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U uslovima hipoksije i ishemije zbog smanjene produkcije ATP-a
javljaju se mnoge struktume i funkcionalne promene narocito u visoko
diferenciranim c¢elijama bubrega, srca i CNS-a. Izvesno je da gubitak
funkcije celijske membrane predstavlja primarni dogadaj u genezi
Celijskih oStecenja u ovim uslovima, ali definitivna osnova mehani-
zama zbog kojih nastaje membranska disfunkcija ostaje joS uvek ne-
jasna. Medutim, potrebno je naglasiti postojanje sledec¢ih potencijalnih
mehanizama: poremecaj jonske homeostaze, peroksidacija membran-
skih lipida, unakrsno povezivanje membranskih proteina i povecana
razgradnja fosfolipida. Takode, mnogobrojna eksperimentalna is-
trazivanja podrzavaju vaznost produkcije slobodnih radikala nakon
akutne hipoksije. Sve ove promene koje su u vezi sa reverzibilnim hi-
poksi¢nim i ishemi¢nim Celijskim oSte¢enjima ako su kvalitativno ili
kvantitativno adekvatne mogu produkovati ireverzibilna oSte¢enja.
Zato bi u slu¢ajevima hipoksije i ishemije srca, bubrega i CNS kao or-
gana visoko zavisnih od aerobne produkcije ATP-a primena medi-
kamenata koji doprinose o¢uvanju membranske stabilnosti, pored pri-
mene standardnih lekova, bila sasvim opravdana.

Kljucne reci: hipoksija, jonski kanali, slobodni radikali

Uvod

Visoko diferencirane d¢elije, kakve su cCelije proksimalnih tubula bu-
brega, miociti srca i neuroni CNS-a za ostvarivanje svojih specijalnih funk-
cija zavise od aerobne produkcije ATP-a. Kadaje zbog hipoksije ograni¢eno
dopremanje kiseonika i smanjena produkcija ATP-a ove ¢elije veoma brzo is-
poljavaju mnoge struktume i funkcionalne promene.

Efekti hipoksi¢nih, a samim tim i ishemi¢nih oSteéenja su reverzibilni
ako je trajanje hipoksije ograni¢eno. Na primer, promene kontraktilnosti
miokarda, membranskog potencijala, metabolizma i ultrastrukture na nivou
¢elija su prolaznog karaktera ako se cirkulacija brzo obnovi. Medutim, kada
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je hipoksija perzistentna zahvacene (aficirane) Celije postaju ireverzibilno
ostecene, Sto znaci da one postaju nekroti¢ne uprkos reperfuziji sa arterijskim
krvotokom. Po definiciji sve metaboliCke promene povezane sa reverzibil-
nim hipoksicnim celijskim ostecenjima, ako su kvalitativno ili kvantitativno
adekvatne (znacCajne, velike), mogu produkovati ireverzibilna oSte¢enja. Sa
duzim periodom hipoksije takode neke biohemijske promene se razvijaju i
uzrokuju ireverzibilna o$teéenja.

Prema danasnjim nalazima dva fenomena pokazuju razliku izmedu ire-
verzibilnog i reverzibilnog oSte¢enja u slucaju hipoksije. Jedan od njih je ne-
sposobnost reverzije (ponovnog uspostavljanja) normalne funkcije mitohon-
drije, a drugi predstavlja oStecenja na nivou celijskih membrana, a narocito
plazma membrane. Medutim, i ujednom i u drugom slucaju, prema novijim
nalazima iz literature, glavne promene u uslovima hipoksije odvijaju se na
nivou membrane, a jedan od bitnih faktora oSte¢enja membrane u ovim
uslovima su molekuli sa povecanom aktivno$¢u kakvi su na primer slobodni
radikali kiseonika i azota (Rubin i Farber, 1994).

Gubitak integriteta ¢elijskih membrana ijonski disbalans

Poremecaj membranskih funkcija, a naroCito promena integriteta
plazma membrane je veoma bitna i verovatno kriticna komponenta pri akut-
noj hipoksiji. Izvesno je da gubitak funkcije Celijske membrane predstavlja
primarni dogadaj u genezi Celijskih oSte¢enja u ovim uslovima, ali definitivna
osnova mehanizama zbog kojih nastaje membranska disfunkcija ostaje jos
uvek nejasna. Medutim, potrebno je naglasiti postojanje slede¢ih potencijal-
nih mehanizama: (A) poremecaj jonske homeostaze; (B) peroksidacija mem-
branskih lipida, (C) unakrsno povezivanje membranskih proteina; i (D)
povecana razgradnja fosfolipida.

(A) Zive celije egzistiraju u ostrom deskvilibrijumu sa spolja§njom
sredinom, a pasivnim i aktivnim mehanizmima odrzavaju brojne elektro-
hemijske gradijente karakteristiCne za razliku izmedu intracelularnog i ek-
stracelularnog miljea. Poremecaj ovih gradijenata na plazma membrani je
kriti¢ni dogadaj u letalnom oSteCenju Celije. Najveci gradijent u svim zivim
¢elijama je karakteristiCan za kalcijum, pri ¢emu je koncentracija kalcijumo-
vog jona u ekstracelularnom fluidu milimolarnog reda (10 M), a u citosoluje
10.000 puta manja i redaje 10 M. Ovaj veliki koncentracioni gradijent se
odrZava pasivnim nepropustanjem kalcijuma kroz plazma membranu i njego-
vim aktivnim izbacivanjem iz ¢elije, uz istovremeno preuzimanje ovog jona
od strane mitohondrija i endoplazmati¢nog retikuluma. Na velikom broju
modela je pokazano da hipoksija uzrokuje naruSavanje kalcijumovog gra-
dijenta i njegovu intracelularnu akumulaciju (Nicholson et al., 1977; Johnson
etal., 1986,1987;MadWietal., 1990; Pate/etal., 1991,1992; Evtodienko et
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1995; McGeownetal., 1996; Gunasekaretal., 1996;FergeriKrieglstein,
1996; Sun et al., 1997; Lorenz i Paul, 1997). Medutim, danas postoji dilema
oko nacina povecanja intracelularnog slobodnog kalcijuma u stanjima hipok-
sije, tako da moguce nacine predstavljaju:

(1) povecanje influksa kalcijuma zbog otvaranja voltazno zavisnih kal-
cijumskih kanala (depolarizacija) (Maduh et al., 1990) i agonist-operativnih
kalcijumskih kanala (oslobadanje ekscitatornih aminokiselina) (Patel et al.,
1991, 1992; Khodorov et al., 1996; Gunasekar et al., 1996).

(2) smanjenje efluksa kalcijuma usled inhibicije ATP-zavisnog is-
pumpavanja iz Celije {Johnson et al., 1986); i

(3) smanjeno preuzimanje od strane mitohondrija i endoplazmati¢nog
retikuluma i to narocito zbog promene mitohondrijskog membranskog poten-
cijala (Scorrano et al., 1997; Simpson i Russell, 1996; Khodorov et al., 1996;
Herrington et al., 1996). Akumulacija veoma aktivnog, slobodnog citosolnog
kalcijuma moze doprineti morfofizioloskim transformacijama koje vode
Celiju u smrt nakon ostre hipoksije.

Takode, postoje podaci da je u stanjima hipoksije narusena ravnoteza i
drugih jona, kao §to su K', Na" i CI". Hipoksija suprimira protok kalijuma
kroz celijska membranu (Chao et al., 1996) redukujéi njegov neto fluks (Wil-
son et al., 1997), a takode menja funkciju nekoliko tipova K" kanala (Hyllien-
mark i Brismar, 1996) i to narodito u nervnim ¢elijama. Hipoksija uzrokuje
poveéanje intracelularnog natrijuma (Carini et al., 1995; Russ et al, 1996;
Kupriyanov et al., 1996). Takode rezultati istrazivanja ukazuju da je transport
CI" elektrogen i odvija se preko Cl-stimulisane ATP-aze (Gerencser i Pu-
rushotham, 1995). Kao posledica narusavanja jonskog balansa nakon akutne
hipoksije moguce je bubrenje Celija i pojava edema u organima koji su u ve-
likoj meri zavisni od aerobne produkcije ATP-a, pri ¢emu je glavni uzrok
nepotpuna aktivnost Na” K* - ATP-aze. Poznato je da u ishemi¢nim uslovima
akumulacija natrijuma u celiji uzrokuje intracelularno nagomilavanje vode.
U prilog tome govore rezultati histoloskih ispitivanja hepatocita pacova posle
trovanja KCN-om (5 mg/kg) u kojima su Ashton i sar. (1981) otkrili vakuolizi-
rane mitohondrije nakon 20 minuta i mikrovakuolizaciju $to je tipicno za
ishemi¢ne Celijske promene.

(B) Kada je u pitanju produkcija lipidnih peroksida, posle akutne hi-
poksije, postoje kontradiktorni rezultati. Tako, npr. Ardelti sar. (1989) su po-
sle trovanja miSeva KCN-om (7 mg/kg, s.c.) nasli znaCajno povecanje nivoa
lipidnih peroksida u mozgu sa maksimumom posle 30 minuta, a 60-og minuta
registrovana je vrednost skoro identi¢na kontrolnom nivou. Prema ovim
autorima lipidna peroksidacija, narocCito u nervnim ¢elijama je katalizovana
oslobodenim gvozdem iz hemoglobina, transferina i feritina, Cije otpustanje
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je indukovano tkivnom acidozom i slobodnim radikalima kiseonika. U prilog

ovome govore rezultati radovalsom-a i Borowitz-a (1995) u in vitro uslovima
(PC 12 C¢elijska linija), kao i istraZivanja u kojima su relativno uspe$no
koris¢ene neke supstancije kao potencijalni antidoti trovanja cijanidima.
Tako, npr. Levin i sar. (1996) su zabelezili protektivno delovanje mesilata (in-
hibitora produkcije lipidnih peroksida) kod <¢elija retinalnih ganglija
izloZzenih NaCN-u (3 mM). Takode, Yamamoto i Tang (1996), su u homoge-
natu mozga misa nasli znaCajno povecéanje lipidne peroksidacije (39%,
106%, 132%) posle primene KCN-a u dozama od 0.01, 0.05, 1 0,1 mM, pri
¢emu je melatonin delovao inhibitorno na produkciju lipidnih peroksida.
Medutim, ima autora (NiknahadeX al., 1995), koji nisu detektovali promenu
nivoa lipidnih peroksida u hepatocitama nakon hipoksije, uz istovremeni
izostanak protektivnog dejstva nekih fenolnih antioksidanata.

(C) Promena oksidoredukcijskog stanja ¢elije u stanju hipoksije, usled
acidoze i mogucée produkcije slobodnih radikala moZe uzrokovati unakrsno
povezivanje membranskih proteina obrazovanjem disulfidnih (S-S) veza.
Rezultat toga je, agregacija membranskih proteina, pri ¢emu se menja aktiv-
nost jonskih kanala i drugih proteina ¢elijske membrane. Obrazovanjem
mesSanih disulfida u reakciji sa redukovanim glutationom (GSH) SH grupe
membranskih proteina takode mogu biti modifikovane u procesima Kkoji
zavise od hidroksil radikala. Modifikovani proteini membrane mogu biti al-
ternativa lipidnoj peroksidaciji u mehanizmu ireverzibilnog oStecenja
celijske membrane u ovim uslovima {Rubin i Farber, 1994).

(D) Povecana koli¢ina slobodnog citosolnog kalcijuma pri hipoksiji ak-
tivira fosfolipaze (PLA2, PLC) {IsomiBorowitz, 1995), zbog Cegaje moguce
razlaganje fosfolipida, $to su i potvrdili Yang i sar. (1996) na nervnim éeli-
jama (PC 12) nakon primene KCN-a u dozi od 1,0-100 uM. Takode, eksperi-
mentalno je pokazano da je smrt hepatocita u kulturi povezana sa pove¢anim
metabolizmom fosfolipida uz paralelnu njenu redukciju tretmanom sa glici-
nom, §to je praceno smanjenjem fosfolipidnog metabolizma (Sakaida et al.,

1996). Navedena poveéana hidroliza fosfolipida mogla bi stimulisati pasivnu
neselektivnu propustljivost éelijske membrane.

Slobodni radikali kiseonika

Pod normalnim uslovima terminalni enzim mitohondrijskog respirator-
nog lanca citohrom oksidaza, katalizuje potpunu Cetvoroelektronsku reduk-
ciju kiseonika u vodu. Rezultat je elektrohemijski gradijent na unutra$njoj
mitohondrijalnoj membrani. Medutim u izmenjenim uslovima moguda je
parcijalna redukcija 0,, usled Cega nastaju redukovani molekuli izmedu
kiseonika i vode, reprezentujudi transfer razli¢itog broja elektrona. To su: su-
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peroksid anjon radikal (0,) (jedan elektron); vodonik peroksid (H,0,) (dva
elektrona) (tehnicki nije Slobodan radikal); hidroksil radikal (OH) (tri elek-
trona).

Eksperimentalna ispitivanja (Isom i Borowitz, 1995), podrzavaju
vaznost produkcije slobodnih radikala nakon akutne hipoksije. Moguéi
nacini produkcije slobodnih radikala pri ovim uslovima su:

1) Poveéana koncentracija slobodnog intracelularnog kalcijuma, en-
zimskim i neenzimskim putem indukuje stvaranje slobodnih radikala kiseo-
nika {Hall i Traystman, 1993; Gunasekaret al., 1996). Hipoksijom poveéano
stvaranje reaktivnih kiseonikovih metabolita narocito je registrovano pri
oste¢enju nervnih celija (Johnson et al., 1986, 1987; Isom i Borowitz, 1995).
Analogno ovim rezultatima Borle i Barsic (1995) su na hepatocitima posle
hemijske hipoksije indukovane cijanidima nasli poveéanu koli¢inu slobodnih
radikala kiseonika i to ¢ak 5 puta u odnosu na kontrolu, indukovanu
povec¢anom koli¢inom slobodnog intracelularnog kalcijuma (1,5 uM).

2) Guidot i sar. (1995) su pokazali da izolovane mitohondrije kvasca i
pacova iz jetre i plu¢a putem svoje normalne respiracije eliminisu superoksid
anjon radikal (0,- ~) koji je produkovan ekstramitohondrijalno. Nakon opseznih
eksperimentalnih ispitivanja isti autori predlazu hipotezu da je mitohondrija sa
normalnom respiracijom bogata protonima koji neenzimskim na¢inom reaguju
sa O,- ¢ime se ovaj radikal uklanja iz citoplazme. U prisustvu cijanida kao meta-
bolickih blokatora ova sposobnost mitohondrije je blokirana.

3) Zbog inhibicije citohrom oksidaze ostaje velika koli¢ina neisk-
oriS¢enog molekulskog kiseonika $to je potencijalni izvor nepotpune reduk-
cije ovog molekula posredstvom slobodnog gvozda ili drugim mehanizmima.

4) Inaktivacija enzima antioksidativnog sistema, ¢ime je celija one-
mogucena da ukloni ve¢ stvorene slobodne radikale kiseonika (Ardelt et al.,
1989).

5) Nakon trovanja cijanidima usled acidoze favorizovano je oslo-
badanje jona gvoZzda iz feritina, transferina i hemoglobina (Zaleska i Floyd,
1985; Hall i Traystman, 1993). U ovim uslovima hemoglobin moze sam sti-
mulisati stvaranje slobodnih radikala i lipidnu peroksidaciju, medutim,
gvozde oslobodeno iz feroproteina je mnogo aktivnije. Naime slobodno fero
gvozde (Fe’") koje se nalazi kao helator odredenih precipitata, moZe obrazo-
vati slobodne radikale na nekoliko nacina:

Autooksidacijom Fe®" pri ¢emu se obrazuje 0, -

Fe’'+ 0,-> Fe’'+ 0,
2+

Fe se takode oksiduje u prisustvu H,0, (Fentonova reakcija) pn ¢emu
se obrazuje hidroksil radikal (OH) ili moZzda feri jon (Fe -OH) u slede¢im
reakcijama:

Fe’” + H,0,-» Fe’* + OH + OH-
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Fe +H,0,-» Fe -OH + OH-
OH- i Fe’" -OH su ekstremno potentni oksidansi i mogu reagovati sa
lipidima, DNK i proteinima.

Poznata i Cesto diskutovana reakcijaje Haber-Weiss-ova reakcija. Bez
obzira Sto je ona reakcija drugog reda u vodenom rastvoru ¢ak i blizu nule u
bioloskim sistemima u prisustvu gvozda u tragovima ili drugih tranzicionih
metala Haber-Weiss-ova reakcija je znacajno brza. Fe katalizovana Haber-
Weiss-ova reakcija je:

H,0,+0 ,->0,+ OH"+OH

6) Ksantin dehidrogenaza/ksantin oksidaza katalizuju transformaciju
hipoksantina u ksantin i mokraénu kiselinu u katabolickom putu purinskih
nukleotida. U normalnim fizioloskim uslovima ovu reakciju katalizuje uglav-
nom ksantin dehidrogenaza i ona ne produkuje slobodne radikale. Medutim,
u izmenjenim uslovima favorizovana je ksantin oksidaza koja generiSe su-
peroksid anjon radikal i vodonik peroksid (Sarnesto, 1996). U eksperimen-
tima na hepatocitama, Niknahad i sar. (1995) su pokazali da hipoksija indu-
kuje povecanu transformaciju ksantin dehidrogenaze u ksantin oksidazu.
Takode, posredstvom povecane koli¢ine slobodnog citosolnog kalcijuma ak-
tivira se ve¢ prisutna ksantin oksidaza u ¢elijama (McCord, 1985).

Pored svih navedenih razloga koji idu u prilog pove¢anom stvaranju
slobodnih kiseonikovih radikala, u stanjima hipoksije zbog inhibicije
aerobne respiracije moguca je i smanjena produkcija ovih molekula. Naime,
postoje podaci (lkeda i Long, 1990), da se pod normalnim uslovima, u mito-
hondrijalnoj oksidativnoj fosforilaciji priblizno 1 % od ukupnog elektronskog
protoka, koristi za obrazovanje superoksid anjon radikala (0,) koji se u nor-
malnim okolnostima eliminiSe superoksid dismutazom (SOD) i glutationom. U
akutnoj hipoksiji, zbog inhibicije elektronskog protoka, ova produkcija 0," ~ je
delimic¢no ili u potpunosti inhibirana.

Slobodni radikali azota

Ovde treba pomenuti i slobodne radikale azota, pre svih azotov oksid
(NO). Prema eksperimentalnim nalazima Suna i sar. (1995) na miSevima, NO
ima protektivno delovanje kod trovanja cijanidima. Ova tvrdnja se zasniva na
eksperimentalnim nalazima da isosorbid dinitrat (ISDN) svoje protektivno
delovanje ostvaruje produkcijom NO. Takode, navedeni autori iznose pret-
postavku da je NO jednim delom uklju¢en i u mehanizam antidotskog de-
lovanja standardnog antidota, natrijum nitrita.
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Medutim, Gunasekar i sar (1996), na osnovu in vitro ispitivanja na
granularnim celijama cerebeluma, iznose tvrdnju da cijanidi posredstvom
aktivacije N-metil-D-aspartatnog (NMDA) receptora i influksa kalcijuma
stimuliSu obrazovanje ekvivalentne koli¢ine NO-a i ROS-a (kiseonikovi
radikali), pri ¢emu oni indukuju lipidnu peroksidaciju i ¢elijska oStecenja.

Zakljucéak

Navedeni podaci iz literature pokazuju da je efekat hipoksije veoma
kompleksan i da je u osnovi vezan sa padom produkcije ATP-a koji je neo-
phodan za odrzanje stabilnosti ¢elije. Usled toga su u ovim uslovima integ-
ritet Celijske membrane i ravnoteza oksidoredukcijskih sistema ozbiljno
naruSeni. Zato bi u slucajevima hipoksije i ishemije srca, bubrega i CNS kao
organa visoko zavisnih od aerobne produkcije ATP-a, primena medikame-
nata koji doprinose oCuvanju membranske stabilnosti, pored primene stan-
dardnih lekova, bila sasvim opravdana (Mihajlovié, 2001).
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MECHANISME MOLECULAIRE DES ENDOMMAGEMENTS
CELLULAIRES LORS L'HYPOXIE AIGUE

Ljubisa MIHAJLOVIC, Nevenka K. MIHAJLOV[C,
Aleksandar PETROVIC et Radmila PAVLOVIC
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Dans les conditions de 1'hypoxie et 1'ischemie a cause de la production reduite
de ATP on apparait de nombreux changements structurals et fonctionnels surtout
dans ies cellules hautement differenciees des reins, du coeur et de CNS. II est certain
que la perte de la fonction de la membrane cellulaire presente un evenement primaire
dans la genese des endommagements cellulaires dans ces conditions mais la base
definitive du mecanisme qui provoque la disfonction reste encore vague. Pourtaut il
est necessaire d'accentuer l'existance des suivantes mecanismes potentiels: perturba-
tion de la homeostase ionique, peroxydation des lipides de membrane, liaison croisee
des protides de membranes et decomposition aggrandie des phospholipides. Aussi,
les nombreuses recherches experimentales soutient 1' importance de la production des
radicals libres apres 1'hypoxie aigue. Tous ces changements qui sont en liaison avec
les endommagements hypoxiques, reversibiles et ischemiques cellulaires s'ils sont
qualitativement et quantitativement adequats peuvent produire des endommage-
ments irreversibles. C'est pourquoi dans les case de I'hypoxie et 1'ischemie du coeur,
des reins et de CNS comme organes hautement dependants de la production aerobie
ATP Tl'application des medicaments qui contribuent au maintient de la stabilite de
membrane outre 1'application des remedes standards, etait tout a fait justifiee.

Les mots des: Hypoxie, canals ioniques, radicals libres

MOLECULAR MECHANISM OF THE CELL DAMAGES
IN THE ACUTE HYPOXIA

Ljubisa MIHAJLOVIC, Nevenka K. MIHAJLOVIC,
Aleksandar PETROVIC and Radmila PAVLOVIC

Institute for Biology with Human Genetics, Institute for Histology and
Embryology and the Institute for Medicine Chemistry
of the Faculty of Medicine, Ni§
Under the conditions of hypoxia and ischemia due to the reduced ATP produc-
tion there are many structural and functional changes especially in the highly differ-
entiated cells of the kidneys, the heart and the CNS. It is certain that the loss of func-
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tion of the cell membrane represents a primary event in the cell damage genesis under
the given conditions, but the definite basis of the mechanism due to which the mem-
brane dysfunction emerges still remains obscure. However, the existence of the fol-
lowing potential mechanisms should be stressed, namely, of the ionic homeostasis
disturbance, the membrane lipid peroxidation, cross-connection of the membrane
proteins and an increased decomposition of the phospholipids. Likewise, much of the
experimental research supports the importance of the free radical production after the
acute hypoxia. All the changes that are related to the reversible hypoxic and ischemic
cell damage, if they are qualitatively or quantitatively adequate, can produce irre-
versible damages. That is why in the cases of hypoxia and ischemia of the heart, the
kidneys or the CNS as the organs that are highly dependent upon the aerobic produc-
tion of the ATP the application of the medicaments contributing to the preservation of
the membrane stability, in addition to the standard drug application, would be com-
pletely justified.

Key words: Hypoxia, ionic channels, free radicals
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