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1. OZET

ALFA LiPOIK ASIT’IN INSAN DEJENERE INTERVERTEBRAL DiSK
DOKUSU PRIMER HUCRE KULTURLERiI UZERINE POTANSIYEL
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Bu arastirmada, farkl terapotik etki ¢esitliligi nedenti ile son yillarda bilim insanlarmin
dikkatini ¢eken, receteli veya regetesiz olarak kullanilabilen alfa lipoik asit (ALA)
suplementasyonunun, insan dejenere intervertebral disk (IVD) dokusundan izole
edilen primer hiicre kiiltiir modelleri lizerine etkilerinin hiicresel ve molekiiler diizeyde
degerlendirilmesi amaclandi. Ameliyat sirasinda rezeke edilen dejenere IVD
dokusundan, primer hiicre kiiltiirleri hazirlandi. Herhangi bir madde uygulanmayan
primer hiicre kiiltiirii 6rnekleri kontrol grubunu, ALA uygulanan primer hiicre kiiltiirii
ornekleri ise ¢alisma grubunu olusturdu. Tiim gruplara akridin oranj/propidium iyodiir
(AO/PI) boyamalar1 yapilarak apoptotik hiicre oliimleri floresan mikroskobu ile
belirlendi. Hiicre yiizey morfolojisi ve ekstraseliiler matriks (ECM) yapilar1 invert 151k
mikroskobu altinda degerlendirildi. Eszamanli olarak; metiltiazol difenil-tetrazolyum
(MTT) analizi ile hiicre proliferasyonundaki degisimler degerlendirilirken, ECM
diizenlenmesiyle iligkili kondroaderin (CHAD), kikirdak oligomerik matriks protein
(COMP), interlokin-1 beta (IL-1p), matriks metalloproteinaz (MMP)-7 ve MMP-19
genlerinin ifadeleri kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-
qPCR) yontemiyle test edildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.
Alfa anlamlilik degeri <0,05 olarak kabul edildi. Arastirmamizin bulgularinda, ALA
uygulanan ¢alisma grubu hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla proliferasyonun
baskilandigi, ECM’nin bozuldugu, iyilesme olmadigi ve gen ifadelerinin degisim
gosterdigi saptandi. IVD dejenerasyonu bulunan olgularda ALA kullaniminin faydal
olmayabilecegi hatta dejenerasyonu ilerletebilecegi soylenebilir. Bu sonuglar in-vitro
sartlarda elde edilmis olsa bile ALA nin regete edilirken bu olumsuz etkilerinin de goz

Oniinde bulundurulmasi Onerilir.

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

oligomerik matriks proteini, kondroaderin gen, matriks metalloproteinaz.



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-1p), 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.



3. GIRIS VE AMAC

Son yillarda yapilan arastirmalarda, bel agrisinin Diinya genelinde yaklasik 637
milyon kisiyi etkiledigi (1) ve yasam boyu goriilme oraninin %80 oldugu belirtilmistir
(2,3). Bel agrisinin bu kadar yaygin olmasi hem yasam kalitesini hem de bireylerin ve
devletlerin saglik ekonomisini olumsuz etkilemektedir. IVD dejenerasyonuda, bel
agrisinin 6nemli sebepleri arasinda gosterilmekle (1) birlikte, 70 yasindaki bireylerde
omurlar arasindaki disklerin %60’nin ciddi sekilde dejenere oldugu ve zamanla

dejenerasyonun ilerledigi belirtilmektedir (4-6).

IVD dejenerasyonuna, vertebral fraktiir sonucu olusan travmanin (5,7), meslege
ve vicut kitle indeksine bagl asir1 mekanik stresin (7,8), sigaranin (9), cevresel
faktorlerin (10), ekstraseliiler matriksi (ECM) olusturan veya dogrudan ECM
dongiisiine katilan bazi genlerin (11) ve diger genetik faktdrlerin (10) neden
olabilecegi belirtilmistir (6). Ayrica, IVD dejenerasyonunda hiicre sayisinm énemli
oranda azaldigi, hiicrelerin transforme oldugu, katabolik aktivitenin arttig1 ve azalmis
anabolik aktivite nedeniyle ECM iiretiminin azaldiginin net olarak goriildiigii

bildirilmistir (6,12,13).

Son yillarda vitamin, mineral ve antioksidan takviyeleri hekimler tarafindan
recete edilebilmekle birlikte, siklikla regetesiz olarak da eczane veya internet siteleri
tizerinden ¢ok kolay satin alinip bilingsiz bir sekilde tiiketilebilmektedir. Suplement
olarak adlandirilan bu takviye besinler, viicudun iiretemedigi veya yetersiz miktarlarda

tirettigi molekiillerin disardan tamamlanmasi amaciyla kullanilmaktadir.

Suda ve yagda c¢oziinen bir koenzim olan alfa lipoik asit (ALA), aerobik
metabolizma i¢in gerekli olan ve normalde hayvanlarda kaprilik asitten iiretilen bir
organosiilfiir bilesigidir (14). Ayrica arastirmalarda, ALA nin gii¢lii bir antioksidan
oldugu; ayrica metal selatlayici, serbest radikal temizleyici ve oksidasyonun neden
oldugu hasarin onarilmasi gibi bir¢cok faydali etkisinin de bulundugu gosterilmistir
(15). Bu etkileri nedeniyle ALA, son yillarda bilim insanlarinin dikkatini fazlasiyla
cekmis; diyabet, kanser, Alzheimer, obezite, multiple skleroz (MS), infertilite gibi
cesitli hastaliklar {izerine etkilerinin arastirildigi c¢ok sayida klinik ve preklinik

arastirma yapilmistir (16).



Herhangi bir ilag veya besin takviyesi oral veya parenteral uygulama yollarindan
alindiginda once hyaluron veya sinoviyal dokulara, oradan da viicut sivilarina difiize
olmakta; sonrasinda, IVD’nin kikirdak ug plak (endplate) sinirlarinda sonlanan kilcal
damarlardan difiizyonla ¢ikarak ve disk porlarindan gegerek, annulus fibrozus (AF) ve

niikleus pulpozus (NP) gibi disk dokusu hiicrelerine ulagmaktadirlar (17).

Viicudun ihtiyaci disinda bu tiir suplementlerin bilingsiz bir sekilde tiiketilmesi
fayda saglamanin yaninda hiicre ve hiicresel yapilara molekiiler diizeyde zarar da
verebilmektedir. Bu nedenle bilim insanlari, hastalar1 tedavi ederken oncelikle zarar
vermeme ilkesini (minimum nil nocare) benimsemistir. Bu ilkeyi baz alan bilim
insanlari, recete edilen veya recete olmaksizin kullanilan ilag ve gida takviyelerinin,
hiicresel ve molekiiler boyutta viicuda zarar verip vermedigi sorusuna yanit aramistir

(18,19).

Literatiir incelendiginde ALA’nin biyolojik etkilerinden dolay1 son yillarda
cokca arastirilldigi saptandi. Ancak milyonlarca kisinin yasam kalitesini ve
ekonominisi etkileyen IVD dejenerasyonu iizerine ALA’min etkilerinin
arastirllmadigin tespit edildi. Ayrica insan IVD hiicreleri olan AF ve NP hiicrelerinin
yiizey morfolojisi ve ECM yapilari lizerine etkilerinin degerlendirildigi herhangi bir
calismaya da rastlanmadi. Tiim bunlara ek olarak ALA’nimn insan primer IVD hiicre
kiiltiirlerinde, proliferasyonla birlikte kondroaderin geni (CHAD), kikirdak oligomerik
matriks protein (COMP), interlokin-1 beta (IL-1p), matriks metalloproteinaz (MMP)-
7 ve -19’a ait gen ifadelerinde, ne gibi bir degisim yaratabileceginin de arastirilmadigi

saptandi.

Bu tez calismasinda ALA’nim, insan dejenere IVD primer hiicre kiiltiiriinde,

hiicre ve hiicresel yapilara etkilerinin molekiiler diizeyde degerlendirilmesi amaglandi.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Intervertebral Disk Yapisi

4.1.1. intervertebral disk anatomisi ve fizyolojisi

Insan omurgas1 5 ayr1 béliimden olusmaktadir. Boyundan asagiya dogru; 7 adet
servikal, 12 adet torasik, 5 adet lomber, 5 adet sakral ve 4 adet de koksigeal olmak
tizere toplam 33 adet omur (vertebra) bulunmaktadir (Sekil 4.1.1.).
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Sekil 4.1.1. Insan omurgasinin anatomisi (20).

Bu 33 vertebranin 24’1 birbirine intervertebral disklerle baglidir. Toplamda
insan viicudunda 23 adet intervertebral disk vardir. Intervertebral diskler; 7-10 mm
kalinliginda, 3-4 cm ¢apinda (4) (Sekil 4.1.2.), iskelet omurlarini birbirine baglayan ve

omurlar arasinda yastik gibi davranarak agrisiz hareketi saglayan (2) yapilardir (Sekil
4.1.3)).
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Niikleus pulpozus

Annulus fibrozus

Sekil 4.1.2. Intervertebral disk yapisi (4).

Vertebra

Intervertebral foramen

Annulus fibrozus

Niikleus pulpozus

A

Sekil 4.1.3. Intervertebral diskin yan taraftan (A) ve iistten gériiniisii (B) (21).

4.1.2. intervertebral disk histolojisi

Saglikli IVD yapusi, birbiriyle baglantili 3 farkli dokudan olusur, merkezinde
yiiksek derecede hidrate olmus jel kivamindaki NP, onu ¢evreleyen elastik ve fibriler
yapilt AF, alt ve iist vertebral omurlara baglant1 saglayan kikirdak u¢ plaklardan
(endplate) olugsmaktadir (2) (Resim 4.1.1.).



Resim 4.1.1. Saglikli IVD histolojisi (Hematoksilen&Eosin x4 Biiyiitme) (22).

NP, embriyonik hayatta notokorddan koken alir ve notokordal hiicreler
dogumdan sonra yaklasik 10 yasina kadar dokuda kalir. Bu hiicreler daha sonra daha
diisiik metabolik aktivitelere sahip kii¢iik kondrosit benzeri hiicrelerle yer degistirir

(23-25).

AF ve kikirdak ug plaklar ise sklerotomdan kéken alir (26). Iki bolgede de hiicre
yogunlugu oldukca diisiiktiir, AF bélgesinde mm? basina yaklasik 9.000 hiicre ve NP
bolgesinde mm? basina yaklasik 4.000 hiicre bulunur (27,28).

NP matriksi, agrekan ve versikan gibi proteoglikan, rastgele diizenlenmis tip II
kolajen lifler ve radyal olarak diizenlenmis elastinlerden olusur. Negatif yiiklii yan
zincirleri olan proteoglikanlar, NP bolgesine yiiksek ozmolarite ve yiiksek hidrate
ozelligi kazandirir ve suyun IVD cevresine ¢ekilmesini ve tutulmasii saglar. Sonug
olarak NP bolgesindeki su oran1 %70-90 civarinda olur ve bu da IVD'nin mekanik
baskiy1 esit olarak dagitarak baskiya direnmesini ve geri doniisiimlii olarak deforme

olmasini saglar (2,4,6,29,28).

AF bolgesi, i¢ kisimlarda fibrokartilaj hiicrelerden (30), dis kisimlarda fibroblast

benzeri ig sekilli hiicrelerden (2,30) ve lamellerden olusur, her lamelin icinde de



paralel uzanan kolajen fibriller bulunmaktadir. Bu yap1 gerilme mukavemeti ve
herhangi bir yonden uygulanan kuvvetlere dayanma yetenegi saglar (31). AF ig
bolgesi birkag fibroz kikirdak (fibrokartilaj) tabakadan olusurken, dis bolge ise yogun
tip I kolajen bulunduran oldukg¢a organize fibriller igceren, gerilme kuvvetine
dayanmay1 saglayan fibriler bir dokudur (32). Proteoglikan ve tip II kolajen yapis1 dis
AF bolgesine gidildikge azalir ve yerini tip I kolajene birakir (6,33).

IVD dokusunda yogun olarak tip I ve tip II kolajen bulunmasina ragmen, diskte
baska kolajen tiirleri de bulunmustur. AF bolgesinde tip I, 11, 111, V, VI, IX, XI kolajen
bulunurken, NP bolgesinde tip II, VI, IX ve XI kolajen tiirleri bulunur (27,28). Kolajen

IVD’ye gerilme mukavemeti saglar ve dokuyu kemige tutturur (4).

IVD’lerin 3. bolgesi ise, omurlar ile diskleri birbirine baglayan 1 mm’den daha
ince olan hyalin kikirdak u¢ plaklaridir (endplate). Yapisinda kolajen fibriller ve az
miktarda proteoglikan bulunur (4); bu kolajen fibriller omurlara paralel uzanir.
Kikirdak ug plaklar sadece diskleri omurlara yapistirmakla kalmayip, ayn1 zamanda

disklere besin diflizyonunda da 6nemli gorev tistlenir (2,34).

IVD bélgelerinin su, proteoglikan ve kolajen oranlar1 farklilik gostermektedir

(Sekil 4.1.4.) (4);

Kikirdak ug plaklar
Su - %55
Proteoglikan - %8
Kollojen - %25

Annulus fibrozus
Su - %70
Proteoglikan - %5
Kollojen - %15

Niikleus pulpozus
Su - %77
Proteoglikan - %14
Kollojen - %4

Sekil 4.1.4. IVD iceriginin su, proteoglikan ve kolajen oranlari (4).



Saglikl1 yetiskinlerin disklerinde, varsa eger ¢cok az segmental arter dallarinin

kapilerleri ve dig lamellerle sinirli bazi sinirler bulunur (Sekil 4.1.5) (4).

Kikirdak ug plak kilcallar:

Segmental

Vertebradaki
intraossedz arterler

Sekil 4.1.5. IVD kan damarlari (4).

4.1.3. intervertebral disklerin beslenmesi

Viicuttaki en biiyiik avaskiiler dokuyu iceren IVD’lerde, hiicrelerin hayatta
kalmas1 ve islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in optimal bir besin/metabolit ortaminin

saglanmas1 6zel bir sorundur (35,36).

Disk hiicrelerinde, besinlerin alinmasi ve metabolitlerin atilmasi iki farkli yoldan
yapilir. Diskin dig kisminda bulunan, AF hiicreleri diski ¢evreleyen yumusak
dokulardaki kilcal damarlar ile yaparken, merkeze ve kikirdak ug¢ plaklara yakin
hiicreler ise omur kan damarlarindan ¢ikan kemik iligi bosluklarindan subkondral
plakaya niifuz eden ve subkondral plaka ile kikirdak u¢ plaklarin birlesim yerinde
sonlanan kilcal damarlar ile yapar (Sekil 4.1.6. A) (37).

Besinler esas olarak, kilcal damarlardan, kikirdak ug¢ plaklardan ve yogun disk

matrisinden difiizyon yoluyla (17), gecerek IVD hiicrelerine hareket eder; metabolitler



ise ters yonde hareket eder. Bundan sonraki konsantrasyon seviyeleri, hiicreler
tarafindan besin kaynagi ve tiikketim oranlari arasindaki denge ile belirlenir (Sekil

4.1.6. B) (36).

Sonug olarak, glikoz, oksijen ve diger besin maddelerinin konsantrasyonlari
diskin merkezinde en diisiik diizeydedir. Bu seviye, hiicrelerin canli ve aktif kalmasi
icin gerekli olan kritik esigin iistiinde olmalidir (Sekil 4.1.6. C); bu nedenle, besin
konsantrasyon seviyelerini olumsuz etkileyen faktorler bu avaskiiler dokudaki hiicre

sayisini sinirlar (38,39).
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Sekil 4.1.6. Saglikli IVD nin besin kaynagi yollar1 (A, B, C) (35).

4.2. Intervertebral Disk Dejenerasyonu

IVD dejenerasyonunda, hiicre sayisinda azalma, hiicrelerde transformasyon,
artan katabolik aktivite ve azalmis anabolik aktivite nedeniyle ECM {iretiminin
azalmas1 gibi etkiler goriiliir. Daha sonra IVD'nin yapisal biitiinliigii kaybolur ve

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

Insanlarda IVD dejenerasyonunda, tip II kolajen iiretiminde genel bir azalma

(6,40) ve artan enzimatik reaksiyon sebebiyle de daha fazla denatiirasyon goriiliir
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(4,41,42). Dejenerasyon ilerledikge de NP hiicreleri veya i¢ kisimdaki AF hiicreleri
tarafindan tip I kolajen sentezinde artis gozlemlenmektedir (40). Ek olarak, kolajen
liflerin enzimatik olmayan glikozilasyonunda bir artis olur ve bu da gelismis glikasyon
son triinlerinin birikmesine yol acar. Sonug olarak, kolajen liflerin ¢capraz baglanmasi
arttig1 igin doku sertligi olur ve IVD'ler dejenerasyon sirasinda mekanik hasara karsi

daha duyarli hale gelir (6,43).

Kolajenlerin ekspresyonundaki degisikliklere benzer sekilde, dejenerasyon
sirasinda insan IVD'sinin proteoglikan iceriginde de bir azalma gériiliir (6,41,44-46).
Ozellikle, siilfatlanmis glikozaminoglikan yan zincirleri ile kovalent olarak etkilesime
giren ve osmolaliteyi koruyan agrekan miktar1 yirmili yaslardan sonra siirekli azaldigi
belirtilmistir (2,47). Ek olarak, IVD’nin su igerigi azaltilir ve glikozaminoglikan
zincirlerinin kompozisyonu kondroitin stilfattan keratin siilfata dogru gecis yapar (52).
Tip I kolajenin artan ekspresyonu ile IVD daha fibrotik hale gelir ve mekanik strese
daha az dayanikli hale gelir (6). NP’ nin su igerigi azaldig1 i¢in, baskiy1 esit dagitma
yetenegini de tehlikeye girer. Eger dejenerasyon devam ederse, NP ’nin hernie olmasi

ve AF riiptiirleri de goriilebilir (2,48,49).

Dejenerasyonun fibronektin igerigini arttirdigi (4,50), artan fibronektinlerin
agrekan sentezini baskilayip bazi MMP enzimlerinin sentezini arttirdigt in-vitro
caligmalarda gosterilmistir (4). Sonug olarak dejenerasyonun daha da ilerlemesine

sebep verdigi diistiniilmektedir.

IVD dejenerasyonunda, yukarida belirttigimiz degisikliklerin sonucunda
dokunun mikroskobik goriintiisiinde histolojik olarak degisiklikler de olmaktadir
(Resim 4.2.1.). NP ve AF smirlarinin kaybolmasi, fissiir varlig1 ve hiicre kiimelerinin
olusmasi1 goriiliir (6,51). AF bolgesinde, kolajen liflerin lamel yapisinda bozulma,
fissiir varlig1 ve artmis vaskiilarizasyon ve inervasyon derecesi gozlenir (52). Ayrica
kikirdak u¢ plaklarda catlaklar, incelme, mineralizasyon, bitisik subkondral kemikte

mikrokirik ve kemik sklerozu goézlenmektedir (53).
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Resim 4.2.1. Dejenere IVD histolojisi (Hematoksilen&Eosin x4 Biiyiitme) (22).

Ust kistmda bahsedilen molekiiler, histolojik ve biyomekanik tiim degisiklikler
tablo 4.2.1.deki gibidir (6);

Tablo 4.2.1. IVD dejenerasyonu sonrasinda meydana gelen degisiklikler.

Niikleus pulpozus Annulus fibrozus Kikirdak ug plaklar
Molekiiler e Proteoglikan azalmasi e Kolajen liflerinin e Proteoglikan
diizeydeki e Tip II kolajen azalmast capraz baglantist azalmasi
degisiklikler o Tip I kolajen artis1
Histolojik e Yarik ve fibrosis e Lamel bozulmasi e Subkondral kemigin
degisiklikler e Hiicre kiimesi goriiniimii | ¢ Yarik mikro kirigi ve
e Notokordal hiicrelerin e Vaskiilarizasyon ve sklerozu
kayb1 ve kondrosit innervasyon e Incelme
benzeri hiicrelerin e Vaskiiler kanal
goriiniimii sayisinda azalma
Biyomekanik ¢ Genlesme kuvvetinin e Mekanik strese karsi
degisiklikler azalmasi dayaniksizlik
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4.2.1. IVD dejenerasyonunda doku beslenmesi

Besin kaynag1 ve besin tiiketimi arasindaki denge 1VD’lerde ¢ok dnemlidir, eger
parametrelerden biri bozulursa, besin konsantrasyonu veya metabolit birikimi sonucu
pH seviyesi hiicresel aktiviteyi ve canliligi olumsuz etkileyebilecek seviyelere
diisebilir (35, 36). Dejenere disklerde goriilen olumsuz besin kosullarint modelleyen
in-vitro deneylerde, hiicre proliferasyonunda ve matriks molekiillerinde azalma, hiicre

Oliimiinde artis oldugu gosterilmistir (6,39,54-56).

Lomber omurgay1 besleyen arterlerin aterosklerozu (57,58) ve ayni zamanda
mikro sirkiilasyonu olumsuz etkileyen ve disklere besin arzini azaltan Gaucher
hastaligi, orak hiicre anemisi ve Caisson hastaligi gibi bozukluklar da disk
dejenerasyonu ile iliskilidir (36). Ayrica vibrasyon ve vasoaktif maddelerde kilcal

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

Kikirdak u¢ plaklarinda meydana gelen dejenerasyonlar veya farklilagsmalar da
IVD dejenerasyonunu olumsuz yénde ilerletebilir (Resim 4.2.2.). Ornegin kikirdak ug
plaklarinda kalsifikasyonun artmasi (62-64), kemik iligi bosluklarinin tikanmasi (plak
sklerozu), diskteki Modic degisiklikler, Schmorl nodiilleri (komsu kemik sinirlar1 i¢ine
fitik) ve diger disk lezyonlar1 (65) besin ve metabolit dongiisiinii degistirir bu da

hiicresel aktiviteyi ve homeostazi bozarak apoptoza sebep olur (66), sonug¢ olarakta

dejenerasyon ilerler.

Resim 4.2.2. 30 (A) ve 80 (B) yasindaki bireylerde artan kalsifikasyon ve kemik iligi
kanallarinin kapanmasinin goriintiisii (Taramali elektron mikroskobu goriintiisii) (63).
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4.2.2. IVD dejenerasyonunda hiicre kayb1

IVD hiicrelerinde, dejenerasyon siireci boyunca cesitli sinyal yollar1 iizerinden
hiicre 6limiiniin gerceklestigi ve buna bagli olarak toplam hiicre sayisinda énemli
azalmalarin oldugu ¢alismalarda gosterilmistir. IVD dokusundaki hiicrelerde farkli
molekiiller tizerinden farkli hiicre 6liim ¢esitleri gdzlemlenmistir. Hiicre 6liimiiniin
dejenerasyonla iliskili oldugu da yine literatiirde gdsterilmistir. Bu nedenle VD
dejenerasyonunun tedavisinde hiicre kaybinin durdurulmasi ve kaybedilen hiicre

sayisinin yerine koyulmasi ¢ok énemlidir.

Apoptozun IVD dejenerasyonuna katildigi, hastalardan alman IVD'lerin saglikli
kontrol disklerine kiyasla Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling (TUNEL) pozitif hiicrelerinin daha fazla oldugunun bulunmasiyla
kanitlanmistir (67,68). Daha sonra, ¢ok sayida calisma NP ve AF hiicrelerinin
dejeneratif disklerde karmasik mekanizmalar yoluyla apoptoz gecirdigini belirlemistir

(67).

Kikirdaga spesifik ECM bilesenleri iireten NP hiicrelerinin asir1 apoptozu (Sekil
8), IVD dejenerasyonu sirasinda ortaya cikan belirgin bir hiicresel degisikliktir
(67,69,70), bu ylizden apoptoz ¢aligmalar1 NP hiicreleri {izerine yogunlagmistir.

4.2.2.1. IVD dejenerasyonunda NP hiicrelerinde apoptoz i¢ yolag

Yapilan aragtirmalar, dejenerasyonda NP hiicrelerindeki apoptozun intrinsik
yolunun, esas olarak Bcl-2 ve kaspaz-3 iizerinden gergeklestigini gostermektedir. Bcl-
2’nin ¢esitli hiicre sistemlerinde apoptozun intrinsik yolunu inhibe ettigi,
mitokondriyal membran gegirgenligini kontrol ederek ve sitokrom c'nin
mitokondriden salinmasini onleyerek veya Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1’e
(Apaf-1) baglanarak apoptozu diizenledigi (71), 6zellikle kaspaz-3 aktivitesini inhibe
ederek IVD dejenerasyonu sirasinda apoptozu énemli dlgiide 6nledigi gdsterilmistir

(72).

Insan p53 tiimdr baskilayici proteinin kofaktdr proteini olan (Bcl-2)'nin
niikleotid baglama alan1 ve 16sin agisindan zengin tekrar igceren protein 1 (NLRP1)’e
baglandig1 ve aktivasyonunu baskiladigi, boylece kaspaz-1 ile aktif formuna islenen

bir proenflamatuvar sitokin olan IL-1f salinimini inhibe ettigi bulunmustur (73).
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Birgok calisma, oksidatif stresin IVD dejenerasyonu sirasinda NP hiicrelerinin
apoptozuna yol actigini gostermistir. H>O> ile tedavi edilen NP hiicrelerinde apoptoz
artar ve agrekan ve tip I kolajenin mRNA seviyeleri azalir (74). Ozellikle, H.O, veya
IL-1B'nin zararh etkileri, NP hiicrelerini apoptozdan koruyan gii¢lii bir antioksidan

olan glutatyon (74) tarafindan etkili bir sekilde onlenebilir.

4.2.2.2. IVD dejenerasyonunda NP hiicrelerinde apoptoz dis yolag

NP hiicrelerinin dejenerasyon sirasinda, tiimor nekroz faktor (TNF) ailesine ait
tip-1I transmembran proteini olan Fas ve Fas ligand (FasL) seviyelerini diizenleyerek

ekstrensek yoldan apoptoz gegirdigi belirtilmistir (75,76).

ADAMTS-7 enziminin hem insan hem de sican dejeneratif NP dokularinda
kontrol grubuna kiyasla belirgin diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur. Bu etkiyi IL-
17A'nin, TNF- a sinyal yolu iizerinden ADAMTS-7 ekspresyonunu indiikleyerek
olusturdugu diisiiniilmektedir (77).

Apoptoz, post transkripsiyonel regiilatdrlerin anahtar1 olan mikro ribontikleik
asit (miRNA)’lar tarafindan diizenlenir. IVD dejenerasyonunun nedenleri arasinda
miRNA'larin anormal ekspresyon seviyeleri de bulunmaktadir (78). Dejeneratif NP
hiicrelerinde miRNA ekspresyon profillerini inceleyen bir ¢aligmada, 29 miRNA'nin
farkli sekilde eksprese edildigini ve miR-155 ekspresyonunun onemli oOlgiide
distiigiinii ortaya koymustur (74). Ek olarak, miR-155'in FADD ve kaspaz-3

tizerinden Fas aracili apoptozu tetikledigini gostermistir (78).

Ek caligmalar, miR-27a'nin yakin zamanda fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)'y1
hedefleyerek NP hiicrelerinde apoptozu diizenledigi (79), miR-21'in insan dejeneratif
NP dokularinda yiiksek ekspresyon gosterdigi, miR-21'in asir1 ekspresyonunun
fosfataz ve tensin homologu 10 (PTEN) iizerinden Akt fosforilasyonunu arttirdigini

ortaya koymustur (80).

Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ailesi iiyeleri (hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinazlar (ERKSs), c-Jun N-terminal kinazlar (JNKs) ve p38-MAPKs) hiicre
gelisiminin siirdiiriilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir (81). ERK'ler hiicre sag kaliminda,

JNK'lar ve p38-MAPK'lar ise apoptozun hem i¢ hem de dis yollarinda yer alirlar. NP
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hiicrelerinde p38-MAPK, JNK1/2 ve ERK1/2 sinyal yolaklarnin varligi gosterilmistir
(81).

4.2.2.3. IVD dejenerasyonunda AF hiicrelerinde apoptoz

AF hiicrelerinde, i¢ yolak apoptozun 6zellikle kaspaz 9 iizerinden (82-85), dis
yolak apoptozun ise kaspaz 3 ve kaspaz 8 iizerinden etkilendigi ¢esitli calismalarda

vurgulanmistir (83).

4.2.2.3. IVD dejenerasyonunda kikirdak plak hiicrelerinde apoptoz

IVD dejenerasyonunda kikirdak plak hiicrelerinde apoptoz net olarak goriiliir
(86-88). MAPK ’ler, kaspaz 9 ve kaspaz 3’lin kikirdak plaklarda mekanik stres
kaynakl1 apoptozda etkili oldugu belirtilmistir (88).

4.2.2.4. IVD dejenerasyonunda otofaji

Otofaji, Atg proteinleri ve LC3 tarafindan yiiksek oranda diizenlenen coklu
stireclerden olusur (89). Beclin 1, memeli hiicrelerinde otofajiyi yonlendiren Bcl-2 gen
ailesinin BH3 {iyesidir (90,91). Cesitli calismalar otofajinin hem NP hem de AF
hiicrelerinde meydana  geldigini  gdstermistir.  Ornegin, yiiksek  glikoz
konsantrasyonlarinda kiiltiirlenen sigan NP ve AF hiicreleri, beclin 1, LC3 ve Atg3, 5,

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

4.2.3. IVD Dejenerasyonunun tedavisi

4.2.3.1. Mevcut tedavi yontemleri

Intervertebral lomber disk hernisi olan bircok kisinin cerrahi miidahaleler
olmadan kendiliginden iyilesme olasilig1 yiiksek oldugu ve bazi insanlarin iyi cerrahi
adayr olmadig1 gercegi goz Oniline alindiginda, bu durumda agriy1 yonetmek igin
kullanilan bir¢cok yontem vardir (Sekil 4.2.1.). Tedavi konservatif tedavi ve invaziv
tedavi seklinde olabilir. Konservatif tedavi farmakolojik ve farmakolojik olmayan

yontemlerin kombinasyonu seklinde olabilir.
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Farmakolojik miidahaleler, Diinya Saglik Orgiitii'niin kronik agriy1 yonetmeye
yonelik yaklagimina uygun olarak, asetaminofen, non-steroidal antienflamuvar ilaglar
(NSAIDs), kas gevseticiler, tramadol, kortikosteroidler ve hatta orta ila siddetli agr1
icin kisa opioid kiirlerini igerir. Farmakolojik stratejiler esas olarak agri azalincaya
kadar semptom kontroliinii amag¢lamaktadir. Farmakolojik olmayan stratejiler arasinda
fizik tedavi, akupunktur, kayropraktik manipiilasyon veya yoga, tai-chi veya
meditasyon gibi terapiler bulunur. Konservatif tedavi semptomlarin giderilmesini

saglamazsa, genellikle daha invaziv tedaviler diistiniiliir (93).

Epidural glukokortikoid enjeksiyonlari, semptomatik intervertebral hernie
disklerin invaziv girisimsel yOnetiminde ilk adim olarak uzun zamandir lanse
edilmistir. Epidural enjeksiyonlarin agri skorlarini ve hareket kaybini genellikle iki
hafta gibi kisa siireli olarak azalttig1 ve cerrahi miidahale ihtiyacini ise 13-28 ay kadar

geciktirdigi gosterilmistir (94).

Hastalar bir silire rahatlama yasayabilir, ancak agri niiksiinden sonra tekrar
enjeksiyonlar gerektirebilir (95). En son olarak da diskektomi, artoplasti veya spinal

fiizyon tekniklerini i¢erebilen cerrahi tedavi modaliteleri planlanmaktadir.

IVD Tedavisi

Geleneksel
Tedavi

Girisimsel .
Tedavi Cerrahi

ilag Tedavisi flacsiz Tedavi Epidural steroid enjeksiyonu Diskektomi

Radyofrekans ablasyon Artoplasti
Asetaminofen TRk bl

NSAIDs Akupunktur,
Kas gevseticiler

Spinal fiizyon

Kayropraktik
Tramadol (Manipiilasyon)

Kortikosteroidler W Yoga,Tai,Chi
Narkotikler Meditasyon

Sekil 4.2.1. ITVD patolojilerinde giincel tedavi modaliteleri.
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4.2.3.2. Biyolojik tedavi arastirmalari

IVD rejenerasyonu ile ilgili arastirmalar yirmi yili askin bir siiredir devam
etmektedir, fakat son on yilda diskin hiicresel onarimina olan ilgi, disk biyolojisi
lizerine arastirmalar1 hizlandirdi. Hayvanlarda yapilan, biiylime faktorlii, hiicresel ve
biyomalzeme temelli tedavilerin bagarisi bu alandaki bilgilerimizi 6nemli oranda
artird1. Fakat, klinik ¢aligmalarda sadece birkag tedavi ilerlemis ve hicbiri heniiz ticari

iirlin olarak mevcut degildir (35).

IVD dejenerasyonunu biyolojik olarak onarmak icin cesitli tedavi ¢alismalari
yapilmaktadir. Bu calismalar arasinda, aktif VD hiicre implantasyonu (55,96,97),
biyomalzeme implantasyonu (98,99), mezenkimal kok hiicre implantasyonu
(100,101), biiytime faktorlerinin mevcut hiicrelere enjeksiyonu (102), enflamatuvar
sitokinlerin inhibisyonu i¢in gen tedavileri veya disk i¢i molekiil enjeksiyonu (103,
104), bozulmamis veya yapay disk transplantasyonu (105,106) gibi caligmalar
yapilmis veya halen devam etmektedir. Fakat bu c¢alismalarda kullanilan deney
hayvanlarinin disk biiyiikliikleri, hiicre yogunluklari hatta metabolizma hizlari
insanlardan farkli oldugu i¢in ¢alisma sonuglarinin uygulanabilirliginin 1yi

degerlendirilmesi gerekmektedir (35).

4.3. Alfa Lipoik Asit (ALA)

ALA, hiiceredeki mitokondri organeli iginde yogun bulunan, farkli enzimatik
reaksiyonlar igin gerekli bir bilesiktir (107). Ilk olarak 1937 yilinda (108) laktik asit
bakterileri olan Lactobasilluslar’larin gelisimi i¢in bliylime faktorlerinin arastirildigi
bir ¢alismada tespit edilmis, fakat 1951 yilinda izole edilip (109), klinikte ise ilk defa
1959 yilinda Almanya’da Amanita phalloides kaynakli akut mantar zehirlenmesinin

tedavisinde kullanilmistir (110).

ALA’nin kimyasal yapisindan 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 (Sekil 4.3.1.) (111).
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R-a-lipoic acid S-a-lipoic acid

Sekil 4.3.1. ALA’’nin optik izomerlerinin kimyasal yapilari.

ALA'nin S ve R enantiomerleri olarak adlandirilan ve birbirlerinin ayna
goriintiileri olarak kabul edilen iki enantiomerik formu olan “S” ve “R” enantiomerleri
ALA'da esit olarak bulunur, ancak -R izomerik formu dogal olarak bulunurken, -S
izomeri kimyasal siirecler sonucunda elde edilen sentetik formudur (112). Hayvansal
ve bitkisel gidalar -R enantiyomerinin dogal kaynagidir, sentetik takviyeler ise -R ve

-S izomerlerinin rasemik bilesiminden olusur.

ALA bitki, hayvan, insan metabolizmasinda iiretilen organosiilfiir bir bilesiktir.
Mitokondride enzimatik reaksiyonlar ile oktanoik asitten sentezlenebilir (113,114),
fakat bu yetersiz oldugu icin eksik kalan miktar sebze (1spanak, brokoli, domates,
briiksel lahanas1 ve piring kepegi), meyve, et veya karaciger, bobrek gibi i¢ organlarla

beslenerek ekzojen olarak tamamlanabilir (107,115).

ALA, krebs dongiisiinde hiicrenin enerji iiretimiyle ilgili ¢esitli kimyasal
reaksiyonlarda (115) ve mitokondri yoluyla enerji iletiminde de onemli isleve sahip

(116, 117) oldugu literatiirde belirtilmistir.

ALA'min kiiclik molekiiliinde indirgenmis veya oksitlenmis iki tiol grubu
bulunur. Oksitlenmis form ALA veya lipoik asit olarak bilinirken, indirgenmis form
dihidrolipoik asit (DHLA) olarak belirtilir. ALA, serbest radikalleri etkisiz hale getirir
ve indirgenmis formu ayrica reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile etkilesime girer (118).
Dogal olarak, ALA, mitokondride E2 alt birimine bagli bulunur ve hem piruvat
dehidrojenaz (PDH) hem de a-ketoglutarat dehidrojenaz kompleksleri i¢in bir kofaktor
olarak kullanilir (119).

19



4.3.1. ALA’nin 6nemi

ALA’nin hem suda hem de yagda ¢oziinebilen bir bilesik olmasi klinik olarak
onu degerli kilmistir ve klinik etkileri {izerine de c¢ok sayida yaymn yapilmistir.
Ozellikle giiglii antioksidan etkisi ve diger bazi1 antioksidanlarin tekrardan iiretilmesine

olan katkisindan yayinlarda bahsedilmektedir.

Bilim insanlar1, Diabetes mellitus (DM), kanser ve Alzheimer gibi toplumda
oldukca sik goriilen hastaliklarin tan1 ve tedavi modalitelerine odaklanmis durumdadir
(120,121). ALA, yaygin goriilen bu tiir hastaliklarin hem tedavisinde hem de bu
hastaliklarda gézlemlenen yasam kalitesini diisliren olumsuz etkilerin giderilmesinde

bir¢ok arastirmada test edilmis ve edilmeye de devam etmektedir (122-124).

ALA ile yapilan preklinik ve klinik tiim arastirmalar pubmed iizerinden
tarandiginda, yapilan ¢alisma sayisinin zamanla arttig1 ve 6zellikle son dekatta bilim
insanlarinin dikkatini ¢ekerek olduk¢a popiiler bir molekiil haline geldigi yaym

sayisinin artisgindan da anlagilmaktadir (Sekil 4.3.2.).

5,794 arastirma
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Sekil 4.3.2. Yillara gore, ALA ile yapilan arastirma sayisin1 gosteren histogram.

ALA’nin, zamanla terapotik etkileri ortaya c¢iktikca bilim insanlari
calismalarinda bazi alanlar {lizerine yogunlagmistir (Sekil 4.3.3.). Fakat literatiirler
incelendiginde ALA nin etki mekanizmasinin tam anlamiyla aciklanabilmesi i¢in daha

fazla arastirma yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir.
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Alfa Lipoik Asit

Klinik oncesi calismalar Klinik cal l
(In-Vitro & In-Vivo) InikK calismalar

Antioksidan Antioksidan
Antidiyabetik Antidiyabetik
Alzheimer Alzheimer/Sizofreni
Kanser Kanser
Obezite/Asir Kilo
Infertilite/Hamilelik
Multiple Skleroz

Sekil 4.3.3. ALA preklinik ve klinik arastirma alanlar.

4.3.2. ALA’nin farmakokinetigi

ALA’nin bir¢ok biyolojik aktivitesi vardir, fakat ¢oziiniirliiglintin diigiik olmasi,
midedeki kararsiz durumu nedeniyle biyoyararlanim oraninin %30 civarinda olmasi,
karacigerdeki eleminasyon oraninin yiiksek olmasi ve yarilanma 6mriiniin kisa olmasi
gibi farmakokinetik 6zelliklerinin biyolojik etkilerini sinirlandirdigr belirtilmektedir

(125).

Mide bosken oral olarak alinan ALA’nin emiliminin %40 arttig1, diger gidalarla
birlikte alindiginda ise emilimin %20 azaldig: belirtilmistir. Asidik pH’1in ALA’nin
mideden emilimine katki sagladigi, bu nedenle agken alinmasinin daha faydali olacagi

belirtilmistir.

Maksimum plazma konsantrasyonlarina ulagsmak i¢in gereken siire yaklasik 30-
60 dakikadir. Ayrica, -R enantiyomerinin maksimum plazma konsantrasyonunun -S

enantiyomerinden %40-50 daha yiiksek oldugu bulunmustur (126).
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ALA, karaciger, kalp, bobrekler ve kan-beyin bariyeri de dahil olmak iizere
viicudun bir¢cok bodlgesinde bulunan “sodyum bagimli multivitamin tasiyic1” olarak
isimlendirilen transmembran protein tarafindan tasmir (117,127,128). ALA bu tasiyici

sistem sayesinde kan beyin bariyerini bile gegcmektedir (129).

Calismalar ALA'min karaciger ilk gecisinde ve dokulara dagildiktan sonra
kandan hizla temizlendigini gostermektedir. Bu nedenle, metabolizma hiz1 farkindan
dolay1 ALA'nin biyoyararlanimi ve pik plazma konsantrasyonu geng/orta yasa (18-45)
kiyasla yaslilarda (75 ve {izeri) daha yiiksektir. Bunlarin yaninda ALA

biyoyararlanimina cinsiyetin etkisinin goriilmedigi belirtilmistir (117).

ALA’nin klinik ve preklinik ¢aligmalarda ¢esitli hastaliklar {izerine tedavi edici
etkisinden ve klinik ¢alismalarda giivenli bir takviye (129) olarak
kullanilabileceginden bahsedilmesine ragmen, nadirde olsa ALA’dan zehirlenen
vakalarda (130) literatiirde vardir. Genelde bu vakalarin, kazara veya intihar girigimi

nedeniyle ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir.

4.3.3. ALA’nin farmakodinamigi
4.3.3.1. ALA’nmin antioksidan potansiyeli

ALA ve indirgenmis formu olan DHLA nin antioksidan etkileri hakkinda genis
literatiir verileri vardir. Bu literatiirlerde ALA’nin metal selatlayici, serbest radikal
temizleyici, endojen antioksidanlarin (glutatyon (131), vitamin C ve Vitamin E) tekrar
tiretilmesine ve oksitlenmeden kaynakli hasarin onarilmasina yaptig1 katkilar
gosterilmigtir (15). ALA'min metal selatlama etkisinin, yapilarinda bulunan tiyol

gruplarindan kaynaklandigi belirtilmistir (131,132).

Goralska ve ark., ALA’nin epitel hiicrelerinde demir iyonlarinda azalmaya yol
actigimi ve ALA'min oksidatif stresin azaltilmasinda dogrudan etkisi oldugunu

sOylemislerdir (133).

Kisaca, ALA hem suda hem de yagda ¢oziinen ve viicudun her yerinde,
hiicrelerin i¢inde ve disinda ROS'u nétralize edebilen biyolojik bir antioksidan olarak

diisiiniiliir ve bu nedenle ALA, evrensel antioksidan olarak adlandirilir (134-136).
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4.3.3.2. ALA’nmin antidiyabetik etkisi

Diinya saglik orgiitiiniin agikladig verilere gore, DM diinya ¢apinda 422 milyon
insan1 etkileyen ciddi karbohidrat, lipit ve protein metabolizmasi bozuklugu gosteren
saglik sorunudur (137). Ayrica DM, ateroskleroz, hipertansiyon, kalp yetmezligi,
miyokard enfaktiis, ndropatik agri ve inme gibi ¢esitli insan hastaliklarinin gelisimi

i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilmistir (138).

Calismalar, DM'nin asir1 ROS olusumundan ve antioksidan potansiyelin
bozulmasindan kaynaklandigin1  gostermektedir (139-141). Baz1 calismalarda,
ALA’nin insiiline duyarli ve insiiline diren¢li kas hiicrelerinde hiicre i¢ine glikoz
almmn arttirdigr (142,143), Bu etkiyide insiilin reseptor substrat 1°de tirozin
fosforilasyonu ve membrandaki glikoz tasiyicilarin glukoz taginimini stimule

etmesiyle yaptig1 gosterilmistir (144).

Obez siganlarda, kaslardaki AMPK seviyesi azalir, bu siganlara ALA
verildiginde aktif AMPK miktarinin arttig1, bunun sonucunda da insiilin duyarliliina

bagl glikoz yakiminin ve lipit oksidasyonunun arttig1 belirtilmistir (145).

Diyabetin, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesini bozarak ROS
iretimini arttirdig1, bunun sonucunda da azalmais nitrik oksit (NO) biyoyararlanimi ve
artmis oksidatif stres meydana gelir (146). Yasgh sicanlar iizerinde yapilan bir
caligmada, diisen eNOS fosforilasyon diizeyinin ALA verilmesinden sonra kismen
artt1g1 soylenmistir (147,148). Bu bilgiler dogrultusunda ALA’nin DM tedavisinde

faydali olabilecegi ¢calismalarda soylenmistir.

4.3.3.3. ALA’nin kanser hiicreleri iizerine etkisi

Bir¢cok klinik oOncesi c¢alismada ALA’nin kanser hiicreleri iizerine etkileri
arastirilmistir. Yapilan arastirmalar incelendiginde, ALA’nin kanserlesme siirecine ve
kanser hiicreleri {lizerine farkli sinyal yollar1 ve molekiiller itizerinden 6nemli

etkilerinin oldugunu goriilmektedir (Sekil 4.3.4.) (16).
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Sekil 4.3.4. ALA nin tiimor olusumunda rol oynayan farkli sinyal yollar1 tizerindeki
etkileri. (Yesil oklar etkinlestirmeyi, kirmizi ¢izgiler engellemeyi gosterir) (16).

Kanser kok hiicreleri, kendi kendini yenileme ve farklilagsma kapasiteleri olan
nadir 6liimsiiz hiicrelerdir ve tiimore neden olan farkli hiicre tiplerini tiretebilirler. Bu
popiilasyon, hiicre proliferasyonunu ve yayilmasini indiikleyebilir. Tiimor kitlesini
hedefleyen tedavilerdeki ilerlemelere ragmen, kanser kok hiicreleri etkilenmeden

kalabilir ve kanserin tekrar niiksetmesini ve terapétik ilag¢ direncine neden olabilirler
(16).

Bu kok hiicre 6zelligi, Akt yolunun aktivasyonu ile tetiklenir, bu da GSK33'nin
fosforilasyonuna ve inaktivasyonuna yol agar, bu da -katenin'in stabilizasyonuna ve
fosforilasyon ile POUSF1 geni tarafindan kodlanan Oct-4 proteininin aktivasyonuna
yol acar. Bu olaylar, kok hiicre 6zelliginde hayati bir rol oynar. Yapilan bir ¢alisma,
ALA’nin Akt sinyal yolunun fosforilasyonunu azaltarak aktivasyonunu inhibe ettigi,
bu sayede kanser kok hiicresi benzeri fenotipleri negatif olarak diizenledigi ve oktamer
baglayici transkripsiyon faktorii 4 (Oct-4)'lin proteozomal bozulmasina yol agtigini

ortaya koymustur (16,149).

Cesitli caligmalar, ALA'nin kanser hiicrelerini kemoterapdtik ajanlara duyarh
hale getirdigini gdstermistir. Ozellikle sirasiyla, niikleer faktdr kappa-B (NF-xB)

sinyalini ve integrin $1/B83'0 inhibe ederek meme ve akciger kanseri hiicrelerinde
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tedavide kullanilan paklitaksel’in etkinligini arttirdig1 sdylenmistir (Sekil 4.3.4.)
(16,150,151). Benzer sekilde, ALA’nin kemoterapi ilaglartyla birlikte kullanilmasinin
apoptozu (152) ve ilacin sitotoksisitesini (153) arttirdigi, ayn1 zamanda ilaca karsi

olusan direncinde kirildigini (153) belirten ¢calismalar mevcuttur (16).

Hiicresel ¢ogalma ve biiylime, ERK ve PI3K/Akt yollarinin aktivasyonu ile
kontrol edilir. ALA, ERK'nin fosforilasyonunu, 6zellikle kanser gelisiminde yer alan
cesitli siireclerin merkezi olan seliiler miyelositomatozisin (c-Myc) aktivasyonunu
bloke ederek onler. Ayrica ALA, Akt aktivasyonunu inhibe eder, bu da translasyon
stirecini indiikleyen mTORC1'in inhibisyonuna yol agar, bdylece hiicresel cogalma ve

biiylime azalir (16).

ALA’nin, AMPK aktivasyonunu engelleyerek de Akt sinyal yolunun
inhibisyonunu tetikler, bdylece kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azalttig

belirtilmistir (145,154-156).

Ayrica ALA, birgok kanser tiiriinde hiicre siklusunun durmasina yol agan sikline
bagh kinaz inhibitorleri olan p27XP! ve p21P!"in sentezlenmesini arttirir ve kanser

hiicrelerinin ¢ogalma hizini yavaslatici etki saglar (157).

Apoptoz iki protein tiirii, proapoptotik ve antiapoptotik proteinler tarafindan
kontrol edilir. Akt'in fosforilasyonu, anti-apoptotik proteinlerin (6rn. Mcl-1, bcl-xi)
uyarilmasini ve pro-apoptotik proteinlerin (6rn. Bim, Nova, Bax) azaltilmasini tetikler.

ALA iig farkli seviyede hareket eder (16):

(1) Anti-apoptotik proteinlerin baskilanmasina ve pro apoptotik proteinlerin

artmasina neden olan Akt yolunu inhibe eder,
(i1) ROS iiretimi ile pro-apoptotik proteinlerin transkripsiyonunu indiikler
(111) Akt yolunu negatif olarak diizenleyen AMPK proteinini aktiflestirir.

Anti-proliferatif roliine ek olarak, ALA’nin farkli kanser hiicrelerinde apoptozu
doza bagli uyardig1 ve anti-apoptotik/pro-apoptotik proteinler arasindaki orani diizene
sokarak cesitli kanser hiicre dizilerinde apoptozu tesvik eden ROS fiiretebildigi
belirtilmistir. Yumurtalik, akciger ve meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan
caligmada, ALA nin konsantrasyona bagli olarak, mitokondriyal anti apoptotik protein

olan Mcl-1, bcl-2 ve bcl-X1’in regiilasyonunu diisiirdiigii (158), sadece pro-apoptotik
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BH3 proteinlerinden olan BIM ve NOXA'nin regiilasyonunu arttirdig1 ve sonug olarak

bu diizenlemenin hiicre 6liimiine yol agtig1 belirtilmistir (159).

ALA’nin, meme kanseri hiicre soylarinda Bax/bcl2 oranin1 (apoptotik indeks)
ve kaspaz-3 aktivitesi onemli 6lgiide arttirdig1 (160), Hepatoma kanser hiicrelerinde
kaspaz-3 ve 9 {lizerinden intrinsik apoptotik yolag: tetikledigi (158), kolon kanseri
hiicrelerinde NF-kB sinyal yolagin1 inhibe ederek pro-apoptotik genlerin
transkripsiyonunu indiikleyen WTp53 proteinini stabilize ettigi ve apoptoz i¢ yolagini
tetikledigi belirtilmektedir. Ancak Dorsam ve ark. ALA'min p53 stabilizasyonundan
bagimsiz olarak kolorektal kanserde hiicre 6liimiinii tetikledigini de gdstermistir (161).
Ayrica, akciger kanser hiicreleri iizerinde yapilan calismada ALA’nin kaspazdan

bagimsiz diger hiicre 6liim yollarini tetikledigini belirtmistir (162).

Ornek verilecek olursa, ALA’nin meme kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese
edilen ve tlimor olusumunda rol oynayan bazi protein tirozin fosfatazlardan olan
PTPIB ve SHP2 aktivitesini azaltarak kanser hiicrelerinin canliligin1 azalttig1

gosterilmistir (163).

Calismalar ayrica ALA'nin akciger kanseri (164), meme kanseri (157) ve kolon
kanserinde (165,166) ALA'e bagl hiicre 6liimiinii tesvik eden ROS {iretebildigini ve
bu ALA iligkili ROS’un apoptozun mitokondriyal yolunu tetikledigini

distindlirtmiistiir.

Kanser hiicrelerinin metastazina yol acan epitelyal mezenkimal tasinim (EMT)
islemi bazi protein ve enzim tarafindan kontrol edilir. Yapilan ¢alismalarda ALA nin,
bazi EMT belirteclerini (Snail, vimentin ve Zebl) baskiladig1 (167), EMT siirecinin
diizenlenmesinde gerekli olan transforme edici biliylime faktorii beta (TGFp)
reseptOrlerinin ana sinyal doniistiiriiciisii olan SMAD sinyallemesini inhibe ettigi
(168), P1/B3-integrin ekspresyonunu azaltarak fokal adhezyon kinaz (FAK)
aktivasyonunu inhibe ettigi (169), MMP-9 ve MMP-2'nin mRNA seviyelerini

azaltarak (170) kanser hiicrelerinin go¢line ve invasyonuna engel oldugu gosterilmistir
(16).

ALA’nin kanser hiicreleri lizerine baska molekiiller iizerinden de etki ettigini

gosteren ¢aligmalarda bulunmaktadir (107).
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Kanser hiicreleri, oksijenli ortamda bile glikozu adenozin trifosfat (ATP) iiretimi
icin laktata donustiiriir, buna aerobik glikoliz veya Warburg etkisi denir. Kanserli
hiicrelerde aerobik glikolizin siirekli aktivasyonu, onkogenlerin aktivasyonuna veya
tiimor baskilayicilariin kaybina yol acar, bu da kanserin ilerlemesine neden olur.
ALA’nimn hiicre canliligi/¢ogalmasini ve laktat olusumunu azalttigin1 ve bu sayede

timor biiylimesini geciktirdigi gosterilmistir (171).

Akciger kanseri hiicrelerinde ALA, epidermal biiylime faktorlii reseptorii
(EGFR) fosforilasyonunu baskilayarak Grb2 yoluyla hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi ve MAPK/ERK'nin de bu yola dahil oldugunu séylemislerdir (172).

Sonuglar, ALA’nin kanser hiicreleri iizerine farkli sekilde etkilerinin oldugunu

gostermektedir.

4.3.3.4. ALA’min Alzheimer hastaligu iizerine etkileri

Alzheimer hastaligi, cesitli biligsel, fonksiyonel ve davranissal degisikliklere
sebep olan norolojik bir hastaliktir. Bu hastalarda bellek kaybinin beta-amiloid (Ap)
plaklarin olusumu ve ndérofibrillerde bulunan Tau protein’inin patolojik bir bigimde
yiikselmesi ile baglantili oldugu (173), baz1 ¢aligmalar da Alzheimer patogenezinde

oksidatif stresin de etkili oldugunu belirtmistir (174, 175).

In-vitro arastirmalar ALA’nimn, AP aracili sitotoksisite {izerinde noroprotektif
etkileri oldugunu (176,177), néronlar1 AP veya hidrojen peroksit (H>O;) tarafindan

indiiklenen sitotoksisiteden korudugunu (178) belirtmislerdir.

Calismalar ayrica ALA ve DHLA’in, kolin asetil transferazin aktivasyonu
yoluyla asetilkolin (ACh) iiretiminin artmasiyla anti-demans veya anti-Alzheimer

ozellikleri gosterdigini belirtmistir (179,180).

Ote yandan, yiiksek seviyede serbest radikal ve pro-enflamatuvar sitokinler ile
karakterize olan inflamasyonun da Alzheimer hastaliginda 6nemli oldugu (181),
ALA’nin da ROS, metal iyonlar1 ve lipit peroksidasyon iiriinlerinin uzaklastiriimasi,
glutatyon seviyesinin arttirilmast ve sinyal iletim yollar {izerine etki ederek

inflamasyonda kompleks bir etki gosterdigi soylenmektedir (107,182).
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Benzer sekilde ALA’nin, SK-N-BE insan noroblastom hiicrelerinde DNA
hipermetilasyonu iizerinden enflamatuvar sitokin olan IL-1p ve IL-6 diizeylerini

azalttigin1 sdylemislerdir (183).

Alzheimer olan yagh Tg2576 fareleri {iizerinde yapilan c¢alismalarda,
aragtirmacilar ALA’nin 6grenme ve hafizada tutma tizerine belirgin bir iyilestirici
etkisinin oldugunu (184), fakat AP seviyesi lizerine Onemli etki etmedigini

sOylenmistir (185).

4.3.3.5. ALA’nin iireme sistemi iizerine etkileri

ALA ¢ok fonksiyonlu bir molekiil oldugu i¢in, bilim insanlart ALA’nin tiim
etkilerini agiklamak amaciyla farkli hastaliklar ve sistemler iizerine de arastirmalar
yapmistir. ALA’nin lireme sistemi lizerine etkilerini arastiran az sayida ¢alisma da

bulunmaktadir;

Disi Wistar sicanlarda yapilan ¢alismada, ALA’nin intra vajinal uygulamasinin
implantasyon siirecini etkilemeden gebeligi erken donemde sonlandirmak igin
kullanilan mifepriston ve prostaglandin E2 etkilerini 6nemli 6l¢ilide azalttigini, pro-
enflamatuvar sitokin olan TNF- a, IL-1B, ve IL-6 mRNA sentezini azalttigini
sOylemiglerdir (186). Diger bir ¢alismasinda, disi ratlarda primer foliikiil yetmezligi
modeli olusturulmus ve ALA’ nin aktif kaspaz 3 reaktivitesini ve yumurtalik hasarini
azalttigl gostermislerdir. Bunun yaninda, toksik madde ile olusturulan folikiil
yetmezligi modeli sonucunda endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) diismiis ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) seviyesi ise artmis, ALA uygulandiktan sonra
eNOS saglikli kontrol grubuna yakin seviyeye yiikselmis, iNOS'ta saglikli kontrol

grubu seviyesine inmistir (187).

Baska bir ¢calisma da ALA’nin 100 mikromolar dozunun ovaryum folikiillerinin
in-vitro ortamda gelisimlerini iyilestirdigi (188), polikistik over sendromu olan
hastalarla yapilan klinik bir ¢alismada ALA’nin in-vitro fertilizasyon asamasinda

faydali olabilecegi sOylenmistir (189).
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4.3.3.6. ALA ile yapilan klinik arastirmalar

Kanit diizeyi yiiksek arastirmalar yayinlandik¢a, ALA’nin farkli biyolojik
etkileri ortaya ¢ikmaktadir, bunlar da bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmekte ve merak
uyandirmaktadir. Bu nedenle, ALA ile yapilan klinik arastirma sayisinin son yillarda

artt1g1 pubmed tarama grafiklerinde de net olarak goriilmektedir (Sekil 4.3.5.).
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Sekil 4.3.5. Yillara gore, ALA ile yapilan klinik arastirma sayisini gésteren histogram.

Yapilan bu klinik arastirmalar incelendiginde, ALA’nin farkli hastaliklar
tizerine bir¢ok olumlu etkisinden bahsedildigi, olumsuz olabilecek neredeyse herhangi

bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Bu klinik ¢aligsmalar1 inceledigimizde;

Pre-diyabetik tanis1 koyulan 12 olgu {izerine hastaligin ilerlemesini engellemek
icin yapilan bir ¢alismada, ALA kullaniminin serum glikoz seviyesini ve serum lipit
seviyesini degistirmedigini belirtmislerdir. Fakat serum insiilin miktarinda farklilik

oldugu ve ALA’nin insiilin duyarlilifina katk: yapabilecegini belirtmistir (190).

Tip I DM tanis1 koyulan olgular {izerinde yapilan bir ¢alismada, 5 hafta 600
mg/giin ALA uygulamasinin CD62 platelet ekspresyonunu azalttigi, CRP ve 8-iso-
prostaglandin F2a serum seviyesini degistirmedigi belirtilmistir (191). Insiilin bagiml
tip II diyabetli 235 hastaya 2 yil 600 mg/d ALA uygulamasinin, HbAlc seviyesini
degistirmedigini ve klinik anlamda 6nemli makiiler 6demi engellemedigi sOylenmistir

(192).

Tip 2 DM tanis1 koyulan 112 olgu {izerinde yapilan 4 aylik ¢alismada, ALA
kullaniminin enflemasyonla iliskili CRP (C-Reactive Protein), IL-6 and TNF-a
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konsantrasyonlarini  6nemli 6l¢lide distirdiiglini ve bu tedavinin sistemik

enflamasyonu dnlemek i¢in ilgi ¢ekici oldugunu belirtmislerdir (193).

Diyabetik ndropatili olgulara giinde 600 mg ALA uygulanmis ve 40 giin sonra
sonuglar incelendiginde, ALA’nin néropatik semptomlar ve trigliseritleri azalttigini,
yasam kalitesini iyilestirdigini sdylemislerdir, ancak viicut agirligi, kan basinci, aglik

glikozu ve diger lipit degerlerinde farklilik olmadigini belirtmislerdir (194).

Gebeligin 24-28 haftasinda olan 60 DM tanili hamile kadin iizerinde yapilan
arastirmada, 8 hafta boyunca giinlik 100 mg ALA’nin etkilerine bakilmis, sonug
olarak aglik kan sekerinin (P <0.001), gama-glutamiltransferazin (P <0.001) ve alanin
transaminazin (P = 0.031) maternal dolasim degerlerinin azaldig, iire, kreatinin, {irik
asit, aspartat transaminaz ve alkalin fosfataz degerlerinin ise Onemli Ol¢iide
degismedigi gosterilmis ve ALA’ nin glikoz metabolizmasi ve karaciger fonksiyonu

tizerinde bazi yararl etkileri oldugu sdylenmistir (195).

Yaralar1 iyilesmeyen 20 olguya, hiperbarik oksijen tedavisiyle birlikte 14 seans
600 mg/giin ALA verilmesinin MMP-2, MMP-9, TIMP1 ve TIMP2 gibi ECM
proteinleri, anjiogenezde etkili PDGF-BB, b-FGF ve VEGF-f gibi genlerin
ekspresyonu ile plazmada IL-1f, IL-6 ve TNF-a gibi inflamatuvar sitokinlerin seviyesi
tizerine etkilerine bakilmistir. Sonuglara bakildiginda, ALA verilen grupta VEGF-J,
b-FGF ve IL-6 ekspresyonu azalmis, ama PDGF-BB ekspresyonu artmis
goriinmektedir. ALA verilen grupta, MMP-2"nin hem ekspresyonu hem de aktif
formunda 6nemli bir artis olurken, MMP-9’un ise ekspresyonunu ve aktif formunun
azaldig1 goriilmiistiir. ALA grubunda, MMP’lerin dogal doku inhibitdrlerinden olan
TIMP1 ve TIMP2 seviyesinde az miktarda azalma goriilse de sonu¢ anlaml1 degildir,
ayrica IL-1B ve TNF-a seviyelerinde de gruplar arasinda onemli bir fark olmadigi
belirtilmistir. Sonug¢ olarak c¢alismay1r yapan arastirmacilar, ALA’nin sitokin
seviyelerini, ECM ve anjiogenez gen ekspresyonlarini etkiledigini ve yaranin

iyilesmesini destekledigini sOylemislerdir (196).

Hemodiyaliz tedavisi géren 63 olgu lizerinde yapilan ¢alismada, ALA’nin
birincil antioksidan enzimlerden olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) seviyeleri iizerine etkilerine bakilmistir, 8 hafta sonunda

giinlik 600 mg ALA’nin sadece SOD miktarini anlamli diizeyde arttirdigini
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gostermislerdir. Ayni ¢alismada ayrica ALA kullaniminin viicut kitle indeksi, albumin

ve hemoglobin {izerine de anlamli etki yapmadig1 belirtilmistir (197).

Hemodiyaliz tedavisi goren 353 olguya 6 ay yapilan tokoferol (666 1U/d) ve
ALA (600 mg/giin) kombine tedavisinin, sistemik inflamasyon belirteci olan hsCRP
ve IL-6 konsantrasyonlarin1 degistirmedigi, oksidatif stres belirteci olan F2 izoprostan
ve F2 isofurans konsantrasyonunu degistirmedigi, eritropoietin yanitinida arttirmadigi

belirtilmistir (198).

Alzheimer tanis1 koyulan olgularda yapilan bir ¢alismada da omega 3 ve
ALA’nin F2 izoprostan seviyesini, mental durumu, giinliik aktiviteleri ve Alzheimer

hastalig1 degerlendirme 6l¢egini degistirmedigi belirtilmistir (199).

Oksaliplatin veya sisplatin kemoterapisi uygulanan 243 olguya, 24 hafta
boyunca 1800 mg/giin ALA uygulandigt ve bu uygulamanin ndrotoksisiteyi
onlemedigi belirtilmistir (200).

Sizofreni tanisi ile tedavi goren 10 olguya, antipsikotik ilaglara ilave giinliik 100
mg ALA uygulamasmin, psikopatoloji Ol¢iimlerinde 9%63,9 azalma, ayrica
norokognitif parametreler, ekstrapiramidal semptomlar ve lipit peroksidasyonunda

azalma, hastalarda da gii¢lii iyilesme gordiiklerini belirtmiglerdir (201).

MS tanis1 koyulmus 52 olguya, 12 hafta boyunca giinlik 1200 mg ALA
uygulamasinin ¢esitli inflamatuvar sitokinlerin miktarina etkisine bakilmis, plesoba
grubuna kiyasla INF-y, ICAM-1, TGF- ve IL-4 seviyesinde anlamli bir azalma
oldugu, TNF-a, IL-6, EDSS ve MMP-9 seviyesinde anlamli bir degisiklik olmadigi
sOylenmistir, sonu¢ olarak ALA’nmin MS hastalarina faydali olabilecegini
belirtmislerdir (202). Ayrica ALA’nin toplam antioksidan kapasitesini anlamli
derecede arttirdigi, fakat oksidatif stres belirteci olan siliperoksit dismutaz aktivitesi,
glutatyon peroksidaz aktivitesi ve malondialdehit seviyelerini degistirmedigi

sOylenmistir (203).

MS’li olgular tizerinde ALA uygulamasinin cAMP konsantrasyonunu arttirdigi
ve IL-6, IL-17 ve IL-10 seviyelerini de 6nemli miktarda azalttigi sdylenmistir.
ALA’nin anti enflamatuvar Ozelligine cAMP/PKA sinyal yolaginin kismen etki

ettigini belirtmislerdir (204).
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Yogun bakim iinitesinde yatan durumu kritik 80 olgu tizerinde 10 giin boyunca
giinliik 900 mg ALA uygulamasinin, toplam antioksidan diizeyini anlamli diizeyde
arttirdigi, glikoz diizeyinide anlamli derecede diisiirdiigli ve homeostaz modeli
degerlendirmesi-tahmin edilen insiilin direnci (HOMA-IR) artisinida engelledigi
belirtilmistir. MDA, insiilin, CRP, albiimin (Alb), prealbumin (preAlb), toplam protein
ve toplam lenfosit serum seviyeleri sayisi lizerine anlamli etki yapmadig sdylenmistir.
Sonug olarakta ALA’nin kritik hastalarda antioksidan savunmay1 ve insiilin direncini

tyilestirmek i¢in etkili bir destek olabilecegi belirtilmistir (205).

Karaciger transplantasyonunda, ALA giivenligini ve etkinligini karsilastirmak
icin 40 olgu iizerinde yapilan caligmada, 100 ml sodyum kloriir (NaCl) i¢inde
¢Ozdiirilen 600 mg intravené6z ALA’nin HIF-la seviyesini yiikselttigi,
Prolilhidroksilaz-1 (PHD1) seviyesini diisiirdiigli, apoptozu inhibe eden BIRC2 gen
ekspresyonunu yiikselttigini sdylemislerdir. Fakat hiicre biiyiimesi (Sestrin2), sag
kalim (mammalian target of rapamycin;, mTOR), hiicre ¢ogalmasi (REG3a), sitokin
tiretimi (IkBa) ve doku hasar1 korumasi (SLPI; salgi 16kosit proteaz inhibitorii;
secretory leukocyte protease inhibitor) ile ilgili gen ekspresyonlarinda anlamli
degisiklik olmadigini sdylemislerdir. Organ nakli sonrasi sistemik stres yanitini
gosteren SLPI ve REG3a/PAP protein seviyelerininde ALA uygulanan hastalarda daha
diisiik oldugu ve daha az enflematuvar oldugunu diistindiiklerini sdylemislerdir. Sonug
olarak ise ALA'nin karaciger transplantasyonunda kullanim i¢in giivenli oldugunu,
hipoksiye ve oksidatif strese karsi koruma saglayan gen degisikliklerini indiikledigini

ve postreperfiizyon sendromunun goriilmesini azalttig1 sdylenmistir (206).

Radyolojik islemlerden 6nce olgulara verilen oral antioksidan tedavinin rontgen
kaynakli DNA hasarin1 azaltmada etkinligini Olgmek icin yapilan calismada,
aralarinda ALA’nin da bulundugu antioksidan maddeler kullanilmistir, DNA hasar1
floresan olarak etiketlenmis gama-H2AX proteini kullanilarak periferal kan
mononiikleer hiicrelerinde (PBMC) goriintiilenmistir, sonug olarak hastalar1 ve saglik
calisanlarin1 radyasyona bagli DNA hasarindan korumak i¢in ¢ekim Oncesinde

antioksidan madde alinmasinin etkili bir yol saglayabilecegini sdylemislerdir (207).

Romatoid artrit tanis1 koyulmus 70 kadin olgu iizerinde yapilan arastirmada,

giinlik 1200 mg ALA uygulamasinin, serum yiiksek hassasiyetli CRP, TNF-a, IL-6
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ve eklem erozyonunun bir belirteci olan serum MMP-3 seviyelerinde plesebo grubuna

gore anlaml fark gézlemlenmedigi sdylenmistir (208).

Romatoid artrit tanis1 koyulmus 70 olguya, 8 hafta boyunca giinliik 1200 mg
ALA uygulanmasina ragmen, total antioksidan kapasitesinde, antioksidan enzim
(SOD, GPx ve ARE) aktivitesinde ve serbest radikal miktarinin artmasiyla artan bir
molekiil olan malondialdehit (MDA) miktarinda anlamli bir degisiklik olmadigini
belirtmislerdir (209).

ALA’nin VD dejenerasyonu iizerine etkilerinin arastirildig1 herhangi bir klinik
oncesi veya klinik arastirmaya rastlanmamistir. Bu nedenle, yapilan klinik ve preklinik
caligma sonuglar1 incelendiginde, ALA’nin bazi hiicrelerde proliferasyonu arttirdigi,
reaktif oksijen tiirlerini inhibe ederek hiicreyi birgok olumsuz etkiden korudugu,
hiicrenin enerji metabolizmasina olumlu katki sagladigi, inflamatuvar sitokinleri
baskiladig1 ve matriksi yitkan MMP’lerin seviyelerini diisiirdiigii goriilmiistiir. IVD
dejenerasyonunun patofizyolojisi diisliniildiigiinde, ALA’nin bu terapédtik etkilerinin

dejenerasyonu tedavi edici olabilecegini diisiinerek bu ¢alismay1 yaptik.
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5. MATERYAL VE METOD

Bu arastirma projesi, Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun, 27/02/2019 tarihli ve E.8223 sayili oluru ile
gerceklestirildi. Arastirmada primer hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmas1 agamasinda
kullanilan dokular i¢in olgulardan, operasyon oncesinde bilgilendirilmis goniillii olur
formlar ile rizalar1 alindi. Deneysel hatalar1 minimize edebilmek i¢in analizler ii¢ kez
tekrar edildi. Primer hiicre kiiltlirlerinin beslenmesi; hiicre kiiltiir ortaminin iki glinde
bir kez ve taze hazirlanmis hiicre kiiltiirti besiyeri medyumu ile degistirilmesi suretiyle

gergeklestirildi.

5.1. Arastirmaya Dahil Edilme ve Arastirmadan Dislanma Kriterleri

Rezeke edilen dokular; cerrahi girisim endikasyonu, medikal ve konservatif
tedaviye yanit alinamayan ve pre-operatif nérolojik muayene, lomberspinal manyetik
rezonans goriintileme (MRG), gerek duyulan durumlarda ise lomber spinal
bilgisayarli tomografi (BT) ve alt ekstremite elektromyelografi (EMG) tetkikleri
sonrasinda lomber disk hernisi tanist konulan olgulardan meydana getirildi (n=15)

(Resim 5.1.1.).

Resim 5.1.1. Subligamentdz lomber disk protriizyonuna ait T2-agirlikli sagital ve
aksial MRG (A. Aksiyel T2A sekans, B. sagital T2A sekans MRG de L4-5 diskinde
santral posteriorprotriizyon mevcuttur).
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Disk dejenerasyonunun derecelendirilmesi, Pfirrmann siniflamasi yardim ile

T2-agirlikli MRG sayesinde gergeklestirildi (210).

Bu olgulardan romatolojik, inflamatuvar ve/veya enfeksiyoz herhangi bir
hastaliga sahip olanlara ait dokular aragtirmadan disland1 (n=3). Kalan olgulardan
(n=12), son ii¢ hafta icerisinde non-steroidal antienflamatuvar ila¢ (NSAID) kullanan
olgulara (3 kadin, 3 erkek; n=6) ait dokular da arastirmada primer hiicre kiiltiirlerinin

hazirlanmasinda kullanilmadi.

Primer hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasinda kullanilan dokularin alindigi
olgularin (n=6) 6zge¢misinde tip-2 DM ve/veya sigara icme Oykiisliniin olmamasina;
anamnezlerinde, Vitamin D Reseptor (VDR) genlerinde meydana gelen tek niikleotid

polimorfizm Gykiisiiniin bulunmamasina dikkat edildi.

5.2. Dejenere iVD Dokulariin Cerrahi Rezeksiyonu

Lomber disk hernisi nedeni ile lomber mikrodiskektomi ve/veya lomber mikro-
sekestrektomi operasyonlar1 uygulanan olgulardan elde edilen dokulardan primer

hiicre kulturleri hazirlanda.

Bunun i¢in; prone pozisyonunda, cerrahi yapilacak mesafenin tayini, C-kollu
skopi ile isaretlenerek tespit edildigi olgularda antisepsi saglandi. Ardindan, steril
olarak operasyon sahasi Ortiildii. Cerrahi girisim yapilacak seviyenin {izerinde iki

santimetrelik orta hat cilt insizyonlar1 yapildi.

Cilt ve cilt alt1 gegildikten sonra, lomber yiizeyel fasia insize edilerek,
paravertebral adaleler subperiostal olarak diseke edildi. Daha sonra, hemiparsiyel
laminektomiyi takiben flavektomi uygulandi. Flavektomiyi takiben dura ve spinal kok
taninarak mediale alindi ve sonrasinda 15 numarali bistiiri ile disk kapsiilii insize

edilerek disk pang1 yardimi ile mikrodiskektomi islemi tamamlandi (211).

5.3. Primer Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Olgulardan cerrahi operasyon ile alinan dokular, hiicresel olarak uzman patolog
tarafindan degerlendirilip onaylandiktan sonra primer hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi
asamasmna  gecildi. Rezeke edilen dokular %]l  penisilin-streptomisin

(CatNo#15070063; Thermo Fisher Scientific, 101 Waltham MA USA) igeren
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Dulbecco’s Modification of Eagle Medium (DMEM, Gibco, CatNo# 11965092;
Thermo Fisher Scientific, Waltham MA USA) soliisyonu iceren Falkon tiiplere
aktarildi. Maksimum iki saat icerisinde dokularm 4°C’de laboratuvara transfer

edilmeleri saglandi.

Arastirmaya dahil edilen dokularin alindig1 olgularin yas ortalamasi 38,43+9,74
yil idi. Akis kabini igerisinde petri kaplarina aktarilan dokular %0,9 izotonik sodyum
kloriir ¢ozeltisi ti¢ kez irrige edildi. Daha sonra mekanik yoldan parcalanmasi saglanan

dokular, enzimatik yoldan da pargalanabilmesi adina Falkon tiiplere aktarildi.

Bu tiipler igerisine; 50ml Hanks’1in dengeli tuz soliisyonu (HBSS, CatNo#88284;
Thermo Fisher Scientific, Waltham MA USA) igerisinde, 0,375ug kolajenaz tip-11
(CatNo#17101015; Thermo Fisher Scientific, Waltham MA USA) c¢oziindiiriilen
karisim ilavesi gerceklestirildi. 37°C ve %35 karbondioksit ortamina sahip inkiibatore

alinan tiipler, kapaklar hafif acik kalacak sekilde bir gece inkiibatdrde bekletildi.

Siire bitiminde Falkon tiipler, kanit diizeyi yiiksek olan yayinlardan (212, 213)
elde edilen protokole gore; iki kez 1200 rpm’de, 5’er dakika ardisik olarak santrifiij
edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonlari, T-25 flasklara aktarildi. Hiicrelerin iizerine,
icinde 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) eklenmis olan DMEM
besiyeri eklenerek 37°C ve %5 karbondioksit ortamina sahip inkiibatdre alindi ve

hiicrelerin flask yiizeyine tutunup ¢ogalmalar1 saglandi.

%70-80 oraninda konfluensi kazanan bu primer kiiltiirler tripsinizasyon islemi
ile pasajland1. Ugiincii pasajdan sonra yaklasik %90 konfluent hale gelen kiiltiirler,
tekrardan hiicre tipi ve hiicre yapisi bakimindan uzman patolog tarafindan
degerlendirilip onaylandi. Sonrasinda tripsinizasyon islemiyle hiicreler yilizeyden
kaldirildi ve Tripan mavisiyle boyandi, sonra Thoma Ilaminda hiicre sayimi
gerceklestirildi. Sayilan hiicreler, gergeklestirilecek olan analizlere gore, 96-
kuyucuklu-plakalar i¢in 1,5x10* hiicre/kuyucuk ve 10-mm petri kaplar1 igin 4.4x10°
hiicre/petri olacak sayida hiicrelerin ekimi gergeklestirildi. Ardindan tiim 6rnekler

tekrardan 37°C ve %S5 karbondioksit igeren inkiibatorde bir gece inkiibe edildi.
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5.3.1. Primer hiicre kiiltiirlerine ALA uygulanmasi

Baglangigta molekiil agirligi 206,33 g/mol olan ALA’nin 600 mg dozundan
faydalanilarak ana stok soliisyonu, mililitresinde 50 mg ALA olacak sekilde etanol
igcerisinde ¢oziindiriildiikten sonra, taze hazirlanmis besi yeri medyumu ile diliie
edilerek alikotlara ayristirildi. Doz belirlenmesi esnasinda; Tibullo ve ark. (214);
Gomes ve ark. (116); Dinicola ve ark. (216) calismalar1 ile Jeon ve ark. (168)
caligmalar1 esas alindi1 ve bu ¢alismalara gore doz yanit egrisi denemeleri 50, 100 ve
250 um dozlarma gore hesaplandi. Sonrasinda primer hiicre kiiltiirii 6rneklerine, son

konsantrasyonlar1 250 pm olacak sekilde taze hazirlanmis ALA ¢ozeltileri uygulandi.

5.4. invert Isik Mikroskopisi ve Floresan Mikroskopisine Yonelik Analizler

Giemsa (Kat # GS500, Sigma, ABD) boyama i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan kontrol
ve ¢alisma grubu Orneklerindeki hiicreler 1:20 oraninda deiyonize su ile diliie edilen
Giemsa boyasi ile oda 1sisinda boyandi, sonrasinda deiyonize su ile fazla boya
ylizeyden yikandiktan sonra, orneklerin invert 151k mikroskobu ile hiicre yapilari
degerlendirildi (217, 218).

Invert 151k mikroskobu ile (Olympus CKX41; Olympus, Tokyo, Japonya) x4,
x10, x20 ve x40 gibi ¢esitli bliyiitmeler altinda, AF ve NP hiicreleri yiizey morfolojisi
ve ECM yapilarina ait degerlendirmeler gerceklestirildi. Bunun i¢in ALA uygulanan
ve uygulanmayan orneklerde, hiicre organizasyonunun mikrofotograflari, Olympus
Cell Soft Imaging (Olympus Corporation; version, Cell*AS5.1) programindan
faydalanilarak incelemeye alindi.

Hiicre canliligt ve varsa eger hiicre Oliimiinlin apoptotik olup olmadiginm
belirlemek i¢in, ayn1 zamanda MTT testinin sonuglartyla da kiyaslamak amaciyla,
niikleik asit baglayici akridinoranj/propidium iyodiir (AO/PI) boyamasi yapildi.

AOQO, canli veya olii tiim ¢ekirdekli hiicreleri yesil bir floresan renkle boyar,
fakat PI, zayif membran biitiinliigiine sahip 6lii hiicrelere niifuz eder ve kirmizi bir
floresan renk olusturur. Sonug olarak, hiicreler AO/PI ile boyandiginda, canli hiicreler
yesil floresan renk, 6lii hiicreler kirmizi floresan renk goriiliir (219).

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

%99 etanol icerisinde ¢oziindiiriiliip, sonrasinda hacmin steril bidistile su ile 100 mI’ye
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tamamlanmasiyla hazirlandi. Hiicre kiiltiirleri, oda 1sisinda 10 dakika AO/PI ile
boyand1 (218). Daha sonra floresan mikroskop (DM 2500; Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) ile mikro fotograflar elde edildi. Goriintiiler CytovisionCapture
Station goriintiileme yazilimi kullanilarak degerlendirildi (Version 7.0; Genetix; Leica

Microsystems).

5.5. Molekiiler Analizler
5.5.1. MTT-ELISA hiicre canlilik, toksisite ve proliferasyon analizleri

Spektrofotometrik analizler esnasinda kullanilan metil tiazol difenil tetrazolyum
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] (MTT) kiti (Vybrant MTT
Cell ProliferationAssay, Cat#V13154), Thermo Fisher Scientific, Waltham MA

Amerika Birlesik Devletleri’nden temin edildi.

Icerisinde 5 mg MTT bulunan siseye 1 ml steril PBS eklenerek 12 mM MTT
stok soliisyonu hazirlandi, tam ¢oziinme gerceklesene kadar vortekslendi. Sonrasinda,
96-kuyucuklu-plakalarin her kuyucugunda konfluent hale gelen hiicrelerin tizerine 100
ul taze DMEM ve 10 pl stok MTT soliisyonu eklendi. Isiktan korundu ve 37 °C’de 2
saat inkiibe edildi. Daha sonra, her kuyucuktaki mevcut karisimdan 25 pl atilip, onun

yerine 50 ul DMSO eklendikten sonra 37 “C’de 10 dakika daha inkiibe edildi.

Yukarida agiklanan igslemler hem kontrol grubu hem de ALA ilave edilen
orneklerin hepsine siras1t ile 24’iincii, 48’inci ve 72°nci saatlerde uygulandi.
Sonrasinda, enzim-bagli immunosorbent analizi ([ELISA]/Optical density-OD)
mikroplaka okuyucu (Mindray MR 96A, Cin) ile 570 nanometre (nm)’de her kuyucuk

icin absorbans dl¢limii yapildi.

Kontrol grubunun canlilik oraninin %100 oldugu kabul edildi. Proliferasyon;
“Test OD/ Kontrol ODXI100” formiilii ve “proliferasyon inhibisyonu; “/- Test OD/
Kontrol OD” formiilleri ile hesaplandiktan sonra istatistiksel analizler i¢in veriler kayit
altina alind1 (18, 19, 212, 219-221). Bundan sonra, 6rneklerin analizine polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) teknikleriyle devam edildi.
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5.5.2. Kantitatif gercek zamanh PCR yontemiyle gen ifadelerinin dl¢iimii

Gen ifadelerine ait sonuglar, 7500 Fast-SDS program V.2.3 (Thermo Fisher
Scientific, Inc.) yardimi ile elde edildi ve bagil niceleme [relative quantification (RQ)]
cinsinden sunuldu. Analizler esnasinda, hedef gen ekspresyonunu normalize etmek

icin endojen kontrol olan aktin beta (ACTp) kullanildi.

Analizlerin 6ncesinde, primer hiicre kiiltiirleri i¢erisinden, total riboniikleik asit
(RNA) elde edilirken, PureLink RNA mini kit (cat. no. 12183025; Thermo Fisher
Scientific, Inc.) ve yiiksek kapasiteli cDNA RT kit (cat. no. 4368814; Thermo Fisher
Scientific, Inc.) kullanilarak, cDNA elde edildi.

5.5.2.1 Hiicrelerden total RNA izolasyonu

1)Hiicre kiiltiirii 6rnekleri 15 ml steril santrifiij tiipiine toplandi ve +4 °C 2000g
hizda 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklagtirildi. %1
oraninda 2-merkaptoetanol iceren lizis soliisyonundan 0,6 ml eklenerek hiicre pelleti
dagilana kadar pipetaj yapildi. Sonrasinda hiicreler maksimum hizda 2 dakika santrifiij
edildi.

2)Santrifiij sonrast siipernatan temiz bir ependorf tiipiine aktarildi ve bu tiip
igerisine, siipernatant hacmine gore 1:1 oraninda %70 (h/h) soguk (4°C) EtOH ilave
edildi.

3) Daha sonra 6rnekler spinkolonlara transfer edildi. 12000g hizda 15 saniye
oda sicakliginda santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiinde biriken atik kisim dokiildii.
Ornek bitene kadar spinkolonda santrifiij islemi tekrar edildi.

4) Spinkolon tizerine 700 pl yikama soliisyonu I eklendi. 12000g hizda 15
saniye santrifiij edildi.

5) Spinkolonlar tekrar temiz bir eppendorf tiipiiniin iizerine yerlestirildi.
Ethanol eklenmis yikama soliisyonu II’den 500 pl spinkolon iizerine ilave edilerek
12000g hizda 15 saniye santrifiij edilerek coktiiriildli. Santrifiij sonrasinda dipte
biriken siiziintli bosaltirak spinkolon ayn1 ependorf tiipe tekrar yerlestirildi. Sonra bu

islem bir defa daha tekrar edildi.
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6) Ependorf tiip 12000g hizda 1-2 dakika oda sicakliginda bos olarak santrifiij
edilerek siiziintiiniin tamami1 uzaklastirildi. Spinkolon yeni bir steril ependorf tiipe
yerlestirildi.

7) Her bir 6rnek {izerine 50ul RNAaz igermeyen su ilavesi gergeklestirildi. Bu
ilaveden sonra oda 1s1sinda drnekler bir dakika bekletildi. Ornekler 12000g’de 2 dakika
santrifiij edildi.

8) Spinkolon uzaklastirildi ve ependorf tiipte 50 pul miktarinda total RNA izole
edildi

Her 6rnek icerisinden elde edilen RNA miktar1 ultraviyole spektrofotometre
yardimi ile 6l¢timlendi. Total cDNA eldesinde, 50 ng RNA, yiiksek kapasiteli bir

cDNA reverse transkripsiyon kiti ve bir termal dongiileyici kullanildi.

5.5.2.2. Ters transkriptaz PCR ile cDNA eldesi

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonunda; kontrol grubu ve ALA
uygulanan hiicrelerden elde edilen RNA'lar kullanildi. Kimyasallar kullanilmak tizere
-20°C’den buz igerisine alindi. Taq DNA polimeraz -20°C’de s1v1 halde bulunur ve
Taq DNA polimerazin yapisi sicakliktan etkilenmektedir. Oda kosullarinda eritilen
PCR bilesenleri vortekslendi. Karisim islemleri buz igerisinde gerceklestirildi. Master

karigimi olusturan bilesenlerin miktar1 ve oranlar1 Tablo 5.5.1.’deki gibidir.

Tablo 5.5.1. Ters Transkriptaz PCR i¢in gerekli reaksiyon karigima.

Reaksiyon karisimi Miktar (ul)
dH>O (Niikleaz bulunmayan) 4,2
10x RT tampon 2,0
10x RT random primerler 2,0
MultiScribe Revers transkriptaz 1,0
25x dANTP karigimi(100mM) 0,8
RNA 10,0
Toplam 20,0
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Tablodaki oranlar dikkate alinarak, 6nce buz igerisindeki steril ependorflara
dH20 eklendi. Sonra karisima en son ters transkriptaz enzimi olacak sekilde diger
bilesenler eklendi ve tiipler vortekslendi. Ornekler 1s1sal dongii cihazina yerlestirildi.
Kantitatif ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) Applied
Biosystems 7300/7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Inc.)’de
gerceklestirildi. Ornekler Tablo 5.5.2.°de gosterilen sicaklik ve siirelere tabii tutuldu.

Tablo 5.5.2. Isisal dongii cihazinin stire ve sicakliklari.

25 37 85
10 dakika | 120 dakika | 5 dakika 0

5.5.2.3 Kantitatif gercek zamanli PCR

Bu analiz, elde ettigimiz cDNA’lar iizerinden gen ifadesinin saptanmasi veya
gen ifadelerinin birbirleri ile kiyaslamas1 amaciyla yaptigimiz PCR temelli hassas bir
tekniktir. Tiim genler, Thermo Fisher Scientific (Waltham MA USA) TagMan® gen
ekspresyon testlerinden ACTP (Cat#4331182, Hs01060665 gl), CHAD
(Cat#4331182, Hs00154382 m1), COMP (Cat#4331182, Hs00164359 ml), IL-1P
(Cat#4331182, Hs01555410 ml), MMP-7 (Cat#4331182, Hs01042796 ml) ve
MMP-19 (Cat#4331182, Hs00418247 g1) ile amplifiye edildi.

Calisma iki tekrarl1 olarak gerceklestirildi. Oncelikle cDNA &rneklerinin her biri
kullanilacak miktar kadar buz igerisine yerlestirilmis sekilde olan steril ependorf
tiiplere eklendi. Daha sonra steril bir ependorf igerisinde her bir gen bolgesine 6zgiil

ticari kit varliginda ayr1 ayr1 Tablo 5.5.3’teki reaksiyon karigimi hazirlandi.

Tablo 5.5.3. Kantitatif gercek zamanli PCR bilesenleri ve miktarlari.

PCR Reaksiyon igerigi Miktar (pl)
Master karigimi 100
Gene spesifik assay 10
dH>O 70
Total 180
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Her bir gen bolgesine 6zgii olarak hazirlanan karigimdan (Tablo 5.5.3.) 18’er pl
96 kuyucuklu mikroplaklara yerlestirilerek iizerlerine ilgili cDNA 6rneklerinden 2’ser
ul eklendi. Plakanin {izeri optik kaplayici ile kaplanarak maksimum hizda oda
sicakliginda 30 saniye santrifiij edilerek mikroplaka iceriklerinin ¢6kmesi saglandi.
Plaka Applied Biosystems Fast 7500 ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
cihazinin igine yerlestirilerek. Uygun PCR kosullarinda ¢aligildi (Tablo 5.5.4.).
Sonuglar elde etmek i¢in, bir referans (kalibrator) numunesi (Kontrol grubu, Oh)

kullanildi ve RQ degerleri, 2244 metodolojisi ile hesaplandi (18,19,212,219-221).

Tablo 5.5.4. Ger¢ek zamanli PCR’nin sicaklik ve zaman dongiisii.

Basamak UDG Ampli-Taq Gold, UP PCR
inkiibasyon enzim aktivasyon
40 Dongii (Cycle)
Denatiirasyon | Baglanma
Zaman 2 dakika 10 dakika 15 saniye 1 dakika
Sicakhik 50°C 95°C 95°C 60°C

5.6. istatistiksel Analizler

Verilerin degerlendirilmesinde Minitab® (Version 22) paket programi kullanilds.
Veriler %95 giiven araliginda degerlendirilirken alfa anlamlilik degeri <0,05 olarak
kabul edildi. Varyans analizi (ANOVA) sonrast gruplar arasinda goriilen anlaml
farkliligin hangi gruplarda 6nemli oldugu, Tukey’s Honestly Significant Difference
(Tukey’s HSD) testi ile saptandi.
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6. BULGULAR

MTT-ELISA testi ile hiicre canlilifi, toksisite ve hiicre proliferasyon analizi

yapild1 (Tablo 6.1.).

Tablo 6.1. Proliferasyona ait verilerin tanimlayici istatistik sonuglari.

Degisken | Zaman | Mean£StDev SE SS Minimum | Maksimum | Medyan
(saat) Mean
Absorbans 24 0,4626+0,1042 | 0,0301 | 2,6875 | 0,3627 0,5625 0,4626

(nm) 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 toplami

ortalamasi), SE Mean;Standard error of mean (Ortalamalarin standart hatasi).

Kontrol grubundaki hiicrelerin saglikli ¢ogalmasinin devam ettigi ve bu
sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gorildii (P<,05). Ancak calisma
grubunda (ALA uygulanan) 24. saatten 72. saate proliferasyonun baskilandigi ve
toplam hiicre sayisinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu kaydedildi (P<,05)
(Tablo 6.2.) (Sekil 6.1.).

Tablo 6.2. Hiicre canlilik, toksisite ve proliferasyon verilerinin ANOVA ile
degerlendirilmesine ait bulgular.

DF | AdjSS | AdjMS | F-Degeri | P Degeri*

ALA Uygulanan 1 1093954 | 0,939542 | 1,17443 0,00

Calisma Grubu

7 2 10,00004 | 0,000020 | 2551.25 0,00
aman

2 10,11062 | 0,055310 | 6913691.25 0,00
Uygulama vs. Zaman

* Tek yonlii ANOVA: DF; degrees of freedom, Adj; adjusted, SS; Sum of square,
MS; mean square.
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Sekil 6.1. ALA uygulanan ve uygulanmayan 6rneklerde zamana bagl proliferasyon
gostergesi. A’dan Z’ye dogru gidildik¢e gruplar arasindaki farkliligin onem sirasi
kotiilesmektedir. 0,2288 nm absorbans degeri ise sifirinct saatte ALA uygulanmayan
kontrol grubuna ait degerdir.

Deney sirasinda invert 151tk mikroskobu kullanilarak hiicre morfolojisi ve
cogalmasi izlendi (Resim 6.1., siitun 1 A, D, G, J, M, P ve S). Ek olarak, deney sonunda
hiicreler Giemsa ile boyandi ve morfoloji ve ECM gelisimi agisindan incelendi (Resim
6.1., siitun 2 B, E, H, K, N, Q ve T). Hiicre canliligin1 belirlemek ve MTT-ELISA
proliferasyon ve toksisite testlerinden elde edilen sonuglarin dogrulugunu kanitlamak
i¢cin, AO/PI boyamasinin floresan mikroskobu goriintiilerinin de azalmig proliferasyon

sergiledigi gozlemlendi (Resim 6.1., stitun 3 C, F, I, L, O, R ve U).

Mikroskobik degerlendirmelerde ALA uygulamasinin hiicre proliferasyonunu
ve ECM organizasyonunu olumsuz etkiledigi goriiliirken, AO/PI boyamasinda
goriildiigl gibi ALA uygulanan doz ve siirelerde sitotoksisiteye bagli apoptotik hiicre

Oliimii gézlenmemistir.
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Resim 6.1. AF/NP hiicrelerinin, AO/PI boyama sonrasi floresan atagmani, Giemsa
boyama sonrasi invert 151k mikroskobu ile degerlendirilmesi. Kontrol grubu 0 saat (A,
B, C), 24. saat kontrol grubu (D, E, F), 24. saat ALA grubu (G, H, 1), 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 molekiiler diizeyde gercgeklestirilen bu analizlere ek

olarak, gen ifadelerinin de degisim gosterdigi goriildii (Sekil 6.2.).

Sifirinci saatte RNA referansi i¢in baz alinan kontrol grubunda CHAD, COMP,
IL-1B8, MMP-7 ve MMP-19 genlerine ait RQ degerlerinin siras1 ile “0,717, “0,62”,
“0,75”,“0,94” ve “0,87” fold oldugu raporlandi.

Kontrol grubu 6rneklerinde, CHAD ekspresyonunun 24. saatte zirve yaptigi ve
1,90 fold’a ¢iktig1, ancak ayni zaman diliminde ¢aligma grubunda bu ekspresyonun
0,39 fold’a diistiigii kaydedildi. Hem kontrol grubunda hem de ¢aligma grubunda 72.
saate dogru zaman ilerledikce CHAD gen ekspresyonunun goriilmedigi raporlandi (P

<,05).

COMP gen ekspresyonu, kontrol grubu referans RQ degerine oranla, kontrol
grubunda 24. saatten 72. saate kadar yiikseldi. Ancak ¢calisma grubunda COMP degeri
72. saate yaklasildik¢a azalmis ve 72. saat dl¢iimiinde 0,34 fold’a diigmiistiir (P <,05).

IL-1pB gen ekspresyonuna ait RQ degeri, 24. saatte her iki grupta da diiserken,
48. saatte kontrol grubu oOrneklerinde pik yaptigi, calisma grubunda ise eksprese
edilmedigi anlasildi. Ardindan hem kontrol hem de ALA verilen ¢alisma grubunda

72’nci saatte eksprese edilmedigi anlasildi (P<0,05).

MMP-7 gen ekspresyonu, kontrol grubu 6rneklerinde 24. saatte 0,79 fold’a,
caligsma grubu orneklerinde ise 0,50 fold’a geriledi. Her iki grupta 48 ve 72. saatte gen
ekspresyonu goriilmedi (P <,05).

MMP-19 gen ekspresyonunun kontrol grubunda 24. ve 48. saatlerde arttig1 fakat
72. saatte azalarak baslangi¢ referans degeri olan 0,87-fold’dan 0,10 fold’a diistiigii
gbzlemlendi (P<,05). Calisma grubu 6rneklerinde ise MMP-19 ekspresyonu 48. saat
hari¢ diger zaman dilimlerinde azalmistir. Bu sonuglarin tiimii istatistiksel olarak

anlaml oldugu goriildii (P<,05).
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72.saat ALA
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48.saat ALA
48.saat Konrol e e
24.saat ALA
24 saat Kontrol
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Sekil 6.2. CHAD, COMP, IL-1B, MMP-7 ve MMP-19 gen ifadelerinin Real Time-

gPCR degisim gostergesi.
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7. TARTISMA

Ortalama yagam boyu goriilme oran1 %80’lere ulasan (2) ve milyonlarca insanin
muzdarip oldugu bel agrisi (1) hem kisilerin yasam kalitesini olumsuz etkilemekte hem
de basta saglik ekonomisi olmak iizere uluslara biiyiik ekonomik yiikler getirmektedir
(2). Yasin ilerlemesiyle birlikte disklerin ciddi sekilde dejenere oldugu (4)
diisiiniildiigiinde, IVD dejenerasyonu bel agrisinin onemli sebepleri arasinda

gosterilmektedir (1)

Literatiirde; bazi genomik lokusun daha énce IVD dejenerasyonu ile iliskili
oldugu bulunmustur. COL1A1, COL9a3 ve VDR genlerinde meydana gelen tek
niikleotid polimorfizmleri, lomber disk dejenerasyonunun gelisimi ile iliskili
goriinmektedir. Bu iligki muhtemelen ayni bireyde birden fazla mutasyon mevcut
oldugunda daha belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir fikri one siiriilmektedir (222).
Lomber disk dejenerasyonu olan hastalarda plazma VDR seviyeleri ve VDR
ekspresyonu anlamli derecede diisiik oldugu ve Taql polimorfizminin TT genotipi,
lomber disk dejenerasyonu olan hastalarda daha diisiik plazma VDR seviyeleri ile
onemli Olciide iliskili oldugu bilgisine de yine literatiirde rastlanmaktadir (223). Tiim
bunlara ek olarak; tip-2 DM varligiin veya sigara kullanimmin disk ve ug¢ plak
dejenerasyonuna neden olarak disk dejenerasyonuna neden olabilecegi raporlanmistir
(224,225). Ancak bu doktora tezinde primer kiiltlirlerin hazirlanmasinda kullanilan
dokularin alindig1 olgularin 6zge¢mislerinde, tip 2 DM ve/veya sigara kullanimi yoktu.
Ayrica olgularin hikayelerinde, tek niikleotid gen polimorfizm bilgisi de yer

almamaktaydi.

Disklerin dejenerasyon seviyesine gore tedavi konservatif tedavi veya invaziv
tedavi seklindedir. Fakat bu tedavi yOntemlerinin hepsi semptomatik tedavi
saglamakta ve patolojik siire¢ devam etmektedir (93). Bu nedenle bilim insanlar1, IVD
dejenerasyonunu durdurmaya veya dejenerasyonun rejenerasyona doniistiiriilmesine

yonelik arastirmalara yonelmislerdir.

Bu calismalar arasinda, aktif IVD hiicrelerinin implantasyonu (55,96,97)
biyomalzeme implantasyonu (98,99), mezenkimal kok hiicre implantasyonu

(100,101), biliyiime faktorlerinin mevcut hiicrelere enjeksiyonu (102), enflamatuvar
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sitokinlerin inhibisyonu i¢in gen tedavileri veya disk i¢i molekiil enjeksiyonu
(103,104), bozulmamis veya yapay disk transplantasyonu (105,106) ve farmakolojik
molekiillerin denenmesi gibi ¢aligmalar yapilmistir. Fakat bu ¢alismalar sonucunda
heniiz tedavide istenilen basariy1 saglayan ticari bir iiriin ¢ikmamistir ve ¢alismalar
hala devam etmektedir. Ciinkii IVD dejenerasyonunun her yénden mekanizmasi tam

anlamiyla ¢ozlilememistir (35).

Bir¢ok farkli dokuda rejeneratif etkisi oldugu raporlanan ALA nin formiilasyonu
CsH1402S> seklindedir. Tioktik asit olarakta bilinen ALA bitki, hayvan ve insan
metabolizmasinda oktanoik asitten {iretilen organosiilfiir bir bilesiktir. ALA’nin hem
suda hem de yagda ¢6ziinebilen bir bilesik olmas1 onu degerli kilmis ve klinik etkileri

izerine ¢ok sayida yayin yapilmistir (107).

ALA’nin giiclii bir antioksidan olarak bilinmesinin yaninda, metal selatlayici,
serbest radikal temizleyici, glutatyon (131), vitamin C ve Vitamin E gibi endojen
antioksidanlarin tekrar {iretilmesini ve oksitlenmeden kaynakli hasarin onarilmasina
yaptig1 katkilar literatiirde yerini almistir (15). Ayrica diyabet, Alzheimer, sizofreni,
kanser, MS ve obezite gibi yaygin hastaliklarin tedavilerine yapabilecegi katkilar
gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur. ALA’nin apoptoz ve hiicre proliferasyonu iizerine

etkilerinin, siklikla kanser hiicreleri lizerine arastirildig: goriilmektedir (16).

Fakat literatiirde, ALA’nin IVD dejenerasyonu iizerine etkilerinin arastirildigt
hi¢cbir calismaya rastlanmamistir. Sadece Memeo ve ark. disk herniasyonundan
kaynakl1 siyatik sinir agrisi olan hastalarin tedavisinde ALA’nin agr1 lizerine etkisinin

arastirildig1 randomize ¢ift kor karsilagtirmali klinik ¢alisma bulunmaktadir (226).

Referans alabilecegimiz benzer hicbir calisma bulunmamasi sebebiyle

caligmamiz alaninda ¢ok onem arz etmekle birlikte ayn1 zamanda ilk arastirmadir.

Bilindigi iizere, ticari hiicre hatlari, tek tip hiicre igermesi ve genotipi/fenotipi
degistirilmis organizasyonlar olduklarindan, bu tiir ekipmanlarla gergeklestirilen
deneylerden elde edilen sonuglarin giivenilir olamayacaklar1 yadsinamaz bir gergektir
(18,220,221,227). Ya da hayvan dokular1 ile insan dokularinin hassasiyetlerinin farkl
olmas1 neticesinde, analizler esnasinda hayvansal dokulardan alinan yanitlarin ¢ok
farkl1 olabilecegi bilinmektedir (228-230). Deney hayvanlarinin IVD’lerinin hiicre

yogunlugu, disk boyutu ve metabolizma farkliliklarinin oldugu da bilinmektedir.
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Bu yilizden bu arastirmada ticari hiicre hatti veya hayvansal dokular
kullanilmadi. Bunlarin yerine; spinal travmalara bagl ortaya ¢ikan, intervertebral disk
hernisi operasyonlarindan elde edilen insan IVD’lerinden hazirlanan primer hiicre
kiltlirleri kullanildi. Hazirlanan bu primer kiiltiirler {izerinde ALA’nin etkileri
degerlendirildi. Amacimiz, yasam kalitesinde dnemli bir azalmaya ve ekonomik olarak
da biiyiik bir yiik olusturan IVD dejenerasyonunun molekiiler fizyopatolojisini
aciklamak ve gelecekteki tedavi stratejileri icin etkili bilgiler saglamaktir. Bu yiizden

bu arastirmadan elde edilen sonuglarin literatiire katki saglayabilecegi inancina varildi.

AF/NP hiicrelerinden salgilanan CHAD ve COMP proteinleri, ECM’yi olusturur
ve IVD dokusunda saglikli bir mikro ortam olusumuna katkida bulunur
(18,217,219,220). CHAD ve COMP gen ekspresyonlarinin azalmasinin hiicre
morfolojisini olumsuz yonde etkiledigi diisiinilmiistir, ECM yapisindaki

bozulmalarin AF/NP hiicrelerinden IL-1p salgilanmasini indiikledigi sOylenmistir

217).

COMP geni, baglari, tendonlar1 ve kikirdagi olusturan hiicrelerin ECM’sinde
bulunan COMP’u kodlar (231). Ishii ve ark. sican IVD dokusu kullanarak COMP'un
ekspresyon ve dagilim ozelliklerini incelemistir. Bu calisma, COMP’un lomber
omurgadaki ve kuyruktaki IVD'in hem AF hem de NP hiicrelerinde protein ve mRNA
seviyelerinde eksprese edildigini gostermistir (232). Ayrica AF bolgesinde COMP

geninin ekspresyonunun daha fazla oldugunu belirten ¢alismada vardir (233).

COMP, ECM'in yapisal biitiinliigiinii korur; diger matriks proteinlerini baglar
ve tip II kolajen fibrilin polimerizasyonunu katalize eder, ayrica kikirdagin

vaskiilarizasyonunu onler (217).

COMP’un, hiicre biiylimesi ve proliferasyonunun yani sira hiicre hareketinin ve
tutunmasinin diizenlenmesinde de o6nemli bir rol oynadigi sOylenmistir. Ayrica
osteoartrit (OA) patogenezinde rol oynayabilir ve primer kondrositler, IVD hiicreleri
ve transforme edilmis hiicrelerde gii¢lii bir apoptoz baskilayici olarak islev gorebilir
(234). OA, kikirdak dejenerasyonunun sonucu olusan klinik bir sendromdur.
COMP'un eklem dejenerasyonu veya OA sirasinda kikirdakta bulunduguna
inanilmaktadir. Bununla birlikte, calismalar heniiz COMP'un IVD dejenerasyonuna

katilimin1 tam olarak agiklamamistir (231,235).
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Kaplan ve ark., COMP’un kikirdakta bir ECM proteini olarak bulundugunu ve
omurga diski daralmasi, osteofit, skolyoz ve eklem metabolizmasinda yer alan yeni bir
biyobelirte¢ oldugunu ileri stirmiislerdir (236). Buna ek olarak MMP-19’un COMP’u
parcalayan bir enzim oldugu da bildirilmektedir (219).

Saglikli bir IVD’nin ana ECM bilesenlerinden biri olan CHAD, integrin ve
kolajene baglanir; hiicre metabolizmasini, ECM yapisin1 ve matriks homeostazini
diizenler (217). Siirekli eksprese edilen NP'ye 6zgii bir markor olan CHAD'in omurilik
ve sirt kolonunun gelisimi ile baglantili oldugu bilinmektedir (18, 219,220). Bazi
caligmalarda CHAD ekspresyonunun yetersiz gelisen mikrogevre ile iliskili oldugu ve

dejenere IVD dokusunda CHAD gen ekspresyonlarmin anlamli derecede degistigi
gosterilmistir (220,237).

ECM proteinlerinin ve organogenezin yok edilmesinden sorumlu enzimler olan
MMP'ler, biiylime ve normal doku rejenerasyonu siireci, organizmadaki fizyolojik
olaylarmn siirdiiriilmesinde temel islevlere sahiptir. Bu islevleri MMP aktivitesi ve
spesifik endojen doku inhibitorleri arasindaki denge yoluyla gerceklestirirler. Bu
dengenin MMP aktivitesine kaymasi1 matris yikimina ve patofizyolojik olaylara yol
acar (238). MMP sentezi ve aktivitesi saglikli dokularda diisiik olmakla birlikte,
enflamatuvar hastaliklar, tiimor ilerlemesi ve metastaz dahil olmak iizere sayisiz

patolojik ve olumsuz durumda seviyesi artar; bu artis doku yikimina neden olur (239).

IVD igeriginde yer alan MMP'lerin saglikli disk dokusunun dejenerasyonuna
neden olabilecegi bilinmektedir. Bilindigi gibi NP ve AF dokularinda biiytik kolajen
tipleri bulunur. Bu kolajenlerin yapist ve birbirleriyle olan iliskileri diskin mekanik
fonksiyonunda hayati bir role sahiptir. Bu kolajen molekiilleri, 6zellikle MMP'ler
olmak Tlizere sadece spesifik enzimler tarafindan bozunabilir. MMP'ler, kolajen
molekiillerinin katabolizmasindaki ana enzimlerdir. MMP'ler bilinen tiim matris
bilesenlerini bozar. Dejenere disklerin normal disklerden daha vaskiiler oldugu ve

vaskiiler yapilarin MMP iirettigi bilinmektedir.

Immiinohistokimya sinirl1 bilgi saglamasina ragmen, disk hiicrelerinin vaskiiler
hiicrelere oran1 goz oniine alindiginda ¢ogu MMP enzimi disk hiicreleri tarafindan
retilir. Fitiklasmis  disklerdeki yliksek MMP  seviyeleri, MMP'lerin  disk

herniasyonunun onarimindan dogal olarak sorumlu oldugunu gosterir (219,240).
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MMP-7 ve MMP-19, yapisal olarak ¢inko bagimli endopeptidazlardan olusan
MMP ailesinin {iyeleridir. Aktiflestirilen MMP'in birincil rolii, kazein, jelatin,
fibronektin ve proteoglikan gibi makromolekiilleri par¢alayarak ECM’yi
parcalamaktir (241,242).

Gruber ve arkadaslar1 (243), MMP'lerin diskin ECM bilesenlerini bozdugunu
bildirmistir. Ayrica MMP19'un kilcal damar olusumunu engelledigini ve bdylece

diskin avaskiiler dogasinda bir rolii oldugunu bildirmislerdir.

Yurube ve arkadaglari (244), sicanlarda MMP-7'nin disk dokusunun
dejenerasyonu ile iliskili katabolik gen oldugunu bildirmislerdir. Matrilin olarak da
bilinen MMP-7, matriksteki agrekan ve kolajen tip II'yi parcalayabildigi gibi (217),
proteoglikan ve MMP-3 gibi kollajenaz olmayan proteinleri de parcalayabilir. MMP-
7, denatiire kolajen molekiillerini parcaladigi i¢in kolajen fibrilleri arasindaki

molekiiller aras1 ag1 da pargalayabilir (219).

Kaya ve ark. (231), dejenere IVD ve dejenere olmayan IVD dokularinin primer
hiicre kiiltiirtinde gen ekspresyonlarini karsilagtirdiklar1 arastirmalarinda, dejenere
IVD dokusunda CHAD, IL-1B, MMP-7, ve MMP-19 gen ekspresyonlarmin anlaml
derecede degistigini, COMP gen ekspresyonun da ise degisiklik olmadigini
belirtmislerdir.

Son yirmi yilda, sitokinlerin, c¢ogunlukla kondrositler, histiyositler ve
fibroblastlar olmak iizere, IVD yapisinda da NP hiicreleri tarafindan iiretildigi

bildirilmistir (219).

IL-1PB, prostaglandin sentezini, notrofil akismni ve aktivasyonunu, T hiicresi
aktivasyonunu ve sitokin tiretimini, B hiicresi aktivasyonunu ve antikor {iretimini ve
ECM’de fibroblast proliferasyonunu ve kolajen iiretimini indikleyen bir
proenflamatuvar sitokindir. ECM bozunmasinin bir sonucu olarak doku dejenerasyona
ugrarsa, diisiik molekiiler agirlikli bozunma {irtinleri olusur. Bu iirlinler enflamasyonu
indiikleyerek in-vivo makrofaj aracili IL-1p iiretimini tesvik edebilir (242,243). ECM
yapisindaki bozulmalarin AF/NP hiicrelerinden IL-1p salgilanmasini indiikledigini

bildiren arastirmaya da literatiirde rastlanmaktadir (217).

IL-1B, IVD dokusu metabolizmasina dahil olan, diskin baskin proenflamatuvar

sitokinidir. Kondrositleri katabolik aktiviteye doniistirme kabiliyeti oldugu
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gosterilmis ve anjiyogenezi kolaylastirmak icin anjiyogenetik faktorleri artirdigi
belirtilmistir. IL-1p proteoglikan saliimini ve yikici enzimleri arttirir (219, 245),
prostaglandin-E2 dahil olmak iizere IVD hiicrelerinden agr1 mediatdrlerinin salinimimi
uyarir. IL-1B'in AF hiicrelerinin apoptozuna neden oldugu ve IVD doku hiicreleri
tizerinde olumsuz etkileri oldugu (246) ve IL-1f ekspresyonundaki artisin MMP-7de

de artisa neden oldugu literatiirde mevcuttur (219).

ALA’nin, B1/B3-integrin ekspresyonunu diisiirerek FAK aktivasyonunu inhibe
ettigi ve ERK aktivasyonunu 6nledigi, bunun sonucunda da MMP-9 ve MMP-2'nin
mRNA seviyelerinin azaldigi belirtilmektedir (170). Bizim yaptigimiz bu aragtirmada
da MMP-7 ve MMP-19 ekspresyonunun, ALA uygulanan grupta azaldig1 goriildii.

IVD dejenerasyonunda hiicrelerdeki apoptoz net olarak gdsterilmekle birlikte
dejeneratif disklerden alinan IVD'lerin, saghikli kontrol disklerine kiyasla, TUNEL
pozitif hiicre sayisinin daha fazla oldugu bildirilmektedir (67,68). Dejeneratif
disklerde NP ve AF hiicrelerinin karmasik mekanizmalar yoluyla apoptoz gecirdigi
(67), hatta kikirdak plak hiicrelerinde de apoptozun net olarak goriildigi
raporlanmaktadir (86).

ALA’nin saglikli hiicrelerin proliferasyonu tlizerine etkisini ¢alisan ¢ok az sayida
arastirma bulunmaktadir. Yetiskin fareler iizerinde yapilan ¢aligmada, beyin hasari
olusturulan bolgede ALA’nin endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu arttirdigr ama

glial hiicre proliferasyonunu degistirmedigi gosterilmistir (247).

Pankreas beta hiicreleri olan HITTI15 hiicre soyunda, ALA’nin yiliksek kan
sekerinin neden oldugu apoptozu inhibe ettigi, fakat insiilin sentezini ve sekresyonunu
da durdurdugu belirtilmektedir. Ayrica, Pdx1 ve anti-apoptotik Bcl2 gen
ekspresyonlarimi  arttirdifi, proapoptotik Bax gen ekspresyonunu diistirdiigii
belirtilmektedir (248). Bu bulgulardan (antiapoptotik Bcl2’nin artmasi, pro-apoptotik
Bax geninin azalmas1), ALA’ ’nin kanser hiicrelerindeki Bcl2 ve Bax iizerine etkilerinin

tam tersidir (16).

Farelerde yapilan bagska bir ¢alismada ALA’nin Ras/MEK 1-2/ERK 1-2 sinyal
yolag1 tizerinden vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir (249). Aclik stresine maruz birakilan farelerde, ALA’nin aglik aninda
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hepatik lenfositlerin proliferasyonunu azaltirken, beslenmeye devam edildigi siiregte

hepatosit hiicrelerinin proliferasyonunu da arttirdig: belirtilmistir (250).

Yapilan bu c¢alismalarin sonuglarina bakildiginda ALA’nin proliferasyon
lizerine etkisinin hiicre tiiriine goére farkhilik gosterdigi anlasiimaktadir. IVD
dejenerasyonunun biyolojik tedavisinde, kaybedilen hiicre miktarin1 yerine koymak
¢ok oOnemlidir; bu nedenle bu doktora tez g¢alismasinda ayrica ALA'nin hiicre

proliferasyonu tizerindeki etkisi de arastirilmistir.

Calismamizda ALA eklenen grupta AF ve NP hiicrelerinin proliferasyonunun
azaldigt ve ECM yapisimin  zarar gordiigii  anlagilmigtir.  Mikroskobik
degerlendirmelerde = ALA  uygulamasinin  hiicre  proliferasyonunu  azalttigi
goriilmektedir. Ancak AO/PI boyamasinda goriildiigii gibi, ALA'nin uygulandig1 doz
ve siirelerde sitotoksisiteye bagli apoptotik hiicre Sliimii goriilmedi, bu nedenle
proliferasyon ve ECM gelisiminde kaydedilen gerilemenin dogrudan sitotoksisiteye

bagli olmadan gendeki degisikliklerden kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Buna ek olarak CHAD, COMP, IL-1B3, MMP-7 ve MMP-19’a ait gen ifade
diizeylerinin kontrol grubuna oranla oldukg¢a farkli degisimler gosterdigi tespit edildi.

Tim bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli idi (P<0,05).

ALA, 1VD hiicreleri iizerinde beklenmedik siirpriz sonuglar ortaya ¢ikarmustir.
Dejenerasyon sirasinda kaybedilen matriks yapisinin yeniden yapilandirilmasinda
onemli bir belirteg olan CHAD ve COMP gen ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore
baskiladig1r goriildii. Sonu¢ olarak, matriks olusumunun olumsuz etkilendigi
sOylenebilir. Bununla birlikte, matriks yikiminin belirteclerinden olan IL1-3, MMP-7
ve MMP-9 gen ekspresyonlarini azalttigi ve kontrol grubuna gore azalmis matriks

yikimi gozlendi.

Ozetlemek gerekirse ALA, dejenere IVD hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla
dejenere ECM yapisinin onarimini engelledi, ancak ayni zamanda ECM yapisinin
dejenerasyonunun daha fazla ilerlemesini de 6nledi. Ek olarak, ALA, dejenere insan

IVD dokusundan yapilan primer hiicre kiiltiirlerinde IVD hiicrelerinin ¢cogalmasini

baskiladi.

Bu sonuglar, antioksidan kaynagi veya gida takviyesi adi altinda ¢ok kolay

ulagilabilirligi bulunan ALA’nin; hastalar, sporcular veya saglikli bireyler tarafindan
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dikkatli tiiketilmesi gerektiinin onemini ortaya koymaktadir. IVD dejenerasyonu
bulunan olgularda ALA kullanimmin faydali olmayacagi hatta dejenerasyonu

ilerletebilecegi gdz 6niinde bulundurulmalidir.

Arastirmamiz, ALA’nim insan dejenere IVD primer hiicre kiiltiirleri iizerinde
olumsuz etkilere sahip oldugunu gostermis olsa bile, bu arastirma in-vitro laboratuvar

ortaminda gerceklestirilmistir.

Daha da onemlisi bu calismada belirtilen doz ve siireler disinda uygulanan
ALA’nin hiicre popiilasyonu ve gen ekspresyonlar iizerine yapabilecegi muhtemel
pozitif veya negatif etkileri, bu ¢alismadan elde edilen sonuglarla kesin olarak
belirlenemez. Bu yiizden elde edilen sonuglar klinigi tam olarak yansitmamaktadir. Bu

durum ise bu arastirmanin en 6nemli limitasyonudur.

Amacimiz, yasam kalitesinde énemli bir diisiis ve bliyiik bir ekonomik yiik
yaratan IVD dejenerasyonunun molekiiler fizyopatolojisini agiklamak ve gelecekteki
tedavi stratejileri i¢in etkili bilgiler saglamaktir. Bu nedenle bu ¢alismadan elde edilen

sonuglarin literatiire katki saglayabilecegi diistiniilmiistiir.
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8. SONUC

Literatiirdeki klinik arastirmalarda, ALA'nin diistik bir yan etki profiline sahip
oldugu ve giivenli bir sekilde tliketilebilecegi belirtilmektedir. Ancak bu arastirmadan
elde edilen bulgularda ALA’nin hiicre proliferasyonunu baskilamakla birlikte hiicre
membran yapisini ve ECM mikrogevresini olumsuz etkiledigi goriildii. Ayrica
dejenerasyon sirasinda kaybedilen matriks yapisinin yeniden yapilandirilmasinda
onemli bir belirteg olan CHAD ve COMP gen ekspresyonlariyla birlikte, matriks
yikiminin belirteglerinden olan IL1-B, MMP-7 ve MMP-19 gen ekspresyonlarini

kontrol grubuna gore baskiladig1 goriildii.

Sonug olarak ALA, insan dejenere IVD dokusu primer hiicre kiiltiirlerinde,
kontrol grubuna kiyasla, IVD hiicrelerinin cogalmasini baskilamakla birlikte, dejenere
ECM yapisinin onarimint engellemesine ragmen ECM dejenerasyonunun da
ilerlemesini onledi. Arastirmamizdan elde etmis oldugumuz veriler, ALA’nin insan
dejenere IVD dokusu primer hiicre Kkiiltiirleri iizerinde olumsuz etkilere sahip

oldugunu gostermistir.

Her ne kadar bu arastirmadan elde edilen bulgular in-vitro ortam sartlarinda
gerceklestirilen analizler sonucu elde edilmis olsa bile, bu tiir tamamlayici
farmasétikler recete edilirken ALA’nin IVD dokusu ve bu dokunun AF/NP hiicreleri
ile ECM yapisi tlizerindeki etkileri dikkate alinmalidir.
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