
 

 

T.C. 

İSTANBUL MEDİPOL ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

DOKTORA TEZİ 

 

 

 

ALFA LİPOİK ASİT’İN  

İNSAN DEJENERE İNTERVERTEBRAL DİSK DOKUSU 

PRİMER HÜCRE KÜLTÜRLERİ ÜZERİNE  

POTANSİYEL ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

 

İRFAN AYDIN 

 

 

TIBBİ FARMAKOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

 

DANIŞMAN 

Prof. Dr. HANEFİ ÖZBEK 

 

 

İSTANBUL - 2022 

 



i 
 

TEZ ONAY FORMU 

  

Kurum          : İstanbul Medipol Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü  

Programın Seviyesi: Yüksek Lisans ( )  Doktora (X)  

Anabilim Dalı         : Tıbbi Farmakoloji 

Öğrenci          : İrfan Aydın 

Tez Başlığı          : Alfa Lipoik Asit’in İnsan Dejenere İntervertebral Disk Dokusu 

Primer Hücre Kültürleri Üzerine Potansiyel Etkilerinin 

Araştırılması 

Sınav Yeri          : İstanbul Medipol Üniversitesi Güney Yerleşkesi 

Sınav Tarihi           : 26.07.2022 

 

Tez tarafımızdan okunmuş, kapsam ve nitelik yönünden Doktora Tezi olarak kabul 

edilmiştir.  

 

Danışman     Kurumu                       İmza  

Prof. Dr. Hanefi ÖZBEK  İzmir Bakırçay Üniversitesi 

 

Sınav Jüri Üyeleri  

Prof. Dr. Mustafa GÜZEL  İstanbul Medipol Üniversitesi 

Dr. Öğr. Üyesi Ayşe Arzu ŞAKUL  İstanbul Medipol Üniversitesi 

Dr. Öğr. Üyesi Çağlar MACİT İstanbul Medipol Üniversitesi 

Prof. Dr. Feyza ARICIOĞLU Marmara Üniversitesi 

 

Yukarıdaki jüri kararıyla kabul edilen bu Doktora Tezi, Enstitü Yönetim Kurulu’nun 

……/……/ ……… tarih ve ……..…../………. - …..…. sayılı kararı ile şekil 

yönünden Tez Yazım Kılavuzuna uygun olduğu onaylanmıştır. 

 

 

 

Prof. Dr. Nesrin EMEKLİ  

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Müdür Vekili 



ii 
 

ETİK İLKE VE KURALLARA                                                

UYGUNLUK BEYANI 

 

Bu tez çalışmasının kendi çalışmam olduğunu, tezin planlanmasından yazımına 

kadar bütün safhalarda etik dışı davranışımın olmadığını, bu tezdeki bütün bilgileri 

akademik ve etik kuralları içerisinde elde ettiğimi, bu tez çalışması ile elde edilmeyen 

bütün bilgi ve yorumlara kaynak gösterdiğimi ve bu kaynakları da kaynaklar listesine 

aldığımı, yine bu tez çalışması ve yazımı sırasında patent ve telif haklarını ihlal edici 

bir davranışımın olmadığını beyan ederim. 

 

 

 

İrfan AYDIN 

İmza 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 
 

TEŞEKKÜR 

 

Doktora eğitimim ve tez çalışmam süresince, çok değerli bilgi ve tecrübelerini benimle 

paylaşan,  danıştığım zamanlar da kıymetli zamanını ayırıp elinden gelenin fazlasını 

sunan, güler yüzünü ve samimiyetini esirgemeyen, öğrettiği tüm değerli bilgilerden 

mesleki hayatımda da faydalanacağımı düşündüğüm, saygıdeğer tez danışmanı hocam 

Prof. Dr. Hanefi Özbek’e,  bilgi ve tecrübelerini güler yüzlü ve samimi şekilde 

paylaşan ve yardımlarını benden esirgemeyen İstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi 

Farmakoloji Anabilim Dalı Başkanı Dr. Öğr. Üye. Ayşe Arzu Sayın Şakul’a, 

eğitimime katkı sağlayan İstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi Farmakoloji Anabilim 

Dalı öğretim üyelerine, olguların araştırmaya dahil edilme ve araştırmadan dışlanma 

kriterlerinde klinik bilgisini esirgemeyen ve primer kültürlerin kurulmasında 

kullanılan intervertebral disk dokularının cerrahi rezeksiyonunu sağlayan, Haliç 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalı öğretim üyesi  Doç. 

Dr. Numan Karaarslan’a, farmakomoleküler deneyler esnasında genetik ve moleküler 

düzeyde bilgi ve tecrübesi ile destek veren Namık Kemal Üniversitesi Fen Edebiyat 

Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı öğretim üyesi Doç. Dr. Duygu 

Yaşar Şirin’e, eğitim ve öğrenim hayatım boyunca yanımda olan ve beni bugünlere 

getiren aileme,  en kalbî duygularımla sonsuz saygı ve teşekkürlerimi arz ederim. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iv 
 

İÇİNDEKİLER 

TEZ ONAY FORMU .................................................................................................. i 

ETİK İLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANI ...................................... ii 

TEŞEKKÜR .............................................................................................................. iii 

İÇİNDEKİLER ......................................................................................................... iv 

KISALTMALAR VE SİMGELER LİSTESİ ......................................................... vi 

TABLOLAR LİSTESİ ............................................................................................ viii 

ŞEKİLLER LİSTESİ ................................................................................................ ix 

RESİMLER LİSTESİ ................................................................................................ x 

1. ÖZET....................................................................................................................... 1 

2. ABSTRACT ............................................................................................................ 2 

3. GİRİŞ VE AMAÇ .................................................................................................. 3 

4. GENEL BİLGİLER ............................................................................................... 5 

4.1. İntervertebral Disk Yapısı ................................................................................. 5 

4.1.1. İntervertebral disk anatomisi ve fizyolojisi ................................................ 5 

4.1.2. İntervertebral disk histolojisi ...................................................................... 6 

4.1.3. İntervertebral disklerin beslenmesi ............................................................. 9 

4.2. İntervertebral Disk Dejenerasyonu .................................................................. 10 

4.2.1. İVD dejenerasyonunda doku beslenmesi .................................................. 13 

4.2.2. İVD dejenerasyonunda hücre kaybı .......................................................... 14 

4.2.2.1. İVD dejenerasyonunda NP hücrelerinde apoptoz iç yolağı .............. 14 

4.2.2.2. İVD dejenerasyonunda NP hücrelerinde apoptoz dış yolağı ............ 15 

4.2.2.3. İVD dejenerasyonunda AF hücrelerinde apoptoz ............................. 16 

4.2.2.3. İVD dejenerasyonunda kıkırdak plak hücrelerinde apoptoz ............. 16 

4.2.2.4. İVD dejenerasyonunda otofaji .......................................................... 16 

4.2.3. İVD Dejenerasyonunun tedavisi ............................................................... 16 

4.2.3.1. Mevcut tedavi yöntemleri .................................................................. 16 

4.2.3.2. Biyolojik tedavi araştırmaları ........................................................... 18 

4.3. Alfa Lipoik Asit (ALA) ................................................................................... 18 

4.3.1. ALA’nın önemi ......................................................................................... 20 

4.3.2. ALA’nın farmakokinetiği ......................................................................... 21 

4.3.3. ALA’nın farmakodinamiği ....................................................................... 22 



v 
 

4.3.3.1. ALA’nın antioksidan potansiyeli ....................................................... 22 

4.3.3.2. ALA’nın antidiyabetik etkisi .............................................................. 23 

4.3.3.3. ALA’nın kanser hücreleri üzerine etkisi ............................................ 23 

4.3.3.4. ALA’nın Alzheimer hastalığı üzerine etkileri .................................... 27 

4.3.3.5. ALA’nın üreme sistemi üzerine etkileri ............................................. 28 

4.3.3.6. ALA ile yapılan klinik araştırmalar .................................................. 29 

5. MATERYAL VE METOD .................................................................................. 34 

5.1. Araştırmaya Dahil Edilme ve Araştırmadan Dışlanma Kriterleri ................... 34 

5.2. Dejenere İVD Dokularının Cerrahi Rezeksiyonu ........................................... 35 

5.3. Primer Hücre Kültürlerinin Hazırlanması ....................................................... 35 

5.3.1. Primer hücre kültürlerine ALA uygulanması ........................................... 37 

5.4. İnvert Işık Mikroskopisi ve Floresan Mikroskopisine Yönelik Analizler ....... 37 

5.5. Moleküler Analizler ........................................................................................ 38 

5.5.1. MTT-ELISA hücre canlılık, toksisite ve proliferasyon analizleri ............ 38 

5.5.2. Kantitatif gerçek zamanlı PCR yöntemiyle gen ifadelerinin ölçümü ....... 39 

5.5.2.1 Hücrelerden total RNA izolasyonu .................................................... 39 

5.5.2.2. Ters transkriptaz PCR ile cDNA eldesi ............................................. 40 

5.5.2.3 Kantitatif gerçek zamanlı PCR .......................................................... 41 

5.6. İstatistiksel Analizler ....................................................................................... 42 

6. BULGULAR ......................................................................................................... 43 

7. TARTIŞMA .......................................................................................................... 48 

8. SONUÇ .................................................................................................................. 56 

9. KAYNAKLAR ..................................................................................................... 57 

11. ETİK KURUL ONAYI ...................................................................................... 80 

12. ÖZGEÇMİŞ ........................................................................................................ 83 

 

 

 

 

 



vi 
 

KISALTMALAR VE SİMGELER LİSTESİ 

ACTβ  : Aktin beta 

ADAMTS-7 : Trombospondin motifli disintegrin ve metalloproteinaz üyesi-7      

(A member of a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 

motifs-7) 

AF  : Annulus fibrozus 

Akt  : Protein kinaz B  

ALA  : Alfa lipoik asid 

Alb  : Albümin  

AMP  : Adenozin mono-fosfat 

AMPK : Adenozin mono-fosfat aktive edici protein kinaz 

AO/PI  : Akridin oranj/propidium iodür 

ARE  : Arilesteraz  

Atg   : Otofaji bağlantılı proteinler 

Aβ  : Amiloid-beta 

Bcl-2  : İnsan p53 tümör baskılayıcı proteinin kofaktör proteini. 

Bax  : Bcl-2-ilişkili X protein (Bcl-2-associated X protein)    

BT  : Bilgisayarlı tomografi 

CAT  : Katalaz  

CHAD  : Kondroaderin gen 

COMP : Kıkırdak oligomerik matriks protein (Cartilage oligomeric matrix 

protein/thrombospondin-5) (COMP/thrombospondin [TSP]-5) 

DHLA  : Dihidrolipoik asid 

DM  : Diabetes mellitus 

ECM  : Ekstra selüler matriks 

EMT  : Epitelyal mezenkimal taşınım 

eNOS  : Endotelyal nitrik oksit sentaz 

ERK : Hücre dışı sinyal düzenlenmiş kinaz (Extracellular signal-regulated 

kinase)     

FAK  : Fokal adezyon kinaz  

FasL  : Fas ligand 

GPx  : Glutatyon peroksidaz  

GSK3β : Glikojen sentaz kinaz 3 beta 



vii 
 

H2O2  : Hidrojen peroksit 

HbA1c : Glikolize hemoglobin 

HIF‐1α : Hipoksi ile indüklenebilir faktör-1 alfa 

hsCRP : Yüksek hassasiyetli C-reaktif protein 

IL-17A : İnterlökin 17A 

IL-1β  : İnterlökin 1 beta 

iNOS  : İndüklenebilir nitrik oksit sentaz 

İVD  : İntervertebral disk 

JNKs  : c-Jun N-terminal kinazlar 

MAPK : Mitojen aktive edici protein kinaz 

Mcl-1  : İndüklenmiş miyeloid lösemi hücre farklılaşması proteini 

MDA  : Malondialdehid  

MMP  : Matriks metalloproteinaz 

MRG  : Manyetik rezonans görüntüleme 

MS  : Multiple skleroz 

MTT  : Metil tiazol difenil tetrazolyum 

NO  : Nitrik oksit 

NP  : Nükleus pulpozus 

NSAIDs : Non-steroidal anti-inflamatuvar ilaçlar 

PDH  : Piruvat dehidrojenaz  

PI3K  : Fosfatidil inositol 3-kinaz 

preAlb : Prealbumin 

PTEN  : Fosfataz ve tensin homoloğu 10 

ROS  : Reaktif oksijen türleri 

RT-qPCR : Kantitatif ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu 

SOD  : Süperoksit dismutaz 

TIMP1 : Metalloproteinaz doku İnhibitörü-1 

TIMP2 : Metalloproteinaz doku İnhibitörü-2 

TKRs  : Tirozin kinaz reseptörleri 

TNF- α : Tümör nekroze edici faktör alfa 

VDR  : Vitamin D reseptör 



viii 
 

TABLOLAR LİSTESİ 

 

Tablo 4.2.1. İVD dejenerasyonu sonrasında meydana gelen değişiklikler ............... 12 

Tablo 5.5.1. Ters transkriptaz PCR için gerekli reaksiyon karışımı     40 

Tablo 5.5.2. Isısal döngü cihazının süre ve sıcaklıkları       41 

Tablo 5.5.3. Kantitatif gerçek zamanlı PCR bileşenleri ve miktarları                            41 

Tablo 5.5.4. Gerçek zamanlı PCR'nin sıcaklık ve zaman döngüsü                            42 

Tablo 6.1. Proliferasyona ait verilerin tanımlayıcı istatistik sonuçları.. .................... 43 

Tablo 6.2. Hücre canlılık, toksisite ve proliferasyon verilerinin ANOVA ile 

değerlendirilmesine ait bulgular.. ............................................................................... 43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ix 
 

ŞEKİLLER LİSTESİ 

 

Şekil 4.1.1. İnsan omurgasının anatomisi .................................................................... 5 

Şekil 4.1.2. İntervertebral disk yapısı .......................................................................... 6 

Şekil 4.1.3. İntervertebral diskin yan taraftan (A) ve üstten görünüşü (B). ................. 6 

Şekil 4.1.4. İVD içeriğinin su, proteoglikan ve kolajen oranları. ................................ 8 

Şekil 4.1.5. İVD kan damarları .................................................................................... 9 

Şekil 4.1.6. Sağlıklı İVD’nin besin kaynağı yolları. .................................................. 10 

Şekil 4.2.1. İVD patolojilerinde güncel tedavi modaliteleri. ..................................... 17 

Şekil 4.3.1. ALA’nın optik izomerlerinin kimyasal yapıları. .................................... 19 

Şekil 4.3.2. Yıllara göre, ALA ile yapılan araştırma sayısını gösteren histogram... . 20 

Şekil 4.3.3. ALA preklinik ve klinik araştırma alanları. ............................................ 21 

Şekil 4.3.4. ALA’nın tümör oluşumunda rol oynayan farklı sinyal yolları üzerindeki 

etkileri.. ...................................................................................................................... 24 

Şekil 4.3.5. Yıllara göre, ALA ile yapılan klinik araştırma sayısını gösteren histogram.

 .................................................................................................................................... 29 

Şekil 6.1. ALA uygulanan ve uygulanmayan örneklerde zamana bağlı proliferasyon 

göstergesi ................................................................................................................... 44 

Şekil 6.2. CHAD, COMP, IL-1β, MMP-7 ve MMP-19 gen ifadelerinin Real Time-

qPCR değişim göstergesi. .......................................................................................... 47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

RESİMLER LİSTESİ 

 

Resim 4.1.1. Sağlıklı İVD histolojisi ........................................................................... 7 

Resim 4.2.1. Dejenere İVD histolojisi. ...................................................................... 12 

Resim 4.2.2. 30 (A) ve 80 (B) yaşındaki bireylerde artan kalsifikasyon ve kemik iliği 

kanallarının kapanmasının görüntüsü. ....................................................................... 13 

Resim 5.1.1. Subligamentöz lomber disk protrüzyonuna ait T2-ağırlıklı sagital ve 

aksial MRG ................................................................................................................ 34 

Resim 6.1. AF/NP hücrelerinin, AO/PI boyama sonrası floresan ataçmanı, Giemsa 

boyama sonrası invert ışık mikroskobu ile değerlendirilmesi.. ................................. 45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

1. ÖZET 

 

ALFA LİPOİK ASİT’İN İNSAN DEJENERE İNTERVERTEBRAL DİSK 

DOKUSU PRİMER HÜCRE KÜLTÜRLERİ ÜZERİNE POTANSİYEL 

ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

Bu araştırmada, farklı terapötik etki çeşitliliği nedeni ile son yıllarda bilim insanlarının 

dikkatini çeken, reçeteli veya reçetesiz olarak kullanılabilen alfa lipoik asit (ALA) 

suplementasyonunun, insan dejenere intervertebral disk (İVD) dokusundan izole 

edilen primer hücre kültür modelleri üzerine etkilerinin hücresel ve moleküler düzeyde 

değerlendirilmesi amaçlandı. Ameliyat sırasında rezeke edilen dejenere İVD 

dokusundan, primer hücre kültürleri hazırlandı. Herhangi bir madde uygulanmayan 

primer hücre kültürü örnekleri kontrol grubunu, ALA uygulanan primer hücre kültürü 

örnekleri ise çalışma grubunu oluşturdu. Tüm gruplara akridin oranj/propidium iyodür 

(AO/PI) boyamaları yapılarak apoptotik hücre ölümleri floresan mikroskobu ile 

belirlendi. Hücre yüzey morfolojisi ve ekstraselüler matriks (ECM) yapıları invert ışık 

mikroskobu altında değerlendirildi. Eşzamanlı olarak; metiltiazol difenil-tetrazolyum 

(MTT) analizi ile hücre proliferasyonundaki değişimler değerlendirilirken, ECM 

düzenlenmesiyle ilişkili kondroaderin (CHAD), kıkırdak oligomerik matriks protein 

(COMP), interlökin-1 beta (IL-1β), matriks metalloproteinaz (MMP)-7 ve MMP-19 

genlerinin ifadeleri kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-

qPCR) yöntemiyle test edildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak değerlendirildi. 

Alfa anlamlılık değeri <0,05 olarak kabul edildi. Araştırmamızın bulgularında, ALA 

uygulanan çalışma grubu hücrelerinde kontrol grubuna kıyasla proliferasyonun 

baskılandığı, ECM’nin bozulduğu, iyileşme olmadığı ve gen ifadelerinin değişim 

gösterdiği saptandı. İVD dejenerasyonu bulunan olgularda ALA kullanımının faydalı 

olmayabileceği hatta dejenerasyonu ilerletebileceği söylenebilir. Bu sonuçlar in-vitro 

şartlarda elde edilmiş olsa bile ALA’nın reçete edilirken bu olumsuz etkilerinin de göz 

önünde bulundurulması önerilir. 

 

Anahtar Kelimeler: Alfa lipoik asit, intervertebral disk dejenerasyonu, kıkırdak 

oligomerik matriks proteini, kondroaderin gen, matriks metalloproteinaz. 
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2. ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL EFFECTS OF ALPHA LIPOIC 

ACID ON HUMAN DEGENERATED INTERVERTEBRAL DISC TISSUE 

PRIMARY CELL CULTURES 

In this research, it was aimed at the cellular and molecular level evaluate the effects of 

alpha lipoic acid (ALA) supplementation, which can be used as prescription or non-

prescription, which has attracted the attention of scientists in recent years due to its 

different therapeutic effects, on primary cell culture models isolated from human 

degenerated intervertebral disc tissue. Primary cell cultures were prepared from 

degenerated IVD tissue resected during surgery. Primary cell culture samples, which 

were not treated with any substance, formed the control group, and primary cell culture 

samples, which were treated with ALA, formed the study group. All groups were 

stained with acridine orange/propidium iodide (AO/PI) and apoptotic cell death was 

determined by fluorescent microscopy. Cell surface morphology and extracellular 

matrix (ECM) structures were evaluated under an inverted light microscope. 

Simultaneously; While the changes in cell proliferation were evaluated with 

methylthiazole diphenyl-tetrazolium analysis (MTT), the expressions of 

chondroaderin (CHAD), cartilage oligomeric matrix protein (COMP), interleukin-1 

beta (IL-1β), matrix metalloproteinase (MMP)-7 and MMP-19 genes associated with 

ECM regulation were tested by quantitative real time polymerase chain reaction (Real 

Time-qPCR) method. The obtained data were statistically evaluated. Alpha 

significance value was accepted as <0.05. In the findings of our study, it was observed 

that proliferation was suppressed, ECM was deteriorated, there was no improvement 

and gene expressions changed in the cells of the study group treated with ALA 

compared to the control group. It can be said that the use of ALA in cases with IVD 

degeneration may not be beneficial and may even advance degeneration. Even if these 

results were obtained in-vitro conditions, it is recommended to consider these adverse 

effects when prescribing ALA. 

 

Key Words: Alpha lipoic acid, intervertebral disc degeneration, cartilage oligomeric 

matrix protein, chondroaderin gene, matrix metalloproteinase. 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Son yıllarda yapılan araştırmalarda, bel ağrısının Dünya genelinde yaklaşık 637 

milyon kişiyi etkilediği (1) ve yaşam boyu görülme oranının %80 olduğu belirtilmiştir 

(2,3). Bel ağrısının bu kadar yaygın olması hem yaşam kalitesini hem de bireylerin ve 

devletlerin sağlık ekonomisini olumsuz etkilemektedir. İVD dejenerasyonuda, bel 

ağrısının önemli sebepleri arasında gösterilmekle (1) birlikte, 70 yaşındaki bireylerde 

omurlar arasındaki disklerin %60’nın ciddi şekilde dejenere olduğu ve zamanla 

dejenerasyonun ilerlediği belirtilmektedir (4-6). 

İVD dejenerasyonuna, vertebral fraktür sonucu oluşan travmanın (5,7), mesleğe 

ve vücut kitle indeksine bağlı aşırı mekanik stresin (7,8), sigaranın (9), çevresel 

faktörlerin (10), ekstraselüler matriksi (ECM) oluşturan veya doğrudan ECM 

döngüsüne katılan bazı genlerin (11) ve diğer genetik faktörlerin (10)  neden 

olabileceği belirtilmiştir (6). Ayrıca, İVD dejenerasyonunda hücre sayısının önemli 

oranda azaldığı, hücrelerin transforme olduğu, katabolik aktivitenin arttığı ve azalmış 

anabolik aktivite nedeniyle ECM üretiminin azaldığının net olarak görüldüğü 

bildirilmiştir (6,12,13). 

Son yıllarda vitamin, mineral ve antioksidan takviyeleri hekimler tarafından 

reçete edilebilmekle birlikte, sıklıkla reçetesiz olarak da eczane veya internet siteleri 

üzerinden çok kolay satın alınıp bilinçsiz bir şekilde tüketilebilmektedir. Suplement 

olarak adlandırılan bu takviye besinler, vücudun üretemediği veya yetersiz miktarlarda 

ürettiği moleküllerin dışardan tamamlanması amacıyla kullanılmaktadır. 

Suda ve yağda çözünen bir koenzim olan alfa lipoik asit (ALA), aerobik 

metabolizma için gerekli olan ve normalde hayvanlarda kaprilik asitten üretilen bir 

organosülfür bileşiğidir (14). Ayrıca araştırmalarda, ALA’nın güçlü bir antioksidan 

olduğu; ayrıca metal şelatlayıcı, serbest radikal temizleyici ve oksidasyonun neden 

olduğu hasarın onarılması gibi birçok faydalı etkisinin de bulunduğu gösterilmiştir 

(15). Bu etkileri nedeniyle ALA, son yıllarda bilim insanlarının dikkatini fazlasıyla 

çekmiş; diyabet, kanser, Alzheimer, obezite, multiple skleroz (MS), infertilite gibi 

çeşitli hastalıklar üzerine etkilerinin araştırıldığı çok sayıda klinik ve preklinik 

araştırma yapılmıştır (16).  
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Herhangi bir ilaç veya besin takviyesi oral veya parenteral uygulama yollarından 

alındığında önce hyaluron veya sinoviyal dokulara, oradan da vücut sıvılarına difüze 

olmakta; sonrasında, İVD’nin kıkırdak uç plak (endplate) sınırlarında sonlanan kılcal 

damarlardan difüzyonla çıkarak ve disk porlarından geçerek, annulus fibrozus (AF) ve 

nükleus pulpozus (NP) gibi disk dokusu hücrelerine ulaşmaktadırlar (17).  

Vücudun ihtiyacı dışında bu tür suplementlerin bilinçsiz bir şekilde tüketilmesi 

fayda sağlamanın yanında hücre ve hücresel yapılara moleküler düzeyde zarar da 

verebilmektedir. Bu nedenle bilim insanları, hastaları tedavi ederken öncelikle zarar 

vermeme ilkesini (minimum nil nocare) benimsemiştir. Bu ilkeyi baz alan bilim 

insanları, reçete edilen veya reçete olmaksızın kullanılan ilaç ve gıda takviyelerinin, 

hücresel ve moleküler boyutta vücuda zarar verip vermediği sorusuna yanıt aramıştır 

(18,19). 

Literatür incelendiğinde ALA’nın biyolojik etkilerinden dolayı son yıllarda 

çokca araştırıldığı saptandı. Ancak milyonlarca kişinin yaşam kalitesini ve 

ekonominisi etkileyen İVD dejenerasyonu üzerine ALA’nın etkilerinin 

araştırılmadığını tespit edildi. Ayrıca insan İVD hücreleri olan AF ve NP hücrelerinin 

yüzey morfolojisi ve ECM yapıları üzerine etkilerinin değerlendirildiği herhangi bir 

çalışmaya da rastlanmadı. Tüm bunlara ek olarak ALA’nın insan primer İVD hücre 

kültürlerinde, proliferasyonla birlikte kondroaderin geni (CHAD), kıkırdak oligomerik 

matriks protein (COMP), interlökin-1 beta (IL-1β), matriks metalloproteinaz (MMP)-

7 ve -19’a ait gen ifadelerinde, ne gibi bir değişim yaratabileceğinin de araştırılmadığı 

saptandı. 

Bu tez çalışmasında ALA’nın, insan dejenere İVD primer hücre kültüründe, 

hücre ve hücresel yapılara etkilerinin moleküler düzeyde değerlendirilmesi amaçlandı. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. İntervertebral Disk Yapısı 

4.1.1. İntervertebral disk anatomisi ve fizyolojisi 

İnsan omurgası 5 ayrı bölümden oluşmaktadır. Boyundan aşağıya doğru; 7 adet 

servikal, 12 adet torasik, 5 adet lomber, 5 adet sakral ve 4 adet de koksigeal olmak 

üzere toplam 33 adet omur (vertebra) bulunmaktadır (Şekil 4.1.1.).  

 

 

 

Şekil 4.1.1. İnsan omurgasının anatomisi (20). 

 

 

Bu 33 vertebranın 24’ü birbirine intervertebral disklerle bağlıdır. Toplamda 

insan vücudunda 23 adet intervertebral disk vardır. İntervertebral diskler; 7-10 mm 

kalınlığında, 3-4 cm çapında (4) (Şekil 4.1.2.), iskelet omurlarını birbirine bağlayan ve 

omurlar arasında yastık gibi davranarak ağrısız hareketi sağlayan (2) yapılardır (Şekil 

4.1.3.). 
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Şekil 4.1.2. İntervertebral disk yapısı (4). 

 

 

 

Şekil 4.1.3. İntervertebral diskin yan taraftan (A) ve üstten görünüşü (B) (21). 

 

 

4.1.2. İntervertebral disk histolojisi 

Sağlıklı İVD yapısı, birbiriyle bağlantılı 3 farklı dokudan oluşur, merkezinde 

yüksek derecede hidrate olmuş jel kıvamındaki NP, onu çevreleyen elastik ve fibriler 

yapılı AF, alt ve üst vertebral omurlara bağlantı sağlayan kıkırdak uç plaklardan 

(endplate) oluşmaktadır (2) (Resim 4.1.1.). 
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Resim 4.1.1. Sağlıklı İVD histolojisi (Hematoksilen&Eosin x4 Büyütme) (22). 

 

 

NP, embriyonik hayatta notokorddan köken alır ve notokordal hücreler 

doğumdan sonra yaklaşık 10 yaşına kadar dokuda kalır. Bu hücreler daha sonra daha 

düşük metabolik aktivitelere sahip küçük kondrosit benzeri hücrelerle yer değiştirir 

(23-25). 

AF ve kıkırdak uç plaklar ise sklerotomdan köken alır (26). İki bölgede de hücre 

yoğunluğu oldukça düşüktür, AF bölgesinde mm3 başına yaklaşık 9.000 hücre ve NP 

bölgesinde mm3 başına yaklaşık 4.000 hücre bulunur (27,28). 

NP matriksi, agrekan ve versikan gibi proteoglikan, rastgele düzenlenmiş tip II 

kolajen lifler ve radyal olarak düzenlenmiş elastinlerden oluşur. Negatif yüklü yan 

zincirleri olan proteoglikanlar, NP bölgesine yüksek ozmolarite ve yüksek hidrate 

özelliği kazandırır ve suyun İVD çevresine çekilmesini ve tutulmasını sağlar. Sonuç 

olarak NP bölgesindeki su oranı %70-90 civarında olur ve bu da İVD'nin mekanik 

baskıyı eşit olarak dağıtarak baskıya direnmesini ve geri dönüşümlü olarak deforme 

olmasını sağlar (2,4,6,29,28). 

AF bölgesi, iç kısımlarda fibrokartilaj hücrelerden (30), dış kısımlarda fibroblast 

benzeri iğ şekilli hücrelerden (2,30) ve lamellerden oluşur, her lamelin içinde de 
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paralel uzanan kolajen fibriller bulunmaktadır. Bu yapı gerilme mukavemeti ve 

herhangi bir yönden uygulanan kuvvetlere dayanma yeteneği sağlar (31).  AF iç 

bölgesi birkaç fibröz kıkırdak (fibrokartilaj) tabakadan oluşurken, dış bölge ise yoğun 

tip I kolajen bulunduran oldukça organize fibriller içeren, gerilme kuvvetine 

dayanmayı sağlayan fibriler bir dokudur (32). Proteoglikan ve tip II kolajen yapısı dış 

AF bölgesine gidildikçe azalır ve yerini tip I kolajene bırakır (6,33). 

İVD dokusunda yoğun olarak tip I ve tip II kolajen bulunmasına rağmen, diskte 

başka kolajen türleri de bulunmuştur. AF bölgesinde tip I, II, III, V, VI, IX, XI kolajen 

bulunurken, NP bölgesinde tip II, VI, IX ve XI kolajen türleri bulunur (27,28). Kolajen 

İVD’ye gerilme mukavemeti sağlar ve dokuyu kemiğe tutturur (4). 

İVD’lerin 3. bölgesi ise, omurlar ile diskleri birbirine bağlayan 1 mm’den daha 

ince olan hyalin kıkırdak uç plaklarıdır (endplate). Yapısında kolajen fibriller ve az 

miktarda proteoglikan bulunur (4); bu kolajen fibriller omurlara paralel uzanır. 

Kıkırdak uç plaklar sadece diskleri omurlara yapıştırmakla kalmayıp, aynı zamanda 

disklere besin difüzyonunda da önemli görev üstlenir (2,34).  

İVD bölgelerinin su, proteoglikan ve kolajen oranları farklılık göstermektedir 

(Şekil 4.1.4.) (4); 

 

 

 

Şekil 4.1.4. İVD içeriğinin su, proteoglikan ve kolajen oranları (4). 
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Sağlıklı yetişkinlerin disklerinde, varsa eğer çok az segmental arter dallarının 

kapilerleri ve dış lamellerle sınırlı bazı sinirler bulunur (Şekil 4.1.5) (4). 

 

 

 

Şekil 4.1.5. İVD kan damarları (4). 

 

 

4.1.3. İntervertebral disklerin beslenmesi 

Vücuttaki en büyük avasküler dokuyu içeren İVD’lerde, hücrelerin hayatta 

kalması ve işlevlerini yerine getirebilmeleri için optimal bir besin/metabolit ortamının 

sağlanması özel bir sorundur (35,36). 

Disk hücrelerinde, besinlerin alınması ve metabolitlerin atılması iki farklı yoldan 

yapılır. Diskin dış kısmında bulunan, AF hücreleri diski çevreleyen yumuşak 

dokulardaki kılcal damarlar ile yaparken, merkeze ve kıkırdak uç plaklara yakın 

hücreler ise omur kan damarlarından çıkan kemik iliği boşluklarından subkondral 

plakaya nüfuz eden ve subkondral plaka ile kıkırdak uç plakların birleşim yerinde 

sonlanan kılcal damarlar ile yapar (Şekil 4.1.6. A) (37). 

Besinler esas olarak, kılcal damarlardan, kıkırdak uç plaklardan ve yoğun disk 

matrisinden difüzyon yoluyla (17), geçerek İVD hücrelerine hareket eder; metabolitler 
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ise ters yönde hareket eder. Bundan sonraki konsantrasyon seviyeleri, hücreler 

tarafından besin kaynağı ve tüketim oranları arasındaki denge ile belirlenir (Şekil 

4.1.6. B) (36). 

Sonuç olarak, glikoz, oksijen ve diğer besin maddelerinin konsantrasyonları 

diskin merkezinde en düşük düzeydedir. Bu seviye, hücrelerin canlı ve aktif kalması 

için gerekli olan kritik eşiğin üstünde olmalıdır (Şekil 4.1.6. C); bu nedenle, besin 

konsantrasyon seviyelerini olumsuz etkileyen faktörler bu avasküler dokudaki hücre 

sayısını sınırlar (38,39). 

 

 

 

Şekil 4.1.6. Sağlıklı İVD’nin besin kaynağı yolları (A, B, C) (35). 

 

 

4.2. İntervertebral Disk Dejenerasyonu 

İVD dejenerasyonunda, hücre sayısında azalma, hücrelerde transformasyon, 

artan katabolik aktivite ve azalmış anabolik aktivite nedeniyle ECM üretiminin 

azalması gibi etkiler görülür. Daha sonra İVD'nin yapısal bütünlüğü kaybolur ve 

dejenerasyon daha da hızlanır (6,12,13). 

İnsanlarda İVD dejenerasyonunda, tip II kolajen üretiminde genel bir azalma 

(6,40) ve artan enzimatik reaksiyon sebebiyle de daha fazla denatürasyon görülür 
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(4,41,42). Dejenerasyon ilerledikçe de NP hücreleri veya iç kısımdaki AF hücreleri 

tarafından tip I kolajen sentezinde artış gözlemlenmektedir (40). Ek olarak, kolajen 

liflerin enzimatik olmayan glikozilasyonunda bir artış olur ve bu da gelişmiş glikasyon 

son ürünlerinin birikmesine yol açar. Sonuç olarak, kolajen liflerin çapraz bağlanması 

arttığı için doku sertliği olur ve İVD'ler dejenerasyon sırasında mekanik hasara karşı 

daha duyarlı hale gelir (6,43). 

Kolajenlerin ekspresyonundaki değişikliklere benzer şekilde, dejenerasyon 

sırasında insan İVD'sinin proteoglikan içeriğinde de bir azalma görülür (6,41,44-46). 

Özellikle, sülfatlanmış glikozaminoglikan yan zincirleri ile kovalent olarak etkileşime 

giren ve osmolaliteyi koruyan agrekan miktarı yirmili yaşlardan sonra sürekli azaldığı 

belirtilmiştir (2,47).  Ek olarak, İVD’nin su içeriği azaltılır ve glikozaminoglikan 

zincirlerinin kompozisyonu kondroitin sülfattan keratin sülfata doğru geçiş yapar (52). 

Tip I kolajenin artan ekspresyonu ile İVD daha fibrotik hale gelir ve mekanik strese 

daha az dayanıklı hale gelir (6). NP’nin su içeriği azaldığı için, baskıyı eşit dağıtma 

yeteneğini de tehlikeye girer. Eğer dejenerasyon devam ederse, NP’nin hernie olması 

ve AF rüptürleri de görülebilir (2,48,49).  

Dejenerasyonun fibronektin içeriğini arttırdığı (4,50), artan fibronektinlerin 

agrekan sentezini baskılayıp bazı MMP enzimlerinin sentezini arttırdığı in-vitro 

çalışmalarda gösterilmiştir (4). Sonuç olarak dejenerasyonun daha da ilerlemesine 

sebep verdiği düşünülmektedir. 

İVD dejenerasyonunda, yukarıda belirttiğimiz değişikliklerin sonucunda 

dokunun mikroskobik görüntüsünde histolojik olarak değişiklikler de olmaktadır 

(Resim 4.2.1.). NP ve AF sınırlarının kaybolması, fissür varlığı ve hücre kümelerinin 

oluşması görülür (6,51). AF bölgesinde, kolajen liflerin lamel yapısında bozulma, 

fissür varlığı ve artmış vaskülarizasyon ve inervasyon derecesi gözlenir (52). Ayrıca 

kıkırdak uç plaklarda çatlaklar, incelme, mineralizasyon, bitişik subkondral kemikte 

mikrokırık ve kemik sklerozu gözlenmektedir (53).  
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Resim 4.2.1. Dejenere İVD histolojisi (Hematoksilen&Eosin x4 Büyütme) (22). 

 

Üst kısımda bahsedilen moleküler, histolojik ve biyomekanik tüm değişiklikler 

tablo 4.2.1.’deki gibidir (6); 

 

 

Tablo 4.2.1. İVD dejenerasyonu sonrasında meydana gelen değişiklikler. 
 

Nükleus pulpozus Annulus fibrozus Kıkırdak uç plaklar  

Moleküler 

düzeydeki 

değişiklikler 

 Proteoglikan azalması 

 Tip II kolajen azalması 

 Tip I kolajen artışı 

 Kolajen liflerinin 

çapraz bağlantısı 

 Proteoglikan 

azalması 

Histolojik 

değişiklikler 

 Yarık ve fibrosis 

 Hücre kümesi görünümü 

 Notokordal hücrelerin 

kaybı ve kondrosit 

benzeri hücrelerin 

görünümü 

 Lamel bozulması 

 Yarık 

 Vaskülarizasyon ve 

innervasyon 

 Subkondral kemiğin 

mikro kırığı ve 

sklerozu 

 İncelme 

 Vasküler kanal 

sayısında azalma 

Biyomekanik 

değişiklikler 

 Genleşme kuvvetinin 

azalması 

 Mekanik strese karşı 

dayanıksızlık 
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4.2.1. İVD dejenerasyonunda doku beslenmesi 

Besin kaynağı ve besin tüketimi arasındaki denge İVD’lerde çok önemlidir, eğer 

parametrelerden biri bozulursa, besin konsantrasyonu veya metabolit birikimi sonucu 

pH seviyesi hücresel aktiviteyi ve canlılığı olumsuz etkileyebilecek seviyelere 

düşebilir (35, 36). Dejenere disklerde görülen olumsuz besin koşullarını modelleyen 

in-vitro deneylerde, hücre proliferasyonunda ve matriks moleküllerinde azalma, hücre 

ölümünde artış olduğu gösterilmiştir (6,39,54-56). 

Lomber omurgayı besleyen arterlerin aterosklerozu (57,58) ve aynı zamanda 

mikro sirkülasyonu olumsuz etkileyen ve disklere besin arzını azaltan Gaucher 

hastalığı, orak hücre anemisi ve Caisson hastalığı gibi bozukluklar da disk 

dejenerasyonu ile ilişkilidir (36). Ayrıca vibrasyon ve vasoaktif maddelerde kılcal 

damarlardan besinlerin disklere taşınmasını etkileyebilir (35,59-61). 

Kıkırdak uç plaklarında meydana gelen dejenerasyonlar veya farklılaşmalar da 

İVD dejenerasyonunu olumsuz yönde ilerletebilir (Resim 4.2.2.). Örneğin kıkırdak uç 

plaklarında kalsifikasyonun artması (62-64), kemik iliği boşluklarının tıkanması (plak 

sklerozu), diskteki Modic değişiklikler, Schmorl nodülleri (komşu kemik sınırları içine 

fıtık) ve diğer disk lezyonları (65)  besin ve metabolit döngüsünü değiştirir bu da 

hücresel aktiviteyi ve homeostazı bozarak apoptoza sebep olur (66), sonuç olarakta 

dejenerasyon ilerler. 

 

 

 

Resim 4.2.2. 30 (A) ve 80 (B) yaşındaki bireylerde artan kalsifikasyon ve kemik iliği 
kanallarının kapanmasının görüntüsü (Taramalı elektron mikroskobu görüntüsü) (63). 
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4.2.2. İVD dejenerasyonunda hücre kaybı 

İVD hücrelerinde, dejenerasyon süreci boyunca çeşitli sinyal yolları üzerinden 

hücre ölümünün gerçekleştiği ve buna bağlı olarak toplam hücre sayısında önemli 

azalmaların olduğu çalışmalarda gösterilmiştir. İVD dokusundaki hücrelerde farklı 

moleküller üzerinden farklı hücre ölüm çeşitleri gözlemlenmiştir. Hücre ölümünün 

dejenerasyonla ilişkili olduğu da yine literatürde gösterilmiştir. Bu nedenle İVD 

dejenerasyonunun tedavisinde hücre kaybının durdurulması ve kaybedilen hücre 

sayısının yerine koyulması çok önemlidir. 

Apoptozun İVD dejenerasyonuna katıldığı, hastalardan alınan İVD'lerin sağlıklı 

kontrol disklerine kıyasla Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling (TUNEL) pozitif hücrelerinin daha fazla olduğunun bulunmasıyla 

kanıtlanmıştır (67,68). Daha sonra, çok sayıda çalışma NP ve AF hücrelerinin 

dejeneratif disklerde karmaşık mekanizmalar yoluyla apoptoz geçirdiğini belirlemiştir 

(67). 

Kıkırdağa spesifik ECM bileşenleri üreten NP hücrelerinin aşırı apoptozu (Şekil 

8), İVD dejenerasyonu sırasında ortaya çıkan belirgin bir hücresel değişikliktir 

(67,69,70), bu yüzden apoptoz çalışmaları NP hücreleri üzerine yoğunlaşmıştır.  

 

4.2.2.1. İVD dejenerasyonunda NP hücrelerinde apoptoz iç yolağı 

Yapılan araştırmalar, dejenerasyonda NP hücrelerindeki apoptozun intrinsik 

yolunun, esas olarak Bcl-2 ve kaspaz-3 üzerinden gerçekleştiğini göstermektedir. Bcl-

2’nin çeşitli hücre sistemlerinde apoptozun intrinsik yolunu inhibe ettiği, 

mitokondriyal membran geçirgenliğini kontrol ederek ve sitokrom c'nin 

mitokondriden salınmasını önleyerek veya Apoptotik proteaz aktive edici faktör-1’e 

(Apaf-1) bağlanarak apoptozu düzenlediği (71), özellikle kaspaz-3 aktivitesini inhibe 

ederek İVD dejenerasyonu sırasında apoptozu önemli ölçüde önlediği gösterilmiştir 

(72). 

İnsan p53 tümör baskılayıcı proteinin kofaktör proteini olan (Bcl-2)'nin 

nükleotid bağlama alanı ve lösin açısından zengin tekrar içeren protein 1 (NLRP1)’e 

bağlandığı ve aktivasyonunu baskıladığı, böylece kaspaz-1 ile aktif formuna işlenen 

bir proenflamatuvar sitokin olan IL-1β salınımını inhibe ettiği bulunmuştur (73).  
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Birçok çalışma, oksidatif stresin İVD dejenerasyonu sırasında NP hücrelerinin 

apoptozuna yol açtığını göstermiştir.  H2O2 ile tedavi edilen NP hücrelerinde apoptoz 

artar ve agrekan ve tip II kolajenin mRNA seviyeleri azalır (74). Özellikle, H2O2 veya 

IL-1β'nin zararlı etkileri, NP hücrelerini apoptozdan koruyan güçlü bir antioksidan 

olan glutatyon (74) tarafından etkili bir şekilde önlenebilir.  

 

4.2.2.2. İVD dejenerasyonunda NP hücrelerinde apoptoz dış yolağı 

NP hücrelerinin dejenerasyon sırasında, tümör nekroz faktör (TNF) ailesine ait 

tip-II transmembran proteini olan Fas ve Fas ligand (FasL) seviyelerini düzenleyerek 

ekstrensek yoldan apoptoz geçirdiği belirtilmiştir (75,76). 

ADAMTS-7 enziminin hem insan hem de sıçan dejeneratif NP dokularında 

kontrol grubuna kıyasla belirgin düzeyde yüksek olduğu bulunmuştur. Bu etkiyi IL-

17A'nın, TNF- α sinyal yolu üzerinden ADAMTS-7 ekspresyonunu indükleyerek 

oluşturduğu düşünülmektedir (77). 

Apoptoz, post transkripsiyonel regülatörlerin anahtarı olan mikro ribonükleik 

asit (miRNA)’lar tarafından düzenlenir. İVD dejenerasyonunun nedenleri arasında 

miRNA'ların anormal ekspresyon seviyeleri de bulunmaktadır (78). Dejeneratif NP 

hücrelerinde miRNA ekspresyon profillerini inceleyen bir çalışmada, 29 miRNA'nın 

farklı şekilde eksprese edildiğini ve miR-155 ekspresyonunun önemli ölçüde 

düştüğünü ortaya koymuştur (74). Ek olarak, miR-155'in FADD ve kaspaz-3 

üzerinden Fas aracılı apoptozu tetiklediğini göstermiştir (78). 

Ek çalışmalar, miR-27a'nın yakın zamanda fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)'yı 

hedefleyerek NP hücrelerinde apoptozu düzenlediği (79), miR-21'in insan dejeneratif 

NP dokularında yüksek ekspresyon gösterdiği, miR-21'in aşırı ekspresyonunun 

fosfataz ve tensin homoloğu 10 (PTEN) üzerinden Akt fosforilasyonunu arttırdığını 

ortaya koymuştur (80). 

Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ailesi üyeleri (hücre dışı sinyalle 

düzenlenen kinazlar (ERKs), c-Jun N-terminal kinazlar (JNKs) ve p38-MAPKs) hücre 

gelişiminin sürdürülmesi için çok önemlidir (81). ERK'ler hücre sağ kalımında, 

JNK'lar ve p38-MAPK'lar ise apoptozun hem iç hem de dış yollarında yer alırlar. NP 
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hücrelerinde p38-MAPK, JNK1/2 ve ERK1/2 sinyal yolaklarının varlığı gösterilmiştir 

(81). 

 

4.2.2.3. İVD dejenerasyonunda AF hücrelerinde apoptoz 

AF hücrelerinde, iç yolak apoptozun özellikle kaspaz 9 üzerinden (82-85), dış 

yolak apoptozun ise kaspaz 3 ve kaspaz 8 üzerinden etkilendiği çeşitli çalışmalarda 

vurgulanmıştır (83). 

 

4.2.2.3. İVD dejenerasyonunda kıkırdak plak hücrelerinde apoptoz 

İVD dejenerasyonunda kıkırdak plak hücrelerinde apoptoz net olarak görülür 

(86-88). MAPK’ler, kaspaz 9 ve kaspaz 3’ün kıkırdak plaklarda mekanik stres 

kaynaklı apoptozda etkili olduğu belirtilmiştir (88). 

 

4.2.2.4. İVD dejenerasyonunda otofaji 

Otofaji, Atg proteinleri ve LC3 tarafından yüksek oranda düzenlenen çoklu 

süreçlerden oluşur (89). Beclin 1, memeli hücrelerinde otofajiyi yönlendiren Bcl-2 gen 

ailesinin BH3 üyesidir (90,91). Çeşitli çalışmalar otofajinin hem NP hem de AF 

hücrelerinde meydana geldiğini göstermiştir. Örneğin, yüksek glikoz 

konsantrasyonlarında kültürlenen sıçan NP ve AF hücreleri, beclin 1, LC3 ve Atg3, 5, 

7 ve 12'nin artan ekspresyonunu gösterdi (92). 

 

4.2.3. İVD Dejenerasyonunun tedavisi  

4.2.3.1. Mevcut tedavi yöntemleri 

İntervertebral lomber disk hernisi olan birçok kişinin cerrahi müdahaleler 

olmadan kendiliğinden iyileşme olasılığı yüksek olduğu ve bazı insanların iyi cerrahi 

adayı olmadığı gerçeği göz önüne alındığında, bu durumda ağrıyı yönetmek için 

kullanılan birçok yöntem vardır (Şekil 4.2.1.). Tedavi konservatif tedavi ve invaziv 

tedavi şeklinde olabilir. Konservatif tedavi farmakolojik ve farmakolojik olmayan 

yöntemlerin kombinasyonu şeklinde olabilir. 
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Farmakolojik müdahaleler, Dünya Sağlık Örgütü'nün kronik ağrıyı yönetmeye 

yönelik yaklaşımına uygun olarak, asetaminofen, non-steroidal antienflamuvar ilaçlar 

(NSAIDs), kas gevşeticiler, tramadol, kortikosteroidler ve hatta orta ila şiddetli ağrı 

için kısa opioid kürlerini içerir. Farmakolojik stratejiler esas olarak ağrı azalıncaya 

kadar semptom kontrolünü amaçlamaktadır. Farmakolojik olmayan stratejiler arasında 

fizik tedavi, akupunktur, kayropraktik manipülasyon veya yoga, tai-chi veya 

meditasyon gibi terapiler bulunur. Konservatif tedavi semptomların giderilmesini 

sağlamazsa, genellikle daha invaziv tedaviler düşünülür (93). 

Epidural glukokortikoid enjeksiyonları, semptomatik intervertebral hernie 

disklerin invaziv girişimsel yönetiminde ilk adım olarak uzun zamandır lanse 

edilmiştir. Epidural enjeksiyonların ağrı skorlarını ve hareket kaybını genellikle iki 

hafta gibi kısa süreli olarak azalttığı ve cerrahi müdahale ihtiyacını ise 13-28 ay kadar 

geciktirdiği gösterilmiştir (94). 

Hastalar bir süre rahatlama yaşayabilir, ancak ağrı nüksünden sonra tekrar 

enjeksiyonlar gerektirebilir (95). En son olarak da diskektomi, artoplasti veya spinal 

füzyon tekniklerini içerebilen cerrahi tedavi modaliteleri planlanmaktadır. 

 

 

 

Şekil 4.2.1. İVD patolojilerinde güncel tedavi modaliteleri. 

İVD Tedavisi

Geleneksel 
Tedavi

İlaç Tedavisi

Asetaminofen

NSAIDs 

Kas gevşeticiler

Tramadol

Kortikosteroidler

Narkotikler

İlaçsız Tedavi

Fizik tedavi,

Akupunktur, 

Kayropraktik 
(Manipülasyon)

Yoga,Tai,Chi  
Meditasyon

Girişimsel 
Tedavi

Epidural steroid enjeksiyonu

Radyofrekans ablasyon

Cerrahi

Diskektomi 

Artoplasti 

Spinal füzyon
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4.2.3.2. Biyolojik tedavi araştırmaları 

İVD rejenerasyonu ile ilgili araştırmalar yirmi yılı aşkın bir süredir devam 

etmektedir, fakat son on yılda diskin hücresel onarımına olan ilgi, disk biyolojisi 

üzerine araştırmaları hızlandırdı. Hayvanlarda yapılan, büyüme faktörlü, hücresel ve 

biyomalzeme temelli tedavilerin başarısı bu alandaki bilgilerimizi önemli oranda 

artırdı. Fakat, klinik çalışmalarda sadece birkaç tedavi ilerlemiş ve hiçbiri henüz ticari 

ürün olarak mevcut değildir (35).  

İVD dejenerasyonunu biyolojik olarak onarmak için çeşitli tedavi çalışmaları 

yapılmaktadır. Bu çalışmalar arasında, aktif İVD hücre implantasyonu (55,96,97), 

biyomalzeme implantasyonu (98,99), mezenkimal kök hücre implantasyonu 

(100,101), büyüme faktörlerinin mevcut hücrelere enjeksiyonu (102), enflamatuvar 

sitokinlerin inhibisyonu için gen tedavileri veya disk içi molekül enjeksiyonu (103, 

104), bozulmamış veya yapay disk transplantasyonu (105,106) gibi çalışmalar 

yapılmış veya halen devam etmektedir. Fakat bu çalışmalarda kullanılan deney 

hayvanlarının disk büyüklükleri, hücre yoğunlukları hatta metabolizma hızları 

insanlardan farklı olduğu için çalışma sonuçlarının uygulanabilirliğinin iyi 

değerlendirilmesi gerekmektedir (35).  

 

4.3. Alfa Lipoik Asit (ALA) 

ALA, hüceredeki mitokondri organeli içinde yoğun bulunan, farklı enzimatik 

reaksiyonlar için gerekli bir bileşiktir (107). İlk olarak 1937 yılında (108) laktik asit 

bakterileri olan Lactobasilluslar’ların gelişimi için büyüme faktörlerinin araştırıldığı 

bir çalışmada tespit edilmiş, fakat 1951 yılında izole edilip (109), klinikte ise ilk defa 

1959 yılında Almanya’da Amanita phalloides kaynaklı akut mantar zehirlenmesinin 

tedavisinde kullanılmıştır (110). 

ALA’nın kimyasal yapısından bahsedecek olursak, tek bir kiral merkeze ve iki 

optik izomere neden olan asimetrik karbona sahiptir. Bu optik izomerler -R ve -S 

enantiomere sahip olan lipoik asit’tir (Şekil 4.3.1.) (111).  
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Şekil 4.3.1. ALA’nın optik izomerlerinin kimyasal yapıları. 

 

 

ALA'nın S ve R enantiomerleri olarak adlandırılan ve birbirlerinin ayna 

görüntüleri olarak kabul edilen iki enantiomerik formu olan “S” ve “R” enantiomerleri 

ALA'da eşit olarak bulunur, ancak -R izomerik formu doğal olarak bulunurken, -S 

izomeri kimyasal süreçler sonucunda elde edilen sentetik formudur (112). Hayvansal 

ve bitkisel gıdalar -R enantiyomerinin doğal kaynağıdır, sentetik takviyeler ise -R ve 

-S izomerlerinin rasemik bileşiminden oluşur. 

ALA bitki, hayvan, insan metabolizmasında üretilen organosülfür bir bileşiktir. 

Mitokondride enzimatik reaksiyonlar ile oktanoik asitten sentezlenebilir (113,114), 

fakat bu yetersiz olduğu için eksik kalan miktar sebze (ıspanak, brokoli, domates, 

brüksel lahanası ve pirinç kepeği), meyve, et veya karaciğer, böbrek gibi iç organlarla 

beslenerek ekzojen olarak tamamlanabilir (107,115). 

ALA, krebs döngüsünde hücrenin enerji üretimiyle ilgili çeşitli kimyasal 

reaksiyonlarda (115) ve mitokondri yoluyla enerji iletiminde de önemli işleve sahip 

(116, 117) olduğu literatürde belirtilmiştir. 

ALA'nın küçük molekülünde indirgenmiş veya oksitlenmiş iki tiol grubu 

bulunur. Oksitlenmiş form ALA veya lipoik asit olarak bilinirken, indirgenmiş form 

dihidrolipoik asit (DHLA) olarak belirtilir. ALA, serbest radikalleri etkisiz hale getirir 

ve indirgenmiş formu ayrıca reaktif oksijen türleri (ROS) ile etkileşime girer (118). 

Doğal olarak, ALA, mitokondride E2 alt birimine bağlı bulunur ve hem piruvat 

dehidrojenaz (PDH) hem de α-ketoglutarat dehidrojenaz kompleksleri için bir kofaktör 

olarak kullanılır (119).  

 



20 
 

4.3.1. ALA’nın önemi 

ALA’nın hem suda hem de yağda çözünebilen bir bileşik olması klinik olarak 

onu değerli kılmıştır ve klinik etkileri üzerine de çok sayıda yayın yapılmıştır. 

Özellikle güçlü antioksidan etkisi ve diğer bazı antioksidanların tekrardan üretilmesine 

olan katkısından yayınlarda bahsedilmektedir.  

Bilim insanları, Diabetes mellitus (DM), kanser ve Alzheimer gibi toplumda 

oldukça sık görülen hastalıkların tanı ve tedavi modalitelerine odaklanmış durumdadır 

(120,121). ALA, yaygın görülen bu tür hastalıkların hem tedavisinde hem de bu 

hastalıklarda gözlemlenen yaşam kalitesini düşüren olumsuz etkilerin giderilmesinde 

birçok araştırmada test edilmiş ve edilmeye de devam etmektedir (122-124). 

ALA ile yapılan preklinik ve klinik tüm araştırmalar pubmed üzerinden 

tarandığında, yapılan çalışma sayısının zamanla arttığı ve özellikle son dekatta bilim 

insanlarının dikkatini çekerek oldukça popüler bir molekül haline geldiği yayın 

sayısının artışından da anlaşılmaktadır (Şekil 4.3.2.).  

 

 

 

Şekil 4.3.2. Yıllara göre, ALA ile yapılan araştırma sayısını gösteren histogram. 

 

 

ALA’nın, zamanla terapötik etkileri ortaya çıktıkça bilim insanları 

çalışmalarında bazı alanlar üzerine yoğunlaşmıştır (Şekil 4.3.3.). Fakat literatürler 

incelendiğinde ALA’nın etki mekanizmasının tam anlamıyla açıklanabilmesi için daha 

fazla araştırma yapılması gerektiği vurgulanmaktadır. 
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Şekil 4.3.3. ALA preklinik ve klinik araştırma alanları. 

 

 

4.3.2. ALA’nın farmakokinetiği  

ALA’nın birçok biyolojik aktivitesi vardır, fakat çözünürlüğünün düşük olması, 

midedeki kararsız durumu nedeniyle biyoyararlanım oranının %30 civarında olması, 

karaciğerdeki eleminasyon oranının yüksek olması ve yarılanma ömrünün kısa olması 

gibi farmakokinetik özelliklerinin biyolojik etkilerini sınırlandırdığı belirtilmektedir 

(125).  

Mide boşken oral olarak alınan ALA’nın emiliminin %40 arttığı, diğer gıdalarla 

birlikte alındığında ise emilimin %20 azaldığı belirtilmiştir. Asidik pH’ın ALA’nın 

mideden emilimine katkı sağladığı, bu nedenle açken alınmasının daha faydalı olacağı 

belirtilmiştir. 

Maksimum plazma konsantrasyonlarına ulaşmak için gereken süre yaklaşık 30-

60 dakikadır. Ayrıca, -R enantiyomerinin maksimum plazma konsantrasyonunun -S 

enantiyomerinden %40-50 daha yüksek olduğu bulunmuştur (126). 

Alfa Lipoik Asit

Klinik öncesi çalışmalar
(In-Vitro & In-Vivo)

Antioksidan
Antidiyabetik

Alzheimer
Kanser

Klinik çalışmalar

Antioksidan
Antidiyabetik

Alzheimer/Şizofreni
Kanser

Obezite/Aşırı Kilo
İnfertilite/Hamilelik

Multiple Skleroz
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ALA, karaciğer, kalp, böbrekler ve kan-beyin bariyeri de dahil olmak üzere 

vücudun birçok bölgesinde bulunan “sodyum bağımlı multivitamin taşıyıcı” olarak 

isimlendirilen transmembran protein tarafından taşınır (117,127,128). ALA bu taşıyıcı 

sistem sayesinde kan beyin bariyerini bile geçmektedir (129).  

Çalışmalar ALA'nın karaciğer ilk geçişinde ve dokulara dağıldıktan sonra 

kandan hızla temizlendiğini göstermektedir. Bu nedenle, metabolizma hızı farkından 

dolayı ALA'nın biyoyararlanımı ve pik plazma konsantrasyonu genç/orta yaşa (18-45) 

kıyasla yaşlılarda (75 ve üzeri) daha yüksektir. Bunların yanında ALA 

biyoyararlanımına cinsiyetin etkisinin görülmediği belirtilmiştir (117).  

ALA’nın klinik ve preklinik çalışmalarda çeşitli hastalıklar üzerine tedavi edici 

etkisinden ve klinik çalışmalarda güvenli bir takviye (129) olarak 

kullanılabileceğinden bahsedilmesine rağmen, nadirde olsa ALA’dan zehirlenen 

vakalarda (130) literatürde vardır. Genelde bu vakaların, kazara veya intihar girişimi 

nedeniyle ortaya çıktığı belirtilmektedir. 

 

4.3.3. ALA’nın farmakodinamiği 

4.3.3.1. ALA’nın antioksidan potansiyeli 

ALA ve indirgenmiş formu olan DHLA’nın antioksidan etkileri hakkında geniş 

literatür verileri vardır. Bu literatürlerde ALA’nın metal şelatlayıcı, serbest radikal 

temizleyici, endojen antioksidanların (glutatyon (131), vitamin C ve Vitamin E) tekrar 

üretilmesine ve oksitlenmeden kaynaklı hasarın onarılmasına yaptığı katkılar 

gösterilmiştir (15). ALA'nın metal şelatlama etkisinin, yapılarında bulunan tiyol 

gruplarından kaynaklandığı belirtilmiştir (131,132). 

Goralska ve ark., ALA’nın epitel hücrelerinde demir iyonlarında azalmaya yol 

açtığını ve ALA'nın oksidatif stresin azaltılmasında doğrudan etkisi olduğunu 

söylemişlerdir (133). 

Kısaca, ALA hem suda hem de yağda çözünen ve vücudun her yerinde, 

hücrelerin içinde ve dışında ROS'u nötralize edebilen biyolojik bir antioksidan olarak 

düşünülür ve bu nedenle ALA, evrensel antioksidan olarak adlandırılır (134-136). 
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4.3.3.2. ALA’nın antidiyabetik etkisi 

Dünya sağlık örgütünün açıkladığı verilere göre, DM dünya çapında 422 milyon 

insanı etkileyen ciddi karbohidrat, lipit ve protein metabolizması bozukluğu gösteren 

sağlık sorunudur (137). Ayrıca DM, ateroskleroz, hipertansiyon, kalp yetmezliği, 

miyokard enfaktüs, nöropatik ağrı ve inme gibi çeşitli insan hastalıklarının gelişimi 

için önemli bir risk faktörü olarak kabul edilmiştir (138).  

Çalışmalar, DM'nin aşırı ROS oluşumundan ve antioksidan potansiyelin 

bozulmasından kaynaklandığını göstermektedir (139-141). Bazı çalışmalarda, 

ALA’nın insüline duyarlı ve insüline dirençli kas hücrelerinde hücre içine glikoz 

alımını arttırdığı (142,143), Bu etkiyide insülin reseptör substrat 1’de tirozin 

fosforilasyonu ve membrandaki glikoz taşıyıcıların glukoz taşınımını stimule 

etmesiyle yaptığı gösterilmiştir (144).  

Obez sıçanlarda, kaslardaki AMPK seviyesi azalır, bu sıçanlara ALA 

verildiğinde aktif AMPK miktarının arttığı, bunun sonucunda da insülin duyarlılığına 

bağlı glikoz yakımının ve lipit oksidasyonunun arttığı belirtilmiştir (145). 

Diyabetin, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesini bozarak ROS 

üretimini arttırdığı, bunun sonucunda da azalmış nitrik oksit (NO) biyoyararlanımı ve 

artmış oksidatif stres meydana gelir (146). Yaşlı sıçanlar üzerinde yapılan bir 

çalışmada, düşen eNOS fosforilasyon düzeyinin ALA verilmesinden sonra kısmen 

arttığı söylenmiştir (147,148). Bu bilgiler doğrultusunda ALA’nın DM tedavisinde 

faydalı olabileceği çalışmalarda söylenmiştir. 

 

4.3.3.3. ALA’nın kanser hücreleri üzerine etkisi 

Birçok klinik öncesi çalışmada ALA’nın kanser hücreleri üzerine etkileri 

araştırılmıştır. Yapılan araştırmalar incelendiğinde, ALA’nın kanserleşme sürecine ve 

kanser hücreleri üzerine farklı sinyal yolları ve moleküller üzerinden önemli 

etkilerinin olduğunu görülmektedir (Şekil 4.3.4.) (16). 
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Şekil 4.3.4. ALA’nın tümör oluşumunda rol oynayan farklı sinyal yolları üzerindeki 
etkileri. (Yeşil oklar etkinleştirmeyi, kırmızı çizgiler engellemeyi gösterir) (16). 

 

 

Kanser kök hücreleri, kendi kendini yenileme ve farklılaşma kapasiteleri olan 

nadir ölümsüz hücrelerdir ve tümöre neden olan farklı hücre tiplerini üretebilirler. Bu 

popülasyon, hücre proliferasyonunu ve yayılmasını indükleyebilir. Tümör kitlesini 

hedefleyen tedavilerdeki ilerlemelere rağmen, kanser kök hücreleri etkilenmeden 

kalabilir ve kanserin tekrar nüksetmesini ve terapötik ilaç direncine neden olabilirler 

(16). 

Bu kök hücre özelliği, Akt yolunun aktivasyonu ile tetiklenir, bu da GSK3β'nın 

fosforilasyonuna ve inaktivasyonuna yol açar, bu da β-katenin'in stabilizasyonuna ve 

fosforilasyon ile POU5F1 geni tarafından kodlanan Oct-4 proteininin aktivasyonuna 

yol açar. Bu olaylar, kök hücre özelliğinde hayati bir rol oynar. Yapılan bir çalışma, 

ALA’nın Akt sinyal yolunun fosforilasyonunu azaltarak aktivasyonunu inhibe ettiği, 

bu sayede kanser kök hücresi benzeri fenotipleri negatif olarak düzenlediği ve oktamer 

bağlayıcı transkripsiyon faktörü 4 (Oct-4)'ün proteozomal bozulmasına yol açtığını 

ortaya koymuştur (16,149). 

Çeşitli çalışmalar, ALA'nın kanser hücrelerini kemoterapötik ajanlara duyarlı 

hale getirdiğini göstermiştir. Özellikle sırasıyla, nükleer faktör kappa-B (NF-κB) 

sinyalini ve integrin β1/β3'ü inhibe ederek meme ve akciğer kanseri hücrelerinde 
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tedavide kullanılan paklitaksel’in etkinliğini arttırdığı söylenmiştir (Şekil 4.3.4.) 

(16,150,151). Benzer şekilde, ALA’nın kemoterapi ilaçlarıyla birlikte kullanılmasının 

apoptozu  (152) ve ilacın sitotoksisitesini (153) arttırdığı, aynı zamanda ilaca karşı 

oluşan direncinde kırıldığını (153) belirten çalışmalar mevcuttur (16). 

Hücresel çoğalma ve büyüme, ERK ve PI3K/Akt yollarının aktivasyonu ile 

kontrol edilir. ALA, ERK'nin fosforilasyonunu, özellikle kanser gelişiminde yer alan 

çeşitli süreçlerin merkezi olan selüler miyelositomatozisin (c-Myc) aktivasyonunu 

bloke ederek önler. Ayrıca ALA, Akt aktivasyonunu inhibe eder, bu da translasyon 

sürecini indükleyen mTORC1'in inhibisyonuna yol açar, böylece hücresel çoğalma ve 

büyüme azalır (16). 

ALA’nın, AMPK aktivasyonunu engelleyerek de Akt sinyal yolunun 

inhibisyonunu tetikler, böylece kanser hücrelerinin proliferasyonunu azalttığı 

belirtilmiştir (145,154-156). 

Ayrıca ALA, birçok kanser türünde hücre siklusunun durmasına yol açan sikline 

bağlı kinaz inhibitörleri olan p27kip1 ve p21Cip1'in sentezlenmesini arttırır ve kanser 

hücrelerinin çoğalma hızını yavaşlatıcı etki sağlar (157). 

Apoptoz iki protein türü, proapoptotik ve antiapoptotik proteinler tarafından 

kontrol edilir. Akt'ın fosforilasyonu, anti-apoptotik proteinlerin (örn. Mcl-1, bcl-xL) 

uyarılmasını ve pro-apoptotik proteinlerin (örn. Bim, Nova, Bax) azaltılmasını tetikler. 

ALA üç farklı seviyede hareket eder (16): 

(i) Anti-apoptotik proteinlerin baskılanmasına ve pro apoptotik proteinlerin 

artmasına neden olan Akt yolunu inhibe eder, 

(ii) ROS üretimi ile pro-apoptotik proteinlerin transkripsiyonunu indükler  

(iii) Akt yolunu negatif olarak düzenleyen AMPK proteinini aktifleştirir. 

Anti-proliferatif rolüne ek olarak, ALA’nın farklı kanser hücrelerinde apoptozu 

doza bağlı uyardığı ve anti-apoptotik/pro-apoptotik proteinler arasındaki oranı düzene 

sokarak çeşitli kanser hücre dizilerinde apoptozu teşvik eden ROS üretebildiği 

belirtilmiştir. Yumurtalık, akciğer ve meme kanseri hücre hatlarında yapılan 

çalışmada, ALA’nın konsantrasyona bağlı olarak, mitokondriyal anti apoptotik protein 

olan Mcl-1, bcl-2 ve bcl-XL’in regülasyonunu düşürdüğü (158), sadece pro-apoptotik 
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BH3 proteinlerinden olan BIM ve NOXA'nın regülasyonunu arttırdığı ve sonuç olarak 

bu düzenlemenin hücre ölümüne yol açtığı belirtilmiştir (159). 

ALA’nın, meme kanseri hücre soylarında Bax/bcl2 oranını (apoptotik indeks) 

ve kaspaz-3 aktivitesi önemli ölçüde arttırdığı (160), Hepatoma kanser hücrelerinde 

kaspaz-3 ve 9 üzerinden intrinsik apoptotik yolağı tetiklediği (158), kolon kanseri 

hücrelerinde NF-κB sinyal yolağını inhibe ederek pro-apoptotik genlerin 

transkripsiyonunu indükleyen WTp53 proteinini stabilize ettiği ve apoptoz iç yolağını 

tetiklediği belirtilmektedir. Ancak Dörsam ve ark. ALA'nın p53 stabilizasyonundan 

bağımsız olarak kolorektal kanserde hücre ölümünü tetiklediğini de göstermiştir (161). 

Ayrıca, akciğer kanser hücreleri üzerinde yapılan çalışmada ALA’nın kaspazdan 

bağımsız diğer hücre ölüm yollarını tetiklediğini belirtmiştir (162). 

Örnek verilecek olursa, ALA’nın meme kanseri hücrelerinde aşırı eksprese 

edilen ve tümör oluşumunda rol oynayan bazı protein tirozin fosfatazlardan olan 

PTP1B ve SHP2 aktivitesini azaltarak kanser hücrelerinin canlılığını azalttığı 

gösterilmiştir (163).  

Çalışmalar ayrıca ALA'nın akciğer kanseri (164), meme kanseri (157) ve kolon 

kanserinde (165,166) ALA'e bağlı hücre ölümünü teşvik eden ROS üretebildiğini ve 

bu ALA ilişkili ROS’un apoptozun mitokondriyal yolunu tetiklediğini 

düşündürtmüştür.  

Kanser hücrelerinin metastazına yol açan epitelyal mezenkimal taşınım (EMT) 

işlemi bazı protein ve enzim tarafından kontrol edilir. Yapılan çalışmalarda ALA’nın, 

bazı EMT belirteçlerini (Snail, vimentin ve Zeb1) baskıladığı (167), EMT sürecinin 

düzenlenmesinde gerekli olan transforme edici büyüme faktörü beta (TGFβ) 

reseptörlerinin ana sinyal dönüştürücüsü olan SMAD sinyallemesini inhibe ettiği 

(168), β1/β3-integrin ekspresyonunu azaltarak fokal adhezyon kinaz (FAK) 

aktivasyonunu inhibe ettiği (169), MMP-9 ve MMP-2'nin mRNA seviyelerini 

azaltarak (170) kanser hücrelerinin göçüne ve invasyonuna engel olduğu gösterilmiştir 

(16).   

ALA’nın kanser hücreleri üzerine başka moleküller üzerinden de etki ettiğini 

gösteren çalışmalarda bulunmaktadır (107). 
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Kanser hücreleri, oksijenli ortamda bile glikozu adenozin trifosfat (ATP) üretimi 

için laktata dönüştürür, buna aerobik glikoliz veya Warburg etkisi denir. Kanserli 

hücrelerde aerobik glikolizin sürekli aktivasyonu, onkogenlerin aktivasyonuna veya 

tümör baskılayıcılarının kaybına yol açar, bu da kanserin ilerlemesine neden olur. 

ALA’nın hücre canlılığı/çoğalmasını ve laktat oluşumunu azalttığını ve bu sayede 

tümör büyümesini geciktirdiği gösterilmiştir (171). 

Akciğer kanseri hücrelerinde ALA, epidermal büyüme faktörü reseptörü 

(EGFR) fosforilasyonunu baskılayarak Grb2 yoluyla hücre proliferasyonunu inhibe 

ettiği ve MAPK/ERK'nin de bu yola dahil olduğunu söylemişlerdir (172).  

Sonuçlar, ALA’nın kanser hücreleri üzerine farklı şekilde etkilerinin olduğunu 

göstermektedir. 

 

4.3.3.4. ALA’nın Alzheimer hastalığı üzerine etkileri 

Alzheimer hastalığı, çeşitli bilişsel, fonksiyonel ve davranışsal değişikliklere 

sebep olan nörolojik bir hastalıktır. Bu hastalarda bellek kaybının beta-amiloid (Aβ) 

plakların oluşumu ve nörofibrillerde bulunan Tau protein’inin patolojik bir biçimde 

yükselmesi ile bağlantılı olduğu (173), bazı çalışmalar da Alzheimer patogenezinde 

oksidatif stresin de etkili olduğunu belirtmiştir (174, 175).  

İn-vitro araştırmalar ALA’nın, Aβ aracılı sitotoksisite üzerinde nöroprotektif 

etkileri olduğunu (176,177), nöronları Aβ veya hidrojen peroksit (H2O2) tarafından 

indüklenen sitotoksisiteden koruduğunu (178) belirtmişlerdir. 

Çalışmalar ayrıca ALA ve DHLA’in, kolin asetil transferazın aktivasyonu 

yoluyla asetilkolin (ACh) üretiminin artmasıyla anti-demans veya anti-Alzheimer 

özellikleri gösterdiğini belirtmiştir (179,180).  

Öte yandan, yüksek seviyede serbest radikal ve pro-enflamatuvar sitokinler ile 

karakterize olan inflamasyonun da Alzheimer hastalığında önemli olduğu (181), 

ALA’nın da ROS, metal iyonları ve lipit peroksidasyon ürünlerinin uzaklaştırılması, 

glutatyon seviyesinin arttırılması ve sinyal iletim yolları üzerine etki ederek 

inflamasyonda kompleks bir etki gösterdiği söylenmektedir (107,182). 
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Benzer şekilde ALA’nın, SK-N-BE insan nöroblastom hücrelerinde DNA 

hipermetilasyonu üzerinden enflamatuvar sitokin olan IL-1β ve IL-6 düzeylerini 

azalttığını söylemişlerdir (183). 

Alzheimer olan yaşlı Tg2576 fareleri üzerinde yapılan çalışmalarda, 

araştırmacılar ALA’nın öğrenme ve hafızada tutma üzerine belirgin bir iyileştirici 

etkisinin olduğunu (184), fakat Aβ seviyesi üzerine önemli etki etmediğini 

söylenmiştir (185). 

 

4.3.3.5. ALA’nın üreme sistemi üzerine etkileri 

ALA çok fonksiyonlu bir molekül olduğu için, bilim insanları ALA’nın tüm 

etkilerini açıklamak amacıyla farklı hastalıklar ve sistemler üzerine de araştırmalar 

yapmıştır. ALA’nın üreme sistemi üzerine etkilerini araştıran az sayıda çalışma da 

bulunmaktadır; 

Dişi Wistar sıçanlarda yapılan çalışmada, ALA’nın intra vajinal uygulamasının 

implantasyon sürecini etkilemeden gebeliği erken dönemde sonlandırmak için 

kullanılan mifepriston ve prostaglandin E2 etkilerini önemli ölçüde azalttığını, pro-

enflamatuvar sitokin olan TNF- α, IL-1β, ve IL-6 mRNA sentezini azalttığını 

söylemişlerdir (186). Diğer bir çalışmasında, dişi ratlarda primer folükül yetmezliği 

modeli oluşturulmuş ve ALA’nın aktif kaspaz 3 reaktivitesini ve yumurtalık hasarını 

azalttığı göstermişlerdir. Bunun yanında, toksik madde ile oluşturulan folikül 

yetmezliği modeli sonucunda endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) düşmüş ve 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) seviyesi ise artmış, ALA uygulandıktan sonra 

eNOS sağlıklı kontrol grubuna yakın seviyeye yükselmiş, iNOS'ta sağlıklı kontrol 

grubu seviyesine inmiştir (187).  

Başka bir çalışma da ALA’nın 100 mikromolar dozunun ovaryum foliküllerinin 

in-vitro ortamda gelişimlerini iyileştirdiği (188), polikistik over sendromu olan 

hastalarla yapılan klinik bir çalışmada ALA’nın in-vitro fertilizasyon aşamasında 

faydalı olabileceği söylenmiştir (189). 
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4.3.3.6. ALA ile yapılan klinik araştırmalar 

Kanıt düzeyi yüksek araştırmalar yayınlandıkça, ALA’nın farklı biyolojik 

etkileri ortaya çıkmaktadır, bunlar da bilim insanlarının dikkatini çekmekte ve merak 

uyandırmaktadır. Bu nedenle, ALA ile yapılan klinik araştırma sayısının son yıllarda 

arttığı pubmed tarama grafiklerinde de net olarak görülmektedir (Şekil 4.3.5.).  

 

 

 

Şekil 4.3.5. Yıllara göre, ALA ile yapılan klinik araştırma sayısını gösteren histogram. 

 

 

Yapılan bu klinik araştırmalar incelendiğinde, ALA’nın farklı hastalıklar 

üzerine birçok olumlu etkisinden bahsedildiği, olumsuz olabilecek neredeyse herhangi 

bir etkisinin olmadığı görülmektedir. Bu klinik çalışmaları incelediğimizde; 

Pre-diyabetik tanısı koyulan 12 olgu üzerine hastalığın ilerlemesini engellemek 

için yapılan bir çalışmada, ALA kullanımının serum glikoz seviyesini ve serum lipit 

seviyesini değiştirmediğini belirtmişlerdir. Fakat serum insülin miktarında farklılık 

olduğu ve ALA’nın insülin duyarlılığına katkı yapabileceğini belirtmiştir (190). 

Tip I DM tanısı koyulan olgular üzerinde yapılan bir çalışmada, 5 hafta 600 

mg/gün ALA uygulamasının CD62 platelet ekspresyonunu azalttığı, CRP ve 8-iso-

prostaglandin F2α serum seviyesini değiştirmediği belirtilmiştir (191). İnsülin bağımlı 

tip II diyabetli 235 hastaya 2 yıl 600 mg/d ALA uygulamasının, HbA1c seviyesini 

değiştirmediğini ve klinik anlamda önemli maküler ödemi engellemediği söylenmiştir 

(192). 

Tip 2 DM tanısı koyulan 112 olgu üzerinde yapılan 4 aylık çalışmada, ALA 

kullanımının enflemasyonla ilişkili CRP (C-Reactive Protein), IL-6 and TNF-α 
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konsantrasyonlarını önemli ölçüde düşürdüğünü ve bu tedavinin sistemik 

enflamasyonu önlemek için ilgi çekici olduğunu belirtmişlerdir (193). 

Diyabetik nöropatili olgulara günde 600 mg ALA uygulanmış ve 40 gün sonra 

sonuçlar incelendiğinde, ALA’nın nöropatik semptomlar ve trigliseritleri azalttığını, 

yaşam kalitesini iyileştirdiğini söylemişlerdir, ancak vücut ağırlığı, kan basıncı, açlık 

glikozu ve diğer lipit değerlerinde farklılık olmadığını belirtmişlerdir (194). 

Gebeliğin 24-28 haftasında olan 60 DM tanılı hamile kadın üzerinde yapılan 

araştırmada, 8 hafta boyunca günlük 100 mg ALA’nın etkilerine bakılmış, sonuç 

olarak açlık kan şekerinin (P <0.001), gama-glutamiltransferazın (P <0.001) ve alanin 

transaminazın (P = 0.031) maternal dolaşım değerlerinin azaldığı, üre, kreatinin, ürik 

asit, aspartat transaminaz ve alkalin fosfataz değerlerinin ise önemli ölçüde 

değişmediği gösterilmiş ve ALA’nın glikoz metabolizması ve karaciğer fonksiyonu 

üzerinde bazı yararlı etkileri olduğu söylenmiştir (195). 

Yaraları iyileşmeyen 20 olguya, hiperbarik oksijen tedavisiyle birlikte 14 seans 

600 mg/gün ALA verilmesinin MMP-2, MMP-9, TIMP1 ve TIMP2 gibi ECM 

proteinleri, anjiogenezde etkili PDGF-BB, b-FGF ve VEGF-β gibi genlerin 

ekspresyonu ile plazmada IL-1β, IL-6 ve TNF-α gibi inflamatuvar sitokinlerin seviyesi 

üzerine etkilerine bakılmıştır. Sonuçlara bakıldığında, ALA verilen grupta VEGF-β, 

b-FGF ve IL-6 ekspresyonu azalmış, ama PDGF-BB ekspresyonu artmış 

görünmektedir. ALA verilen grupta, MMP-2’nin hem ekspresyonu hem de aktif 

formunda önemli bir artış olurken, MMP-9’un ise ekspresyonunu ve aktif formunun 

azaldığı görülmüştür. ALA grubunda, MMP’lerin doğal doku inhibitörlerinden olan 

TIMP1 ve TIMP2 seviyesinde az miktarda azalma görülse de sonuç anlamlı değildir, 

ayrıca IL-1β ve TNF-α seviyelerinde de gruplar arasında önemli bir fark olmadığı 

belirtilmiştir. Sonuç olarak çalışmayı yapan araştırmacılar, ALA’nın sitokin 

seviyelerini, ECM ve anjiogenez gen ekspresyonlarını etkilediğini ve yaranın 

iyileşmesini desteklediğini söylemişlerdir (196). 

Hemodiyaliz tedavisi gören 63 olgu üzerinde yapılan çalışmada, ALA’nın 

birincil antioksidan enzimlerden olan süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve 

glutatyon peroksidaz (GPx) seviyeleri üzerine etkilerine bakılmıştır, 8 hafta sonunda 

günlük 600 mg ALA’nın sadece SOD miktarını anlamlı düzeyde arttırdığını 
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göstermişlerdir. Aynı çalışmada ayrıca ALA kullanımının vücut kitle indeksi, albumin 

ve hemoglobin üzerine de anlamlı etki yapmadığı belirtilmiştir (197). 

Hemodiyaliz tedavisi gören 353 olguya 6 ay yapılan tokoferol (666 IU/d) ve 

ALA (600 mg/gün) kombine tedavisinin, sistemik inflamasyon belirteci olan hsCRP 

ve IL-6 konsantrasyonlarını değiştirmediği, oksidatif stres belirteci olan F2 izoprostan 

ve F2 isofurans konsantrasyonunu değiştirmediği, eritropoietin yanıtınıda arttırmadığı 

belirtilmiştir (198).  

Alzheimer tanısı koyulan olgularda yapılan bir çalışmada da omega 3 ve 

ALA’nın F2 izoprostan seviyesini, mental durumu, günlük aktiviteleri ve Alzheimer 

hastalığı değerlendirme ölçeğini değiştirmediği belirtilmiştir (199). 

Oksaliplatin veya sisplatin kemoterapisi uygulanan 243 olguya, 24 hafta 

boyunca 1800 mg/gün ALA uygulandığı ve bu uygulamanın nörotoksisiteyi 

önlemediği belirtilmiştir (200). 

Şizofreni tanısı ile tedavi gören 10 olguya, antipsikotik ilaçlara ilave günlük 100 

mg ALA uygulamasının, psikopatoloji ölçümlerinde %63,9 azalma, ayrıca 

nörokognitif parametreler, ekstrapiramidal semptomlar ve lipit peroksidasyonunda 

azalma, hastalarda da güçlü iyileşme gördüklerini belirtmişlerdir (201). 

MS tanısı koyulmuş 52 olguya, 12 hafta boyunca günlük 1200 mg ALA 

uygulamasının çeşitli inflamatuvar sitokinlerin miktarına etkisine bakılmış, plesoba 

grubuna kıyasla INF-γ, ICAM-1, TGF-β ve IL-4 seviyesinde anlamlı bir azalma 

olduğu, TNF-α, IL-6, EDSS ve MMP-9 seviyesinde anlamlı bir değişiklik olmadığı 

söylenmiştir, sonuç olarak ALA’nın MS hastalarına faydalı olabileceğini 

belirtmişlerdir (202). Ayrıca ALA’nın toplam antioksidan kapasitesini anlamlı 

derecede arttırdığı, fakat oksidatif stres belirteci olan süperoksit dismutaz aktivitesi, 

glutatyon peroksidaz aktivitesi ve malondialdehit seviyelerini değiştirmediği 

söylenmiştir (203). 

MS’li olgular üzerinde ALA uygulamasının cAMP konsantrasyonunu arttırdığı 

ve IL-6, IL-17 ve IL-10 seviyelerini de önemli miktarda azalttığı söylenmiştir. 

ALA’nın anti enflamatuvar özelliğine cAMP/PKA sinyal yolağının kısmen etki 

ettiğini belirtmişlerdir (204). 



32 
 

Yoğun bakım ünitesinde yatan durumu kritik 80 olgu üzerinde 10 gün boyunca 

günlük 900 mg ALA uygulamasının, toplam antioksidan düzeyini anlamlı düzeyde 

arttırdığı, glikoz düzeyinide anlamlı derecede düşürdüğü ve homeostaz modeli 

değerlendirmesi-tahmin edilen insülin direnci (HOMA-IR) artışınıda engellediği 

belirtilmiştir. MDA, insülin, CRP, albümin (Alb), prealbumin (preAlb), toplam protein 

ve toplam lenfosit serum seviyeleri sayısı üzerine anlamlı etki yapmadığı söylenmiştir. 

Sonuç olarakta ALA’nın kritik hastalarda antioksidan savunmayı ve insülin direncini 

iyileştirmek için etkili bir destek olabileceği belirtilmiştir (205). 

Karaciğer transplantasyonunda, ALA güvenliğini ve etkinliğini karşılaştırmak 

için 40 olgu üzerinde yapılan çalışmada, 100 ml sodyum klorür (NaCl) içinde 

çözdürülen 600 mg intravenöz ALA’nın HIF‐1α seviyesini yükselttiği, 

Prolilhidroksilaz‐1 (PHD1) seviyesini düşürdüğü, apoptozu inhibe eden BIRC2 gen 

ekspresyonunu yükselttiğini söylemişlerdir. Fakat hücre büyümesi (Sestrin2), sağ 

kalım (mammalian target of rapamycin; mTOR), hücre çoğalması (REG3a), sitokin 

üretimi (IκBα) ve doku hasarı koruması (SLPI; salgı lökosit proteaz inhibitörü; 

secretory leukocyte protease inhibitör) ile ilgili gen ekspresyonlarında anlamlı 

değişiklik olmadığını söylemişlerdir. Organ nakli sonrası sistemik stres yanıtını 

gösteren SLPI ve REG3a/PAP protein seviyelerininde ALA uygulanan hastalarda daha 

düşük olduğu ve daha az enflematuvar olduğunu düşündüklerini söylemişlerdir. Sonuç 

olarak ise ALA'nın karaciğer transplantasyonunda kullanım için güvenli olduğunu, 

hipoksiye ve oksidatif strese karşı koruma sağlayan gen değişikliklerini indüklediğini 

ve postreperfüzyon sendromunun görülmesini azalttığı söylenmiştir (206). 

Radyolojik işlemlerden önce olgulara verilen oral antioksidan tedavinin röntgen 

kaynaklı DNA hasarını azaltmada etkinliğini ölçmek için yapılan çalışmada, 

aralarında ALA’nın da bulunduğu antioksidan maddeler kullanılmıştır, DNA hasarı 

floresan olarak etiketlenmiş gama-H2AX proteini kullanılarak periferal kan 

mononükleer hücrelerinde (PBMC) görüntülenmiştir, sonuç olarak hastaları ve sağlık 

çalışanlarını radyasyona bağlı DNA hasarından korumak için çekim öncesinde 

antioksidan madde alınmasının etkili bir yol sağlayabileceğini söylemişlerdir (207). 

Romatoid artrit tanısı koyulmuş 70 kadın olgu üzerinde yapılan araştırmada, 

günlük 1200 mg ALA uygulamasının, serum yüksek hassasiyetli CRP, TNF-α, IL-6 
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ve eklem erozyonunun bir belirteci olan serum MMP-3 seviyelerinde plesebo grubuna 

göre anlamlı fark gözlemlenmediği söylenmiştir (208). 

Romatoid artrit tanısı koyulmuş 70 olguya, 8 hafta boyunca günlük 1200 mg 

ALA uygulanmasına rağmen, total antioksidan kapasitesinde, antioksidan enzim 

(SOD, GPx ve ARE) aktivitesinde ve serbest radikal miktarının artmasıyla artan bir 

molekül olan malondialdehit (MDA) miktarında anlamlı bir değişiklik olmadığını 

belirtmişlerdir (209). 

ALA’nın İVD dejenerasyonu üzerine etkilerinin araştırıldığı herhangi bir klinik 

öncesi veya klinik araştırmaya rastlanmamıştır. Bu nedenle, yapılan klinik ve preklinik 

çalışma sonuçları incelendiğinde, ALA’nın bazı hücrelerde proliferasyonu arttırdığı, 

reaktif oksijen türlerini inhibe ederek hücreyi birçok olumsuz etkiden koruduğu, 

hücrenin enerji metabolizmasına olumlu katkı sağladığı, inflamatuvar sitokinleri 

baskıladığı ve matriksi yıkan MMP’lerin seviyelerini düşürdüğü görülmüştür. İVD 

dejenerasyonunun patofizyolojisi düşünüldüğünde, ALA’nın bu terapötik etkilerinin 

dejenerasyonu tedavi edici olabileceğini düşünerek bu çalışmayı yaptık. 
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5. MATERYAL VE METOD 

 

Bu araştırma projesi, İstanbul Medipol Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu’nun, 27/02/2019 tarihli ve E.8223 sayılı oluru ile 

gerçekleştirildi.  Araştırmada primer hücre kültürlerinin hazırlanması aşamasında 

kullanılan dokular için olgulardan, operasyon öncesinde bilgilendirilmiş gönüllü olur 

formları ile rızaları alındı. Deneysel hataları minimize edebilmek için analizler üç kez 

tekrar edildi. Primer hücre kültürlerinin beslenmesi; hücre kültür ortamının iki günde 

bir kez ve taze hazırlanmış hücre kültürü besiyeri medyumu ile değiştirilmesi suretiyle 

gerçekleştirildi. 

 

5.1. Araştırmaya Dahil Edilme ve Araştırmadan Dışlanma Kriterleri 

Rezeke edilen dokular; cerrahi girişim endikasyonu, medikal ve konservatif 

tedaviye yanıt alınamayan ve pre-operatif nörolojik muayene, lomberspinal manyetik 

rezonans görüntüleme (MRG), gerek duyulan durumlarda ise lomber spinal 

bilgisayarlı tomografi (BT) ve alt ekstremite elektromyelografi (EMG) tetkikleri 

sonrasında lomber disk hernisi tanısı konulan olgulardan meydana getirildi (n=15) 

(Resim 5.1.1.).  

 

 

 

Resim 5.1.1. Subligamentöz lomber disk protrüzyonuna ait T2-ağırlıklı sagital ve 
aksial MRG (A. Aksiyel T2A sekans, B. sagital T2A sekans MRG de L4-5 diskinde 
santral posteriorprotrüzyon mevcuttur). 
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Disk dejenerasyonunun derecelendirilmesi, Pfirrmann sınıflaması yardımı ile 

T2-ağırlıklı MRG sayesinde gerçekleştirildi (210). 

Bu olgulardan romatolojik, inflamatuvar ve/veya enfeksiyöz herhangi bir 

hastalığa sahip olanlara ait dokular araştırmadan dışlandı (n=3).  Kalan olgulardan 

(n=12), son üç hafta içerisinde non-steroidal antienflamatuvar ilaç (NSAID) kullanan 

olgulara (3 kadın, 3 erkek; n=6) ait dokular da araştırmada primer hücre kültürlerinin 

hazırlanmasında kullanılmadı.  

Primer hücre kültürlerinin oluşturulmasında kullanılan dokuların alındığı 

olguların (n=6) özgeçmişinde tip-2 DM ve/veya sigara içme öyküsünün olmamasına; 

anamnezlerinde, Vitamin D Reseptör (VDR) genlerinde meydana gelen tek nükleotid 

polimorfizm öyküsünün bulunmamasına dikkat edildi. 

 

5.2. Dejenere İVD Dokularının Cerrahi Rezeksiyonu 

Lomber disk hernisi nedeni ile lomber mikrodiskektomi ve/veya lomber mikro-

sekestrektomi operasyonları uygulanan olgulardan elde edilen dokulardan primer 

hücre kültürleri hazırlandı. 

Bunun için; prone pozisyonunda, cerrahi yapılacak mesafenin tayini, C-kollu 

skopi ile işaretlenerek tespit edildiği olgularda antisepsi sağlandı. Ardından, steril 

olarak operasyon sahası örtüldü. Cerrahi girişim yapılacak seviyenin üzerinde iki 

santimetrelik orta hat cilt insizyonları yapıldı.  

Cilt ve cilt altı geçildikten sonra, lomber yüzeyel fasia insize edilerek, 

paravertebral adaleler subperiostal olarak diseke edildi. Daha sonra, hemiparsiyel 

laminektomiyi takiben flavektomi uygulandı. Flavektomiyi takiben dura ve spinal kök 

tanınarak mediale alındı ve sonrasında 15 numaralı bistüri ile disk kapsülü insize 

edilerek disk pançı yardımı ile mikrodiskektomi işlemi tamamlandı (211). 

 

5.3. Primer Hücre Kültürlerinin Hazırlanması 

Olgulardan cerrahi operasyon ile alınan dokular, hücresel olarak uzman patolog 

tarafından değerlendirilip onaylandıktan sonra primer hücre kültürlerinin hazırlanması 

aşamasına geçildi. Rezeke edilen dokular %1 penisilin-streptomisin 

(CatNo#15070063; Thermo Fisher Scientific, 101 Waltham MA USA) içeren 
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Dulbecco’s Modification of Eagle Medium (DMEM, Gibco, CatNo# 11965092; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA USA) solüsyonu içeren Falkon tüplere 

aktarıldı. Maksimum iki saat içerisinde dokuların 40C’de laboratuvara transfer 

edilmeleri sağlandı. 

Araştırmaya dâhil edilen dokuların alındığı olguların yaş ortalaması 38,43±9,74 

yıl idi. Akış kabini içerisinde petri kaplarına aktarılan dokular %0,9 izotonik sodyum 

klorür çözeltisi üç kez irrige edildi. Daha sonra mekanik yoldan parçalanması sağlanan 

dokular, enzimatik yoldan da parçalanabilmesi adına Falkon tüplere aktarıldı.  

Bu tüpler içerisine; 50ml Hanks’ın dengeli tuz solüsyonu (HBSS, CatNo#88284; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA USA) içerisinde, 0,375μg kolajenaz tip-II 

(CatNo#17101015; Thermo Fisher Scientific, Waltham MA USA) çözündürülen 

karışım ilavesi gerçekleştirildi. 370C ve %5 karbondioksit ortamına sahip inkübatöre 

alınan tüpler, kapakları hafif açık kalacak şekilde bir gece inkübatörde bekletildi.  

Süre bitiminde Falkon tüpler, kanıt düzeyi yüksek olan yayınlardan (212, 213) 

elde edilen protokole göre; iki kez 1200 rpm’de, 5’er dakika ardışık olarak santrifüj 

edildi. Elde edilen hücre süspansiyonları, T-25 flasklara aktarıldı.  Hücrelerin üzerine, 

içinde fetal bovin serum, %1 L-Glutamin (CatNo# 25030081; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham MA USA), penisilin-streptomisin ve amfoterisin (CatNo# 

15290026; Thermo Fisher Scientific, Waltham MA USA) eklenmiş olan DMEM 

besiyeri eklenerek 370C ve %5 karbondioksit ortamına sahip inkübatöre alındı ve 

hücrelerin flask yüzeyine tutunup çoğalmaları sağlandı.  

%70-80 oranında konfluensi kazanan bu primer kültürler tripsinizasyon işlemi 

ile pasajlandı. Üçüncü pasajdan sonra yaklaşık %90 konfluent hale gelen kültürler, 

tekrardan hücre tipi ve hücre yapısı bakımından uzman patolog tarafından 

değerlendirilip onaylandı. Sonrasında tripsinizasyon işlemiyle hücreler yüzeyden 

kaldırıldı ve Tripan mavisiyle boyandı, sonra Thoma lamında hücre sayımı 

gerçekleştirildi. Sayılan hücreler, gerçekleştirilecek olan analizlere göre, 96-

kuyucuklu-plakalar için 1,5×104 hücre/kuyucuk ve 10-mm petri kapları için 4.4×106 

hücre/petri olacak sayıda hücrelerin ekimi gerçekleştirildi. Ardından tüm örnekler 

tekrardan 370C ve %5 karbondioksit içeren inkübatörde bir gece inkübe edildi. 



37 
 

5.3.1. Primer hücre kültürlerine ALA uygulanması 

Başlangıçta molekül ağırlığı 206,33 g/mol olan ALA’nın 600 mg dozundan 

faydalanılarak ana stok solüsyonu, mililitresinde 50 mg ALA olacak şekilde etanol 

içerisinde çözündürüldükten sonra, taze hazırlanmış besi yeri medyumu ile dilüe 

edilerek alikotlara ayrıştırıldı. Doz belirlenmesi esnasında; Tibullo ve ark. (214); 

Gomes ve ark. (116); Dinicola ve ark. (216) çalışmaları ile Jeon ve ark. (168) 

çalışmaları esas alındı ve bu çalışmalara göre doz yanıt eğrisi denemeleri 50, 100 ve 

250 μm dozlarına göre hesaplandı. Sonrasında primer hücre kültürü örneklerine, son 

konsantrasyonları 250 μm olacak şekilde taze hazırlanmış ALA çözeltileri uygulandı.  

 

5.4. İnvert Işık Mikroskopisi ve Floresan Mikroskopisine Yönelik Analizler 

Giemsa (Kat # GS500, Sigma, ABD) boyama için ayrı ayrı hazırlanan kontrol 

ve çalışma grubu örneklerindeki hücreler 1:20 oranında deiyonize su ile dilüe edilen 

Giemsa boyası ile oda ısısında boyandı, sonrasında deiyonize su ile fazla boya 

yüzeyden yıkandıktan sonra, örneklerin invert ışık mikroskobu ile hücre yapıları 

değerlendirildi (217, 218). 

İnvert ışık mikroskobu ile (Olympus CKX41; Olympus, Tokyo, Japonya) x4, 

x10, x20 ve x40 gibi çeşitli büyütmeler altında, AF ve NP hücreleri yüzey morfolojisi 

ve ECM yapılarına ait değerlendirmeler gerçekleştirildi. Bunun için ALA uygulanan 

ve uygulanmayan örneklerde, hücre organizasyonunun mikrofotoğrafları, Olympus 

Cell Soft Imaging (Olympus Corporation; version, Cell^A5.1) programından 

faydalanılarak incelemeye alındı.  

Hücre canlılığı ve varsa eğer hücre ölümünün apoptotik olup olmadığını 

belirlemek için, aynı zamanda MTT testinin sonuçlarıyla da kıyaslamak amacıyla, 

nükleik asit bağlayıcı akridinoranj/propidium iyodür (AO/PI) boyaması yapıldı. 

AO, canlı veya ölü tüm çekirdekli hücreleri yeşil bir floresan renkle boyar, 

fakat PI, zayıf membran bütünlüğüne sahip ölü hücrelere nüfuz eder ve kırmızı bir 

floresan renk oluşturur. Sonuç olarak, hücreler AO/PI ile boyandığında, canlı hücreler 

yeşil floresan renk, ölü hücreler kırmızı floresan renk görülür (219). 

AO/PI boyası, 5 gr sodyum-EDTA, 2 mg PI, 25 ml FBS ve 2 mg AO’nun 1 ml 

%99 etanol içerisinde çözündürülüp, sonrasında hacmin steril bidistile su ile 100 ml’ye 



38 
 

tamamlanmasıyla hazırlandı. Hücre kültürleri, oda ısısında 10 dakika AO/PI ile 

boyandı (218). Daha sonra floresan mikroskop (DM 2500; Leica Microsystems, 

Wetzlar, Germany) ile mikro fotoğraflar elde edildi. Görüntüler CytovisionCapture 

Station görüntüleme yazılımı kullanılarak değerlendirildi (Version 7.0; Genetix; Leica 

Microsystems). 

 

5.5. Moleküler Analizler 

5.5.1. MTT-ELISA hücre canlılık, toksisite ve proliferasyon analizleri 

Spektrofotometrik analizler esnasında kullanılan metil tiazol difenil tetrazolyum 

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] (MTT) kiti (Vybrant MTT 

Cell ProliferationAssay, Cat#V13154), Thermo Fisher Scientific, Waltham MA 

Amerika Birleşik Devletleri’nden temin edildi.  

İçerisinde 5 mg MTT bulunan şişeye 1 ml steril PBS eklenerek 12 mM MTT 

stok solüsyonu hazırlandı, tam çözünme gerçekleşene kadar vortekslendi. Sonrasında, 

96-kuyucuklu-plakaların her kuyucuğunda konfluent hale gelen hücrelerin üzerine 100 

μl taze DMEM ve 10 μl stok MTT solüsyonu eklendi. Işıktan korundu ve 37 ˚C’de 2 

saat inkübe edildi. Daha sonra, her kuyucuktaki mevcut karışımdan 25 μl atılıp, onun 

yerine 50 μl DMSO eklendikten sonra 37 ˚C’de 10 dakika daha inkübe edildi.  

Yukarıda açıklanan işlemler hem kontrol grubu hem de ALA ilave edilen 

örneklerin hepsine sırası ile 24’üncü, 48’inci ve 72’nci saatlerde uygulandı. 

Sonrasında, enzim-bağlı immunosorbent analizi ([ELISA]/Optical density-OD) 

mikroplaka okuyucu (Mindray MR 96A, Çin) ile 570 nanometre (nm)’de her kuyucuk 

için absorbans ölçümü yapıldı.  

Kontrol grubunun canlılık oranının %100 olduğu kabul edildi. Proliferasyon; 

“Test OD/ Kontrol ODX100” formülü ve “proliferasyon inhibisyonu; “1- Test OD/ 

Kontrol OD” formülleri ile hesaplandıktan sonra istatistiksel analizler için veriler kayıt 

altına alındı (18, 19, 212, 219-221). Bundan sonra, örneklerin analizine polimeraz 

zincir reaksiyonu (PCR) teknikleriyle devam edildi. 
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5.5.2. Kantitatif gerçek zamanlı PCR yöntemiyle gen ifadelerinin ölçümü 

Gen ifadelerine ait sonuçlar, 7500 Fast-SDS program V.2.3 (Thermo Fisher 

Scientific, Inc.) yardımı ile elde edildi ve bağıl niceleme [relative quantification (RQ)] 

cinsinden sunuldu. Analizler esnasında, hedef gen ekspresyonunu normalize etmek 

için endojen kontrol olan aktin beta (ACTβ) kullanıldı. 

Analizlerin öncesinde, primer hücre kültürleri içerisinden, total ribonükleik asit 

(RNA) elde edilirken, PureLink RNA mini kit (cat. no. 12183025; Thermo Fisher 

Scientific, Inc.) ve yüksek kapasiteli cDNA RT kit (cat. no. 4368814; Thermo Fisher 

Scientific, Inc.) kullanılarak, cDNA elde edildi. 

 

5.5.2.1 Hücrelerden total RNA izolasyonu 

 1)Hücre kültürü örnekleri 15 ml steril santrifüj tüpüne toplandı ve +4 °C 2000g 

hızda 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant uzaklaştırıldı. %1 

oranında 2-merkaptoetanol içeren lizis solüsyonundan 0,6 ml eklenerek hücre pelleti 

dağılana kadar pipetaj yapıldı. Sonrasında hücreler maksimum hızda 2 dakika santrifüj 

edildi. 

 2)Santrifüj sonrası süpernatan temiz bir ependorf tüpüne aktarıldı ve bu tüp 

içerisine, süpernatant hacmine göre 1:1 oranında %70 (h/h) soğuk (4⁰C) EtOH ilave 

edildi.  

 3) Daha sonra örnekler spinkolonlara transfer edildi. 12000g hızda 15 saniye 

oda sıcaklığında santrifüj edildi. Koleksiyon tüpünde biriken atık kısım döküldü. 

Örnek bitene kadar spinkolonda santrifüj işlemi tekrar edildi. 

 4) Spinkolon üzerine 700 μl yıkama solüsyonu I eklendi. 12000g hızda 15 

saniye santrifüj edildi. 

 5) Spinkolonlar tekrar temiz bir eppendorf tüpünün üzerine yerleştirildi. 

Ethanol eklenmiş yıkama solüsyonu II’den 500 μl spinkolon üzerine ilave edilerek 

12000g hızda 15 saniye santrifüj edilerek çöktürüldü. Santrifüj sonrasında dipte 

biriken süzüntü boşaltırak spinkolon aynı ependorf tüpe tekrar yerleştirildi. Sonra bu 

işlem bir defa daha tekrar edildi. 
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 6) Ependorf tüp 12000g hızda 1-2 dakika oda sıcaklığında boş olarak santrifüj 

edilerek süzüntünün tamamı uzaklaştırıldı. Spinkolon yeni bir steril ependorf tüpe 

yerleştirildi. 

 7) Her bir örnek üzerine 50μl RNAaz içermeyen su ilavesi gerçekleştirildi. Bu 

ilaveden sonra oda ısısında örnekler bir dakika bekletildi. Örnekler 12000g’de 2 dakika 

santrifüj edildi. 

 8) Spinkolon uzaklaştırıldı ve ependorf tüpte 50 μl miktarında total RNA izole 

edildi 

Her örnek içerisinden elde edilen RNA miktarı ultraviyole spektrofotometre 

yardımı ile ölçümlendi. Total cDNA eldesinde, 50 ng RNA, yüksek kapasiteli bir 

cDNA reverse transkripsiyon kiti ve bir termal döngüleyici kullanıldı. 

 

5.5.2.2. Ters transkriptaz PCR ile cDNA eldesi 

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonunda; kontrol grubu ve ALA 

uygulanan hücrelerden elde edilen RNA'lar kullanıldı. Kimyasallar kullanılmak üzere 

-20°C’den buz içerisine alındı. Taq DNA polimeraz -20°C’de sıvı halde bulunur ve 

Taq DNA polimerazın yapısı sıcaklıktan etkilenmektedir. Oda koşullarında eritilen 

PCR bileşenleri vortekslendi. Karışım işlemleri buz içerisinde gerçekleştirildi. Master 

karışımı oluşturan bileşenlerin miktarı ve oranları Tablo 5.5.1.’deki gibidir. 

 

 

Tablo 5.5.1. Ters Transkriptaz PCR için gerekli reaksiyon karışımı. 

Reaksiyon karışımı Miktar (μl) 

dH2O (Nükleaz bulunmayan) 4,2 

10x RT tampon  2,0 

10x RT random primerler 2,0 

MultiScribe Revers transkriptaz 1,0 

25x dNTP karışımı(100mM) 0,8 

RNA 10,0 

Toplam  20,0 
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Tablodaki oranlar dikkate alınarak, önce buz içerisindeki steril ependorflara 

dH2O eklendi. Sonra karışıma en son ters transkriptaz enzimi olacak şekilde diğer 

bileşenler eklendi ve tüpler vortekslendi. Örnekler ısısal döngü cihazına yerleştirildi. 

Kantitatif ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) Applied 

Biosystems 7300/7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Inc.)’de 

gerçekleştirildi. Örnekler Tablo 5.5.2.’de gösterilen sıcaklık ve sürelere tabii tutuldu. 

 

Tablo 5.5.2. Isısal döngü cihazının süre ve sıcaklıkları. 

 1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak 

Sıcaklık (°C)  25 37 85 4 

Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika  

 

5.5.2.3 Kantitatif gerçek zamanlı PCR 

Bu analiz, elde ettiğimiz cDNA’lar üzerinden gen ifadesinin saptanması veya 

gen ifadelerinin birbirleri ile kıyaslaması amacıyla yaptığımız PCR temelli hassas bir 

tekniktir. Tüm genler, Thermo Fisher Scientific (Waltham MA USA) TaqMan® gen 

ekspresyon testlerinden ACTβ (Cat#4331182, Hs01060665_g1), CHAD 

(Cat#4331182, Hs00154382_m1), COMP (Cat#4331182, Hs00164359_m1), IL-1β 

(Cat#4331182, Hs01555410_m1), MMP-7 (Cat#4331182, Hs01042796_m1) ve 

MMP-19 (Cat#4331182, Hs00418247_g1) ile amplifiye edildi. 

Çalışma iki tekrarlı olarak gerçekleştirildi. Öncelikle cDNA örneklerinin her biri 

kullanılacak miktar kadar buz içerisine yerleştirilmiş şekilde olan steril ependorf 

tüplere eklendi. Daha sonra steril bir ependorf içerisinde her bir gen bölgesine özgül 

ticari kit varlığında ayrı ayrı Tablo 5.5.3’teki reaksiyon karışımı hazırlandı. 

 

Tablo 5.5.3. Kantitatif gerçek zamanlı PCR bileşenleri ve miktarları. 

PCR Reaksiyon içeriği Miktar (μl) 

Master karışımı 100 

Gene spesifik assay 10 

dH2O 70 

Total 180 
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Her bir gen bölgesine özgü olarak hazırlanan karışımdan (Tablo 5.5.3.) 18’er μl 

96 kuyucuklu mikroplaklara yerleştirilerek üzerlerine ilgili cDNA örneklerinden 2’şer 

μl eklendi. Plakanın üzeri optik kaplayıcı ile kaplanarak maksimum hızda oda 

sıcaklığında 30 saniye santrifüj edilerek mikroplaka içeriklerinin çökmesi sağlandı. 

Plaka Applied Biosystems Fast 7500 gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

cihazının içine yerleştirilerek. Uygun PCR koşullarında çalışıldı (Tablo 5.5.4.). 

Sonuçları elde etmek için, bir referans (kalibratör) numunesi (Kontrol grubu, 0h) 

kullanıldı ve RQ değerleri, 2∆∆Cq metodolojisi ile hesaplandı (18,19,212,219-221). 

 

 

Tablo 5.5.4. Gerçek zamanlı PCR’nin sıcaklık ve zaman döngüsü. 

Basamak UDG 

inkübasyon 

Ampli-Taq Gold, UP 

enzim aktivasyon 

PCR 

40 Döngü (Cycle) 

Denatürasyon Bağlanma 

Zaman 2 dakika 10 dakika 15 saniye 1 dakika 

Sıcaklık 50⁰C 95⁰C 95⁰C 60⁰C 

 

 

5.6. İstatistiksel Analizler 

Verilerin değerlendirilmesinde Minitab® (Version 22) paket programı kullanıldı. 

Veriler %95 güven aralığında değerlendirilirken alfa anlamlılık değeri <0,05 olarak 

kabul edildi. Varyans analizi (ANOVA) sonrası gruplar arasında görülen anlamlı 

farklılığın hangi gruplarda önemli olduğu, Tukey’s Honestly Significant Difference 

(Tukey’s HSD) testi ile saptandı. 
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6. BULGULAR 

 

MTT-ELISA testi ile hücre canlılığı, toksisite ve hücre proliferasyon analizi 

yapıldı (Tablo 6.1.). 

 

Tablo 6.1. Proliferasyona ait verilerin tanımlayıcı istatistik sonuçları. 

Değişken Zaman 
(saat) 

Mean±StDev SE 
Mean 

SS Minimum Maksimum Medyan 

Absorbans 
(nm) 

24 0,4626±0,1042 0,0301 2,6875 0,3627 0,5625 0,4626 

48 0,4618±0,1573 0,0454 2,8313 0,3111 0,6125 0,4618 

72 0,4601±0,2447 0,0706 3,1982 0,2257 0,6944 0,4601 

*Mean±StDev;Ortalama±Standart sapma, SS;Sum of square (Kareler toplamı 

ortalaması), SE Mean;Standard error of mean (Ortalamaların standart hatası). 

 

Kontrol grubundaki hücrelerin sağlıklı çoğalmasının devam ettiği ve bu 

sonuçların istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (P<,05). Ancak çalışma 

grubunda (ALA uygulanan) 24. saatten 72. saate proliferasyonun baskılandığı ve 

toplam hücre sayısının kontrol grubuna göre daha düşük olduğu kaydedildi (P<,05) 

(Tablo 6.2.) (Şekil 6.1.). 

 

Tablo 6.2. Hücre canlılık, toksisite ve proliferasyon verilerinin ANOVA ile 
değerlendirilmesine ait bulgular. 

 DF Adj SS Adj MS F-Değeri P Değeri* 

ALA Uygulanan 
Çalışma Grubu 

1 0,93954 0,939542 1,17443 0,00 

Zaman 2 0,00004 0,000020 2551.25 0,00 

Uygulama vs. Zaman 2 0,11062 0,055310 6913691.25 0,00 

* Tek yönlü ANOVA: DF; degrees of freedom, Adj; adjusted, SS; Sum of square, 
MS; mean square. 



44 
 

 
Şekil 6.1. ALA uygulanan ve uygulanmayan örneklerde zamana bağlı proliferasyon 
göstergesi. A’dan Z’ye doğru gidildikçe gruplar arasındaki farklılığın önem sırası 
kötüleşmektedir. 0,2288 nm absorbans değeri ise sıfırıncı saatte ALA uygulanmayan 
kontrol grubuna ait değerdir. 

 

 

Deney sırasında invert ışık mikroskobu kullanılarak hücre morfolojisi ve 

çoğalması izlendi (Resim 6.1., sütun 1 A, D, G, J, M, P ve S). Ek olarak, deney sonunda 

hücreler Giemsa ile boyandı ve morfoloji ve ECM gelişimi açısından incelendi (Resim 

6.1., sütun 2 B, E, H, K, N, Q ve T). Hücre canlılığını belirlemek ve MTT-ELISA 

proliferasyon ve toksisite testlerinden elde edilen sonuçların doğruluğunu kanıtlamak 

için, AO/PI boyamasının floresan mikroskobu görüntülerinin de azalmış proliferasyon 

sergilediği gözlemlendi (Resim 6.1., sütun 3 C, F, I, L, O, R ve U).  

Mikroskobik değerlendirmelerde ALA uygulamasının hücre proliferasyonunu 

ve ECM organizasyonunu olumsuz etkilediği görülürken, AO/PI boyamasında 

görüldüğü gibi ALA uygulanan doz ve sürelerde sitotoksisiteye bağlı apoptotik hücre 

ölümü gözlenmemiştir. 
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Resim 6.1. AF/NP hücrelerinin, AO/PI boyama sonrası floresan ataçmanı, Giemsa 
boyama sonrası invert ışık mikroskobu ile değerlendirilmesi. Kontrol grubu 0 saat (A, 
B, C), 24. saat kontrol grubu (D, E, F), 24. saat ALA grubu (G, H, I), 48. saat kontrol 
grubu (J, K, L), 48. saat ALA grubu (M, N, O), 72. saat kontrol grubu (P, Q, R), 72. 
saat ALA grubu (S, T, U). 
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Gerek mikroskobik gerekse moleküler düzeyde gerçekleştirilen bu analizlere ek 

olarak, gen ifadelerinin de değişim gösterdiği görüldü (Şekil 6.2.).  

Sıfırıncı saatte RNA referansı için baz alınan kontrol grubunda CHAD, COMP, 

IL-1β, MMP-7 ve MMP-19 genlerine ait RQ değerlerinin sırası ile “0,71”, “0,62”, 

“0,75”, “0,94” ve “0,87” fold olduğu raporlandı.  

Kontrol grubu örneklerinde, CHAD ekspresyonunun 24. saatte zirve yaptığı ve 

1,90 fold’a çıktığı, ancak aynı zaman diliminde çalışma grubunda bu ekspresyonun 

0,39 fold’a düştüğü kaydedildi. Hem kontrol grubunda hem de çalışma grubunda 72. 

saate doğru zaman ilerledikçe CHAD gen ekspresyonunun görülmediği raporlandı (P 

<,05). 

COMP gen ekspresyonu, kontrol grubu referans RQ değerine oranla, kontrol 

grubunda 24. saatten 72. saate kadar yükseldi. Ancak çalışma grubunda COMP değeri 

72. saate yaklaşıldıkça azalmış ve 72. saat ölçümünde 0,34 fold’a düşmüştür (P <,05). 

IL-1β gen ekspresyonuna ait RQ değeri, 24. saatte her iki grupta da düşerken, 

48. saatte kontrol grubu örneklerinde pik yaptığı, çalışma grubunda ise eksprese 

edilmediği anlaşıldı. Ardından hem kontrol hem de ALA verilen çalışma grubunda 

72’nci saatte eksprese edilmediği anlaşıldı (P<0,05).  

MMP-7 gen ekspresyonu, kontrol grubu örneklerinde 24. saatte 0,79 fold’a, 

çalışma grubu örneklerinde ise 0,50 fold’a geriledi. Her iki grupta 48 ve 72. saatte gen 

ekspresyonu görülmedi (P <,05). 

MMP-19 gen ekspresyonunun kontrol grubunda 24. ve 48. saatlerde arttığı fakat 

72. saatte azalarak başlangıç referans değeri olan 0,87-fold’dan 0,10 fold’a düştüğü 

gözlemlendi (P<,05). Çalışma grubu örneklerinde ise MMP-19 ekspresyonu 48. saat 

hariç diğer zaman dilimlerinde azalmıştır. Bu sonuçların tümü istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu görüldü (P<,05). 
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Şekil 6.2. CHAD, COMP, IL-1β, MMP-7 ve MMP-19 gen ifadelerinin Real Time-
qPCR değişim göstergesi. 
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7. TARTIŞMA 

 

Ortalama yaşam boyu görülme oranı %80’lere ulaşan (2) ve milyonlarca insanın 

muzdarip olduğu bel ağrısı (1) hem kişilerin yaşam kalitesini olumsuz etkilemekte hem 

de başta sağlık ekonomisi olmak üzere uluslara büyük ekonomik yükler getirmektedir 

(2). Yaşın ilerlemesiyle birlikte disklerin ciddi şekilde dejenere olduğu (4) 

düşünüldüğünde, İVD dejenerasyonu bel ağrısının önemli sebepleri arasında 

gösterilmektedir (1)  

Literatürde; bazı genomik lokusun daha önce İVD dejenerasyonu ile ilişkili 

olduğu bulunmuştur. COL1A1, COL9a3 ve VDR genlerinde meydana gelen tek 

nükleotid polimorfizmleri, lomber disk dejenerasyonunun gelişimi ile ilişkili 

görünmektedir. Bu ilişki muhtemelen aynı bireyde birden fazla mutasyon mevcut 

olduğunda daha belirgin olarak ortaya çıkmaktadır fikri öne sürülmektedir (222). 

Lomber disk dejenerasyonu olan hastalarda plazma VDR seviyeleri ve VDR 

ekspresyonu anlamlı derecede düşük olduğu ve TaqI polimorfizminin TT genotipi, 

lomber disk dejenerasyonu olan hastalarda daha düşük plazma VDR seviyeleri ile 

önemli ölçüde ilişkili olduğu bilgisine de yine literatürde rastlanmaktadır (223). Tüm 

bunlara ek olarak; tip-2 DM varlığının veya sigara kullanımının disk ve uç plak 

dejenerasyonuna neden olarak disk dejenerasyonuna neden olabileceği raporlanmıştır 

(224,225). Ancak bu doktora tezinde primer kültürlerin hazırlanmasında kullanılan 

dokuların alındığı olguların özgeçmişlerinde, tip 2 DM ve/veya sigara kullanımı yoktu. 

Ayrıca olguların hikayelerinde, tek nükleotid gen polimorfizm bilgisi de yer 

almamaktaydı. 

Disklerin dejenerasyon seviyesine göre tedavi konservatif tedavi veya invaziv 

tedavi şeklindedir. Fakat bu tedavi yöntemlerinin hepsi semptomatik tedavi 

sağlamakta ve patolojik süreç devam etmektedir (93). Bu nedenle bilim insanları, İVD 

dejenerasyonunu durdurmaya veya dejenerasyonun rejenerasyona dönüştürülmesine 

yönelik araştırmalara yönelmişlerdir. 

Bu çalışmalar arasında, aktif İVD hücrelerinin implantasyonu (55,96,97) 

biyomalzeme implantasyonu (98,99), mezenkimal kök hücre implantasyonu 

(100,101), büyüme faktörlerinin mevcut hücrelere enjeksiyonu (102), enflamatuvar 
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sitokinlerin inhibisyonu için gen tedavileri veya disk içi molekül enjeksiyonu 

(103,104), bozulmamış veya yapay disk transplantasyonu (105,106) ve farmakolojik 

moleküllerin denenmesi gibi çalışmalar yapılmıştır. Fakat bu çalışmalar sonucunda 

henüz tedavide istenilen başarıyı sağlayan ticari bir ürün çıkmamıştır ve çalışmalar 

hala devam etmektedir. Çünkü İVD dejenerasyonunun her yönden mekanizması tam 

anlamıyla çözülememiştir (35). 

Birçok farklı dokuda rejeneratif etkisi olduğu raporlanan ALA’nın formülasyonu 

C8H14O2S2 şeklindedir. Tioktik asit olarakta bilinen ALA bitki, hayvan ve insan 

metabolizmasında oktanoik asitten üretilen organosülfür bir bileşiktir. ALA’nın hem 

suda hem de yağda çözünebilen bir bileşik olması onu değerli kılmış ve klinik etkileri 

üzerine çok sayıda yayın yapılmıştır (107).  

ALA’nın güçlü bir antioksidan olarak bilinmesinin yanında, metal şelatlayıcı, 

serbest radikal temizleyici, glutatyon (131), vitamin C ve Vitamin E gibi endojen 

antioksidanların tekrar üretilmesini ve oksitlenmeden kaynaklı hasarın onarılmasına 

yaptığı katkılar literatürde yerini almıştır (15). Ayrıca diyabet, Alzheimer, şizofreni, 

kanser, MS ve obezite gibi yaygın hastalıkların tedavilerine yapabileceği katkıları 

gösteren birçok çalışma mevcuttur. ALA’nın apoptoz ve hücre proliferasyonu üzerine 

etkilerinin, sıklıkla kanser hücreleri üzerine araştırıldığı görülmektedir (16). 

Fakat literatürde, ALA’nın İVD dejenerasyonu üzerine etkilerinin araştırıldığı 

hiçbir çalışmaya rastlanmamıştır. Sadece Memeo ve ark. disk herniasyonundan 

kaynaklı siyatik sinir ağrısı olan hastaların tedavisinde ALA’nın ağrı üzerine etkisinin 

araştırıldığı randomize çift kör karşılaştırmalı klinik çalışma bulunmaktadır (226).  

Referans alabileceğimiz benzer hiçbir çalışma bulunmaması sebebiyle 

çalışmamız alanında çok önem arz etmekle birlikte aynı zamanda ilk araştırmadır. 

Bilindiği üzere, ticari hücre hatları, tek tip hücre içermesi ve genotipi/fenotipi 

değiştirilmiş organizasyonlar olduklarından, bu tür ekipmanlarla gerçekleştirilen 

deneylerden elde edilen sonuçların güvenilir olamayacakları yadsınamaz bir gerçektir 

(18,220,221,227). Ya da hayvan dokuları ile insan dokularının hassasiyetlerinin farklı 

olması neticesinde, analizler esnasında hayvansal dokulardan alınan yanıtların çok 

farklı olabileceği bilinmektedir (228-230). Deney hayvanlarının İVD’lerinin hücre 

yoğunluğu, disk boyutu ve metabolizma farklılıklarının olduğu da bilinmektedir. 
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Bu yüzden bu araştırmada ticari hücre hattı veya hayvansal dokular 

kullanılmadı. Bunların yerine; spinal travmalara bağlı ortaya çıkan, intervertebral disk 

hernisi operasyonlarından elde edilen insan İVD’lerinden hazırlanan primer hücre 

kültürleri kullanıldı. Hazırlanan bu primer kültürler üzerinde ALA’nın etkileri 

değerlendirildi. Amacımız, yaşam kalitesinde önemli bir azalmaya ve ekonomik olarak 

da büyük bir yük oluşturan İVD dejenerasyonunun moleküler fizyopatolojisini 

açıklamak ve gelecekteki tedavi stratejileri için etkili bilgiler sağlamaktır. Bu yüzden 

bu araştırmadan elde edilen sonuçların literatüre katkı sağlayabileceği inancına varıldı. 

AF/NP hücrelerinden salgılanan CHAD ve COMP proteinleri, ECM’yi oluşturur 

ve İVD dokusunda sağlıklı bir mikro ortam oluşumuna katkıda bulunur 

(18,217,219,220). CHAD ve COMP gen ekspresyonlarının azalmasının hücre 

morfolojisini olumsuz yönde etkilediği düşünülmüştür, ECM yapısındaki 

bozulmaların AF/NP hücrelerinden IL-1β salgılanmasını indüklediği söylenmiştir 

(217). 

COMP geni, bağları, tendonları ve kıkırdağı oluşturan hücrelerin ECM’sinde 

bulunan COMP’u kodlar (231). Ishii ve ark. sıçan İVD dokusu kullanarak COMP'un 

ekspresyon ve dağılım özelliklerini incelemiştir. Bu çalışma, COMP’un lomber 

omurgadaki ve kuyruktaki İVD'in hem AF hem de NP hücrelerinde protein ve mRNA 

seviyelerinde eksprese edildiğini göstermiştir (232). Ayrıca AF bölgesinde COMP 

geninin ekspresyonunun daha fazla olduğunu belirten çalışmada vardır (233). 

COMP, ECM'nin yapısal bütünlüğünü korur; diğer matriks proteinlerini bağlar 

ve tip II kolajen fibrilin polimerizasyonunu katalize eder, ayrıca kıkırdağın 

vaskülarizasyonunu önler (217). 

COMP’un, hücre büyümesi ve proliferasyonunun yanı sıra hücre hareketinin ve 

tutunmasının düzenlenmesinde de önemli bir rol oynadığı söylenmiştir. Ayrıca 

osteoartrit (OA) patogenezinde rol oynayabilir ve primer kondrositler, İVD hücreleri 

ve transforme edilmiş hücrelerde güçlü bir apoptoz baskılayıcı olarak işlev görebilir 

(234). OA, kıkırdak dejenerasyonunun sonucu oluşan klinik bir sendromdur. 

COMP'un eklem dejenerasyonu veya OA sırasında kıkırdakta bulunduğuna 

inanılmaktadır. Bununla birlikte, çalışmalar henüz COMP'un İVD dejenerasyonuna 

katılımını tam olarak açıklamamıştır (231,235).  
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Kaplan ve ark., COMP’un kıkırdakta bir ECM proteini olarak bulunduğunu ve 

omurga diski daralması, osteofit, skolyoz ve eklem metabolizmasında yer alan yeni bir 

biyobelirteç olduğunu ileri sürmüşlerdir (236). Buna ek olarak MMP-19’un COMP’u 

parçalayan bir enzim olduğu da bildirilmektedir (219).  

Sağlıklı bir İVD’nin ana ECM bileşenlerinden biri olan CHAD, integrin ve 

kolajene bağlanır; hücre metabolizmasını, ECM yapısını ve matriks homeostazını 

düzenler (217). Sürekli eksprese edilen NP'ye özgü bir markör olan CHAD'ın omurilik 

ve sırt kolonunun gelişimi ile bağlantılı olduğu bilinmektedir (18, 219,220). Bazı 

çalışmalarda CHAD ekspresyonunun yetersiz gelişen mikroçevre ile ilişkili olduğu ve 

dejenere İVD dokusunda CHAD gen ekspresyonlarının anlamlı derecede değiştiği 

gösterilmiştir (220,237). 

ECM proteinlerinin ve organogenezin yok edilmesinden sorumlu enzimler olan 

MMP'ler, büyüme ve normal doku rejenerasyonu süreci, organizmadaki fizyolojik 

olayların sürdürülmesinde temel işlevlere sahiptir. Bu işlevleri MMP aktivitesi ve 

spesifik endojen doku inhibitörleri arasındaki denge yoluyla gerçekleştirirler. Bu 

dengenin MMP aktivitesine kayması matris yıkımına ve patofizyolojik olaylara yol 

açar (238). MMP sentezi ve aktivitesi sağlıklı dokularda düşük olmakla birlikte, 

enflamatuvar hastalıklar, tümör ilerlemesi ve metastaz dâhil olmak üzere sayısız 

patolojik ve olumsuz durumda seviyesi artar; bu artış doku yıkımına neden olur (239). 

İVD içeriğinde yer alan MMP'lerin sağlıklı disk dokusunun dejenerasyonuna 

neden olabileceği bilinmektedir. Bilindiği gibi NP ve AF dokularında büyük kolajen 

tipleri bulunur. Bu kolajenlerin yapısı ve birbirleriyle olan ilişkileri diskin mekanik 

fonksiyonunda hayati bir role sahiptir. Bu kolajen molekülleri, özellikle MMP'ler 

olmak üzere sadece spesifik enzimler tarafından bozunabilir. MMP'ler, kolajen 

moleküllerinin katabolizmasındaki ana enzimlerdir. MMP'ler bilinen tüm matris 

bileşenlerini bozar. Dejenere disklerin normal disklerden daha vasküler olduğu ve 

vasküler yapıların MMP ürettiği bilinmektedir.  

İmmünohistokimya sınırlı bilgi sağlamasına rağmen, disk hücrelerinin vasküler 

hücrelere oranı göz önüne alındığında çoğu MMP enzimi disk hücreleri tarafından 

üretilir. Fıtıklaşmış disklerdeki yüksek MMP seviyeleri, MMP'lerin disk 

herniasyonunun onarımından doğal olarak sorumlu olduğunu gösterir (219,240). 
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MMP-7 ve MMP-19, yapısal olarak çinko bağımlı endopeptidazlardan oluşan 

MMP ailesinin üyeleridir. Aktifleştirilen MMP'nin birincil rolü, kazein, jelatin, 

fibronektin ve proteoglikan gibi makromolekülleri parçalayarak ECM’yi 

parçalamaktır (241,242). 

Gruber ve arkadaşları (243), MMP'lerin diskin ECM bileşenlerini bozduğunu 

bildirmiştir. Ayrıca MMP19'un kılcal damar oluşumunu engellediğini ve böylece 

diskin avasküler doğasında bir rolü olduğunu bildirmişlerdir. 

Yurube ve arkadaşları (244), sıçanlarda MMP-7’nin disk dokusunun 

dejenerasyonu ile ilişkili katabolik gen olduğunu bildirmişlerdir. Matrilin olarak da 

bilinen MMP-7, matriksteki agrekan ve kolajen tip II’yi parçalayabildiği gibi (217), 

proteoglikan ve MMP-3 gibi kollajenaz olmayan proteinleri de parçalayabilir.   MMP-

7, denatüre kolajen moleküllerini parçaladığı için kolajen fibrilleri arasındaki 

moleküller arası ağı da parçalayabilir (219). 

Kaya ve ark. (231), dejenere İVD ve dejenere olmayan İVD dokularının primer 

hücre kültüründe gen ekspresyonlarını karşılaştırdıkları araştırmalarında, dejenere 

İVD dokusunda CHAD, IL-1β, MMP-7, ve MMP-19 gen ekspresyonlarının anlamlı 

derecede değiştiğini, COMP gen ekspresyonun da ise değişiklik olmadığını 

belirtmişlerdir. 

Son yirmi yılda, sitokinlerin, çoğunlukla kondrositler, histiyositler ve 

fibroblastlar olmak üzere, İVD yapısında da NP hücreleri tarafından üretildiği 

bildirilmiştir (219). 

IL-1β, prostaglandin sentezini, nötrofil akışını ve aktivasyonunu, T hücresi 

aktivasyonunu ve sitokin üretimini, B hücresi aktivasyonunu ve antikor üretimini ve 

ECM’de fibroblast proliferasyonunu ve kolajen üretimini indükleyen bir 

proenflamatuvar sitokindir. ECM bozunmasının bir sonucu olarak doku dejenerasyona 

uğrarsa, düşük moleküler ağırlıklı bozunma ürünleri oluşur. Bu ürünler enflamasyonu 

indükleyerek in-vivo makrofaj aracılı IL-1β üretimini teşvik edebilir (242,243). ECM 

yapısındaki bozulmaların AF/NP hücrelerinden IL-1β salgılanmasını indüklediğini 

bildiren araştırmaya da literatürde rastlanmaktadır (217). 

IL-1β, İVD dokusu metabolizmasına dahil olan, diskin baskın proenflamatuvar 

sitokinidir. Kondrositleri katabolik aktiviteye dönüştürme kabiliyeti olduğu 
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gösterilmiş ve anjiyogenezi kolaylaştırmak için anjiyogenetik faktörleri artırdığı 

belirtilmiştir. IL-1β proteoglikan salınımını ve yıkıcı enzimleri arttırır (219, 245), 

prostaglandin-E2 dâhil olmak üzere İVD hücrelerinden ağrı mediatörlerinin salınımını 

uyarır. IL-1β'in AF hücrelerinin apoptozuna neden olduğu ve İVD doku hücreleri 

üzerinde olumsuz etkileri olduğu (246) ve IL-1β ekspresyonundaki artışın MMP-7’de 

de artışa neden olduğu literatürde mevcuttur (219). 

ALA’nın, β1/β3-integrin ekspresyonunu düşürerek FAK aktivasyonunu inhibe 

ettiği ve ERK aktivasyonunu önlediği, bunun sonucunda da MMP-9 ve MMP-2'nin 

mRNA seviyelerinin azaldığı belirtilmektedir (170). Bizim yaptığımız bu araştırmada 

da MMP-7 ve MMP-19 ekspresyonunun, ALA uygulanan grupta azaldığı görüldü.  

İVD dejenerasyonunda hücrelerdeki apoptoz net olarak gösterilmekle birlikte 

dejeneratif disklerden alınan İVD'lerin, sağlıklı kontrol disklerine kıyasla, TUNEL 

pozitif hücre sayısının daha fazla olduğu bildirilmektedir (67,68). Dejeneratif 

disklerde NP ve AF hücrelerinin karmaşık mekanizmalar yoluyla apoptoz geçirdiği 

(67), hatta kıkırdak plak hücrelerinde de apoptozun net olarak görüldüğü 

raporlanmaktadır (86). 

ALA’nın sağlıklı hücrelerin proliferasyonu üzerine etkisini çalışan çok az sayıda 

araştırma bulunmaktadır. Yetişkin fareler üzerinde yapılan çalışmada, beyin hasarı 

oluşturulan bölgede ALA’nın endotelyal hücrelerin proliferasyonunu arttırdığı ama 

glial hücre proliferasyonunu değiştirmediği gösterilmiştir (247).  

Pankreas beta hücreleri olan HITT15 hücre soyunda, ALA’nın yüksek kan 

şekerinin neden olduğu apoptozu inhibe ettiği, fakat insülin sentezini ve sekresyonunu 

da durdurduğu belirtilmektedir. Ayrıca, Pdx1 ve anti-apoptotik Bcl2 gen 

ekspresyonlarını arttırdığı, proapoptotik Bax gen ekspresyonunu düşürdüğü 

belirtilmektedir (248). Bu bulgulardan (antiapoptotik Bcl2’nin artması, pro-apoptotik 

Bax geninin azalması), ALA’nın kanser hücrelerindeki Bcl2 ve Bax üzerine etkilerinin 

tam tersidir (16). 

Farelerde yapılan başka bir çalışmada ALA’nın Ras/MEK 1-2/ERK 1-2 sinyal 

yolağı üzerinden vasküler düz kas hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiştir (249). Açlık stresine maruz bırakılan farelerde, ALA’nın açlık anında 
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hepatik lenfositlerin proliferasyonunu azaltırken, beslenmeye devam edildiği süreçte 

hepatosit hücrelerinin proliferasyonunu da arttırdığı belirtilmiştir (250).  

Yapılan bu çalışmaların sonuçlarına bakıldığında ALA’nın proliferasyon 

üzerine etkisinin hücre türüne göre farklılık gösterdiği anlaşılmaktadır. İVD 

dejenerasyonunun biyolojik tedavisinde, kaybedilen hücre miktarını yerine koymak 

çok önemlidir; bu nedenle bu doktora tez çalışmasında ayrıca ALA'nın hücre 

proliferasyonu üzerindeki etkisi de araştırılmıştır. 

Çalışmamızda ALA eklenen grupta AF ve NP hücrelerinin proliferasyonunun 

azaldığı ve ECM yapısının zarar gördüğü anlaşılmıştır. Mikroskobik 

değerlendirmelerde ALA uygulamasının hücre proliferasyonunu azalttığı 

görülmektedir. Ancak AO/PI boyamasında görüldüğü gibi, ALA'nın uygulandığı doz 

ve sürelerde sitotoksisiteye bağlı apoptotik hücre ölümü görülmedi, bu nedenle 

proliferasyon ve ECM gelişiminde kaydedilen gerilemenin doğrudan sitotoksisiteye 

bağlı olmadan gendeki değişikliklerden kaynaklanabileceği düşünüldü.  

Buna ek olarak CHAD, COMP, IL-1β, MMP-7 ve MMP-19’a ait gen ifade 

düzeylerinin kontrol grubuna oranla oldukça farklı değişimler gösterdiği tespit edildi. 

Tüm bu sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı idi (P<0,05).  

ALA, İVD hücreleri üzerinde beklenmedik sürpriz sonuçlar ortaya çıkarmıştır. 

Dejenerasyon sırasında kaybedilen matriks yapısının yeniden yapılandırılmasında 

önemli bir belirteç olan CHAD ve COMP gen ekspresyonlarının kontrol grubuna göre 

baskıladığı görüldü. Sonuç olarak, matriks oluşumunun olumsuz etkilendiği 

söylenebilir. Bununla birlikte, matriks yıkımının belirteçlerinden olan IL1-β, MMP-7 

ve MMP-9 gen ekspresyonlarını azalttığı ve kontrol grubuna göre azalmış matriks 

yıkımı gözlendi.  

Özetlemek gerekirse ALA, dejenere İVD hücrelerinde kontrol grubuna kıyasla 

dejenere ECM yapısının onarımını engelledi, ancak aynı zamanda ECM yapısının 

dejenerasyonunun daha fazla ilerlemesini de önledi. Ek olarak, ALA, dejenere insan 

İVD dokusundan yapılan primer hücre kültürlerinde İVD hücrelerinin çoğalmasını 

baskıladı. 

Bu sonuçlar, antioksidan kaynağı veya gıda takviyesi adı altında çok kolay 

ulaşılabilirliği bulunan ALA’nın; hastalar, sporcular veya sağlıklı bireyler tarafından 
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dikkatli tüketilmesi gerektiğinin önemini ortaya koymaktadır. İVD dejenerasyonu 

bulunan olgularda ALA kullanımının faydalı olmayacağı hatta dejenerasyonu 

ilerletebileceği göz önünde bulundurulmalıdır.  

Araştırmamız, ALA’nın insan dejenere İVD primer hücre kültürleri üzerinde 

olumsuz etkilere sahip olduğunu göstermiş olsa bile, bu araştırma in-vitro laboratuvar 

ortamında gerçekleştirilmiştir.  

Daha da önemlisi bu çalışmada belirtilen doz ve süreler dışında uygulanan 

ALA’nın hücre popülasyonu ve gen ekspresyonları üzerine yapabileceği muhtemel 

pozitif veya negatif etkileri, bu çalışmadan elde edilen sonuçlarla kesin olarak 

belirlenemez. Bu yüzden elde edilen sonuçlar kliniği tam olarak yansıtmamaktadır. Bu 

durum ise bu araştırmanın en önemli limitasyonudur.  

Amacımız, yaşam kalitesinde önemli bir düşüş ve büyük bir ekonomik yük 

yaratan İVD dejenerasyonunun moleküler fizyopatolojisini açıklamak ve gelecekteki 

tedavi stratejileri için etkili bilgiler sağlamaktır. Bu nedenle bu çalışmadan elde edilen 

sonuçların literatüre katkı sağlayabileceği düşünülmüştür. 
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8. SONUÇ 

 

Literatürdeki klinik araştırmalarda, ALA'nın düşük bir yan etki profiline sahip 

olduğu ve güvenli bir şekilde tüketilebileceği belirtilmektedir. Ancak bu araştırmadan 

elde edilen bulgularda ALA’nın hücre proliferasyonunu baskılamakla birlikte hücre 

membran yapısını ve ECM mikroçevresini olumsuz etkilediği görüldü. Ayrıca 

dejenerasyon sırasında kaybedilen matriks yapısının yeniden yapılandırılmasında 

önemli bir belirteç olan CHAD ve COMP gen ekspresyonlarıyla birlikte, matriks 

yıkımının belirteçlerinden olan IL1-β, MMP-7 ve MMP-19 gen ekspresyonlarını 

kontrol grubuna göre baskıladığı görüldü.  

Sonuç olarak ALA, insan dejenere İVD dokusu primer hücre kültürlerinde, 

kontrol grubuna kıyasla, İVD hücrelerinin çoğalmasını baskılamakla birlikte, dejenere 

ECM yapısının onarımını engellemesine rağmen ECM dejenerasyonunun da 

ilerlemesini önledi. Araştırmamızdan elde etmiş olduğumuz veriler, ALA’nın insan 

dejenere İVD dokusu primer hücre kültürleri üzerinde olumsuz etkilere sahip 

olduğunu göstermiştir. 

 Her ne kadar bu araştırmadan elde edilen bulgular in-vitro ortam şartlarında 

gerçekleştirilen analizler sonucu elde edilmiş olsa bile, bu tür tamamlayıcı 

farmasötikler reçete edilirken ALA’nın İVD dokusu ve bu dokunun AF/NP hücreleri 

ile ECM yapısı üzerindeki etkileri dikkate alınmalıdır. 
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