Tamer TAMDOGAN @, Sevim ONDUL

Giresun Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi Ana Bilim Dali, Giresun, Tiirkiye

Derleme / Review

=1 tamer.tamdogan@giresun.edu.tr

Gelis tarihi: 14.05.2024
Kabul tarihi: 29.05.2024

intervertebral Disk Dejenerasyonunda Nekroptozun Rolii

The Role of Necroptosis in Intervertebral Disc Degeneration

0oz

intervertebral disk dejenerasyonunu durdurmak, geriletebilmek ya da rejenerasyonunu saglayabilmek amaci ile nekroptozla
iligkili sinyal yolaklarin hedeflenmesi, disk dejenerasyonunun tedavisinde biylk umut vadetmektedir. Bu hedeflemenin
basarili olmasi durumunda, nekroptotik yolu modiile edebilen yenilikgi farmasétiklerin icadi ve/veya gelistiriimesine olanak
taninacak ve gelecekte belki de nekroptoza bagl disk dejenerasyonundan muzdarip bireyler icin yeni terapdtik modaliteler
sunulabilecektir. Bu derlemede, nekroptozla iliskili intervertebral disk dejenerasyonuna kapsamli bir genel bakis sunulabilmesi
ve farmakomolekdler alanda artan bilimsel bilgi birikimine katkida bulunabilmesi amaglandi.

Anahtar Sozciikler: Anulus fibrozus, intervertebral disk dejenerasyonu, Nekroptozis, Niikleus pulpozus

ABSTRACT

Targeting the signaling pathways associated with necroptosis in order to end, regress or regenerate intervertebral
disc degeneration holds great promise in the treatment of disc degeneration. If research achieves this goal, Innovative
pharmaceuticals that can modulate the necroptotic pathway may be invented and/or developed and perhaps in the future,
new therapeutic modalities may be offered for individuals whose disc degeneration is due to necroptosis. This review aimed
to provide a comprehensive overview of intervertebral disc degeneration associated with necroptosis and to contribute to the
increasing scientific knowledge in the pharmacomolecular field.
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GIRiS
Nekroptoz, hiicresel hasara veya strese yanit olarak ortaya
cikan programlanmig hticre 6limuandn bir seklidir. Hicre ha-
sarina ve pargalanmasina yol agan bir dizi molekdler olayla
karakterizedir. Kontrollli ve diizenli bir stire¢ olan apoptozun

aksine nekroptoz, hiicre 6liminin daha enflamatuvar ve ka-
otik bir sekli olarak kabul edilir (11).

Cesitli yollarla uyarlan membran reseptérleri ve intraselller
sinyal iletim molekdillerinin rol oynadidi programli nekroz,
nekroptoz olarak adlandirilir. Apoptoz ise ¢ok hicreli or-
ganizmalarda goriilen programlanmis dider bir hicre 6lim
mekanizmasidir. Bu sireg, gelisim icin gerekli oldugu gibi
hiicrenin virslerle enfekte olmasi, DNA hasari ve hiicrenin
normal fonksiyonlarinda diizensizlik veya tahribat olmasi du-
rumlarinda da gergeklesir. Hiicre 6lim tiplerinden apoptoz
ile benzer ozellikler gosteren nekroptoz kaspaz bagimsizdir

&)

Nekroptoz ve hicresel yaslanma farkll sureclerdir, ancak
hiicre 6lim sUrecinde bazi ortak baglantilar paylasirlar.
Yaslanan hicrelerin ortadan kaldinlmasinda rol oynayabilen
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nekroptoz, “yaslanan hicrelerin nekroptozu” olarak adlan-
dinlir. Hicresel yaslanma; hicrelerin bdlinmeyi biraktigi,
ancak metabolik olarak aktif kaldigi bir durumdur. Bu, DNA
hasari veya telomer kisalmasi gibi ¢esitli faktérler tarafindan
tetiklenebilir ve doku homeostazisi ile iglevsiz hlcrelerin
uzaklastirimasina katkida bulunabilir.

Nekroptoz ve hiicresel yaglanma arasinda bir baglanti oldu-
gunu gosteren yeni kanitlar vardir. Ancak nekroptoz ile hiic-
resel yaslanma arasindaki iliski karmasik olup, farkli hiicresel
baglamlar ve fizyolojik kosullarda, bu siregler arasindaki
etkilesimi tam olarak anlamak icin daha fazla arastirmaya
ihtiyagc vardir. Nekroptoz hticresel enflamasyonla iligkilidir.
Hucreler nekroptoza ugradiginda, hiicresel iceriklerin salin-
masi ¢evredeki dokuda enflamatuvar bir tepkiyi tetikler. Bu-
nun nedeni nekroptotik hiicre élimuanin, bagisiklik sistemi
tarafindan doku hasari sinyalleri olarak taninan hasarla iligkili
molekuler modellerin salinmasina yol agcmasidir (7).

Nekroptozla iliskili enflamatuvar yanit, cesitli patolojik ko-
sullara katkida bulunabilir. Nekroptozdan kaynaklanan asir
veya uzun sireli enflamasyon nérodejeneratif bozukluklar,
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otoimmiin hastaliklar ve enflamatuvar bagirsak hastaliklar
dahil olmak Uzere cesitli hastaliklarla iliskilendirilmektedir.
Bu nedenle nekroptoz ile hiicresel enflamasyon arasinda-
ki iliski 6nemlidir. intervertebral disk dejenerasyonu (iVD-
D)’de nekroptozun roli bir arastirma konusudur ve bulgular,
nekroptozun bu durumun ilerlemesine katkida bulunabile-
cedini gdstermektedir. IVDD’de diskler siklikla yipranma ve
yaslanma ile iligkili olarak dejeneratif degisikliklere ugrar.
iVDD’de nekroptoz belirteglerinin bulunabilecegi literatiirde
yerini almistir (9).

Nekroptoz; oksidatif stres, enflamasyon ve mekanik stres
gibi IVDD siirecinde yer alan bircok faktér tarafindan tetik-
lenebilir. Nekroptoz sirasinda proinflamatuar molekillerin
salinmasi, VDD ile iliskili enflamatuvar ortama katkida bu-
lunabilir (1). Nekrozun diizenlenmis formu olan nekroptoz,
apoptozun yani sira programlanmisg hicre 8limuintn édnemli
bir mekanizmasi olarak da énem arz eder. Nekroptozun ak-
tivasyonuna bagli olarak hiicresel membran bozulmasi, enf-
lamasyon ve vaskiilarizasyonun tetiklendigi siireclerin, iVDD
dahil olmak tzere gesitli patolojik durumlarda da cok dnemli
oldugu bildirilmistir (1).

Anilan bu tir cesitli uyaranlarin nekroptozu tetikledigi ve bu-
nun diizenlenmesinin, reseptdrle etkilesime giren serin-treo-
ninkinaz (receptor-interacting serine-threoninekinase; RIPK)-
1, RIPK3 ve karisik soy kinaz alani benzeri protein (mixed-
lineagekinase domain-like protein; MLKL) psddokinaz gibi
spesifik proteinlerin aktivasyonunu icerdigi bilgisine yer veri-
len bir arastirmada, nekroptozu yéneten karmasik mekaniz-
malarin anlasiimasinin dnemli oldugu vurgulanmaktadir (8).

Disk dejenerasyonunda nukleus pulpozus (NP) hiicrelerinin
8liminiin muhtemel olarak IVDD'yi baslattigindan ve bunu
takiben gelisen enflamatuvar mikrogevre ve ekstraselller
matriks (ECM) degisikliklerinin de IVDD stirecinin olusumuna
katkida bulundugu ve nekrozom olusumuna yol agan &lim
reseptorlerinin ligandlar tarafindan aktive edilebilecegi bilgi-
leri artik arastirilan konular arasindadir.

Daha 6nce yapllan cesitli calismalara gére, nekroptoz ile ilgili
yolaklarin IVDD’de aktive edildigi ve nekroptoz sinyal yolak-
larinin IVDD’nin tedavisi icin bir hedef gérevi gérebilecedi
literatirde bildiriimektedir. RIPK3, programlanmis nekrop-
toz yolaklarinda énemli bir sinyal molekulidur. Bu yolagin;
gelisim, doku hasari tepkisi ve antiviral bagisiklik dahil ol-
mak Uzere cesitli fizyopatolojik durumlarda dnemli rol oy-
nadigi gegcmiste bildiriimistir (13). MLKL, RIP3 kinazin asagi
akisinda (downstream) nekroz sinyallemesine aracilik eder.
MLKL nin, RIP3 kinaz yolaginda nekroz sinyalinin anahtar
aracisi olarak bildiriimesinin ardindan literatlirde, MLKL in-
hibitori olan nekrostlfonamid (NSA)’in insan NP hcreleri
tizerindeki koruyucu etkisi arastinimistir (18). interldkin (IL)-
1 beta (IL-1p) ile dejenere NP hiicre modeli olusturulduktan
sonra dejenere IVD’de; kaspaz 3, kaspaz 8, RIPK1, -3 ve
MLKL nin ekspresyonunun arttigi saptanmistir. IL-18’nin, NP
hicrelerinin hicre 8lumini tesvik ettiginden bahsetmisler-
dir. Buna ek olarak, NSA'nin IL-1@’nin etkilerini tersine ce-
virerek superoksid dismutaz gen-1, -2, katalaz ve glutatyon
peroksidaz-3 ekspresyonunu artirdigina deginmislerdir. Ayri-
ca bu inhibitériin, IVD’de oksidatif stresi azaltarak, ézellikle
matriks metalloproteinaz-3, -10, IL-6 ve tim&r nekroze edici
faktdr alfa (TNF-a)’nin ifadelerini daha belirgin olarak baski-
ladigini saptamiglardir (18).

KontrollG hiicre 8limUnin genellikle asirn mekanik yiklenme,
beslenme dengesizligi, enflamasyon mikro ortami, sirkadi-
yen ritim degisiklikleri, hormonlarin geri gekilmesi ile diger
biyomekanik faktorler gibi bircok etmen tarafindan indik-
lendigi ve kontrolli hiicre 6limu farklh modlari ile temel me-
kanizmalarin arasindaki etkilesimin daha iyi anlasiimasinin,
iVDD’nin engellenmesine yonelik farmasotik ajanlarin gelisti-
rilmesine katki saglayacagi belirtiimistir (15).

Bilindigi tGizere fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT sinyal ile-
tim yolagi, hiicre blyUmesi, proliferasyonu, metabolizmasi,
motilitesi, sagkalimi ve apoptozunu igeren normal hicresel
sUreclerin anahtar diizenleyicisidir (16).

Diskte rejenerasyona yoénelik otofaji, apoptoz ve yaslanma
ile iliskili bir calismada hicrenin akibetinin belirlenmesinde,
rapamisinin memeli hedefi (mammalian target of rapam-
ycin;mTOR)/PI3K/AKT sinyal yolaginin downstream akti-
vasyonunda anahtar bir kinaz oldugu, PI3K/Akt/mTOR’un,
mikro ortami kontrol etmek icin c¢esitli uyaranlara ydnelik bir
temel hiicre ici ag entegratdri olarak dnemli bir rol oynadigi
belirtiimektedir (17).

Fan ve ark.’lari; lomber disk hernisi veya travmatik lomber
fraktlr nedeni ile tedavi géren olgularda, manyetik rezonans
gérintileme sonrasi Pfirrmann siniflamasinin  ardindan,
diskektomi ile disk dokusu 6rnekleri biriktirmislerdir. Bu 6r-
neklerde nekroptotiklerin ortak lokalizasyonunu degerlendir-
mek icin ise RIP3, MLKL, p-MLKL ve miyeloid farklilasma
birincil yaniti-88 (MyD88) gibi belirteclerin immunfloresan
isaretlenmesinden yararlanmiglardir. Ayrica insan NP hic-
relerinin nekroptozunu indiiklemek icin TNF-q, lipopolisak-
karit kaynakli sitokin salinimini azaltan ve kaspaz inhibitori
olan Z-VAD-FMK uygulamislardir. in-vivo olarak RIP3, MLKL,
p-MLKL ve MyD88 gibi nekroptotiklerin artan ekspresyo-
nunu raporlamiglardir. Ayrica MyD88 sinyalinin in-vitro NP
hicrelerinin nekroptozunda roliint belirlemek icin, MyD88
inhibitéri uyguladiklan ve MyD88 sinyallemesinin, iVDD’de-
ki NP hcrelerinin nekroptozuna dahil edilmesinin, iVDD’nin
patogenezini yenileyecegini ve iVDD icin yeni bir potansiyel
terapotik hedef saglayacagini raporlamislardir (4).

Gong ve ark.’nin yaptidi calismada, in-vitro olarak NP hic-
relerinde enflamasyonu baskilamak icin indiklenebilir nitrik
oksit sentaz (INOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi proinf-
lamatuar belirteclerin Uretimini azaltan, limonin adli molekdl
test edilmistir. Bu ajanin, NP hicrelerinde mitojenle aktive
olan bir protein kinaz (MAPK)/niUkleer faktér kappa-B (NF-
kB) sinyal yolagi araciligi ile RIP1/RIP3/MLKL nekroptoz sin-
yal yolaginin aktivasyonunu suprese ederek etki gosterdigi
raporlanmistir. Bu sayede VD icerisinde yer alan periferik
matriks proteinlerinin modiile edilerek IVDD’yi geciktirebile-
cegi raporlanmistir (5).

Dairesel (Circ)-0004354, IVDD’de miR-345-3p-FAF1/TP73
eksenini hedef alarak NP hiicrelerinin 8limini ve enflama-
tuvar tepkiyi tetiklemek icin, circ-0040039 ile rekabet edebi-
leceginin bildirildigi bir arastirmada, circRNA’larin, NP hic-
relerinin islevini diizenleyerek, IVDD’nin patolojik siirecine
dahil oldugu gésterilmistir (10). IVDD’de syntrophin beta-2
geninden tlretilen, ancak farkli derecelerde biyolojik fonksi-
yonlara sahip olan Ust diizeyde dizenlenmis circ-0040039
ve circ-0004354’Un belirlendigi ¢alismada, PANoptozun
apoptoz, piroptoz ve nekroptozdan olustugu fikrinden yola
cikarak apoptoz ve piroptoz seklinde yeni bir proinflamatuar
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hiicre 6lumu PAoptozunun olmasi gerektigini ifade etmisler-
dir. Circ-0004354, miR-345-3p-FAF1/TP73 eksen aracili PA-
optozu, enflamatuvar yaniti, blylime inhibisyonunu ve NP
hiicrelerinin ECM bozulmasini modiile ederek iVDD gelisimi-
ni tesvik eder cikarminda bulunmuslardir. iIVDD’deki circR-
NA'larin aracilik ettigi transkripsiyon sonrasi diizenleyici aga
yeni bir bakis acisi sunarak, IVDD’nin tedavisinde timit verici
bir terapdtik hedef gelistirmek Gzere patolojik mekanizmanin
daha fazla aydinlatiimasina katkida bulunmuslardir (10).

Mitokinon mesilat (MitoQ) veya rotenon ile 6n tedavi sonra-
sinda reaktif oksijen turleri (ROS) pozitif hiicrelerin oraninin
onemli 6lclide azaldiginin raporlandidi bir calismada ise me-
kanik stresten 12 saat sonra iVD’de nekroptoz ve apoptozla
iliskili belirteclerin seviyelerinin énemli él¢lide arttidi, yedinci
glinde dnemli bir degisiklik gézlenmedigi bildiriimektedir (9).
MitoQ ile 6n tedavi sonrasinda NP hiicre canliiginin arttigi
ve IVDDyi hafiflettigi belirtilen bu arastirmada, mitokondriyal
ROS’un, mekanik stres sonrasi erken zaman noktalarinda
iVD’lerde programlanmis NP hiicre 6liimii ve ECM deje-
nerasyonunun 6nemli diizenleyicileri olarak gérev yaptigini
g0sterdigi vurgulanmustir (9).

NP htcrelerinin 6limd ve enflamasyonu arasindaki karsilikli
aktivasyon, IVDD’nin énemli bir patojenik faktéridar.

Enflamasyonun, NP hicrelerinin nekroptozuna aracilik edip
etmedigi ve bunun mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve
oksidatif stres ile iligkisinin belirsizligini korudugunun bildiril-
digi bir diger calismada, sican NP htcreleri TNF-a ve IL-13
kullanilarak indiklenmistir. Ardindan RIPK1, -3 ve MLKL gibi
nekroptozla iligkili hedef molekiillerin ekspresyon diizeyi de-
gerlendirildiginde, TNF-a ve IL-1B tedavi siresinin uzama-
slyla, nekroptozla iligkili molekdllerin ekspresyon seviyesinin
giderek arttigi raporlanmistir. RIPK1’e 6zgl inhibitor nekros-
tatin-1 (Nec-1), RIPK3 inhibitéri GSK872, MLKL inhibitori
NSA ve kiglk engelleyici RNA (small interfering RNA; siR-
NA) teknolojisi kullanildiginda, TNF-a ve IL-10 tedavisi altin-
da, Nec-1, GSK872 veya NSA uygulanmasinin, NP hicrele-
rinin 8lUmUnl ve upregile edilen NP hicrelerinin canhligini
belirgin sekilde azalttigi bildiriimektedir (1).

Tutarh bir sekilde, RIPK3’Un veya MLKL'nin, siRNA aracili
degradasyonunun, NP hucrelerinin hayatta kalmasini des-
tekledigi vurgulanmistir. Ancak siRNA-RIPK1’in, NP hc-
relerinin 8lUmind agirlastirdidl, 48 saatlik TNF- a ve IL-13
tedavisinden sonra mitokondriyal membran potansiyelinin
azaldigi, mitokondriyal gegirgenlik gecis porlarinin acilmasi-
nin arttigi ve oksidatif stres seviyesinin belirgin sekilde yik-
seldigi gézlenmistir. Nec-1, GSK872 veya NSA tedavisi, nor-
mal mitokondriyal fonksiyonu blytk 6lgiide onarir ve oksi-
datif stresi azaltir seklinde yorumladiklari ¢galismada RIPK1/
RIPK3/MLKL aracili nekroptoz, mitokondriyal fonksiyon bo-
zuklugu ve oksidatif stresin upregtilasyonu ile yakindan ilis-
kili olabilecek enflamatuvar hasar sirasinda NP htcrelerinin
6liminde 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir (1).

Kompresyona bagl sican NP hicrelerinin 8limiinde nekrop-
tozun roliini sistematik olarak arastiran bir ¢calismada; hiic-
releri gesitli stirelerde 1,0 MPa basinca maruz birakarak hic-
re canliigi, hiicre 6limu, nekroptoz ile iligkili hedef molekul-
ler RIPK1, fosforile edilmis RIPK1, -3, fosforile edilmis RIPK3
(PRIPK3) ve MLKL dl¢tilmustir. Dolayl olarak nekroptozun
varligini belirlemek icin RIPK1’e 6zgu inhibitér Nec-1, RIPK3
inhibitori GSK872, MLKL inhibitorii NSA ve siRNA kullanilan
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calismada, NP hicrelerinde nekroptozun gercgeklestigini ve
nekroptoz diizeyinin zamana bagli olarak arttigi ve bu etkinin
in-vitro Nec-1 tarafindan azaltildigi raporlanmistir. Ek olarak,
Nec-1, GSK872 veya NSA ile tedavinin ardindan, NP hic-
relerinin 8lIUmundn énemli dlgtide azaldigr da raporlanmistir.
RIPK1/RIPK3/MLKL aracili nekroptoz, strekli mekanik stre-
sin neden oldugu NP hucrelerinin 6liminde 6énemli bir rol
oynayabilir ve nekroptozu dizenlemeyi amaclayan tedavi
stratejileri hem NP hiicre limiini azaltarak hem de IVDDyi
yavaglatarak faydali olabilir ifadesine yer verilmistir (2).

Isi sok proteini 90 inhibisyonunun, NP’den tiretilen kok/
progenit'c)r hicreleri nekroptozdan ve apoptozdan koruyarak
IVD rejenerasyonuna katki saglayabilecegi bildirilmistir (6).

Programlanmig nekrozun H,O, kaynakli, sigan NP hicreleri-
nin élimine katkida bulunup bulunmadigini sistematik ola-
rak arastiran bir diger calismada; oksidatif stres altinda Poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve apoptoz indUkleyici faktor
(AIF), sinyal yolagi aracihgiyla gerceklestirilien RIP1/RIP3
aracih programlanmis nekrozun, NP hilicre éliminde énemli
bir rol oynadigi belirtilmistir. H,0, RIP1/RIP3-PARP-AIF sin-
yal yolagi araciligi ile sigan NP hiicrelerinde programlanmis
nekrozu indUkler gikariminda bulunulmustur (19).

Tauroursodeoksikolik asit (TUDCA), endoplazmik retikulum
(ER) stresini inhibe ederek hticreleri 6limden koruyabilen bir
tar hidrofilik safra asididir.

Dimetil sulfoksit veya TUDCA ile tedavi edilen NP hticrele-
ri deneysel olarak kompresyona maruz birakildiktan sonra,
TUDCAnin apoptoz ve nekroptozu azaltarak NP hicrelerini
asir kompresyona bagl 6limden koruyabildigi ve bu sebep-
le IVDD'yi geciktirebilecedi literatiirde bildiriimektedir (14).

Sonug olarak bugline kadar ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir
ve IVDD’nin tiim tedavileri icin ana strateji, programlanmis
veya dizenlenmis hlicre 6limine bagh hicre kaybini 6nle-
mektir. Biriken kanitlar; nekroptoz, piroptoz ve ferroptoz da-
hil olmak tzere apoptoz diginda c¢esitli hiicre 6luma turlerinin
de iVDD’de rol oynadigini gdéstermektedir (12). iVDD’deki
nekroptoz tutulumunun spesifik mekanizmalari ve kapsami
hala devam eden arastirma alanlaridir. Bu streglerin anlasil-
masi, gelecekte IVDD’nin yénetilmesine yénelik potansiyel
terapotik yaklasimlar hakkinda fikir verebilir.
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