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Nekroptozis: Serebral ve Miyokardiyal iskemi/Reperfiizyon Hasari igin
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Programli bir hiicre 8liimii olan nekroptozun, iskemi/reperfiizyon (i/R) hasarina olan katkisini ve énemini ta-
nimlamak icin kapsamli galismalar yirutilmustir. Bu hiicre hasari sureci, iskemik inme ve miyokard infarktu-
stinlin patofizyolojisinde kritik bir rol oynamaktadir. Reseptorle etkilesen protein kinazlari (RIPK1 ve RIPK3) ve
karisik soy kinaz alani benzeri psodokinazi (MLKL) iceren nekroptozun, kanonik sinyal yolunun bilesenlerinin
modiilasyonunun néroprotektif ve kardiyoprotektif etkiler ortaya gikardigi belgelenmistir. Bu koruyucu etkiler,
infarkt boyutunun kigtlmesi ve nérolojik defisitlerin, miyokardiyal disfonksiyonun ve olumsuz kardiyak yeniden
sekillenmenin hafifletiimesidir. Son zamanlarda, serebral ve miyokardiyal i/R hasarinda nekroptozun RIPK1-
RIPK3-MLKL kanonik molekiler sinyalizasyonuna ek olarak, RIPK3'tn kalmodulin bagimli protein kinaz 116 (CaM-
KI18), fosfogliserat mutaz 5 (PGAMS5), dynamin-related protein 1 (Drp-1), apoptozu indiikleyen faktér (AiF),
ksantin oksidaz (XO) ve 6ltumle iliskili protein (DAXX) gibi asagi akis molekiilleri etkiledigi gosterilerek nekropto-
zun kanonik olmayan yollari da tanimlanmistir. Bu derlemede serebral ve miyokardiyal i/R hasarinda nekrop-
tozun roll ve nekroptozu baskilayan farmakolojik ajanlarin ve genetik modifikasyonlarin bu hasar Gzerine tera-
potik etkileri ile ilgili in vitro ve in vivo deneysel modellerden elde edilen kanitlar 6zetlenmekte ve tartisiimak-
tadir.
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Abstract

Extensive studies have been conducted to define the contribution and significance of necroptosis, a pro-
grammed cell death, to ischemia/reperfusion (I/R) injury. This cell damaging process plays a critical role in the
pathophysiology of ischemic stroke and myocardial infarction. It has been documented that modulation of
components of the canonical signaling pathway of necroptosis involving receptor-interacting protein kinases
(RIPK1 and RIPK3) and mixed lineage kinase domain-like pseudokinase (MLKL) elicits neuroprotective and car-
dioprotective effects. These protective effects are the reduction of infarct size, and alleviation of neurological
deficits, myocardial dysfunction, and adverse cardiac remodeling. Recently, in addition to RIPK1-RIPK3-MLKL
canonical molecular signaling of necroptosis in cerebral and myocardial I/R injury, non-canonical pathways of
necroptosis have been identified by showing that RIPK3 affects downstream molecules such as calmodulin-
dependent protein kinase 116 (CaMKII5), phosphoglycerate mutase 5 (PGAMS5), dynamin-related protein 1 (Drp-
1), apoptosis-inducing factor (AIF), xanthine oxidase and death-associated protein (DAXX). This review summa-
rizes and discusses evidence from in vitro and in vivo experimental models regarding the role of necroptosis in
cerebral and myocardial I/R injury and the therapeutic effects of pharmacological agents and genetic modifi-
cations that suppress necroptosis on this injury.
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iskemi, doku veya organa giden kan akiminin herhangi bir ne-
dene bagl olarak belirgin bir sekilde azalma veya tamamen ke-
silmesi sonucunda perfiizyonun bozulmasidir. iskemik durumda
perflizyonun bozulmasi dokuda hipoksi, yetersiz beslenme ve
dokudan uzaklastirilamayan metabolik {irtinlere bagh metabolik
asidoz gelisimine neden olur. Reperfiizyon ise, kan akiminin is-
kemi sonrasinda yeniden saglanmasidir. Reperflizyon, iskemi sii-
recinin sonlanmasi ve iskemik hasarin tedavisi icin klinik an-
lamda gereklidir. Bununla birlikte reperfiizyon saglandiktan
sonra, dokuda reaktif oksijen radikallerinin (ROS) arttig ve lokal
inflamasyonun gelistigi gdzlenir. Boylece iskemi ile baslayan ha-
sar reperflizyonla beraber artar ve bu durum iskemi/reperfiz-
yon (i/R) hasari olarak adlandirilir (1).

i/R hasari akut koroner sendromlar, serebral iskemik inme, pul-
moner emboli, organ transplantasyonu, organ laserasyonlari,
testis torsiyon/detorsiyonu, hemorajik sok ve resusitasyon gibi
mortalitesinin yiksek ve/veya morbiditesinin nemli oldugu pek
cok klinik durumun patofizyolojisinde yer alir (2-9). Ozellikle se-
rebral ve miyokardiyal i/R hasari ister gelismis ister gelismekte
olan Ulkelerde yasayan insanlari etkilemesi; her iki cinste ve ileri
yas donemindeki popilasyonda ortaya ¢ikabilmesi; hayati Gnem
tasimasi veya organ fonksiyonunun bozulmasina neden olmasi
ile ginimizde ve gelecekte bilimsel arastirmalarin odak nokta-
larindan biri olmaya devam edecektir.

i/R hasar karisik bircok patofizyolojik siireci icermektedir. is-
kemi, mitokondrilerde elektron transport zincirinin disfonksiyo-
nuna ve laktik asit birikimine yol agar. Mitokondrilerde anaero-
bik metabolizma sonucu azalan adenozin trifosfat (ATP) Uretimi,
hlcre membraninda yer alan sodyum-potasyum adenozin trifos-
fataz (Na*/K*-ATPaz) ve endoplazmik retikulumda yer alan kalsi-
yum adenozin trifosfataz (Ca**-ATPaz) pompalarinin disfonksiyo-
nuna ve ribozomlarin ayrilmasina neden olur. Bu pompalarin
fonksiyonlarinin bozulmasi, iskemik hiicrede sodyum, kalsiyum
ve hidrojen birikimine ve bu birikime bagl hiperozmolariteye ne-
den olarak, sitoplazma igerisine su gegcisine ve hiicrelerin sisme-
sine neden olur. Hidrojen birikimi hiicresel pH’y: diisiirerek en-
zim aktivitesinin bozulmasina ve nikleer kromatinin kiimelen-
mesine yol acar. Ribozomlarin ayrilmasi protein sentezini azaltir
(10,11). Reperfiizyon asamasinda dokuya oksijen saglanmasi, re-
perflizyon hasarina neden olan ROS uretimine (12), dokuda 16-
kositlerin toplanmasina ve inflamatuvar immiin cevabi iceren si-
totoksik mekanizmalarin devreye girmesine neden olur (13).

Bu siiregte hiicrelerin cevabi, i/R’nin siiresi ve siddetine bagli
olarak degisebilir (7). I/R hasarina ugrayan hiicreler fonksiyonla-
rini gegici olarak ya da tamamen kaybedebilir, kendilerini onara-
bilir/yasayabilir veya 6lime gidebilir. Kisa siireli miyokard iske-
misi sonrasi gelisen gegici miyosit kontraktil disfonksiyonu olan
“stunning/sersemleme” ya da uzun sireli iskemiler sonrasi per-
flizyonun azalmasiyla birlikte miyositlerin canhliginin korundugu
fakat miyokardiyal disfonksiyonun gozlendigi “hibernasyon” du-
rumlari i/R hasarina bagh gegici fonksiyon kayiplarina érnek ve-
rilebilir (14). Serebral iskemiye bagli motor fonksiyon kaybi ge-
cici veya kalici olabilir. iskemiyi takiben beyin dokusunda, iske-
mik ¢ekirdek ve penumbra olarak adlandirilan peri-iskemik ¢e
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kirdek olarak iki farkli alan tanimlanabilir. iskemik cekirdek bél-
gesindeki néronlar hizla 6lirken; iskemiden daha az etkilenen
penumbradaki ndronlar islevsel olarak baskilanir, ancak yine de
yasayabilirler (15). Uzayan ve/veya siddetli I/R hasarinda, yuka-
rida bahsedilen mekanizmalarin devreye girmesi ile nekrotik ve
apoptotik hiicre 6limi gozlenirken (16,17), morfolojik olarak
nekroza benzeyen kinaz bagimh bir programh 6lim yolagi olan
nekroptozisin de bu hasara katkida bulunabilecegi ileri sir-
Ulmektedir (18).

i/R hasarinin patofizyolojisi heniiz tam olarak aydinlatila-
mamistir ve heniiz kesin ve tam olarak etkili bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir. Beyin ve kalp gibi hayati 6nemi olan organ-
larin i/R hasar patofizyolojisinde rol aldigi gosterilen yeni
yolaklar/reseptorler/proteinler, hasarin 6nlenmesi veya tedavi
edilmesinde yeni hedef noktalarinin bulunmasi ve dolayisiyla
yeni ilaglarin kesfedilmesi agisindan biyiik 6nem tasimaktadir.
Bu derlemede, literatiirdeki son gilincellenen bilgiler 1siginda se-
rebral ve miyokardiyal /R hasarinda nekroptozis mekanizmala-
rini ve nekroptozisin terapotik hedef olarak potansiyel roliini
Ozetliyoruz.

Nekroptozis

ilk olarak Degterev ve ark., 2005 yilinda yazdiklari bir makalede
Fas/ tumor nekrozis faktor (TNF) reseptor ailesinin uyarilmasi so-
nucu apoptotik 6lim yolagini icermeyen yeni bir programli 6lim
cesidini belirlediklerini rapor etmisler ve bunu nekroptozis ola-
rak tanimlamiglardir. Ayni makalede nekroptozisi inhibe eden
nekrostatin-1 (Nec-1) adl bir molekil bulduklarini, gecikmis fare
iskemik beyin hasarinda nekroptozisin katkida bulundugunu ve
iskemik inme sonrasi noronlarin korunmasinda nekroptozisin
yeni bir hedef olabilecegini bildirmislerdir (18).

Nekroptozis TNF, Fas (CD95, Apo-1) ligandlar, interferon, TNF-
iliskili apoptozis-uyaran ligandlar (TRAIL), TNF-iliskili apoptozisin
zayif uyaranlari (TWEAK) ve T hiicre reseptorlerinin uyaranlari
tarafindan indiiklenebilir (19,20). Bu uyaranlardan en cok TNF'ye
maruziyet sonrasi ortaya cikan nekroptozis arastiriimistir.
TNF’ye hicrelerin yaniti karmasiktir (Sekil 1). Cogunlukla nikleer
faktor kappa B (NF-kB) ve mitojenle aktive olan kinaz (MAPK)'la-
rin aktivasyonuna yol agarak hiicrenin hayatta kalmasina, proinf-
lamasyona neden olurken bazi durumlarda apoptozis ve nekrop-
tozise neden olabilir (21). TNF reseptort 1’in (TNFR1) TNF-a ta-
rafindan uyarilmasi ile asagi akis molekdilleri organize bir sekilde
toplanarak kompleks I'in olusmasina neden olurlar. Kompleks |
icerisinde TNFR1, TNFR1 ile iligkili 61im alani (TRADD), TNFR ilis-
kili faktor 2/5 (TRAF2/5), reseptor-etkilesimli serin/treonin pro-
tein kinaz 1 (RIPK1), apoptoz protein 1'in hicresel inhibitora
(clAP1), clAP2 ve lineer ubiquitin zincir montaj kompleksi (LU-
BAC) bulunmaktadir (22). Kompleks I’'de hiicre 6limini uyaran
sinyaller ile hayatta kalma sinyalleri arasindaki gegisi kontrol
eden bir dizi ubikltinasyon ve deubikitinasyon reaksiyonlari
gerceklesir. Kompleks I'de yer alan clAP’lar, RIPK1'i ubiquitinle-
yerek kompleks I'in stabillegsmesini saglar ve kompleks Ila’nin
olugmasini dnler. Ayrica clAP’lar, dénisturiict biylime faktori-
B (TGFB)-aktive kinaz 1 (TAK1) ve TAK1-baglayan protein 2
(TAB2) gibi ek faktorlerin toplanmasini saglar. LUBAC tarafindan
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RIPK1’in lineer ubikltinasyonu ile NF-kB kinase inhibitori (1KK)
toplanir ve NF-kB aktive edilir. Kompleks I, NF-kB ve MAPK’larin
aktivasyonuna bagli anti-apoptotik genlerin up-regiilasyonuna
boylece hiicrenin hayatta kalmasina aracilik eder (23).

Kompleks I'in stabilizasyonunun bozulmasi, apoptoz ve nekrop-
toz olusumunu saglayan farkli sinyal komplekslerinin kurulma-
sina aracilik eder. Silindramatozis (CYLD), RIPK1’den poliubiqui-
tin zincirini kaldirarak kompleks I'in stabilizasyonunu bozar ve
RIPK1’in TNFR1’den ayrilmasina ve sitozolik 6lim uyaran sinyal
kompleksinin (DISC) olusumuna neden olur (24,25). Bu sinyal
komplekslerinden kompleks lla RIPK1-bagimsiz apoptozise,
kompleks llb RIPK1-bagimli apoptozise ve kompleks lic ise nek-
roptozise aracilik eder. Kompleks lla, TRADD, RIPK1, prokaspaz-
8 ve FAS-ile iliskili 6lim domaini (FADD) igerir. Prokaspaz-8 ken-
dini hizla aktive eder ve kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi aktive ederek
apoptozis gergeklesir (19,26). Komplex llb ise RIPK1, RIPK3,
FADD, kaspaz-8 igerir ve RIPK1 aktivitesine bagli apoptozise ne-
den olur. (24,27). Hicrenin RIPK1 bagimsiz veya bagimli apopto-
zisin hangisinin kullanilacaginda FLICE benzeri inhibitor protein
uzun izoformu (Flip.) diizeyi ve RIPK1 aktivitesi 6nemlidir. RIPK1-
bagimsiz apoptozis yiksek diizeyde Flip. ile inhibe edilirken
RIPK1 bagimli apoptozis RIPK1 inaktivasyonu ile inhibe edilir ve
FlipL diizeyinden etkilenmez (27). RIPK1 inhibitéri Nec-1 tarafin-
dan kompleks llb inhibe edilebilir (28,29). Kompleks Ila’da aktive
edilmis kaspaz-8 tarafindan RIPK1, RIPK3 ve CYLD aktiviteleri or-
tadan kaldirilir ve boylece nekroptozis bloke edilir. Kompleks |,

clap1/2

TRADD
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lla ve llb’nin ayri olusumlar olarak bulunup bulunmadigi ya da
kullanilabilirlige bagh olarak degisen kompozisyon ile dinamik
gecis durumlarinin olusturulup olusturulmadigi ve kompleks bi-
lesenlerinin geviri sonrasi degisiklikleri heniiz tam agiklik kazan-
mamistir (21).

Yeterli RIPK3 ve karisik soy kinaz alani benzeri psédokinaz (MLKL)
ekspresyonu varliginda ya da kaspaz-8 ekspresyonunun azaldigi
ya da inhibe edildigi durumlarda nekrozom olarak adlandirilan
kompleks lic olusur (30). Nekrozom kompleksi, bir seri oto-fos-
forilasyon araciligiyla RIPK1 ve RIPK3’iin RIP homotipik etkilesme
motif bolgesi yoluyla birlesir ve aktive olan RIPK3, MLKL’yi fosfo-
rile eder ve trimerizasyonunu saglar. MLKL homotrimeri daha
sonra plazma zarina translokasyon yapar ve nekroptozis yu-
ritme mekanizmalarindan biri olarak islev géren nekrotik
plazma membran permeabilizasyonuna neden olur (31,32). Al-
ternatif olarak, bazi nekroptozis indikleyicileri, dogrudan RIPK3
veya MLKL'yi aktive etmek icin RIPK1'i atlayabilir (33).
Nekrozomu olusturan RIP1-RIP3-MLKL kompleksi, agagi akis mo-
lekillerini etkileyerek plazma membran permeabilizasyonu, ROS
patlamasi, sitozolik ATP indirgemesi gibi olaylari yurGtir
(31,32,34). Ayrica hiicresel igeriklerin ve sitokinlerin disari atil-
masilyla ortaya ¢ikan hasarla iliskili molekuler yapilar (DAMP)'in
inflamatuvar etkisi hem dogal hem de uyarlanabilir bagisikhk
tepkilerini uyarir (24,35).

TRAF2/S
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Sekil 1. Nekroptozun diizenleyici mekanizmasi (21-30,40). Nekroptoz, 6lim reseptori sinyal yolagi tarafindan induklenir. TNFR1 ligasyonu TRADD, RIPK1, TRAF2,
clAP1/2 ve LUBAC'tan olugan kompleks I'in toplanmasini tetikler. RIPK1'in ubikitinasyonu, NF-kB yolunu aktive ederek hiicre sagkalimini destekler. Belirli bir durumda,
RIPK1'in CYLD tarafindan deubikitinasyonu, kompleksin TRADD, FADD ve kaspaz-8'i almasina ve apoptozu aktive eden kompleks Ila'yl olusturmasina neden olabilir.
Kompleks IIb RIPK1, RIPK3, FADD ve pro-kaspaz-8'den olusur ve RIPK1'e bagl apoptoz ile sonuglanir. Hiicrenin kompleks Ila ya da kompleks llb’den hangisini kullani-
lacagini FLICE benzeri inhibitor protein uzun izoformu (Flip.) diizeyi ve RIPK1 aktivitesi belirler. RIPK1-bagimsiz apoptozis Flip. ile inhibe edilirken RIPK1 bagimli apop-
tozis RIPK1 inaktivasyonu ile inhibe edilir. Kaspaz-8'in yoklugunda, RIPK1 ve RIPK3'lin fosforilasyonu, nekrozom olarak adlandirilan pro-nekrotik kompleks igindeki
birlikteliklerini stabilize eder. Aktive edilmis RIPK3, plazma membranina translokasyon yapabilen ve membran permeabilizasyonuna ve nekroptotik hlicre 6liimine
aracilik eden MLKL'yi fosforile eder. Kisaltmalar: TNFa-timor nekrozis faktor alfa, TNFR1-tumor nekrozis faktor alfa resptér 1, TRADD-TNF reseptor iliskili 61im alani
proteini, RIPK-reseptor etkilesimli protein kinaz, TRAF2- tiimor nekrozis faktér reseptor-iliskili faktdr 2, clAP1/2- apoptoz protein 1’in hiicresel inhibitéri 1/2, CYLD-
silindramatozis, LUBAC-lineer ubiquitin zincir montaj kompleksi, TAK1-donusturict buytime faktoru-p (TGFB)-aktive kinaz 1, TAB2-TAK1-baglayan protein 2, Kasp-

kaspaz, MLKL- karisik soy kinaz alani benzeri psédokinaz.
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Nekroptozis inhibisyonu

Nekroptozis, Nec-1 (RIPK1 inhibitori), GSK-843/-872/-840
(RIPK3 inhibitoria) ve nekrosulfonamid (MLKL inhibitori) gibi
kimyasal bilesikler tarafindan farmakolojik olarak inhibe edilebi-
lir (18,34). Nec-1 tarafindan RIPK1'in inhibisyonu RIPK1’e bagl
apoptozisi ve nekroptozisi inhibe edebilir (28,29). Nec-1 ayni za-
manda potent bir immunomodiilatér enzim olan indolamin 2,3-
dioksijenazi (IDO) ve ferroptozisi inhibe eder. Nec-1'in daha sta-
bil analogu olan necrostatin-1s (Nec-1s) IDO aktivitesi bulunma-
yan daha spesifik RIPK1 inhibitoriadir (36). RIPK3 inhibitori olan
GSK’872'nin, nekroptozisle iliskili proteinleri ve hipoksi ile indik-
lenen faktér 1la'yl azaltarak iskemik beyin hasarinda koruyucu
olabilecegi gosterilmistir. RIPK3 inhibitérlerinin kullaniimasi ya
da RIPK3 eksikligi durumlarinda kompleks llb’nin artabilecegini
gosteren calismalar bulunmaktadir (37,38). RIPK3'U hedefleyen
dabrafenib, asetominofenle olusturulan karaciger hasarinda ko-
ruyucu etki gostermistir. Nekrosulfonamid (NSA)'in MLKL akti-
vasyonunun inhibisyonu yoluyla insan hiicrelerinde nekroptozisi
inhibe ettigi gosterilmistir. RIPK1 ve RIPK3’U inhibe eden
GSK’074’lin, Nec-1’den daha potent ve daha az toksik bir inhibi-
tor oldugu bildiriimektedir (39). Bununla beraber, NSA, Nec-1,
GSK'872 ve GSK'074 gibi nekroptoz inhibitorlerinin suda zayif bir
sekilde ¢ozlilmesi acil durum tedavisinde intravenoz olarak kul-
lanilmalarini zorlastirmaktadir (40).“Food and Drug Administra-
tion” (FDA) tarafindan onaylanan ponatinib ve pazopanibin, in
vitro RIPK1 ve RIPK3 aktivitesini hedefleyerek nekroptozisi in-
hibe ettigi bildirilmektedir (41). Son zamanlarda NTB451 isimli
yeni bir nekroptozis inhibitori belirlenmistir. NTB451’in RIPK1
ile etkilesip, RIPK1 ve RIPK3 kompleks olusumunu inhibe ederek
MLKL'nin fosforilasyonunu ve oligomerizasyonunu engelledigi
bildirilmektedir (42). Bununla birlikte bu ajanlarin higbiri nekrop-
tozisi inhibe etmek igin klinik kullanima girmemistir.

Nekroptozis ve Serebral i/R hasari

inme, diinya genelinde motor fonksiyon kaybi, nérodavranissal
degisiklikler ve mortaliteye neden olan en 6nemli saglik sorunla-
rindan biridir. iskemik inme tiim inmelerin %80’den fazlasini
olusturur (15). Tedavide mekanik trombektomi ve trombolitik
ajan kullaniimaktadir. Trombolitik tedavide kullanilan doku plaz-
minojen aktivatoru, dar terapétik penceresi nedeniyle (yaklasik
4,5-6 saat) inme hastalarinin ancak %10’undan azinin kullanimi
icin uygundur (15). Mekanik trombektomi tedavisinin, inme
semptomlarinin baslangicindan sonra gece siire, infarkt yiki ya
da alanina goére uygun sekilde segilmis hastalarda uygulanmasi
onerilmektedir (43). Bununla beraber, her iki tedavi seklinde de
reperflizyonunun saglanmasi, iskemik beyin dokusunda serebral
i/R hasari olarak da bilinen ikincil beyin hasarina neden olabilir
(44).

Serebral i/R hasari kan beyin bariyerinin (KBB) bozulmasina, inf-
lamasyona ve ATP tiikenmesine yol agar. Siki baglantinin bozul-
masI nedeniyle KBB'nin artan gecirgenligi, astrositlerin yeniden
sekillenmesi ile beyin 6demine ve artmis intrakraniyal basinca
(45), mikrogliyal hiperaktivite ve NFKB aktivasyonu ise serebral
inflamasyona neden olur (46). iskemi sirasinda mitokondriden
ATP Uretiminde azalma yaninda asiri ROS Uretimi gergeklesir ve
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reperflizyonda da bu durum devam eder. Boylece bozulmus se-
rebral kan akisi mitokondriyal disfonksiyona ve oksidatif strese
neden olur. iskemiye bagl oksijen ve glikoz yoksunlugu néron-
larda hizli bir ATP tikenmesine neden olur (45). Plazma memb-
ranlari daha sonra depolarizasyona ugrayarak aksonun presinap-
tik membraninda ve somatodendritte voltaja bagli kalsiyum ka-
nallarinin aktivasyonuna ve glutamat saliverilmesine yol acar.
Boylece salinan glutamat, N-metil-D-aspartat (NDMA) reseptor-
lerini aktive eder (47). NMDA reseptérlerinin hiperaktivasyonu
potansiyel olarak hiicre ici kalsiyum yiiklenmesine, ROS olusu-
muna, mitokondriyal disfonksiyona ve nekroptoza yol agar (48).
Ayrica hicre igi artan kalsiyum, kalsiyum/kalmodulin bagimli
protein kinaz lla'nin (CaMKlla) aktivasyonu ile RIPK1'i dogrudan
fosforile edebilir (49).

Arastirmacilar serebral i/R hasarini ve patofizyolojisini in vivo
veya in vitro deneysel modeller izerinden incelemektedirler. in-
melerin blylik ¢ogunlugunun nedeni internal karotis arterin
veya onun dali olan orta serebral arterin okliizyonu oldugu igin
in vivo deneylerde, siklikla orta serebral arter okliizyonu (OSAQ)
modeli ya da iki tarafli karotis arter okllizyonu ile yapilan global
serebral arter okliizyonu (GSAO) modeli uygulanmaktadir (50).
in vitro modelde, oksijen ve glukoz diisiik (OGD) ortamla olustu-
rulan hipoksik kosullar iskemik ortami taklit etmek igin kullanil-
maktadir (51-53).

Son zamanlarda bu deneysel modellerin kullanildigi bir¢ok calis-
mada, nekrozoma katilan proteinlerin reperfiizyonun erken sa-
atlerinde (ilk 24 saatte) anlamli olarak yukseldigi (44,51,54-57),
48. saatte (55,58) ve hatta 72. saatte (51) bile anlamli yiiksek
bulundugu gosterilmistir. Farelerde 1 saat silreli OSAO ile olus-
turulan serebral iskemi modelinde, iskemi sonunda néronlarda
fosforile (p)-RIPK1 diizeyinde kontrol grubuna gore degisiklik
gozlenmezken, reperfiizyonun 1. saatinden itibaren 23. saate ka-
dar artis oldugu ve reperfiizyonun 48. saatinde kontrole geri
doénduga bildirilmistir (54). Ek olarak, farelerde OSAO modeli ile
1 saat iskemi sonrasi 24. saatte peri-infarkt alanda RIPK1, RIPK3,
MLKL, p-RIPK1, p-RIPK3 ve p-MLKL diizeyleri sham grubundaki-
lere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (44). Benzer sekilde
sicanlarda OSAO modeli ile uygulanan 30 dakika iskemi sonrasi
reperflizyonun 24. saatinde ipsilateral striatumda p-RIPK1,
RIPK3 ve p-MLKL diizeylerinin arttig1 gdsterilmistir. iskemiden 30
dakika 6nce uygulanan RIPK1 inhibitorii Nec-1’in, infarkt hacmini
ve norolojik defisitle birlikte p-RIPK1, RIPK3 ve p-MLKL dizeyle-
rini de azalttigi bulunmustur (59). Sicanlarda uygulanan OSAO
modeli ile 2 saat iskemi sonrasi reperflizyonun 72. saatinde ipsi-
lateral kortekste RIPK1, RIPK3 ve MLKL'nin gen ekspresyonunda
ve protein diizeyinde anlamh artis; in vitro OGD modelinde ise
primer kortikal néronlara uygulanan 1,5 saat anoksi ve 2 saat re-
oksijenizasyonun, benzer sekilde her (g belirtecin de gen eksp-
resyonunda ve protein diizeyinde anlamli artis olusturdugu gos-
terilmistir. Bu calismada reperfiizyonla birlikte uygulanmaya
baslayan Nec-1 tedavisinin (1 mg/kg i.v. 3 giin siireyle giinde bir
kez) hem nekroptozis belirteglerinin mRNA ve protein dizeyle-
rini, hem de infarkt hacmini anlamli olarak inhibe ettigi; bununla
birlikte nérolojik ve patolojik skoru azaltmakla birlikte anlaml
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etkilemedigi bildirilmektedir (51). Bu sonuglar, nekrozom bile-
senlerinin reperfiizyonun ilk 24 saat icerisinde aktiflestigini gos-
termekte ve RIPK1 inhibitéri Nec-1'in iskemi 6ncesi uygulama-
sinin tedavide daha etkin olabilecegi kanaatini olusturmaktadir.
Serebral iskemi sadece noéronlarda degil; aksonlari, oligodendri-
oglialari ve diger gliyal hiicreleri iceren beyaz maddede de hasar
gelistirmektedir. Oligodendrosit prekiirsor hicreler (OPC) ve
prematir oligodendriogliyalar, matir olan oligodendriogiliya-
lara gore iskemiye daha duyarlidir. immatiir oligodendriogliyala-
rin iskemiye daha duyarl olmasi, inmeyi takiben gelisen demiye-
linizasyonun altinda yatan ihtimali bir patofizyolojik mekanizma
olabilecegini distindirmektedir (60). Fare OSAO modelinde ve
in vitro OPC hiicre kultliriinde OGD uygulanarak Nec-1'in etkisi
arastirilmistir. Arastirma sonucunda iskemik ortamda subventri-
kiler zon ve korpus kallozum bélgelerinde RIPK1, RIPK3, MLKL,
ve p-MLKL proteinlerinin arttigi ve Nec-1 tarafindan bu protein-
lerin ekspresyonlarinin azaltildigl, Nec-1'in anlamli olarak
OPC'lerdeki nekrozu inhibe ettigi, beyaz maddedeki zedelenme
ile norolojik fonksiyonlariiyilestirdigi ve OPC’lerin yasam suresini
anlamh olarak uzattigi bildirilmektedir (52). Bu ¢alisma RIPK1'in
inhibisyonunun i/R hasarinda néronlarin yaninda oligodendrosit
prekirsor hiicreler Gizerinde de koruyucu etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

RIPK3, serebral i/R hasarinda nekroptozisin hem kanonik hem de
kanonik olmayan yolaklarinda yer alir (Sekil 2). RIPK3, MLKL ve
mitokondriyal protein fosfataz (PGAMS5) gibi substratlari RIPK1-
RIPK3 kompleksine toplayabilir. RIPK3’tin ROS (retimi, kalsiyum
yuklenmesi, mitokondriyal permeabilite gegis poru (mPTP) acil-
masina neden oldugu bilinmekle birlikte hala asagi akis nekroz
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yolaklari tam olarak bilinmemektedir (61). Sicanlarda GSAO mo-
delinde 20 dakika iskemi sonrasi hipokampal CA1 néron 6limi
ile artmig RIPK3 ekspresyonunun ve nikleer translokasyonunun
reperfliizyondan 12 saat sonra bagladigi ve 48. saatte pik yaptigi
ve bu siirecin, 6nemli bir enerji substrati olan NAD* miktarinda
azalmaya ve programli nekrozisin geg evresinde lizozomlardan
salinan katepsin B diizeyinde artisa yol actigl gosterilmistir. Ek
olarak, iskemiden 1 saat 6nce intraserebroventrikiler (icv) uygu-
lanan 1ug Nec-1 tedavisinin; RIPK3’lin up-regiilasyonunu ve niik-
leer translokasyonunu, katepsin B diizeyindeki artisi ve néron
Olimund azalttigl ve NAD* miktarinda artis yaptigi bildirilmistir
(55). Bir baska GSAO modelinde 15 dakika siiren iskemiden 1
saat 6nce icv uygulanan Nec-1'in siganlarda hipokampal CA1 bol-
gesindeki ndronlarin 6lim oranini anlamli azalttigl, lokomotif ye-
tenegi korudugu, anksiyete davranisini hafiflettigi ve bilissel ye-
tenegi gelistirdigi belirtilmektedir. Nec-1 6n tedavisinin bu koru-
yucu etkilerle birlikte RIPK1-RIPK3 etkilesimini, RIPK3 aktivasyo-
nunu, oOluimle iliskili protein (DAXX)-RIPK3 etkilesimini ve
DAXX'In niikleustan sitoplazmaya translokasyonunu baskiladigi
raporlanmaktadir (62). DAXX, transkripsiyonel diizenleme sagla-
yan bir gcekirdek proteindir. Hiicre dinlenme durumunda DAXX'in
nikleusta iken iskemik stres durumunda sitoplazmaya gectigi ve
RIPK3'lin yeni bir substrati olarak pronekrotik komplekse katil-
digi ifade edilmektedir (63). RIPK3'lin apoptozu indiikleyen fak-
tor (AIF) ile etkilesime girerek sitoplazmadan gekirdege translo-
kasyon yapabildigi ve boylece DNA bozulmasini tesvik ettigi ve
noéronal nekroza yol actigi bildirilmektedir (64,65). Bu ¢alismalar
i/R hasarinda RIPK3’iin DAXX ve AiF gibi substratlar tizerinden de
noronal nekroza katkida bulunacagini géstermektedir.

Serebral i/R hasari
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sekil 2. Serebral iskemi/reperfiizyon hasari kosullari altinda kanonik (RIPK1-RIPK3-MLKL) ve kanonik olmayan yolaklar araciligiyla nekroptotik hiicre hasarini gésteren
molekiiler olaylarin sematik gdsterimi (44,47-49,61,62,64,65). Kisaltmalar: i/R-iskemi/reperfiizyon, ROS-reaktif oksijen tiirleri, RIP3-reseptorle etkilesen protein kinaz
3, mPTP-mitokondriyal permeabilite gegis poru, MLKL-karisik soy kinaz alani benzeri psédokinaz, PGAMS5-fosfogliserat mutaz 3, Drp-1-dynamin iliskili protein 1, ER-
endoplazmik retikulum, XO-ksantin oksidaz, CaMKII&-Ca/kalmodulin bagimli protein kinaz 118, AiF-apoptoz indiikleyen faktér, DAXX-6limle iliskili protein, NMDA- N-

metil-D-aspartat.
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MLKL proteini nekroptotik hiicre 6liimiinde kritik bir rol oynayan
proteindir. OSAO uygulanan farelerde 30 dakika iskemi sonrasi
reperflizyonun 12. saatinde MLKL protein diizeyinin anlamli ola-
rak arttigi ve 48. saatte pike ulastigi, iskemiden 30 dakika dnce
icv uygulanan MLKL inhibitori NSA’nin (1umol/kg) infarkt hac-
mini ve norolojik defisiti anlamli azalttigi raporlanmaktadir. NSA,
RNA transkripsiyonunu etkilemeksizin ubiqutinasyon proteazom
yolu aracihigiyla MLKL seviyelerini diisirmektedir. NSA'nin is-
kemi sonrasi reperflizyonun 4. saatinde uygulanmasi ile infarkt
hacmi azalirken 6. saatte uygulanmasi ile infarkt hacminin azal-
madigi bildirilmektedir. Bu da NSA’nin iskemi sonrasi tedavide
nispeten dar bir terapoétik bir pencereye sahip oldugunu goster-
mektedir (58).

Nekroptozis inhibitdrlerinin etkileri, serebral i/R sonrasi genel-
likle ilk 24 saat ya da 7 giin icerisinde degerlendirilmistir. Sigcan
OSAO modelinde yeni bir Nec-1 analogu olan 5- (30, 50- dimet-
hoxybenzal)-2-thio-imidazole-4-ketone (DTIO)' nun etkileri, se-
rebral infarktin hem akut evresinde (24 saat iskemi) hem de kro-
nik evresinde (90 dakika iskemi/28 giin reperfiizyon) arastiriimis-
tir. DTIO’nun serebral infarktin akut evresindeki etkisini deger-
lendirmek igin ilag iskeminin 3. saatinde 10 mg/kg iv tek doz, kro-
nik evresindeki etkisi icin reperfizyonun ilk giini 10 mg/kg iv,
sonrasinda 27 glin boyunca giinde 1 kez ayni dozda ip verilerek
¢oklu doz uygulanmistir. DTIO’nun akut evrede infarkt hacmini
ve norolojik defisitleri azalttigi; kronik evrede beyin atrofisini
azalttig ve norolojik fonksiyonlarin iyilesmesini artirdigi bildiril-
mektedir. Arastirmacilar DTIO’nun (10 puM,) OGD (12 saat
anoksi) ve OGD-R (6 saat anoksi/24 saat reoksijenizasyon) uygu-
lanan astrosit ve noéron hiicrelerinde nekrotik hiicre 6limund,
LDH ve inflamatuvar sitokin dizeylerini ve glial skar olusumunu
azalttigini raporlamislardir. DTIO’nun farmakolojik etkilerinin
RIPK1’e baglanarak, RIPK1’in fosforilasyonunu inhibe ederek ve
RIPK1-RIPK3’Un etkilesimini azaltarak gerceklestirdigini bildir-
mislerdir (66). Bu ¢alisma nekroptozisin RIPK1 inhibitériiniin kro-
nik uygulanmasi ile baskilanmasinin, serebral infarktin kronik ev-
resinde hem noronlarda hem de astrositlerde koruyucu etkisinin
olabilecegini gostermesi agisindan 6nemlidir.

Nekrozoma ait bilesenlerin genetik modifikasyonlarinin, sereb-
ral infarktlse bagh infarkt hacmi ve norolojik defisitleri azaltabi-
lecegi bildirilmektedir (54,66—68). RIPK1 kinazin D138N mutasy-
onu, serebrovaskiiler endotelyal hiicrelerde nekroptozisi,
noronlarda hem nekroptozu hem de RIPK1-bagimli apoptozisi
bloke etmekte; néroinflamasyonu ve iskemik infarkti azaltmak-
tadir (54). OSAO modelinde “short hairpin RNA” (shRNA), RIPK1
transfeksiyonunun (RIPK1 knockdown) infarkt hacmini ve
norolojik defisiti azalttigin, OGD ve OGD-R uygulanan as-
trositlerde de proinflamatuvar sitokinlerin salinimini azalttigini
raporlamislardir (66). RIPK3 “small interfering RNA” (siRNA) ve
MLKL siRNA tedavisi anlamli olarak RIPK3 ve MLKL nin ek-
spresyonunu, RIPK1-RIPK3-MLKL etkilesimini ve OGD sonrasi
noronal 6limi anlamli olarak azaltmistir (68). Cok fonksiyonlu
bir protein olan progranulinin fare beyninde asir ek-
spresyonunun serebral i/R hasarinda gelisen beyin infarkt hac-
mini ve noérolojik defisitleri, p-RIPK1/RIPK1, p-RIPK3/RIPK3 ve p-
MLKL/MLKL'nin ekspresyonlarini azaltarak nekroptozisi inhibe
edip gerceklestirdigini bildirmislerdir (67).

Serebral ve Miyokardiyal /R Hasarinda Nekroptozis

Serabral I/R uygulanan in vivo ve in vitro modelde apoptozis in-
hibitéri humanin ile nekroptozis inhibitdérii Nec-1'in kombine
uygulanmasinin sinerjistik etki sagladigi; her iki ajanin tek basina
uygulanmasina gore infarkt alaninda ve norolojik defisitte daha
anlamh bir azalma yaptigi rapor edilmektedir (53). Yakin za-
manda piroptoz, apoptoz ve nekroptozun multimerik bir protein
kompleksi olan PANoptozom'da birlikte hareket ettigini
gosteren bulasici hastaliklar galismalarinda, Malireddi ve ark.’lari
PANoptoz kavramini gelistirmislerdir. PANoptoz kavraminda (¢
6lim yolaginin da ayni anda diizenlendigi savlanir (69). PANop-
tozun serebral i/R hasarinda var olup olmadigini test etmek icin
deneysel serebral i/R’yi arastiran makaleleri bibliyometrik ve
veri madenciligi yontemleri kullanarak degerlendiren bir
calismada, degerlendirme sonucunda PANoptosis'in iskemik
beyin hasarinda gozlendigi ifade edilmektedir (70). Benzer
sekilde, OSAO modeli uygulanan fareler ve kontrollerinin beyin
dokusunda apoptoz, piroptoz ve nekroptoz ile ilgili genleri tran-
skriptomik olarak analize eden bir galisma sonuglari da deneysel
serebral i/R hasarinda PANoptozis’in varligini desteklemektedir
(71). Bu galismalar, serebral i/R fizyopatolojisinde nekroptozisi
de iceren PANoptozisin de yer alabilecegini diisindirmektedir.

Nekroptozis ve Miyokardiyal i/R hasari

Koroner kalp hastaligi (KKH) diinya genelinde 6liim ve morbidite
nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. KKH’den kaynak-
lanan akut miyokard infarktisi, kardiyomiyosit 6liminin, ven-
trikller yeniden sekillenmenin ve nihayetinde kalp yetmezliginin
primer sebeplerinden biridir. Ginimuzde, akut miyokardiyal
hasari azaltmada trombolitik tedavi, perkiitan koroner mida-
haleler ve koroner arter baypas greftleme gibi miyokardiyal
reperflizyon stratejileri uygulanir. Bununla birlikte kan akiginin
yeniden saglanmasi, bazen kardiyomiyosit 6limiine neden
olarak miyokardiyal i/R hasarini olusturur (72). Kalp has-
taliklarinin tani ve tedavisindeki gelismelere ragmen, insan
saghgina yonelik oldukca ciddi tehlikeler icermesi ve uzun va-
dede de sorun olmaya devam etmesi nedeniyle miyokardiyal i/R
hasarinin anlasilmasi ve daha etkili terapotik ilaglarin
gelistirilmesi dnem arz etmektedir.

Kalbin hem gevseme hem de kasilma igin sabit bir eneriji
kaynagina ihtiyaci vardir ve bu da genellikle ATP olarak mitokon-
dri tarafindan saglanir (73). Miyokardiyal iskemide eneriji kithgi
ve ATP tikenmesi s6z konusu oldugundan mitokondriyal
fonksiyon 6nemli bir faktor olarak kabul edilir (74). Miyokardiyal
iskemi sirasinda anaerobik glikoliz en baskin metabolizma
yoludur, bu da laktat ve H* birikimine yol agar ve ardindan hiicre
ici asidozla sonuglanir (75). ATP tikenmesi ve pH'nin disusl
nedeniyle Na*/H* ve Na*/HCOs"* degistiricilerinde aktivasyon (76)
ve Na*/K*-ATPaz pompasinda inhibisyon (77) meydana gelerek
hicre i¢ci Na* birikimi olusur (74). Hicre igerisinde Na* artisi,
mitokondriyal Ca?’un asiri yiiklenmesine neden olur (78,79). is-
kemi sirasinda, mitokondriyal Ca?*’ un asiri yiiklenmesi, oksidatif
stres, fizyolojik pH'nin restorasyonu ve ATP tiikenmesine yanit
olarak reperflizyonda miyokardiyal mitokondriyal permeabilite
gecis poru (mPTP) acilir. Mitokondriyal PTP’nin agilmasi mi-
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tokondriyal membran potansiyelini ¢okertir ve oksidatif fosfori-
lasyonu bozarak ATP tiikenmesine ve hiicre 6liimine neden olur
(80). iskemi ve reperfiizyon sirasinda H* ve Ca?* birikimi ve mi-
tokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi gibi hiicre igi
degisiklikler, ROS olusumuna yol agar. ROS birikimi ve ardindan
proinflamatuvar yolaklarin aktivasyonu i/R hasarinda énemli bir
rol oynamaktadir (81). Reaktif oksijen ara UGriinleri, stres yanit
yollarini aktive etmenin yani sira hiicresel DNA, protein ve
lipitlere dogrudan zarar verir. Bu spesifik olmayan hasar, TNF-a
Uretimiyle sonuclanan sitokin aracili bir kaskad baslatir (82). Asir
TNF-a ekspresyonu ve ardindan kardiyomiyosit TNFR1 uyarimi,
kasilma disfonksiyonu, hipertrofi, fibroz ve hiicre olimuni
indiikler (83). Ayrica miyokardiyal i/R, lokal olarak salinan DAMP
tarafindan NLRP3 (NACHT-, LRR- ve pirin alani iceren 3) in-
flamazomunun baslatilmasi ve tetiklenmesiyle karakterize
edilen steril bir yaralanma ve inflamatuvar yanita neden olur. in-
flamazomlar, interlokin-1 beta (IL-1 B), IL-18 (retimi ve
salgilanmasina neden olurlar. Toll benzeri reseptorler tehlike
sinyalleri yoluyla uyarilir ve sonunda NF-kB aktivasyonu yoluyla
daha fazla pro-inflamatuvar sitokin ve kemokin salgilanmasini
uyarir (84).

Miyokardiyal i/R hasarinda nekroptotik hiicre 8liminiin yer
aldig1 son calismalarla gosterilmistir (85-89). RIPK1, RIPK3 ve
MLKL dahil olmak (izere nekroptozla iliskili proteinlerin ek-
spresyon seviyelerinin in vivo ve in vitro miyokard i/R model-
lerinde arttig1 (85—-89) ve RIPK1 inhibitorli Nec-1 ile tedavinin de
koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmektedir (88,89). Fare koroner
arter ligasyonu ile 30 dakika iskemi/2 saat reperflizyon uygu-
lanan miyokard dokusunda ve 4 saat hipoksi/4 saat reoksijeni-
zasyon uygulanan H9c2 kardiyomiyosit hicrelerinde RIPK1,
RIPK3 ve p-MLKL/MLKL'nin anlamli olarak arttigi bildirilmektedir
(85). Sican koroner arterine uygulanan 30 dakika okliizyonu
takiben reperfiizyonun 1. ve 24. saatinde p-RIPK1, RIPK3 ve p-
MLKL’nin protein ekspresyonu anlamli yikselmektedir (86). Ben-
zer sekilde sican koroner arter ligasyonu ile 1 saat iskemi/3 saat
reperflizyon uygulanan miyokard dokusunda ve 10 saat
hipoksi/4 saat reoksijenizasyon uygulanan H9c2 kardiyomiyosit
hiicrelerinde RIPK1, p-RIPK1, RIPK3, p-RIPK3, MLKL ve pMLKL nin
anlamli arttigi bildirilmektedir (87). RIPK1 inhibitérii Nec-1’in i/R
hasari Uzerindeki etkileri Langendorff perfiize kalp (35 dakika
global iskemi/35 dakika reperfiizyon) ve in vivo sol 6n inen arter
oklizyonu modeli (30 dakika iskemi/2 saat reperfiizyon) uygula-
narak farelerde incelenmistir. Nec-1 in vivo modelde reper-
flzyon baslangici ile es zamanli olarak farelere 1,65 mg/kg, ip ve
in vitro modelde reperfilizyon sirasinda perfiizatta 30 uM olacak
sekilde uygulanmistir. Nec-1’in her iki modelde de infarkt alanini
azaltarak koruyucu etkisi oldugu gozlenmistir (88). Domuzlarda
sol sirkiimfleks arterin 75 dakika okliizyon/24 saat reperfiizyon
ile olusturulan i/R modelinde, reperfiizyondan 10 dakika énce iv
uygulanan Nec-1'in (3,3 mg/kg) azalan sol ventrikil ejeksiyon
fraksiyonunu (EF) ve sol ventrikll duvar kalinhgini artirarak ve
laktat dehidrojenazin  (LDH)/kreatin kinazin-MB izoenzim
fraksiyonu (CK-MB) ile 6lgiilen infarkt alanini azaltarak koruyucu
etki gosterdigi raporlanmistir (89). MLKL inhibitorii NSA'nin (10
mg/kg ip), sican kardiyak arrest modelinde resisitasyon sonrasi
miyokardiyal disfonksiyonu, nérolojik disfonksiyonu ve sagkalimi
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ivilestirdigi bildirilmektedir (90). Miyokardiyal i/R hasarinda TNF-
a ile indiklenen RIPK1, RIPK3 ve MLKL fosforilasyonunun, TAK1
fosforilasyonu ile negatif korelasyon gosterdigi ve TAK1 fosfori-
lasyonunun inhibisyonunun nekroptozun artmasina yol agtigi
bildirilmektedir. TAK1 fosforilasyonunu onemli 6l¢lide artiran
ginsenozid Rg2 tedavisinin (50 mg/kg iv reperfiizyondan 5 dakika
6nce), RIPK1/RIPK3 kompleksini inhibe ederek ve TAK1'in
RIPK1'e baglanmasini artirarak sicanlarda 30 dakika iskemi/4
saat reperfiizyon ile indiiklenen miyokard nekroptozunu azalttig
gosterilmistir (91). Bu c¢alismalar miyokardiyal i/R hasarinda
RIPK1, RIPK3 ve MLKL'nin direkt inhibisyonu veya nekroptotik
bilesenler (izerine diizenleme saglayan hiicre ici diger pro-
teinlerin aktivasyonu/inhibisyonu yolu ile koruyucu etkiler
saglanabilecegini gostermektedir.

Cesitli mikroRNA'larin (miR'lerin) kardiyak i/R ortaminda ne-
kroptozu diizenledigi belgelenmektedir (92—-95). miR-873,
RIPK1/RIPK3’lin translasyonunu ve RIPK1/RIPK3 aracili nekrotik
hicre o6limUni baskilamaktadir (92). miR-223‘lin asirn ek-
spresyonunun ise RIPK1 ve RIPK3 ile birlikte TNFR1, 6lim
reseptorii 6 (DR6), IKKa, NOD-benzeri pirin bolgesi iceren
reseptor ailesi 3 (NLRP3) ve infarkt alanini azalttigi bildirilmekte-
dir (93). Bir diger c¢alismada miR-325-3p’nin asirt  ek-
spresyonunun RIPK1, RIPK3 ve p-MLKL' nin ekspresyonunu
azaltirken ayni zamanda LDH ve CK duzeyleri ile sol ventrikil di-
yastol sonu c¢api (LVEDD) ve sol ventrikiil sistol sonu ¢apini
(LVESD) azalttigi, sol ventrikll EF’sini ve fraksiyonel kisalmasini
(FS) artirdigi, infarkt alanini ve kardiyak hasarin derecesini
azalttigi gosterilmistir (94). Bununla birlikte bazi miRNA'lar yu-
karida bahsedilenlerin aksine nekroptozisi artirmaktadirlar.
miR103/107, oksidatif stresi ve nekrozom bilesenlerini
artirmakta ve bu miR’nin uzun kodlamayan RNA (IncRNA) H19
tarafindan inhibisyonu ile nekroptoz da azaltilmaktadir (95).
Yeni bir tek sarmalli kodlamayan RNA tiri olan dairesel RNA'lar
(circRNA'lar) miyokardiyal i/R hasari da dahil olmak {izere gesitli
kardiyovaskuler hastaliklarda farkh sekilde eksprese edilir. Kardi-
yak nekroptozla iliskili bir circRNA (CNEACR) olan
mmu_circ_000338 seviyesinin hipoksi/reoksijenasyona maruz
birakilan kardiyomiyositlerde ve i/R uygulanan fare kalplerinde
azaldig, CNEACR'nin asir ekspresyonunun, in vitro modelde
kardiyomiyosit 6limunin nekrotik formunu hafiflettigi ve in vivo
miyokardiyal nekrozu baskiladigi, buna miyokardiyal enfarktis
boyutunda belirgin bir azalma ve kardiyak fonksiyonda iyilesme
eslik ettigi bildiriimektedir. CNEACR, sitoplazmadaki histon
deasetilaza (HDAC7) dogrudan baglanir ve onun niikleer girisini
engeller. Bu durum promotor bélgesine baglanarak RIPK3 genini
baskilayabilen forkhead box protein A2 (FOXA2) tran-
skripsiyonunun HDAC7'ye bagli baskilanmasinin zayiflamasina
yol agar. Ayrica, FOXA2'nin CNEACR aracili yukari regiilasyonu,
kardiyomiyositlerin RIPK3'e bagh nekrotik/nekropotik 6limun
engeller (96). Bu arastirmalarin sonuclari miyokardiyal i/R ile
indiiklenen nekroptozisde miR’larin ve circRNA’larin i/R hasarini
iyilestirmede potansiyel hedef olabilecegini ortaya koymaktadir.
RIPK3’{in, RIPK1 ve MLKL'den bagimsiz olarak miyokardiyal i/R
strecinde kardiyomiyositlerin nekroptozunun diizenlenmesinde
rol oynayabilecegi bildiriimektedir (Sekil 3) (97-101). Kiltire
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H9c2 hicrelerinde hipoksi/reoksijenasyon, RIPK3’e bagimli mi-
tokondriyal parcalanmaya ve nekrotik temelli 6lime neden
olmakta; bu silirecte RIPK3 mitokondriye yer degistirmekte ve
mitokondri bollinmesinde rol alan dynaminle iliskili protein-1
(Drp1) ile etkileserek onu aktive etmekte, ayni zamanda ROS’u
artirmakta ve mitokondriyel membran potansiyelini azaltmak-
tadir (97). Langendorff diizeneginde sican kalplerine 30 dakika
iskemi/10 dakika reperflizyon uygulanarak erken dénem reper-
flizyonda RIPK3’lin etkisi, inhibitorii olan GSK’872 kullanilarak
LDH salinimi, sol ventrikiil diyastolik basinci (LVDP), kalp hizi, mi-
tokondriyal sisme gibi parametreler (zerinden deger-
lendirilmistir. Olusturulan kardiyak i/R hasarinda nekroptozisin
kanonik RIP1K-RIPK3—MLKL yolagi ve kanonik olmayan CaMKII6—
mPTP, PGAMS5-Drpl ve JNK-BNIP3 (c-Jun N terminal kinaz—
BCL2-etkilesim protein 3) yolaklarinin katkisinin olmadigini bild-
irmiglerdir. Benzer sekilde erken i/R hasarinin NLRP3 in-
flamazom sinyalini de igermedigini ve RIPK3 inhibisyonunun
plazma membran riptirind ve ksantin oksidaz (XO)/ manganez
superoksit dismutazi modile ederek gecikmis mPTP agilmasini
onledigini gostermislerdir. Erken reperflizyon hasarinda
RIPK3’lin nekroptotik hiicre 6limi gelismeden ROS dretimi ve

Serebral ve Miyokardiyal /R Hasarinda Nekroptozis

mitokondriyal aktiviteleri diizenleyerek hasar olusumuna kat-
kida bulundugunu ileri siirmislerdir (98). Bir iyon kanal olan
CaMKII&8’nin RIPK3’Un bir substrati oldugu; RIPK3 ile uyarilan
CaMKII&’nin, mPTP’nin agilmasina ve nekroptozise neden
oldugu gosterilmektedir. RIPK3 eksikliginin (RIPK37*) ve CaMKIl
inhibitéri  KN-93’tGn, farelerde miyokardiyal nekroptozisi
iyilestirdigi bildirilmektedir (99). Langendorff perfiize sigan kal-
plerinde KN-93 tedavisinin 30 dakika global iskemi/40 dakika
reperflizyonla olusan RIPK1, kaspaz-8, kaspaz-9 ve sitokrom-
c¢’'nin artmis ekspresyonlari ile kardiyak kontraktil dis-
fonksiyonunu azalttigi raporlanmistir (100). Fare kalplerine 45
dakika iskemi/24 saat reperflizyon uygulanmasina bagh gelisen
RIPK3 ekspresyonundaki artisin, hiicre ici Ca?* yiikselmesi ve XO
ekspresyonunun artisina neden olan endoplazmik retikulum (ER)
stresine yol agtigini ve artan ROS Uretiminin de mPTP agilmasina
neden oldugu bildiriimektedir. RIPK3 eksikliginin (RIPK37") ER
stresini azalttigi ve hiicre ici [Ca®] yiiklenmesi-XO-ROS-mPTP
yolaginin baskilanmasina neden oldugunu ileri sirilmektedir
(101). Bu galismalar RIPK3'{in iyi bilinen substrati MLKL haricinde
Drp-1 ve CaMKII& gibi substratlari oldugunu ve RIPK3’in i/R
hasarinda kanonik RIPK1-RIPK3-MLKL yolagi disinda farkli yolak-
lar Gizerinden de katkisi olabilecegini gostermektedir.

Miyokardiyal i/R hasari

Plazma membranina

H.0 tranlokasyon

Ga* l
+
DG

iy

Plazma membran riiptiirii

Mitokondriyal pargalanma

Ca 2+ l

CaMKII&

mPTP agilmasi

sekil 3. Miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasari kosullari altinda kanonik (RIPK1-RIPK3-MLKL) ve kanonik olmayan yolaklar araciligiyla nekroptotik hiicre hasarini
gosteren molekiiler olaylarin sematik gosterimi (85-89,97-101). Kisaltmalar: i/R-iskemi/reperfiizyon, ROS-reaktif oksijen tiirleri, RIP3-reseptédrle etkilesen protein
kinaz 3, mPTP-mitokondriyal permeabilite gegis poru, MLKL-karisik soy kinaz alani benzeri psédokinaz, PGAM5-fosfogliserat mutaz 3, Drp-1-dynamin iliskili protein 1,
ER-endoplazmik retikulum, XO-ksantin oksidaz, CaMKII18-Ca/kalmodulin bagiml protein kinaz 116.
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Miyokard infarktlsl sonrasi gelisen kronik kalp yetmezligine
RIPK1/RIPK3/MLKL yolaginin aktivasyonunun neden olabilecegi
ileri sirtlmektedir (99,102,103). Siganlarda koronar arter ligas-
yonu ile olusturulan miyokardiyal infarktis sonrasi 2. ve 8. haf-
talarda RIPK1, p-RIPK1, RIPK3, p-RIPK3, MLKL, pMLKL nin anlamli
olarak yukseldigi; LVEDD, LVESD ve fibrotik alanin sham grubuna
gore daha fazla oldugu bildirilmektedir (102). Farelerde kalici sol
on inen koroner arter ligasyonu sonrasinda RIPK3'lin kardiyak
ekspresyonunun arttigi; RIP3 (RIP37) eksikligi olan farelerde, de-
neysel infarktlisten 30 glin sonra manyetik rezonans goriinti-
leme calismalarinda 6nemli 6lctide daha iyi bir EF, daha az hi-
pertrofiile inflamatuvar yanit ve ROS’ta azalmanin eslik ettigi go-
rilmektedir (103). RIPK3 eksikligi (RIPK37), farelerde uygulanan
30 dakika iskemi/4 saat reperflizyon sonrasinda gelisen LDH yik-
sekligini ve infarkt alanini azaltmis; reperflizyonun 8. haftasinda
gelisen artmis fibrozis alani, kalp/viicut agirhg oranini ve sis-
tolde sol ventrikil i¢ capini (LVIDs), azalan EF ve FS'yi iyilestirmis
ve hayatta kalmayi arttirmistir (99). insan ve farelerdeki erken
evre aterosklerotik lezyonlarda yaygin bir sekilde RIPK1’in eksp-
rese edildigi, RIPK1 antisens oligonikleotidlerin lezyon alanlarini
ve plazma inflamatuvar sitokinlerin (IL-1a, IL-17A) dizeyini azalt-
t1g1; RIPK1'in genetik susturulmasinin makrofajlarda inflamatu-
var genleri (NF-kB, TNFa, IL-1a) azalttig ve endotelyal hiicre-
lerde NF-kB’nin nikleusa translokasyonunu onledigi bildirilmek-
tedir. Arastirmacilar RIPK1’'in, NF-kB yolagini aktive ederek ve
inflamatuvar sitokinlerin salinimini artirarak aterosklerozisdeki
inflamasyonda merkezi rol oynadiklarini ve yiksek riskli koroner
arter hastaligi olanlarda inflamasyonu azaltmada énemli bir te-
rapotik hedef olacagini ileri sirmektedirler (104). Bu arastirma-
lar nekroptozun, hem iskemi olusumuna neden olan ateroskle-
rozis patolojisinde yer aldigini hem de iskemi sonrasi yeniden se-
killenmeyi modile edebilecegini gostermektedir.

Kardiyak i/R hasarinda bircok éliim yolaginin es zamanl ortaya
cikabilecegi bu yolaklarin inhibisyonunun kombine tedavi ile tek
basina tedaviye gore daha etkili oldugu deneysel ¢alismalarda
bildirilmektedir (105,106). izole perfiize kobay kalplerinde 30
dakika iskemi/4 saat reperflizyon uygulanmasinda, apoptozis in-
hibitoérii Z-VAD (0,1 uM) ile nekroptozis (10 uM) inhibit6érii Nec-
1’in kombine uygulanmasinin sinerjistik etki sagladigi; her iki aja-
nin tek basina uygulanmasina gére infarkt alaninda daha fazla bir
azalma, daha yuksek sol ventrikiil gelisim basinci ve daha dusiik
sol ventrikul diyastol sonu basinci sagladigi rapor edilmistir
(105). Benzer sekilde ferroptozis inhibitorii deferoksamin (200
UM- 100 mg/kg ip) ve nekroptozis inhibitéri ponatinibin (0,5
uUM- 10 mg/kg ip) kombine kullaniminin ajanlarin tek basina kul-
lanimina gore, H9c2 kardiyomiyosit hiicrelerde (10 saat hi-
poksi/4 saat reoksijenizasyon) ve in vivo sigan kalplerinde (1 saat
iskemi/3 saat reperfusion) gelisen i/R hasarinda LDH ve CK dii-
zeyi ile infarkt alanini daha fazla azalttigi bildirilmektedir (106).
Yukaridaki calismalardan farkli olarak kombine tedavi yerine tek
basina kullanilan MLKL inhibitérd NSA’nin (10 mg/kg ip), sican
kardiyak arrest modelinde resisitasyon sonrasi miyokardiyal dis-
fonksiyonu, norolojik disfonksiyonu ve sagkalimi iyilestirme-
sinde hem piroptozu hem de nekroptozu baskilanmasinin katkisi
oldugu bildirilmektedir (90).

Serebral ve Miyokardiyal /R Hasarinda Nekroptozis

Sonug¢

Bu galismalar géz 6niinde bulunduruldugunda serebral i/R hasa-
rinda nekroptozis belirteclerinin 6zellikle reperfiizyonun ilk 24
saati icerisinde anlaml olarak ylikseldigi, RIPK1 inhibisyonunun
nekroptozis ve apoptozisi azaltirken, RIPK3 ve MLKL'nin baski-
lanmasinin nekroptozisi azalttigi anlasiimaktadir. Nekrozom bi-
lesenlerinin farmakolojik ilaglarla veya genetik modifikasyon-
larla baskilanmasinin deneysel modellerde serebral infarkt hac-
mini ve norolojik defisitleri azaltarak koruyucu etki sagladigi go-
rilmektedir. Calismalarin bulgulari, RIPK1 inhibitoriiniin akut se-
rebral i/R hasari tedavisinde iskemi &ncesi uygulanmasinin re-
perflizyon sonrasinda uygulamaya gore daha iyi sonug verebile-
cegi ve RIPK1 inhibitérinin reperfiizyonla beraber kronik uygu-
lanmaya baslanmasinin serebral i/R hasarinin kronik evresinde
de koruyucu etkiye sahip olabilecegi yéniindedir. Serebral i/R
hasarinda nekroptozis, apoptozis ve piroptozisi iceren PANopto-
zisin varhgini destekleyen veriler bulunmaktadir.

Miyokardiyal i/R hasarinda in vivo ve in vitro deneylerde nekrop-
tozis belirteglerinin reperfiizyonun ilk 24 saati icinde anlamli ola-
rak yiikseldigi g6zlenmektedir. Miyokardiyal i/R hasarinin teda-
visi icin kullanilan Nec-1, NSA gibi nekrozom bilesenlerinin inhi-
bitorleri ve kodlamayan RNA’lardan bazi miR’ler ve circRNA’lar
infarkt alani, LDH ve CK-MB diizeylerini azaltarak ve sol ventrikill
fonksiyonlariniiyilestirerek koruyucu etki géstermektedir. Miyo-
kardiyal I/R strecinde RIPK1-RIPK3-MLKL kanonik yolagi hari-
cinde de RIPK3’lin kardiyomiyositlerin nekroptozunun diizenlen-
mesinde rol oynayabilecegi anlagiimaktadir. Nekroptozun, hem
iskemi olusumuna neden olan aterosklerozis patolojisinde yer
aldigi hem de iskemi sonrasi yeniden sekillenmeyi modiile ettigi
gozlenmektedir. Bu sonuglar miyokardiyal iskemiyi 6nlemeyi ve
kalp yetmezligi gibi iskeminin olumsuz sonuglarini sinirlamayi
amaglayan gelecekteki tedaviler igin nekrozom bilesenlerinin ge-
kici bir hedef olabileceklerini diisiindiirmektedir. Miyokardiyal
i/R hasarinda nekroptozisin apoptozis, ferroptozis ve piroptozis
gibi diger 6lim yolaklarrile birlikte bulundugu ve bu 6lim yolak-
larina 6zgl kombine tedavilerin etkili olabilecegi gozlenmekte-
dir.

Sonug olarak elimizde bulunan kanitlar, serebral ve miyokardiyal
i/R hasarinin patogenezinde nekroptozun yer aldigini; RIPK1,
RIPK3 ve MLKL’nin i/R’ye bagli hasarda terapétik hedef olabile-
cegini gozler 6niine sermektedir. Kanitlar, her iki organin i/R ha-
sarinin patogenezinde nekroptozun meydana gelen en erken
hicre 6lima sekli olabilecegini distindiirmekle birlikte nekrop-
tozisin tek basina degil diger 6lim yollariyla birlikte es zamanli
olabilecegini de desteklemektedir. Bu nedenle, nekroptozu he-
def alan farmakolojik ve genetik midahaleler, serebral ve miyo-
kardiyal hasarin derecesini sinirlamada tek basina ya da diger
olim yolag inhibitorleri ile kombine tedavide potansiyel koru-
yucu/tedavi edici stratejiler olarak dustindlebilir. Nekroptozun
altinda yatan mekanizmalari ve diger hiicre 6lum tirleri ile etki-
lesimlerini tam olarak anlamak icin kapsamli ¢calismalara ihtiyag
vardir. Nekrozom bilesenlerinin asagi akis mekanizmalarinin ay-
dinlatilmasi hedefe yoénelik daha etkili/spesifik tedaviler igin
onemli géziikmektedir.

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2023;20(2):451-462.

DOI: 10.35440/hutfd.1341349

459



Yilmaz Z.

Etik onam: Derleme yazisi olmasindan dolayi etik kurula gerek duyul-
mamistir

Yazar Katkilari:

Konsept: Z.Y.

Literatiir Tarama: Z.Y.

Tasarim: Z.Y.

Veri toplama: Z.Y.

Analiz ve yorum: Z.Y.

Makale yazimi: Z.Y.

Elestirel incelenmesi: Z.Y.

Cikar Catismasi: Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atismasi yoktur.
Finansal Destek: Bu ¢alisma icin herhangi bir kurum ve kurulustan fin-
sansal destek alinmamustir.

Kaynaklar

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Eltzschig HK, Eckle T. Ischemia and reperfusion—from mechanism to
translation. Nat Med. 2011;17(11):10.1038/nm.2507.

Ojha N, Dhamoon AS. Myocardial Infarction. Iginde: StatPearls [Inter-
net)]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2022 [a.yer 2022]. Eri-
sim adresi: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK537076/

Kumar A, Cannon CP. Acute coronary syndromes: diagnosis and mana-
gement, part I. Mayo Clin Proc. 2009;84(10):917-38.

DeSai C, Hays Shapshak A. Cerebral Ischemia. Iginde: StatPearls [Inter-
net)]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2022 [a.yer 2022]. Eri-
sim adresi: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK560510/
Mandalaneni K, Rayi A, Jillella DV. Stroke Reperfusion Injury. Iginde:
StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2022
[a.yer 2022]. Erisim adresi: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bo-
oks/NBK564350/

Kosieradzki M, Rowiniski W. Ischemia/reperfusion injury in kidney
transplantation: mechanisms and prevention. Transplant Proc. Aralik
2008;40(10):3279-88.

Ikhlas M, Atherton NS. Vascular Reperfusion Injury. Iginde: StatPearls
[Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2022 [a.yer
2022]. Erigsim adresi: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bo-
oks/NBK562210/

Kurcer Z, Hekimoglu A, Aral F, Baba F, Sahna E. Effect of melatonin on
epididymal sperm quality after testicular ischemia/reperfusion in rats.
Fertil Steril. 2010;93(5):1545-9.

Kurcer Z, Oguz E, Ozbilge H, Baba F, Aksoy N, Celik H, et al. Melatonin
protects from ischemia/reperfusion-induced renal injury in rats: this
effect is not mediated by proinflammatory cytokines. J Pineal Res.
2007;43(2):172-8.

Lutz J, Thirmel K, Heemann U. Anti-inflammatory treatment strategies
for ischemia/reperfusion injury in transplantation. J Inflamm Lond
Engl. 2010;7:27.

Wu MY, Yiang GT, Liao WT, Tsai APY, Cheng YL, Cheng PW, et al. Cur-
rent Mechanistic Concepts in Ischemia and Reperfusion Injury. Cell
Physiol Biochem Int J Exp Cell Physiol Biochem Pharmacol.
2018;46(4):1650-67.

Lefer DJ, Granger DN. Oxidative stress and cardiac disease. Am J Med.
2000;109(4):315-23.

Boros P, Bromberg JS. New cellular and molecular immune pathways
in ischemia/reperfusion injury. Am J Transplant Off J Am Soc Transp-
lant Am Soc Transpl Surg. 2006;6(4):652-8.

Ozdemir S, Basoglu T, Demir H, Durmus Altun G, Ozdemir E, Sen F, et
al. Guidelines for Myocardial Viability Imaging with F-18 FDG. Nucl
Med Semin. 2020;6(2):171-83.

Zhang Q, Jia M, Wang Y, Wang Q, Wu J. Cell Death Mechanisms in Ce-
rebral Ischemia-Reperfusion Injury. Neurochem Res.
2022;47(12):3525-42.

Gottlieb RA. Cell death pathways in acute ischemia/reperfusion injury.
J Cardiovasc Pharmacol Ther. 2011;16(3-4):233-8.

Lopez-Neblina F, Toledo AH, Toledo-Pereyra LH. Molecular biology of

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

Serebral ve Miyokardiyal /R Hasarinda Nekroptozis

apoptosis in ischemia and reperfusion. J Investig Surg Off J Acad Surg
Res. 2005;18(6):335-50.

Degterev A, Huang Z, Boyce M, Li Y, Jagtap P, Mizushima N, et al. Che-
mical inhibitor of nonapoptotic cell death with therapeutic potential
for ischemic brain injury. Nat Chem Biol. 2005;1(2):112-9.

Berghe TV, Linkermann A, Jouan-Lanhouet S, Walczak H, Vandenabe-
ele P. Regulated necrosis: the expanding network of non-apoptotic cell
death pathways. Nat Rev Mol Cell Biol. 2014;15(2):135-47.

Holler N, Zaru R, Micheau O, Thome M, Attinger A, Valitutti S, et al. Fas
triggers an alternative, caspase-8-independent cell death pathway
using the kinase RIP as effector molecule. Nat Immunol.
2000;1(6):489-95.

Conrad M, Angeli JPF, Vandenabeele P, Stockwell BR. Regulated nec-
rosis: disease relevance and therapeutic opportunities. Nat Rev Drug
Discov. 2016;15(5):348-66.

Walczak H. TNF and ubiquitin at the crossroads of gene activation, cell
death, inflammation, and cancer. Immunol Rev. 2011;244(1):9-28.
Takaesu G, Surabhi RM, Park KJ, Ninomiya-Tsuji J, Matsumoto K,
Gaynor RB. TAK1 is critical for IkappaB kinase-mediated activation of
the NF-kappaB pathway. J Mol Biol. 2003;326(1):105-15.

Guo X, Chen Y, Liu Q. Necroptosis in heart disease: Molecular mecha-
nisms and therapeutic implications. J Mol Cell Cardiol. 2022;169:74-
83.

Moquin DM, McQuade T, Chan FKM. CYLD Deubiquitinates RIP1 in the
TNFa-Induced Necrosome to Facilitate Kinase Activation and Program-
med Necrosis. PLOS ONE. 2013;8(10):e76841.

Irmler M, Thome M, Hahne M, Schneider P, Hofmann K, Steiner V, et
al. Inhibition of death receptor signals by cellular FLIP. Nature.
1997;388(6638):190-5.

Wang L, Du F, Wang X. TNF-alpha induces two distinct caspase-8 acti-
vation pathways. Cell. 2008;133(4):693-703.

Chen X, Wu JX, You XJ, Zhu HW, Wei JL, Xu MY. Cold ischemia-induced
autophagy in rat lung tissue. Mol Med Rep. 2015;11(4):2513-9.
ChoYS, Challa’S, Moquin D, Genga R, Ray TD, Guildford M, et al. Phosp-
horylation-driven assembly of the RIP1-RIP3 complex regulates prog-
rammed necrosis and  virus-induced inflammation. Cell.
2009;137(6):1112-23.

Oberst A, Dillon CP, Weinlich R, McCormick LL, Fitzgerald P, Pop C, et
al. Catalytic activity of the caspase-8-FLIP(L) complex inhibits RIPK3-
dependent necrosis. Nature. 2011;471(7338):363-7.

Cai Z, Jitkaew S, Zhao J, Chiang HC, Choksi S, Liu J, et al. Plasma memb-
rane translocation of trimerized MLKL protein is required for TNF-in-
duced necroptosis. Nat Cell Biol. 2014;16(1):55-65.

Chen X, Li W, Ren J, Huang D, He WT, Song Y, et al. Translocation of
mixed lineage kinase domain-like protein to plasma membrane leads
to necrotic cell death. Cell Res. 2014;24(1):105-21.

Wang H, Sun L, Su L, Rizo J, Liu L, Wang LF, et al. Mixed lineage kinase
domain-like protein MLKL causes necrotic membrane disruption upon
phosphorylation by RIP3. Mol Cell. 2014;54(1):133-46.
Jouan-Lanhouet S, Riquet F, Duprez L, Vanden Berghe T, Takahashi N,
Vandenabeele P. Necroptosis, in vivo detection in experimental dise-
ase models. Semin Cell Dev Biol. 2014;35:2-13.

Chan FKM, Luz NF, Moriwaki K. Programmed necrosis in the cross talk
of cell death and inflammation. Annu Rev Immunol. 2015;33:79-106.
Takahashi N, Duprez L, Grootjans S, Cauwels A, Nerinckx W, DuHa-
daway JB, et al. Necrostatin-1 analogues: critical issues on the specifi-
city, activity and in vivo use in experimental disease models. Cell Death
Dis. 2012;3(11):e437.

Newton K, Dugger DL, Wickliffe KE, Kapoor N, de Almagro MC, Vucic
D, et al. Activity of protein kinase RIPK3 determines whether cells die
by necroptosis or apoptosis. Science. 2014;343(6177):1357-60.
Mandal P, Berger SB, Pillay S, Moriwaki K, Huang C, Guo H, et al. RIP3
induces apoptosis independent of pronecrotic kinase activity. Mol Cell.
2014;56(4):481-95.

Zhou T, Wang Q, Phan N, Ren J, Yang H, Feldman CC, et al. Identifica-
tion of a novel class of RIP1/RIP3 dual inhibitors that impede cell death

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2023;20(2):451-462.
DOI: 10.35440/hutfd.1341349

460



Yilmaz Z.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

and inflammation in mouse abdominal aortic aneurysm models. Cell
Death Dis. 2019;10(3):1-15.

Maslov LN, Popov SV, Naryzhnaya NV, Mukhomedzyanov AV, Kurba-
tov BK, Derkachev IA, et al. The regulation of necroptosis and perspec-
tives for the development of new drugs preventing ischemic/reperfu-
sion of cardiac injury. Apoptosis. 2022;27(9):697-719.

Fauster A, Rebsamen M, Huber KVM, Bigenzahn JW, Stukalov A, Lar-
deau CH, et al. A cellular screen identifies ponatinib and pazopanib as
inhibitors of necroptosis. Cell Death Dis. 2015;6(5):e1767.

In EJ, Lee Y, Koppula S, Kim TY, Han JH, Lee KH, et al. Identification and
Characterization of NTB451 as a Potential Inhibitor of Necroptosis.
Molecules. 2018;23(11):2884.

Jadhav AP, Desai SM, Jovin TG. Indications for Mechanical Thrombec-
tomy for Acute Ischemic Stroke: Current Guidelines and Beyond. Neu-
rology. 2021;97(20 Supplement 2):5126-36.

Yao D, Zhang S, Hu Z, Luo H, Mao C, Fan Y, et al. CHIP ameliorates ce-
rebral ischemia-reperfusion injury by attenuating necroptosis and inf-
lammation. Aging. 2021;13(23):25564-77.

Rodrigo R, Fernandez-Gajardo R, Gutiérrez R, Matamala JM, Carrasco
R, Miranda-Merchak A, et al. Oxidative stress and pathophysiology of
ischemic stroke: novel therapeutic opportunities. CNS Neurol Disord
Drug Targets. 2013;12(5):698-714.

Surinkaew P, Sawaddiruk P, Apaijai N, Chattipakorn N, Chattipakorn
SC. Role of microglia under cardiac and cerebral ischemia/reperfusion
(I/R) injury. Metab Brain Dis. 2018;33(4):1019-30.

Vacher H, Mohapatra DP, Trimmer JS. Localization and targeting of vol-
tage-dependent ion channels in mammalian central neurons. Physiol
Rev. 2008;88(4):1407-47.

Vieira M, Fernandes J, Carreto L, Anuncibay-Soto B, Santos M, Han J,
et al. Ischemic insults induce necroptotic cell death in hippocampal ne-
urons through the up-regulation of endogenous RIP3. Neurobiol Dis.
2014;68:26-36.

Zhan L, LuZ, Zhu X, Xu W, Li L, Li X, et al. Hypoxic preconditioning atte-
nuates necroptotic neuronal death induced by global cerebral ische-
mia via Drpl-dependent signaling pathway mediated by CaMKlla inac-
tivation in adult rats. FASEB J Off Publ Fed Am Soc Exp Biol.
2019;33(1):1313-29.

Akcay G. Cerebral Ischemia Model Created by Transient Middle Cereb-
ral Artery Occlusion. Turk Bull Hyg Exp Biol. 2021;78(2):205-18.

LiW, Gou X, Xu D, Zhou L, Li F, Ye A, et al. Therapeutic effects of JLX001
on neuronal necroptosis after cerebral ischemia-reperfusion in rats.
Exp Brain Res. 2022;240(12):3167-82.

Chen Y, Zhang L, Yu H, Song K, Shi J, Chen L, et al. Necrostatin-1 Imp-
roves Long-term Functional Recovery Through Protecting Oligodend-
rocyte Precursor Cells After Transient Focal Cerebral Ischemia in Mice.
Neuroscience. 2018;371:229-41.

Xu X, Chua KW, Chua CC, Liu CF, Hamdy RC, Chua BHL. Synergistic pro-
tective effects of humanin and necrostatin-1 on hypoxia and ische-
mia/reperfusion injury. Brain Res. 2010;1355:189-94.

Naito MG, Xu D, Amin P, Lee J, Wang H, Li W, et al. Sequential activa-
tion of necroptosis and apoptosis cooperates to mediate vascular and
neural pathology in stroke. Proc Natl Acad Sci U S A. 2020;117(9):4959-
70.

Yin B, Xu Y, Wei RL, He F, Luo BY, Wang JY. Inhibition of receptor-inte-
racting protein 3 upregulation and nuclear translocation involved in
Necrostatin-1 protection against hippocampal neuronal programmed
necrosis induced by ischemia/reperfusion injury. Brain Res.
2015;1609:63-71.

Deng XX, Li SS, Sun FY. Necrostatin-1 Prevents Necroptosis in Brains
after Ischemic Stroke via Inhibition of RIPK1-Mediated RIPK3/MLKL
Signaling. Aging Dis. 2019;10(4):807-17.

Zhou Y, Zhou B, Tu H, Tang Y, Xu C, Chen Y, et al. The degradation of
mixed lineage kinase domain-like protein promotes neuroprotection
after ischemic brain injury. Oncotarget. 2017;8(40):68393-401.

Zhou Y, Zhou B, Tu H, Tang Y, Xu C, Chen Y, et al. The degradation of
mixed lineage kinase domain-like protein promotes neuroprotection

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

79.

Serebral ve Miyokardiyal /R Hasarinda Nekroptozis

after ischemic brain injury. Oncotarget. 2017;8(40):68393-401.

Deng XX, Li SS, Sun FY. Necrostatin-1 Prevents Necroptosis in Brains
after Ischemic Stroke via Inhibition of RIPK1-Mediated RIPK3/MLKL
Signaling. Aging Dis. 2019;10(4):807-17.

Deng YP, Sun Y, Hu L, Li ZH, Xu QM, Pei YL, et al. Chondroitin sulfate
proteoglycans impede myelination by oligodendrocytes after perinatal
white matter injury. Exp Neurol. 2015;269:213-23.

WangZ, Jiang H, Chen S, Du F, Wang X. The mitochondrial phosphatase
PGAMS functions at the convergence point of multiple necrotic death
pathways. Cell. 2012;148(1-2):228-43.

Yang R, Hu K, Chen J, Zhu S, Li L, Lu H, et al. Necrostatin-1 protects
hippocampal neurons against ischemia/reperfusion injury via the
RIP3/DAXX signaling pathway in rats. Neurosci Lett. 2017;651:207-15.
Jung YS, Kim HY, Lee YJ, Kim E. Subcellular localization of Daxx deter-
mines its opposing functions in ischemic cell death. FEBS Lett.
2007;581(5):843-52.

Hu W, Wu X, Yu D, Zhao L, Zhu X, Li X, et al. Regulation of JNK signaling
pathway and RIPK3/AIF in necroptosis-mediated global cerebral ische-
mia/reperfusion injury in rats. Exp Neurol. 2020;331:113374.

Xu'Y, Wang J, Song X, Qu L, Wei R, He F, et al. RIP3 induces ischemic
neuronal DNA degradation and programmed necrosis in rat via AlF. Sci
Rep. 2016;6:29362.

Li W, Liu J, Chen JR, Zhu YM, Gao X, Ni Y, et al. Neuroprotective Effects
of DTIO, A Novel Analog of Nec-1, in Acute and Chronic Stages After
Ischemic Stroke. Neuroscience. 2018;390:12-29.

Li X, Cheng S, Hu H, Zhang X, Xu J, Wang R, et al. Progranulin protects
against cerebral ischemia-reperfusion (I/R) injury by inhibiting necrop-
tosis and oxidative stress. Biochem Biophys Res Commun.
2020;521(3):569-76.

QuY, ShiJ, TangY, Zhao F, Li S, Meng J, et al. MLKL inhibition attenua-
tes hypoxia-ischemia induced neuronal damage in developing brain.
Exp Neurol. 2016;279:223-31.

Malireddi RKS, Kesavardhana S, Kanneganti TD. ZBP1 and TAK1: Mas-
ter Regulators of NLRP3 Inflammasome/Pyroptosis, Apoptosis, and
Necroptosis (PAN-optosis). Front Cell Infect Microbiol. 2019;9:406.
Yan WT, Yang YD, Hu XM, Ning WY, Liao LS, Lu S, et al. Do pyroptosis,
apoptosis, and necroptosis (PANoptosis) exist in cerebral ischemia?
Evidence from cell and rodent studies. Neural Regen Res.
2022;17(8):1761-8.

ShulJ, Yang L, Wei W, Zhang L. Identification of programmed cell death-
related gene signature and associated regulatory axis in cerebral isc-
hemia/reperfusion injury. Front Genet [internet]. 2022 [a.yer
2023];13. Erigim adresi: https://www.frontiersin.org/artic-
les/10.3389/fgene.2022.934154

Zhu H, Sun A. Programmed necrosis in heart disease: Molecular mec-
hanisms and clinical implications. J Mol Cell Cardiol. 2018;116:125-34.
Halestrap AP, Richardson AP. The mitochondrial permeability transi-
tion: a current perspective on its identity and role in ischaemia/reper-
fusion injury. J Mol Cell Cardiol. 2015;78:129-41.

Xia Z, Li H, Irwin MG. Myocardial ischaemia reperfusion injury: the
challenge of translating ischaemic and anaesthetic protection from
animal models to humans. Br J Anaesth. 2016;117 Suppl 2:ii44-62.
Buja LM. Myocardial ischemia and reperfusion injury. Cardiovasc Pat-
hol Off J Soc Cardiovasc Pathol. 2005;14(4):170-5.

Tani M, Neely JR. Role of intracellular Na+ in Ca2+ overload and dep-
ressed recovery of ventricular function of reperfused ischemic rat he-
arts. Possible involvement of H+-Na+ and Na+-Ca2+ exchange. Circ
Res. 1989;65(4):1045-56.

Ibafiez B, Heusch G, Ovize M, Van de Werf F. Evolving therapies for
myocardial ischemia/reperfusion injury. J Am Coll Cardiol.
2015;65(14):1454-71.

Chen S, Li S. The Na+/Ca?+ exchanger in cardiac ischemia/reperfusion
injury. Med Sci Monit Int Med J Exp Clin Res. 2012;18(11):RA161-165.
Fieni F, Johnson DE, Hudmon A, Kirichok Y. Mitochondrial Ca2+ Uni-
porter and CaMKIl in heart. Nature. 2014;513(7519):E1-2.

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2023;20(2):451-462.
DOI: 10.35440/hutfd.1341349

461



Yilmaz Z.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Yu J, Wu J, Xie P, Maimaitili Y, Wang J, Xia Z, et al. Sevoflurane post-
conditioning attenuates cardiomyocyte hypoxia/reoxygenation injury
via restoring mitochondrial morphology. PeerJ. 2016;4:€2659.
Cadenas S, Aragonés J, Landazuri MO. Mitochondrial reprogramming
through cardiac oxygen sensors in ischaemic heart disease. Cardiovasc
Res. 2010;88(2):219-28.

Cain BS, Meldrum DR, Dinarello CA, Meng X, Joo KS, Banerjee A, et al.
Tumor necrosis factor-alpha and interleukin-1beta synergistically dep-
ress human myocardial function. Crit Care Med. 1999;27(7):1309-18.
Kleinbongard P, Schulz R, Heusch G. TNFa in myocardial ischemia/re-
perfusion, remodeling and heart failure. Heart Fail Rev. 2011;16(1):49-
69.

Toldo S, Mauro AG, Cutter Z, Abbate A. Inflammasome, pyroptosis,
and cytokines in myocardial ischemia-reperfusion injury. Am J Physiol
- Heart Circ Physiol. 2018;315(6):H1553-68.

Tian H, Xiong Y, Xia Z. Resveratrol ameliorates myocardial ischemia/re-
perfusion induced necroptosis through inhibition of the Hippo
pathway. J Bioenerg Biomembr. 2023;55(1):59-69.

Birnbaum Y, Ye R, Chen H, Carlsson L, Whatling C, Fjellstrém O, et al.
Recombinant Apyrase (AZD3366) Against Myocardial Reperfusion
Injury. Cardiovasc Drugs Ther. 2022;

Chen H, Tang LJ, Tu H, Zhou YJ, Li NS, Luo XJ, et al. Arctiin protects rat
heart against ischemia/reperfusion injury via a mechanism involving
reduction of necroptosis. Eur J Pharmacol. 2020;875:173053.

Smith CCT, Davidson SM, Lim SY, Simpkin JC, Hothersall JS, Yellon DM.
Necrostatin: a potentially novel cardioprotective agent? Cardiovasc
Drugs Ther. 2007;21(4):227-33.

Koudstaal S, Oerlemans MIFJ, Van der Spoel TIG, Janssen AWF, Hoefer
IE, Doevendans PA, et al. Necrostatin-1 alleviates reperfusion injury
following acute myocardial infarction in pigs. Eur J Clin Invest.
2015;45(2):150-9.

He F, Zheng G, Hu J, Ge W, Ji X, Bradley JL, et al. Necrosulfonamide
improves post-resuscitation myocardial dysfunction via inhibiting
pyroptosis and necroptosis in a rat model of cardiac arrest. Eur J Phar-
macol. 2022;926:175037.

Li Y, Hao H, Yu H, Yu L, Ma H, Zhang H. Ginsenoside Rg2 Ameliorates
Myocardial Ischemia/Reperfusion Injury by Regulating TAK1 to Inhibit
Necroptosis. Front Cardiovasc Med. 2022;9:824657.

Wang K, Liu F, Liu CY, An T, Zhang J, Zhou LY, et al. The long noncoding
RNA NRF regulates programmed necrosis and myocardial injury during
ischemia and reperfusion by targeting miR-873. Cell Death Differ.
2016;23(8):1394-405.

Qin D, Wang X, Li Y, Yang L, Wang R, Peng J, et al. MicroRNA-223-5p
and -3p Cooperatively Suppress Necroptosis in Ischemic/Reperfused
Hearts. J Biol Chem. 2016;291(38):20247-59.

Zhang DY, Wang BJ, Ma M, Yu K, Zhang Q, Zhang XW. MicroRNA-325-
3p protects the heart after myocardial infarction by inhibiting RIPK3
and programmed necrosis in mice. BMC Mol Biol. 2019;20(1):17.
Wang JX, Zhang XJ, Li Q, Wang K, Wang Y, Jiao JQ, et al. MicroRNA-
103/107 Regulate Programmed Necrosis and Myocardial Ischemia/Re-
perfusion Injury Through Targeting FADD. Circ Res. 2015;117(4):352-
63.

Gao XQ, Liu CY, Zhang YH, Wang YH, Zhou LY, Li XM, et al. The circRNA
CNEACR regulates necroptosis of cardiomyocytes through Foxa2 supp-
ression. Cell Death Differ. 2022;29(3):527-39.

Hou H, Wang Y, Li Q, Li Z, Teng Y, Li J, et al. The role of RIP3 in cardi-
omyocyte necrosis induced by mitochondrial damage of myocardial
ischemia-reperfusion. Acta Biochim Biophys Sin. 2018;50(11):1131-40.
Horvath C, Young M, Jarabicova I, Kindernay L, Ferenczyova K, Ravinge-
rova T, et al. Inhibition of Cardiac RIP3 Mitigates Early Reperfusion
Injury and Calcium-Induced Mitochondrial Swelling without Altering
Necroptotic Signalling. Int J Mol Sci. 2021;22(15):7983.

Zhang T, Zhang Y, Cui M, lJin L, Wang Y, Lv F, et al. CaMKIl is a RIP3
substrate mediating ischemia- and oxidative stress-induced myocar-
dial necroptosis. Nat Med. 2016;22(2):175-82.

100. Szobi A, Rajtik T, Carnicka S, Ravingerova T, Adameova A. Mitigation of

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Serebral ve Miyokardiyal /R Hasarinda Nekroptozis

postischemic cardiac contractile dysfunction by CaMKIl inhibition: ef-
fects on programmed necrotic and apoptotic cell death. Mol Cell Bioc-
hem. 2014;388(1):269-76.

Zhu P, HuS, Jin Q, Li D, Tian F, Toan S, et al. Ripk3 promotes ER stress-
induced necroptosis in cardiac IR injury: A mechanism involving cal-
cium overload/XO/ROS/mPTP pathway. Redox Biol. 2018;16:157-68.
MarunouchiT, Ito T, Onda S, Kyo L, Takahashi K, Uchida M, et al. Effects
of 17-AAG on the RIP1/RIP3/MLKL pathway during the development
of heart failure following myocardial infarction in rats. J Pharmacol Sci.
2021;147(2):192-9.

Luedde M, Lutz M, Carter N, Sosna J, Jacoby C, Vucur M, et al. RIP3, a
kinase promoting necroptotic cell death, mediates adverse remodel-
ling after myocardial infarction. Cardiovasc Res. 2014;103(2):206-16.
Karunakaran D, Nguyen MA, Geoffrion M, Vreeken D, Lister Z, Cheng
HS, et al. RIPK1 Expression Associates With Inflammation in Early At-
herosclerosis in Humans and Can Be Therapeutically Silenced to Re-
duce NF-kB Activation and Atherogenesis in Mice. Circulation. 12 Ocak
2021;143(2):163-77.

Koshinuma S, Miyamae M, Kaneda K, Kotani J, Figueredo VM. Combi-
nation of necroptosis and apoptosis inhibition enhances cardioprotec-
tion against myocardial ischemia-reperfusion injury. J Anesth.
2014;28(2):235-41.

Tu H, Zhou YJ, Tang LJ, Xiong XM, Zhang XJ, Ali Sheikh MS, et al. Com-
bination of ponatinib with deferoxamine synergistically mitigates isc-
hemic heart injury via simultaneous prevention of necroptosis and fer-
roptosis. Eur J Pharmacol. 2021;898:173999.

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2023;20(2):451-462.
DOI: 10.35440/hutfd.1341349

462



