarlanyla cevrili olduklarindan inflamatuar bir tepkiye
neden olmadan fagositler tarafindan sindirilmesi sonucu
hucre o6lumu gerceklesir. Apoptotik hicre 6limunun
altinda yatan hucre sinyal mekanizmalari, ekstrinsik ve
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intrinsik yolaklar araciliflyla gerceklesir (Sekil 1). Her iki
yolak arasinda birgok biyokimyasal ve fonksiyonel baglanti
vardir (68). Ekstrinsik veya 6lum reseptér yolu, proinfla-
matuar reseptérlere baglanan Fas, (TNF)-related apopto-
sis-inducing ligand (TRAIL) ve timor nekroz faktor (TNF)-
alfa gibi ligandlarin trimerizasyonuna sebep olarak, Fas-
associated death-domain protein (FADD) ve TNF-receptor-
associated death-domain protein (TRADD) gibi 6lime ne-
den olan sinyal iletme kompleksini aktive eder. Bu reseptor
kompleksi de kaspaz-8 Uzerinden kaspaz-3'U aktive eder.
Bunun sonucunda, kaspaz-3 apoptoz olusturmak icin
bircok hucresel proteini hidroliz eder (1,68,69). Oksidatif
stres gibi sitotoksik uyaranlara yanit olarak, intrinsik veya
mitokondriyal yol aktive olur (Sekil 1). Bu yol, iskemik hlcre-
lerde, prodeath Bcl-2 proteinlerinin (Bax, Bak, Bid, BNIP3
ve Puma) aktivasyonu, artisl, translokasyonu ve mitokond-
riyal membranla butunlesmesiyle gerceklesir (1,67,68).
Bununla birlikte, iskemi kendi basina Bcl-2 proteinlerinin
aktivasyonu igin yeterli degildir. Cinku bu proteinlerin cogu
redoksa duyarldir ve reperflizyon ile tetiklenen oksidatif
strese ihtiyaci vardir (1). Prodeath proteinlerin membrania
butinlesmesiyle dis zar gecirgen hale gelerek, zarlar arasi
bosluktan pro-apoptotik proteinler sitokrom ¢, Smac/
DIABLO, Omi/HtrA2 ve endonukleaz-G salinir. Sitokrom c,
kaspaz 9 ve kaspaz 3 proteaz sistemini aktive eden ve
hlcresel protein bélinmesine neden olan apoptozomun
birlesmesini uyarmak icin sitozolik protein APAF1'e bagla-
nir. Kaspaz aktivasyonu ayni zamanda Smac/DIABLO ve
Omi/HtrA2'ye bagli mekanizmalar tarafindan da meydana
gelir,ancak bu prodeath proteinler bu olayl kaspaz inhibitor
proteinlerini ayirarak veya sindirerek yapar. Bu apoptoz
formunun DNA fragmantasyonuna endonUlkleaz-G aracilik
eder (68). Jeremis ve arkadaslari yapmis oldugu kardiyak
i/R modelinde, Fas, TNF reseptérii 1 veya TNF receptor-
associated factor 1 (TRAF1)'den yoksun farelerin, yabani
tip farelere gore daha kuclk enfarktus boyutlar sergile-
digini gostererek, apoptozun 6lim reseptor yolu lzerinden
gerceklestigini aciklamislardir (69). Hochhauser ve arka-
daslan da, klcuk bir Omi/Htr2 inhibitoru ile tedavi edilen
Bax nakavt kardiyak i/R modeli farelerde daha kiiciik
boyutlu enfarktiisler kaydederek, apoptozun mitokondriyal
yol araciligiyla gerceklestigini gbstermistir (70).

2.2, Otofaji

Hasar gérmus veya yaslanmis protein kimelerini ve
organelleri otofagozomlara paketleyerek, genellikle bir
inflamatuar tepkiye neden olmadan, lizozomlarla yikma
islemidir. Hiicrede bu temizlik stireci strekli devam eder.
i/R siirecinde ATP eksikligi, oksidatif stres ve ER stresi gibi
durumlar otofajiyi tetikler (Sekil 1). Otofaji, iskemi sure-

since besinden ve oksijenden yoksun olan hiicrelere enerji
seviyelerini korumak icin substrat saglayarak, hicresel
hayatta kalmayi kolaylastirir (1,71,72). iskemi slresi uzar-
sa, kritik hucresel bilesenlerin otofajik bozunma derecesi
artar ve postiskemik hasar sonucu hicre 6lir. Otofaji, esas
olarak sureci inhibe eden rapamisin (mTOR) tarafindan
duzenlenir. Bununla birlikte, bu negatif dizenleme, besin
yoklugu veya oksidatif stres gibi i/R ile iliskili kosullar
altinda inhibe edilir yani mTOR inaktive edilir (73,74). Bu,
sirayla Vps150, Atg14 ve beclin-1'e baglanan bir sinif lll
fosfatidil inozitol 3 kinaz olan Vps34'Un aktivasyonuyla
fagofor olusumunu baslatan birkac¢ kinazi (Atgl, Atg13 ve
Atgl7) azaltir. Bu kompleks, izolasyon zarinin olgun veziki-
ler otofagozomu olusturmak tzere genislemesi icin gerekli
olan diger diizenleyici proteinleri gbrevlendirir. Otofagozo-
mun bir lizozomla flizyonu, kiicik GTPaz Rab7 ve lizozomal
membran proteini lysosome-associated membrane
protein-2 (LAMP2)'ye bagl bir mekanizma ile gerceklesir
(73-75). Mitofaji, mitokondrinin otofaji olmasidir. Yani
ylpranan mitokondrinin zar ile cevrilerek, lizozom enzim-
leriyle parcalanmasidir. Hasarli mitokondrinin otofago-
zomlara ayrilmasini kolaylastiran parkin ve PTEN-induced
kinase 1 (PINK1) iceren hlcresel sinyal mekanizmalari ile
otofajiden farklilasir. i/R, parkin protein dizeylerindeki
azalmalarla iliskilidir. Bu da azalmis mitofaji sonucu hasarh
mitokondri birikimine ve ardindan hdcre 6lumine sebep
olur (1,76).

2.3.Nekroz

Morfolojik olarak hucrelerin ve onlar olusturan orga-
nellerin nukleer fragmantasyon olmadan sismesi, mito-
kondriyal hasar, plazma zan yirtilmasi ve intraseltler
icerigin sizmasiyla olusan hucre élumudur (Sekil 1). Doku
homeostazisini korumak icin fizyolojik programlanmis nek-
roz embriyonik dénemde, patolojik durumlarda meydana
gelen diizenlenmis nekroz ise i/R gibi patolojik sartlarda
olusur. Hucreler, nekroptoz, mitokondriyal gecirgenlige
bagli dizenlenmis nekroz (MPT-RN) ve partanatoz terimleri
ile tanimlanan en az Ug¢ ayri sinyal yolunun aktivasyonuyla
i/R tarafindan diizenlenmis nekroza ydnlendirilebilir (Sekil
1) (77-79). Nekroptoz, hlicre stresi veya TNF reseptori 1,
Fas reseptori gibi 61im reseptodrlerinin ligasyonu ile aktive
edilir ve reseptor etkilesimli protein kinazlar (RIPK) adi
verilen bir grup serin/treonin kinazin aktivasyonuna yol
acar (Sekil 1). RIPK1 ve RIPK3, hiicre 6lumyle sonuglanan
karmasik bir sinyal yolu araciliglyla NADPH oksidazlar veya
mitokondriyal oksidan Uretiminin uyariimasi yoluyla oksi-
datif stresi arttirir. Ayrica, RIP3 psddokinaz benzeri proteini
(MLKL) fosforile ederek nekroptoza neden olur (80).
Nekrostatin-1, RIP1 kinaz aktivitesini inhibe ederek i/R ile



indtklenen hicre 6limUnU azaltir. RIP aracili nekrozun
diger hedefi mPTP'dir (80,81). Daha 6nce bahsettigimiz
gibi, ic mitokondriyal membrandaki bu buyuk, spesifik
olmayan kanal normalde kapalidir, ancak i/R sirasinda
asirl ROS uretimine ve mitokondriyal matriks Ca'* seviye-
lerindeki asin artislara yanit olarak acilir (67). i¢ zarin
permeabilitesi aniden artar ve bu da AWm'ni bozar. Bu olay,
ATP tukenmesi, daha fazla ROS uretimi ve nihayetinde
mitokondride sisme ve yirtilma ile sonuclanir. Bu 6lim
siklofilin D'ye baglidir ve MPT-RN olarak adlandirilan ikinci
bir duzenlenmis nekroz formunu olusturur (Sekil 1) (67,
78,81). Partanatoz olarak adlandirilan hicre 6lim modeli,
Uglncu bir dizenlenmis nekroz formunu temsil eder (Sekil
1). Partanatoz, oksidanlar, alkilleyici ajanlar, i/R gibi
genotoksik stresler ile aktive edilir ve bu da DNA onarim
enzimi poli (ADP-riboz) polimeraz-1'in (PARP1) asiri uyaril-
masina yol acar (82). PARP1, kalpainini aktive ederek,
apoptoz indUkleyici faktérian (AIF) mitokondriden salinma-
sina sebep olur. AIF daha sonra ¢ekirdege hareket eder ve
DNA'yI bozar (83). Ferroptoz ve oksitoz, i/R'de apoptotik
olmayan hucre 6lumunun iki formudur (Sekil 1). Her iki tip
de sistin-glutamat antiporter sistemi ve lipid peroksidas-
yonu mekanizmalarini paylasir, ancak oksitoza katilan
lipoksijenazlar ile birbirinden ayrilir. Ferroptoz, demire bagli
lipid peroksidasyonu ile karakterize edilen bir hticre 6lum
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meydana geldigi gosterilmistir (84, 85).

i/R'da apoptoz, otofaji ve bes diizenlenmis nekroz
formu (nekroptoz, MPT-RN, partanatoz, ferroptoz ve oksi-
toz) hucreleri 6lime suriklemektedir (Sekil 1). Nekrozla
6len hucre sayisi, apoptozla élenden daha fazla olmakla
birlikte, her bir 8lim mekanizmasina hangi dokularin daha
fazla duyarli oldugu henlz tam olarak bilinmemektedir (1).
HUcresel stres tepkileri, hiicrenin hayatta kalmasini sagla-
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