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AKUT ISKEMIDE HUICRE ZEDELENMESI VE NOROPROTEKTIF MEKANIZMALARI
Seving AKTAN

Marmara Universitesi Thp Fakiiltesi, Noroloji A.D., Istanbul

OZET

Yazida sira ile iskemi-reperfiizyon zedelenmesinin biyokimyas), iskemik zedelenme : Glutamat ve Ca+2, reperfiizyon
zedelenmesi, serbest oksijen radikalleri, néron geligimi, survival, terminal diferansiyasyon ve apoptosis icin gerekli
sinyaller, iskemi -reperfiizyon zedelenmesi sonucu néiron ve diger hiicrelerin tamir yetenekleri, nérotrofik faktorler,
insulinin protektif etkisi ve sonuglar son literatiir bilgiler 1;1ginda irdelenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi - reperfiizyon , serbest radikal, ndrotrofik faktor, insulin, sican, apoptosis

CELL DAMAGE AND NEUROPROTECTIVE MECHANISMS IN ACUTE STROKE

In this paper the biochemistry of ischemia-reperfusion injury, ischemic injury: Glutamate and Ca+2, reperfﬁsion injury:
free oxygen radicals, signals for neuron development, survival, terminal differentiation and apoptosis, the result of
ischemia-reperfusion injury ; repairment capabilities of neuron and other cells, neurotrophic factors, the protective effect

of insulin and results were discussed.

Key Words: Ischemia-reperfusion, free radicals, neurotrophic factor, insulin , rat, apoptosis.

Beyin dokusunu sulayan damarlardan biri
tikandig: zaman , itkanmanin distalinde Beyin Kan
Akimi (BKA) azalir (1). BKA 10ml/100gr beyin
dokusu/dk ya indiginde néron , glia, kan
damarlar1 ve sinir liflerinde nekroza kadar giden
yapisal degigiklikler olugur, beyin dokusu
biitanlGginii  kaybeder ve sonugta infarktiis
gelisir. BKA’nin 10-20 ml/100gr beyin dokusu/dk
indigi , infarkhis cevresindeki “border-zone”
alanda ise beyin dokusunun biitlinliigli korunur ,
ancak noral disfonksiyon wve selektif néron
zedelenmesi olabilir. Bu “border-zone” alana aym
zamanda “iskemik penumbra” da denir {19,26).
Kan akumunin  yeniden saglanmasiyla  doku
oksijenlenmesi ile birlikie dokuda diizelme
beklenirken , kan ve zedelenmis doku arasindaki
etkilesim sonucu doku zedelenmesi daha da
ilerler. Bu kan akimirnun geri déniigliniin paradoks
etkisine “reperfiizyon zedelenmesi” denir(9}.
Reperfiizyon sonrasi noron &limiiniin belirgin
hale geldigi ve infarkt alaminin genigledigi
gosterilmigtir,

Komplet iskemiden yaklagik 4 dakika sonra ,
beynin enerjisini saglayan ATP lizla azalr ve
hiicre membranmindaki ionlann dengesi bozulur.
Hiicre i¢ine Ca+2 iyonlar1 hzla akmaya baglar .
Hiicre membram depolarize olur (35). iskeminin
uyardifs  depolarizasyon sonucu eksitatuvar
aminoasit norotransmiterler (EAA) glutamat,
aspartat agifa ¢ikar ve kontrol degerlerinin 8-10
katina ulagir, EAA’lerin N-Metil-D-Aspartat
(NMDA) reseptoriinii uyarmas: sonucunda Ca+2
‘un hiicre icine girisi daha da artar. Sonugta hiicre
icinde Ca+2 , kendine o6zgli kalmodulin adh
proteazi uyararak fosfolipaz A2'yi aktive eder.
Lipolitik etki sonucu ; serbest yag asitleri , 6zellikle

BKA : Beyin kan akim

EAA :Eksitator amino asit

AA : Arakidonik asit

IGF :Insiilin - like growth factor
BDNF : Beyin kaynakli nérotrofik faktor

de Arakidonik Asit (AA) ortaya qkar(sekil 1)
(15,37}
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Sekil 1: Iskemi Sreperfiizyon zedelenmesinin biyokimyas.

Iskemi sonrasi goriilen doku zedelenmesi 6zellikle
reperfiizyon sirasinda ortama eklenen oksijen ve
ortaya ¢ikan serbest radikallerle iligkilidir.
Oksijenin en dig iki yorungesinde birer elektronu
vardir ve indirgenme sirasinda serbest radikaller
stiperoksit {O2° ) hidroksil {OH® ) ve hidrojen
peroksit (H202) olusur (sekil 2)(12).
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H20

H202 = hidrojen peroksit
OH= hidroksil radikali
O2= sliperoksit

$ekil 2: Oksijenin indirgenmesi ile ortaya gikan serbest oksijen
radikalleri.

Serbest radikaller en dis yoriingelerinde tek
elektron tagidiklarindan baglanmaya ¢ok agiktirlar
ve hemen reaksiyona girerek proteinleri , nukleik
asitleri, lipidleri wve karbonhidratlar: yikarlar.
Ozellikle AA vyolu , bilinen en énemli serbest
radikal kaynagidir (13). Serbest radikaller 6z¢llikle
membrandaki doymamig serbest yag asitlerini
atake ederek lipid peroksidasyonuna ve membran
hasarina neden olurlar (6). Serbest yag asitlerinin,
hidroperoksit , malonildialdehit pibi yikim
irinleri ayrica hiicresel ddeme ; damar
gecirgenlifinde artiga , iltihabi reaksiyonlara ve
kemotaksise neden olurlar(6).

Iskemi-reperfiizyon zedelenmesinde serbest
oksijen radikallerinin zararh etkisine karss ¢ok
duyarh olan diger bir molekiil grubu da siilfir
iceren proteinlerdir (sekil 3)(25). Serbest oksijen
radikali tarafindan okside olan proteinler nétral
proteazlar ile amino asitlere bGliniir. Bunlarn
sonucunda bircok proteinin enzimatik
akftivasyonu bozulur. Sonucta serbest oksijen
radikalleri dokunun slumiine neden olur {10).
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Sekil 3: Protein oksidasyonu

Iskemi -perfiizyon zedelenmesinin Snlenmesi
igin simdiye kadar kalsiyum kanal antagonistleri ,
glutaminerjik antagonistler wve serbest oksijen
radikallerini ortamdan temizleyen antioksidanlar
kullamlmighir. Ancak bunlann tlimiinin etkileri
kisith kalmushr, yararli olmadiklart hatta kalsiyum
kanal blokorlerinin kardiak debivi azaltarak
infarkt alamna daha da fazla zarar verebilecekleri
gosterilmistir(6,7).

Son  zamanlarda

galismalar  hiicrelerin
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yenilenme mekanizmalarini luzlandiran faktérler
uzerinde yogunlagmushir. Bu faktorler iginde ,
membran tamirini hizlandiran , “transkripsiyon”
mekanizmalanm uyaran , ndrona oSzgll enzim
yapimrunt hizlandiran , lipid sentezini arttiran ,
hiicreici  protein yapimm indikleyen , sinir
biyume faktorl;; fibroblast bilylime faktorii,
insulin, insulin benzeri biiylime faktord sayilabilir

(14,16,31).Bu  faktdrlerin  noéron  gelisimi |,
farkhlagmast  ve  rejemerasyonu  ydniindeki
mekanizmalan tam agik degildir. Ancak santral
sinir sisteminin gelisim basamaklan
incelendiginde ; mekanizmalan daha iyi
anlagilabilir.

Santral sinir sisteminin gelisimi genellikle 4
baglik altinda tarhsihir(29);
1. Néroepitelial uyanlma,
2. Rejyonalizasyon ve gekillenme.
3. Noron prekursdrlerinin diferansiyasyonu.
4. Survival ve terminal diferansiasyonu.
Terminal diferansiyasyon ve survival igin gerekli
faktorler  ve bunlara Ozgll reseptorler , doku
kiifturi  modellerinde galigilmighr. Bu faktdrler
arasinda en onemlileri ; sinir bayGme faktorii;
Beyin Kaynakh Ndorotrofik faktor (BDNF),
Norotrofin 3 ve Norotrofin 4/5'dir. Norotrofinler
igin iki ayn grup reseptor tanimlanmsgur:
1. Yiiksek affiniteli Trk ailesinden “tyrosin kinaz”
reseptorleri
2. Diigiik affiniteli “P 757 reseptérii.

Trk reseptorleri herbir norotrofin icin Gzellik
gosterirken; P75 resepttrii hepsini baglayabilir
(sekil4)(28).
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Sekil 4 Niratrofik faktarler ve trozin kinaz reseptiirleri.

NCGF: Nerve Growth Factor

NT/3-4: Nirolrofik Fakior

BDNR: Brain Derived Norotrofik Faktor, Trk ABC: Tirozin
kinaz reseploor

555'nin gelisimi sirasinda hiicreler biryandan
yagamlarnu sirdarmek gabasi igindevken , bir
yandan da fizyolojik kosullarda élirler (22).Bir
grup hiicre hemen boliindiikten sonra otebilir ;



digerleri“target” hiicreden salman trofik faktdr
igin bir kompetisyona girerek yasamlarim
kaybeder. Bir bagka grup ise presinaptik yeterli
input almadiklan igin o6lir. Néronal hiicreler
aynca yaglanmada, dejenaratif hastaliklarda
nébet, trauma gibi akut gelisen olaylarda ; trofik
destegi kaybettikleri igin sitoplazma ve niikleusta
olugan bir seri reaksiyon sunucu yasamlarim
kaybederler (24).

Bir trofik faktdr deprivasyonu sonucu , hiicre
Slum sinyali ahr (sekil 5). Bir dizi hicre
reaksiyonu sonucu apoptosis (hidcre Slimii)

gerceklesir. Bu  program dahilindeki  8liimi
gergeklestiren en Snemli faktor hiicre icinde
serbest radikallerin artmast ve lipid

peroksidasyonu ile hucre membrammn  zarar
gormesidir. Diger bir yol, hiicre ici sistein proteaz
interlékin  1-b  converting  enzim  (ICE)
aktivasyonudur. Diger bir yolda hiicre siklusunu
saglayan kinazlarin aktivasyonudur (18,38).

Hasialik, transplaniasyon ve rejenerasyon
Liptd proksidasyonuny da

T Serbest Radikaller ",
teeren hicre hasan

B

ICE-benzeri pretcalarin
aklivasyonu

Aktivasyon-hiiere
sikluso Kingzdan

Bel-2/Bax-
duyarl olmayan yollar

Sekil 5: Noronlanm fizyolojik Gliim programlan.

Son zamantarda tammlanan proto-onkojen olan
Bel-2 |, sitoplazmadaki Bax proteini ile birlegerek ,
gerek antioksidan etkisi gerekse proteaz ve
kinazlarn inaktive ederek hicreyi apoptozdan
korur (11,20).

Iskemi/reperfiizyon sonrast olusan hicre
olimiinde , growth faktérler ; nukleus icinde
protein kinazlari aktive ederek , erken olusan
proto-onkojenlerden c-fos ve c-jun’u aktive ederek
, Bcl-2’nin transkripsiyonunu uyararak hicreyi
olasi bir Sliimden koruyabilirler (sekil 6)(34).

Nérotrofik  faktorlerden IGF ;  sicanlarda
iskemiden hemen sonra lateral ventrikiile enjekte
edilmis , apoptosist engelledigi ve infarkt alani
kiigiilttligit gdsterilmigtir (6).

Sinir Bilylime Faktor veya BDNF siganlarda ,
transient dnbeyin iskemisinden sonra
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intraventrikiiller olarak wuygulanmg ve CAl
piramidal hiicrelerde nekrozu azalttig1
gosterilmistir (23,3).
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Sekil 6: Iskemi/reperfiizyon zedelenmesinde, nétron Bliimiinii
uyaran ve inhibe eden mekanizmalar:

12y Hilere aratan mekanizmalaruu
indiikliyor.

2-} Norotrofik [aktér MNukleustan antiapoptotik bir gen olan
Bcl-2nin transkri psivonunu uyarsyor,

ici kalsiyvum  Glim

Bu koruyucu etkilerini ya hiicre igi Ca+2
dengesini sagflayarak ya da Bcl-2 genini
transkripsiyonunu  uyararak gergeklestirdikleri
disiiniiimektedir (4).

Endojen noroprotektif maddelerden biri de
insulindir. Insulinin sicanda iskemi Oncesi ya da
sonrast kullarumi serebral korteks ; talamus ve
substansia nigrada infarkt alamm simrlamighr
(32,33).

Insulinin iskemi / reperfiizyon
zedelenmesindeki koruyucu etkisi salt glukoz
kullammunin diizenlenmesi ile simirli olmayip ;
etken sabmmh protonkojenlerden <¢-fos ve
cjun’un transkripsiyonunu saglar. Nukleustan
mRNA vapimmu arttirarak ; lipogenesis ve protein
sentezi i¢in gerekli olan enzimleri uyarnr.
Mitokondrideki piruvat dehidrojenaz kompleksini
aktive ederek , ATP yapimunt luzlandinr, Isi soku
proteinlerini indikler (5,27).

Insulinin aktivasyonu membrandaki reseptor
tirozin kinaza baglanmasiyla baglar (gekil 7).
Insulin reseptér substrat [ (IRS-1) “in aktivasyonu

ile  kalmodulini (CAM) fosforile ederek ;
kalsiyumun fosfolipaz A2 (PLA2} (izerinden
lipolizis etkisini suprese eder. Sitoplazmada

bulunan Ras ve Raf proteinleri aracihif ile ritojen
aktivated protein (MAP) kinazi aktive ederek
glikojen , lipid ve protein sentezlerini uyanr.
Glutatyon diizeyini arthirarak lipid
peroksidasyonunu  ve protein oksidasyonunu
engeller. Nukleus Gzerine etki ederek
transkripsiyon faktérierini uyararak , apoptosis
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engelleyen Bcl-2' genini olusturur. Sonucta hem
hiicrenin membram1 , hem de sitoplazmasi ve
nukleusu tizerindeki olumlu etkileriyle
hiicrelerin rejenerasyonunu saglar (21,30,36).
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Sekil 7: Bir endojen néroprotektif madde olan insulinin etki
mekanizmasi.

IRTKX Insulin reseptor tirozin kinaz.

IRST: Insulin reseptir substrat-1

MAP kinaz: Mitojen aktivated protein kinaz.
CIEG: Erken olusan genler.

BCL-2: Antiapoptotik gen,

Marmara Universitesi , Tip Fakultesi Noroloji
ve Fizyoloji Anabilim Dallarmun olusturdugu ,
siganda iskemi/reperfiizyon zedelenmesi
modelinde INSULiN‘in lipid peroksidasyon ;
glutatyon ve protein oksidasyonu diizeylerine
olan etkisi incelenmigtir. Cahigma gruplarimiz @ A.
iskemi/reperfiizyon grubu: 10 dakika iskemi
sonrasinda 8,60,90 dakikalik ve 3 giinliik (n=8)
reperfiizyon uygulanmustir.

B. I/R + msulin grubu : 10 dakika iskemi
sonras1 her grup igin ayn (n=8) 2u/kg insulin
verilmistir.

C. Sham grubu: Her grup icin ayri (n=8)
uygulanmistir,

Kan glukoz degerleri her grupta 150-200 mg/dl
tutulmustur. Lipid peroksidasyonu (nmol MDA /g
doku) degisik reperfiizyon gruplarmda ve insulin
ile anlamhhk gostermemistir (sekil 8). Protein
karbonil miktar1 (nmol/mg protein) reperfiizyon
gruplarinda  anlamhi  olarak  yukselmistir
(p<0.001,p<0.001). Insulin verilen grupta anlamh
olarak dismiistiir (p<0.01, p<0.01)(sekil 9).

Ug giinliik degerler :Protein karbonil miktan
(nmol/mg protein) 3. giinde kontrol degerlere
ulagnu;;hr (p<0.001)

Glutatyon  (GSH)  (mmol /g  doku)
reperfuzyonun 8. dakikasinda anlamh olarak
diisme kaydederken (p<0.01), insulin verildikten
sonra anlamh olarak ytksek kalmistir (p<0.001)
(sekil 10).

Glutatyon degerlerinin ; reperfuzyonun en
erken evresinde (8 dakika) insulin tarafindan
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yitksek diizeylere ulastirilmas: ; serbest oksijen
radikallerinin , glutatyon peroksidaz reaksiyonu
sonucu ortamdan temizlenmesine neden olur.

sham

instilin + sham

iskemi + reperfiizyon

iskemi reperfiizyon + insulin
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Sekil 8 Lipid  peroksidasvonu:  Anlamh  bir  farkhhk
eisterilmedi
[ sham
instlin + sham
EEZ] iskemi + reperfiizyon
B8 iskemi-reperfiizyon + insulin
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Sekil @ Protein karbonil miktarlan; reperfiizyonun 8. ve 90,
dakikalaninda sham degerlerine gore anlamh olarak yiikseklik
gasterdi (P<0.001, p<0.001).

Ug ptinlik repertizyon déneminde; sham degerlerine kadar
diigtun, [nsulin ile anlamh (p<0.01, p<0.01) dilsme kavdedildi,

etkisi
s07

Simdive
olarak

kadar insulinin noroprotektif
anti-oksidan ozelliklerinden



edilmezken calismamiz insulinin erken iskemi
reperflizyon zedelenmesinde glutatyon miktarini
arttirarak ve protein oksidasyonuna engel olarak ,
serbest oksijen radikallerinin olumsuz etkilerini
azalttigimi gostermistir.

3 [] sham
[ insiilin + sham
iskemi + reperfiizyon
B iskemi-reperfiizyon + insulin
3
4
P
N2
]
E
X
w
U
1
0

8 min 90 min

3 days

Sonug olarak ; akut iskemi ve reperfizyon
zedelenmesinde norotrofik faktorler umut verici
torapotik stratejileri olusturmaktadir. Apoptosisi
engellerken sentral sinir sistemindeki
rejenerasyonu da uyarmaktadir. Trofik faktorlerle
yapilan galismalar halen siirmekte , hangi yolla
verilmesi gerektigi ve sonugta hasta beyin
bélgesine ne denli ulash@ heniiz tam acgikhk
kazanmamistir. Uzun siire kullamimlart toksik
olabilecegi gibi diger néral sistemlarde aberan
biiyimeye yol agabilmektedir(2,8,17).
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