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OZET

SERVIKAL VE LOMBER DiSK HERNILI HASTALARDA,

ACAN GEN POLIMORFIZMIiNIN ARASTIRILMASI

Disk dejenerasyonu ve herniasyon gibi disk hastaliklari, yetiskinlikte goriilen
yaygin problemlerdir. Lomber ve servikal disk hastaliginin tam olarak etiyolojisi

bilinmese de, genetik bir faktoriin veya ailesel yatkinligin lomber ve servikal disk



hastaliginin gelisimine katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir. Hastaligin etiyolojisinde
ayrica yas, sigara, mesleki etmenler, vibrasyon travmasi, obezite gibi c¢evresel
faktorlerin de etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Aggrecan, hiyalin kikirdaginin ana proteoglikanidir ve Aggrecan geninde yer
alan VNTR polimorfizmleri intervertebral diskin ekstraseliiler matriksinin yapisini ve
miktarini etkileyebilir; boylelikle disk dejenerasyonu olusumuna katkida bulunabilir.

Calismamiz Aggrecan gen polimorfizminin disk herniasyon hastaligina etkisini
belirlemek icin yas ortalamasi 51,46+£16,35 olan 150 hasta ile yas ortalamasi
48,29+11,89 olan 110 kontrol grubu olmak iizere toplamda 260 birey iizerinden
yuriitiildii. Aggrecan gen polimorfizmi ile disk herniasyon hastalarinda anlamli bir fark
bulunmustur. Aggrecan gen polimorfizm bolgesinde 11 farkli allel (A21-A31)
tanimlamis, hem hasta olan katilimcilar arasinda hem de kontrol grubundaki en yaygin
alleller sirasiyla, A27, A26, A29 olmustur. Calisma sonuglarimiz disk herniasyonuyla
Aggrecan geni polimorfizmlerinin iliskili oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Aggrecan; disk dejenerasyonu; disk hernisi; polimorfizm

SUMMARY

ACAN GENE POLYMORPHISM INVESTIGATION IN THE CERVICAL

AND LUMBAR DIiSC HERNIA DISEASE

Disc diseases such as disc degeneration and herniation are common problems in
adulthood. Although the exact etiology of lumbar and cervical disc disease is unknown,

it has been suggested that a genetic factor or familial predisposition contributes to the



development of lumbar and cervical disc disease. In the etiology of the disease,
environmental factors such as age, smoking, professional factors, vibration trauma and
obesity are also blamed.

Aggrecan, the main proteoglycan of the hyaline cartilage and the VNTR
polymorphisms in the Aggrecan gene can affect the structure and amount of the
extracellular matrix of the intervertebral disc, thus contributing to the formation of disc
degeneration.

In order to determine the effect of Aggrecan gene polymorphism on disc
herniation disease, we studied 150 patients with a mean age of 51.46 + 16.35 and a total
of 260 control subjects with a mean age of 48.29 + 11.89. Aggrecan gene polymorphism
showed a significant difference in disc herniation patients. ACAN identified 11
different alleles (A21-A31) in the gene polymorphism region. The most common alleles
in both the patient and control groups were A27, A26, A29, respectively. Our results
showed that Aggrecan gene polymorphisms were associated with disc herniation.

Key words: Aggrecan; disc degeneration; disc herniation; polymorphism
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°C: Santigrat Derece

A: Allel
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AF: Anulus Fibrozus

b¢: Baz Cifti

CDA44: Hiicre Yiizeyi Yapisma Reseptori
CEP: Kikirdakli1 U¢ Levha

CILP: Kikirdak Ara Tabaka Proteini



CS: Kondroidin Siilfat

DDH: Dejeneratif Disk Hastalig1
dk: Dakika

DNA: Deoksiriboniikleik asit
dNTP: Deoksiniikleotit

ECM: Hiicre Dis1 Matrisi
EDTA: Etilendiamintetra Asetik Asit
EtBr: Etidyum Bromiir
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GAG: Glikozaminoglikan

GP: Gen Polimorfizmleri
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HA: Hiyaliironan

HCI: Hidroklorik Asit

IGD: interglobiiler Domain
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LDH: Lomber Disk Herniasyonu
mg: Miligram

MgCl2: Magnezyum Kloriir
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g: Kromozomun uzun kolu

RFLP: Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
rpm: Dakikadaki devir

SDH: Servikal Disk Herniasyonu

SNP: Tek Niikleotid Polimorfizmi

TBE: Tris-Borat-Edta

THBS: Trombospondinler
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1.GIRIS

Intervertebral Disk Herniasyonu (IVDH) hastaligi, lomber ve servikal
omurganin  dejeneratif  degisiklikleri arasinda yaygin bir tanidir.  Yetiskin
popiilasyonlarda spinal cerrahinin énde gelen nedenidir. Iyi huylu bir durum olmasina
ragmen, etkilenen bireylerde zayiflama, fiziksel ve is faaliyetleri {izerinde olumsuz
etkiler, yasam kalitesini diisiirme ve psikolojik sikintiya yol agtig1 i¢in kiiresel bir saglik
sorunu olarak kabul edilir (Vialle ve ark. 2010; Karppinen ve ark. 2011; Eskola ve ark,
2012).

IVDH, Intervertebral Disk Dejenerasyonu (IVDD) ile yakindan ilgilidir.
Bununla birlikte, dejeneratif disk hastalig1 etiyolojisi karmasiktir. Cevresel, ergonomik
ve antropometrik faktorler geleneksel nedenler olarak belirtilmis olsa da, birkag calisma
genetik faktorlerin veya genetik yatkinligin intervertebral disklerin dejenerasyonuna ve
bunun sonucu olarak disk herniasyonuna katkida bulundugunu gostermistir (Battié ve
ark. 2004; Brioni Nunes ve ark. 2007; Zhang ve ark. 2008; Eser ve ark. 2010; Paz
Aparicio ve ark. 2011).

IVDH'nin yetiskinler arasinda sik goriilen bir hastalik oldugunu diisiinerek,
genetik faktorlerle iliskisinin anlasilmasi, hastaliktan etkilenen bireyler i¢in yeni 6nleme
ve miidahale hedefleri saglayabilir.

Zhang ve ark. (2008), Eser ve ark. (2010) ve Mayer ve ark. (2013)
calismalarinda, Insan Aggrecan Geni de (ACAN) dahil olmak iizere IVDD ile iliskili
birka¢ geni incelemislerdir. Cong ve ark. (2010), ACAN’1n, ozmotik bir basing gradyani
olusturdugunu, intervertebral disklerin su igerigini korudugunu ve hidratasyondan

sorumlu oldugunu bildirmistir. Ek olarak ACAN’1n hyalin kikirdak ve fibrocartilagin



diskteki en biiyiik proteoglikan olan agrekani kodlamaktan sorumlu oldugunu
bildirmistir.

Bugiine kadar analiz edilen ACAN’lar, CS1 alanin1 kodlayan ekson 12'in bir
boliimiinde degisken sayida tandem tekrar1 (VNTR) polimorfizmine sahiptir (Doege ve
ark. 1997). Alleller, CS1 tekrar sayilari ile A13-A33 arasinda degismektedir. Daha uzun
allellere sahip olan bireylerin daha fazla sayida CS zincirini tasiyan Aggrecan iiretme
potansiyeline sahip olduklar1 diisiiniilmektedir (Doege ve ark. 1997).

Bu c¢alismanin amaci, Doege ve ark. (1997) calismasindaki bilgiler dahilinde
Tirk populasyonundaki ACAN CS1 kodlayici bolgedeki VNTR polimorfizmleri ile

lomber ve servikal disk hernisi arasindaki iliskiyi incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Vertebral Kolon

Insan vertebral kolonu genel olarak servikal, torasik ve lomber bolgeleri adi
altinda t¢ sekilde siniflandirilabilir (Seeley ve ark. 1997). Yaklasik olarak uzunlugu 72-
75 cm’dir. Sekil 2.1’de goriildiigi gibi servikal bolge 7 (C1-C7), torasik bolge 12 (T1-
T12), lomber bolge de 5 (L1-L5) vertebraya sahiptir (Pina 1999). Ayrica, sakrumu
olusturan 5 kaynasmis ve koksigi olusturan 4 kaynasmis rudimenter kemikten
olusmustur. Vertebral kolon toplamda 33 vertebradan olusmustur (Seeley ve ark. 1997,
Pina 1999).

Vertebral kolon, intervertebra diskler, capa benzeri baglar ve kas ekleriyle
birbirine baglanir. Bunun sonucunda omurga kolonu hizali ve stabil kalir. Bu hareket
bolimlerinin her biri viskoz elastik olma &zelligine sahiptir (Leone ve ark. 2007).
Kafatas1 ve pelvis arasinda uzanan vertebral kolonun; noral ekseni ve sinir uglarimi
korumak, viicuttaki organ yapilarim1 desteklemek, toplam agirlig1 tasimak, postiiriin
saglanmasi, hareketlilik gibi onemli islevleri bulunmaktadir (Moore ve ark. 2007).
Vertebral kolonun en kiigiik fonksiyonel birimi spinal hareket segmentidir (Leone ve

ark. 2007).
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Sekil 2.1. Vertebral Kolonun Yan Goériintimii (Kelempisioti 2016)

2.1.2. Vertebra

Vertebra, vertebral kolonun ana bilesenlerindendir. Her vertebra siingerimsi
kemik ¢ekirdeginden ve kortikal kemik kabugundan olusur (Panjabi ve ark. 1990).
Kortikal kemigin direngli oldugu i¢in deformasyona daha az ugradigi; ancak stingerimsi
kemik c¢ekirdeginin yiikleri tasiyabilir olmasindan dolay1r deforme edebilir oldugu
diistiniilmektedir (Leone ve ark. 2007).

Sekil 2.2° de goriildiigii gibi, vertebra iki ana bolgeden olusur. On kisminda

govde ve arka kisminda sinirsel kavis bulunur (Gray 1918, Pina 1999). Vertebralarin



biiyiikliigii vertebral kolonun asagi yoniine dogru biiyiir: servikal vertebralar en kiigiik,
lomber vertebralar ise en biiyiik vertebraya sahiptir (Gray 1918), ek olarak vertebralar
sakrumdan koksiksin tepesine dogru kiigtliir. Bu yapisal farkliligin nedeni ise

vertebralarin tasidiklar1 yiikiin asagiya dogru artmasi diye disiiniilmektedir (Gray

1918).

S’I

Nkl

3 lamina
¥

Sekil 2.2. Lomber Vertebranin Yan Goriiniimii (Gray 1918)

Servikal omurga, kafatasi ile torasik arasinda bulunan, vertebral kolonun en
kiiglik ve en dinamik pargasidir: 4 adet tipik (C3-C6), 2 adet atipik (C1,C2) ve 1 adet
prominent (C7) olmak iizere 7 adet servikal vertebradan olusur (Cramer 2005).

2.1.3. intervertebral Disk

Intervertebral diskler, yiikii tasiyan vertebral kolonun ana bilesenidir. ikinci
servikalden birinci sakrala kadar tiim vertebra korpuslar1 arasinda bulunan yar1 oynar
eklem yapisidir (Adam ve ark. 1977). Insanda 23 adet intervertebral disk bulunur ve

vertebral kolon uzunlugunun %25’ini olusturur (Adam ve ark. 1977). Servikal bolgede



5 tane intervertebral disk bulunur, Atlas ile Aksis arasinda intervertebral disk bulunmaz
(Adam ve ark. 1977).
2.1.3.1. intervertebral Diskin Molekiiler Biyolojisi

Intervertebral Diski (IVD) olusturan temel bilesenler su, ¢ogunlukla kondrosit
benzeri hiicreler, fibroblastlar, proteoglikanlar (PG'ler) ve Tip I ve Il kollajenleridir.
IVD' nin bilesimi, omurgadaki ve diskin i¢indeki bolgeye gore degisir (Walter ve ark.
2014). IVD Sekil 2.3’ te gorildigii gibi, periferik yerlesimli annulus fibrozus (AF),
merkeze yerlestirilen niikleus pulposus (NP) ve diskin en periferik kenarini {ist ve alt
olarak tiim bdlgeleri sinirlayan kikirdakli u¢ levha (CEP) olarak bilinen {i¢ bolgeden
olusur (Walter ve ark. 2014). Her bolge, AF'de baskin olan Tip | kollajen ve NP'de
baskin olan Tip II kollajenli ana disk bilesenlerinin farkli oranlarindan olusur. AF ve NP
arasindaki ana yapisal farklar Tablo 2.1. 'de gosterilmektedir.

Tablo 0.1 Normal AF Ve NP Arasindaki Farklar (Kepler ve ark. 2013)

Ozellik AF NP
Hiicre Sekli Uzun Yuvarlak
Baskin Kollajen Tip Tip | Tip 1l
Proteoglikan Igerigi < %25 ~ %70
ECM Su Igerigi Diisiik Yiiksek
Degredasyonun Birincil Formu | Yapisal Biitiinliik Kaybi PG ve Su Kaybi

2.1.3.1.1. Nukleus Pulpozus

NP'deki ECM, Tip II kollajen ve PG'ler bakimindan zengindir. Ana PG, NP kuru
agirliginin %50'sini olusturan agrekan olup, hidrofilik yapisindan dolay1 diskin yiiksek
su iceriginden sorumludur (Kepler ve ark. 2013). Tip II kollajen ile birlikte, yiiksek su
icerigi NP'nin elastik olmasini ve stres altinda deforme olmasini saglar (Colombier ve
ark. 2014). Proteoglikanlar hidrasyonu, kollojen ise esnekligi saglar (Cramer ve ark.

2014). NP hiicrelerinin dogumda notokdal kokenli oldugu, ancak zamanla AF'de




bulunanlara benzer kondrosit benzeri yuvarlak hiicrelerin yerini aldigindan NP ile
AF'nin i¢ tabakasi arasindaki ayrimi tespit etmek zorlasir (Cramer ve ark. 2014). NP
yiikleme ve vertebral kolonun farkli hareketleri sirasinda seklini ve konumunu
degistirebilir; ayrica ylikleme yapisina bagli olarak hem sivi hem de kat1 olarak hareket
edebilir (latridis ve ark. 1996). NP, toplam disk hacminin % 30-50'sini olusturur; ayrica
bliyiikliigliniin servikal ve lomber vertebralarda daha biiyiik oldugu diisliniilmektedir
(Panjabi ve ark. 1990).
2.1.3.1.2. Anulus Fibrozus

AF, esas olarak Tip I kollajen liflerini sentezleyen fibroblastlardan olusur
(Colombier ve ark. 2014). AF'nin hiicre dis1 matrisi (ECM), daha kii¢iik bir elastin
yiizdesine sahip, yan yana diizenlenmis kollajen lifleri tarafindan olusturulan 15-25
konsantrik halkalar veya lameller halinde diizenlenir (Kepler ve ark. 2013). AF
katmanlarindaki kollajen liflerinin oryantasyonu ayni degildir: yonleri her lamel ile
degisir ve hem bireyler arasinda hem de bir omurdan digerine degisebilir (Kepler ve
ark. 2013). AF, dis ve i¢ kistm olmak iizere iki bolgeye ayrilabilir. Dis AF, oldukca
diisik bir PG ve su igerigine sahip, Tip | kollajen bakimindan zengin, oldukca
organizedir (Colombier ve ark. 2014). Hiicreler, kollajen lifleriyle ayn1 hizada olan uzun
cekirdeklerle fibroblast benzeridir (Kepler ve ark. 2013). I¢ AF'ye dogru ilerleyen
hiicreler daha yuvarlak ve kondosit benzeridir ve zayif bir sekilde organize edilmis olan
ECM, Tip Il kollajen, PG ve sudan olusur. Genel olarak, AF'nin kollajen igerigi kuru
agirh@in% 60"'1na kadardir ve PG,% 25'ini olusturur (Buckwalter 1995; Freemont 2009).
Dis AF, gerilmeye karsi i¢ AF'den daha yiiksek bir dirence sahiptir ve genel olarak

AF'nin yapist NP i¢in bir sinir gérevi goriir (Colombier ve ark. 2014; Freemont 2009).
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Sekil 2.3. Vertebra Kolon Segmentinin IVD Anatomisi (loannidis ve ark. 2009)

2.1.3.1.3. Kikirdak U¢ Tablas:

Morfolojik olarak tigiincii bolge olan kikirdak ug tablast (CEP), ince bir hyalin
kikirdak ve fibrokartilaz tabakaya sahiptir. Hyalin kikirdagi vertebra gdvdesinin
karsisinda bulunur ve fibrokartilaj IVD' nin geri kalanina bitigik bulunur (Cramer ve
ark. 2014). CEP'ler sadece kondrositlerden olusur ve ECM, PG'ler ve Tip Il kollajen
bakimindan zengindir (Colombier ve ark. 2014). CEP'ler, disklerin beslenmesi i¢in ¢ok
onemlidir; cilinkii CEP’lerin disklerin gelisimi ve biiylimesi sirasinda besin alimindan
sorumlu olan kan damari aginin sahalar1 oldugu disiiniilmektedir (Cramer ve ark.

2014).



2.1.3.1.4. Kollajenler

Intervertebral diskin biyomekanik 6zellikleri, biiyiik dlciide hiicre dis1 matrisinin
yapisina ve Ozellikle kollajen aginin molekiiler organizasyonuna baghidir (Boos ve ark.
1997). Giiniimiize kadar 19 kollajen tiirii bildirilmistir (Kivirikko 1993).

Insan intervertebral diskinde, genetik olarak farkli 7 kollajen tipi tanimlanmistir
(Eyre 1988). Normal eriskinlerde intervertebral disk kollajenlerinin tipleri ve
yogunluklar1 bolgesel olarak farklilik gosterir (Gruber ve Hanley 1998). Nukleus
pulposus Tip I, VI, IX ve XI ve anulus fibrozus Tip I, II, III, V, VI, IX ve XI igerir
(Eyre 1988; Roberts ve ark. 1991). Niikleustaki hiicreler en fazla Tip II kollajen, daha
az oranda Tip VI (%15-20), Tip IX (%1-2) ve Tip Xl (%3) kollajen sentez eder
(Goupille ve ark. 1998; Nerlich ve ark. 1998).
2.1.3.1.5. Proteoglikanlar

Proteoglikan, bir protein ¢ekirdek ve ona baglanan glikozaminoglikan (GAG)
zincirlerinden olusur (Comper ve Laurent 1978). GAG, tekrarlayan disakkarid
tinitelerinden olusmus, lineer polimer olan heteropolisakkariddir (Antoniou 1996).
Ayrica yapisinda yer alan negatif yliklii karboksil ve siilfat gruplart pozitif ytikli
iyonlart ¢ekerek %70-90 oraninda su tutmasimi saglar (Antoniou 1996). Bu sebeple
GAG’larin NP’ye yiiksek ozmotik potansiyel 6zelligi kazandirip, dokuya su girmesini
ve hacminin artmasini etkiledigi disiiniilmektedir (Comper ve Laurent 1978). Negatif
yiikli GAG, pozitif yiiklii nukleus ve ug tabla igerisindeki ana proteoglikanin (% 50)
Aggrecan oldugu diisiiniilmektedir (Annunen ve ark 1999). Aggrecan’da iki adet
glikozaminoglikan zinciri bulunmaktadir. Bunlar; kondroidin siilfat (CS) ve keratan
stilfat (KS)* dir (Annunen ve ark 1999). KS/CS orani nukleusta yiiksek iken, anulusta

bunun tam tersidir (Inkinen ve ark 1998). Normal ve dejenere insan intervertebral disk
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dokularinin proteoglikan iceriklerinin incelendigi bir calismada, daha kisa ve daha az su
tutan dekorin ve biglikan miktarlarinin dejenere disk dokusunda arttig1, daha uzun olan
kondrotin siilfat zincirlerinin ise azaldig1 ya da tamamen yok oldugu diistiniilmektedir
(Inkinen ve ark 1998).

Melrose ve ark (1997) olusturduklar1 deneysel disk dejenerasyonu modeli ile
saglam disklerden aldiklar1 hiicreleri karsilastirdiklarinda aggrecan sentezinin anlamli
derecede azaldigini saptamiglardir. Bu da intervertebral diskin hidrodinamik ve
viskoelastik o6zelliklerinin Aggrecan’a bagimli oldugunu gostermektedir (Eser ve ark.
2010).

2.2. Intervertebra Disk Herniasyonu

Intervertebral Disk Herniasyonu (IVDH), ilk olarak Mixter ve Barr tarafindan,
annulus fibrozusun yirtilmasi ve nukleus pulposusun intervertebral bosluga sizmasiyla
tamimlanmustir (Mixter ve Barr 1936). IVDH, Lomber, servikal ve torasik vertebra da
gorilebilir.

Disk herniasyonu farkli tip ve derecelerde olusabilir (Sinaki ve ark. 1996). Sekil
2.4°de goriildiigii gibi disk herniasyonunda patoloji su sekilde siniflandirilir (Sinaki ve
ark. 2006; Borenstein ve ark.1995):

Disk Dejenerasyonu (Bulging): Nukleus pulposus,  diskteki kimyasal
degisiklikler nedeniyle zayiflar ve sonrasinda annulus fibrosusa dogru hareket eder.
Anulus fibrozus lifleri zarar gormemistir (Sekil 2.4.a).

Protriizyon (Prolapsus): Nukleus pulpozusun yirtilan annulus fibrozus lifleri
icine hareket etmesidir. Anulus fibrozusun dis lifleri intaktir. Gegis sirasinda, diskin
sekli veya konumu degisir. Omuriligi veya omurilik sinirlerini (bulging bulundugu yere

bagli olarak) sikistirmaya baslayabilen hafif bir ¢ikint1 olusmaya baslar (Sekil 2.4.b).
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Ekstriizyon: Nukleus pulpozusun annulus fibrozusu yirtarak vertebral kolon
igine hareket etmesidir; ancak yine de disk i¢inde kalir (Sekil 2.4.c).

Sekestrasyon: Disk materyalinin koparak serbest halde vertebral kolon iginde

olmasidir (Sekil 2.4.d).
Disk
Dejenerasyonu Prolapsus
/‘ r N
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Sekil 2.4. Disk Herniasyonu Siniflandirilmasi ( Boss ve ark. 2008)

2.2.1. Disk Herniasyonu Etiyolojisi

Disk herniasyonuna neden olabilecek faktorler arasinda dejeneratif
degisikliklerin en yaygin oldugu diisiiniilmektedir (Beattie 2008; Frymoyer 1988). Disk
dejenerasyonu, genler ve ¢evre arasindaki etkilesimin belirledigi zayiflatici, karmasik
multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul edilir (Chan ve ark. 2006). Bununla birlikte,

disk hernisi morbidite egrisi, disk dejenerasyonu i¢in karsilik gelen egriye uymaz
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(Kraemer 1995). Disk dejenerasyonu yaslanan omurgada en ¢ok goriilen olsa da, orta
yasta lomber disk herniasyon semptomlar1 en sik goriiliir (Kraemer 1995; Beattie 2008).
Etiyolojide Degisik Modeller One Siiriilmektedir:

Genetik egilim, mekanik kompresyon gerilimi, diisiik frekansh titresimler,
travma ve psikososyal stres disk dejenerasyonu ve sonrasinda herniasyona neden olan
faktorlerin tiimii oldugu bilinmektedir (Jansson 2005; Ostelo ve ark. 2005). Cevresel
faktorler, mesleki faaliyetler, boy, obezite, viicut agirlig1 ve hatta sigara gibi yasam tarzi
faktorlerinin de IVDH' de 6nemli bir rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (Kim ve ark.
2003;Schumann ve ark. 2011). Son yillarda yapilan arastirmalar, disk dejenerasyonunun
etiyolojisindeki ana risk faktoriiniin agir fiziksel yliklemeden, genetik egilime dogru
kaymasi ile sonuglandigi diistiniilmektedir (Battie ve ark. 2004; Rhee ve ark. 2006;
Rydevik ve ark. 1984).
2.2.1.1 Nutrisyonel Problemler

Disk dejenerasyonunun en temel nedenlerinden birisinin disk hiicrelerinin
nutrisyonel desteginin yetersizligi oldugu diistiniilmektedir (Holm 1990). Tiim hiicreler
gibi disk hiicrelerinin de oksijen ve glikoza ihtiyaclar1 vardir. Beslenme igin gereken
maddeler, diske konsantrasyon gradyantine goére diffiizyonla alinirlar (Holm 1990).
Diskin oksijen konsantrasyonu, anulusun periferinde yiiksek, nukleusta ise en diisiiktiir
(Holm 1990). Nukleustaki bu diisliik oksijen konsantrasyonu ise anaerobik enerji
tiretimine neden olur, béylece metabolik atik olarak laktik asit, nukleusta en fazladir
(Holm 1990). Buradaki laktat konsantrasyonu plazmadan 5-18 kat yiiksekken,
anulustaki oran yaklasik olarak plazma kadardir. Laktatin degerinin artmasi pH'
diisiiriir, bu sebeple nukleusun pH"1 5,6'dir (Holm 1990). In vitro ¢alismalarda asidik pH

ve disiik oksijen konsantrasyonu hiicrelerin 6liimiine neden olabilir (Holm 1990).
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2.2.1.2 Sigara

Nikotin, spinal disklere kan akisin1 simirlar, bu da disk dejenerasyonunu
hizlandirir ve iyilesmeyi engeller (Huang ve ark. 2015). Dejenere edilmis disk daha az
biikiilebilir, bu da herniasyona neden olabilecek yirtilma veya catlama olasiligini arttirir
(Shin 2014).

Son yapilan caligmalar, sigara igen kisilerin bir disektomi sonrasi yeni bir
herniasyon igin biiyiik risk altinda oldugunu iddia etmistir (Huang ve ark. 2015; Shin
2014; Leven ve ark. 2015).

Sigara icildiginde, hiicresel ¢ogalma, kan oksijenasyonu ve doku flizyonunu
etkiledigi bilinen nikotin, karbon monoksit ve hidrojen siyaniir dahil olmak {izere
viicudumuzda 4.000'den fazla madde emilebilir (Leven ve ark. 2015). Lomber diskler
insan viicudundaki en biiyiik avaskiiler yapilardir ve tiim besin maddelerini kandan
difiizyon yoluyla alirlar (Holm 1988). Besinler, vertebral damarlardan kdken alan kilcal
damarlardan yayilir ve subkondral kemikten gecer, kemik-disk baglantisina ulasir
(Urban ve ark. 2004; Grunhagen ve ark. 2006). Sigara igmek kemik-disk baglantisina
kadar dagilmis olan kilcal damarlar1 daraltir ve diske taginimini bozar (Holm 1988).
Dahasi, nikotin, c¢ekirdek sayisinin pulposus hiicrelerinin ¢ogalmasimi keserek hiicre
sayisinda diisiise neden olur ve hiicre dis1 yapilarin bozulmasina neden olarak hiicre dis1
matrisin sentezini bozar. Bu mekanizmalarin disk dejenerasyonunun patogenezi ile
iligkili olmas1 muhtemeldir (Akmal ve ark. 2004).
2.2.1.3 Genetik Egilim

Tibbi literatiir disk dejenerasyonu i¢in kalitsal bir egilim gostermistir ve disk
dejenerasyonu herniasyon riskinin artmasiyla iligkili oldugunu diistiniilmistiir (M.C ve

ark.2009; Schroeder ve ark.2016). Ikizlerde yapilan epidemiyolojik ¢alismalar,
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intervertebral disk dejenerasyonuna maruz kalmak icin en belirleyici bireysel faktoriin,
genetik egilim oldugunu gostermistir (McGregor ve ark. 2004; Patel ve ark. 2011).
2.2.1.4 Obezite

Schroeder ve ark. (2016), fazla kilo almanin omurgada stresi artirdigini ve obez
olan kisilerin herniasyona daha yatkin hale geldigini iddia etmislerdir (Schroeder ve ark.
2016).
2.2.1.5 Yay

Disk herniasyonu i¢in en sik goriilen risk faktorii 35 ile 50 yas arasindadir. Bu
durum 80 yasindan sonra nadiren semptomlara neden olmaktadir (Ma ve ark. 2013).

Sekil 2.5°de goriildiigi gibi Nerlich ve ark. (1997) Volvo odiiliinii kazandiklari
caligmalarinda 229 disk materyalinde diskte yaslanmaya bagli olusan degisiklikleri
belirleyerek olasi bir sema ile ortaya koymuslardir (Nerlich ve ark. 1997).
2.2.1.6 Cinsiyet

Erkeklerin kadinlara kiyasla yaklasik iki kati1 disk herniasyon riski oldugu
diistiniilmektedir (Slipped Disk 2014).
2.2.1.7 Fiziksel Olarak Zorlu Calisma

Agir kaldirma ve diger fiziksel emek gerektiren isler, hernili disk ile baglantili

oldugu iddia edilmistir (Schroeder ve ark.2016).
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2.2.2. Disk Herniasyonu Patogenezi

Disk herniasyonu belirtileri, sinir kokiiniin mekanik olarak sikistirilmasiyla
indiiklenebilir (Vroomen ve ark. 1999). Belirtiler hernili diskin konumuna ve
herniasyon boyutuna bagli olarak biiyiikk Ol¢iide degisir. Herniasyon komsu sinir
yapilarinin kompresyon ve deformasyonuna neden olabilir. Bu duruma bagh olarak da
siyatik agr1 ile sonuglanabilir (Vroomen ve ark. 1999). Hernili disk bir sinire bask1
yapmiyorsa, hasta bel agris1 veya hi¢ agr1 hissetmeyebilir. Bir sinire baski yapiyorsa,
sinirin gectigi viicut bolgesinde agri, uyusukluk veya zayiflik olabilir (Rozen 2001).

Herniasyon disk dokusunda ¢ok yiiksek fosfolipaz A2 aktivitesi yaninda
intersitisyel sivida prostaglandin E, histamin benzeri maddeler, potasyum iyonu, laktik
asit ve bir ¢ok polipeptid aminlerin primer duysal néronlar1 uyarmasi1 veya uyarilma
esigini diislirmesiyle agriya yol actig1 diistiniilmektedir (Rozen 2001).

Lomber omurga da siyatik agri siklikla alt sirttaki herniye diskten kaynaklanir
(Vroomen ve ark.1999). Siyatik sinire katkida bulunan bir veya birkag sinir tizerindeki
basing, kalgadan bacaga ve bazen ayaga yayilan agri, yanma, karincalanma ve
uyusmaya neden olabilir: genellikle bir taraf (sol veya sag) etkilenir (Rhee ve ark.
2006). Yayilan siyatik agri ve sirt agrisi, lomber disk hernisinin ana belirtileridir
(Vroomen ve ark.1999; Rhee ve ark. 2006). Bu agr genellikle keskin ve elektrik
carpmast benzeri olarak tamimlanir. Ayakta durmak, yiirimek veya oturmak daha
siddetli olabilir. Bacak agris1 ile birlikte, bel agris1 olabilir: agriya bagh bir skolyoz
siklikla gozlenebilir (Jansson 2005). Lomber agri, motor gii¢siizliigli ya da sinir kokii
dagilimina 6zgii duyusal ve refleks bozukluklar1 olan noérolojik bozukluklar diger

yaygin semptomlardir (Deyo ve ark. 1990; Rhee ve ark. 2006).
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Servikal omurgada belirtiler; boyunda ve omuzlar arasinda keskin bir agri,
koldan ele veya parmaklara yayilan agri, omuz ile kolda uyusma veya karincalanma
olabilir. Agr1 belirli pozisyonlarda veya boynun hareketleriyle artabilir (Deyo ve ark.
1990).

2.2.3. Disk Herniasyonu Prevelansi

Disk herniasyonunun yasam boyu yaygmligr % 1-2'dir (Frymoyer ve ark.1992;
Heliovaara ve ark. 1987; Wera ve ark. 2008). Erkekler kadinlardan daha sik etkilenir ve
bu oran 1.5-1°dir (Woertgen ve ark. 1999).

MRI incelemesine gore, yaslar1 20-80 arasinda degisen goniillii semptomsuz
bireylerde disk hernisi goriilme orami %20-30'dur (Boden ve ark. 1990; Jensen ve
ark.2006). Buna karsilik, yas, cinsiyet ve isle ilgili faktorlerle eslesen semptomatik
bireylerde karsilik gelen oran % 76'dir (Jensen ve ark.2006). Semptomu olan ve
olmayan bireyler arasindaki en énemli fark, sinir kokii kompresyonunun derecesi olarak
gosterilmistir (Boos ve ark. 1995).

Disk herniasyonlar1 genel olarak en sik 40 ve 50 yaslar1 arasindadir (Spangfort
1972), ¢ocukluk yaslarda ¢ok nadirdir (Heliovaara ve ark 1987; Frymoyer 1992) ancak
tiim yas gruplarinda da goriilebilir (Frymoyer 1988; Spangfort 1972).

Viicut agirligimin biiyiik kismini lomber vertebralar tasir. Bu nedenle disk hernisi
lomber bolgede daha sik goriiliir (Armstrong 1967). Lomber disk hernilerinin % 95’1
L4-5 ve L5-S1 seviyelerinde, % 4’1 L3—4 ve geri kalan %1°1 ise daha {ist seviyelerde
goriiliir (Armstrong 1967 ).

Servikal disk herniasyonu (SDH), %45 oranla 40-50 yaslar1 arasinda daha
yaygindir (Valencia ve ark. 2010). SDH, farkl: seviyelerde servikal vertebra da goriiliir.

Bazi arastirmacilar, SDH'lerin C5-C6 ve C6-C7 seviyelerinde yash hastalarda yaygin
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oldugunu, C2-C3 araliginin ise en yaygin seviye oldugunu bulmuslardir (Oka ve ark.
2015;Tsao ve ark. 2008).
2.2.4. Disk Herniasyonu Tedavisi

Cogu disk herniasyonu zamanla gerileyeceginden konservatif bir tedavi
yaklasimi genellikle ilk tercihtir (Cribb ve ark. 2007; Jensen ve ark.2006), Bir doktor
yatak istirahati verebilir veya hastaya birkag¢ giinden-haftaya kadar agrisiz, diisiik bir
aktivite seviyesi siirdiirmesini Onerebilir. Bu da spinal sinir iltithabinin azalmasina
yardimer olur. Hernili disklerin ¢ogunlugu ameliyat gerektirmez (Deyo ve ark. 1990).
Bununla birlikte, fitiklasmis, dejenere edilmis diskleri olan kisilerin ¢ok kiigiik bir
yiizdesi semptomatik veya siddetli olabilir ve giinliik yasami 6nemli 6lciide etkileyen
yetersiz bel agrist olabilir. Agr1 sadece hafif-orta derecede ise, fitiklasmis bir disk
siklikla steroid olmayan antiinflamatuar ilaglarla tedavi edilir. ilac1 disk herniasyonunun
tam seviyesine yonlendirmek icin X-1sim1 kilavuzlugu altinda bir spinal igne
kullanilarak bir epidural steroid enjeksiyonu yapilabilir (Cribb ve ark. 2007). Doktor
fizik tedavi Onerebilir. Terapist, doktor teshisi ile birlikte, fitik diskleri olan hastalar igin
0zel olarak tasarlanmis bir tedaviyi belirleyecek olan derinlemesine bir degerlendirme
yapabilir. Terapi pelvik traksiyon, hafif masaj, buz ve 1s1 terapisi, ultrason, elektriksel
kas stimiilasyonu ve germe egzersizlerini igerebilir. Agr1 ilact ve kas gevseticiler fizik
tedavi ile birlikte faydali olabilir (Cribb ve ark. 2007). Bu sebeple, engelli
semptomlarini azaltmak icin fizyoterapi ve tibbi tedavi siklikla onerilmektedir. Alt1 ila
sekiz hafta i¢inde herhangi bir ilerleme goriilmezse ameliyat diisiiniilebilir. Deyo' ya
gore semptomatik lomber disk herniasyonu olan hastalarin yaklasik % 5-10" u cerrahi

gerektirir (Deyo ve ark. 1990).
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2.3.Intervertebral Disk Dejenerasyonu le iliskili Aday Gen Polimorfizmleri

Bir organizmanin benzer ¢evresel uyaranlara verdigi tepkilerde farkliliga yol
acan genetik faktorler arasinda gen polimorfizmleri (GP) buluyoruz.GP, bir
populasyonda en az % 1'lik bir frekansta kararli bi¢imde var olan bir genin allel bir
varyasyonudur. iki tip GP tanimlanmistir: degisken sayida tandem tekrar polimorfizmi
(VNTR) ve daha sik goriilen tek niikleotid polimorfizmini (SNP). Fenotipik
ekspresyonunun spesifik bir klinik etkisi yoktur; ancak bir GP, 6rnegin bir kisinin belirli
bir ilaca yanit verdigini veya belirli bir hastaliga maruz kalmaya duyarli oldugunu
belirler. Polimorfizmler, daha az yaygin olmasi ve genellikle hastaliklar ile
iliskilendirilmesi bakimimndan mutasyonlardan farklidir.

Aday gen yaklasimi, segilen genetik degiskenler ve spesifik hastaliga duyarlilik
arasindaki iligskiyi incelemek i¢in kullanilmistir (Tabor ve ark. 2002). IVD ig¢indeki
metabolik yolaklarda potansiyel fonksiyonel rolii olan genlerin se¢ilmesi dejeneratif
diskin fenotipiyle iliskili olabilir. Bir dizi gen ¢alisilmis ve bu genler diskteki potansiyel
fonksiyonlarmma gore kategorilere ayrilmistir (Tabor ve ark. 2002). Tablo 2.2°de
gosterildigi gibi: IVD 'nin yapisiyla ilgili genler, katabolik veya anabolik fonksiyonlu
disk matrisinin enzimlerinin iiretilmesinden sorumlu genler, inflamatuar gen ve farklh
fonksiyonlara sahip genlerdir. IVD dejenerasyonu ile iligkili incelenen genetik
varyantlarin bir Ozeti Tablo 2.3’de gosterilmis ve genler daha ayrintili olarak

incelenmistir.
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Tablo 0.2. Insanlarda IVD Dejenerasyonu Ile Iliskili Genlerin Potansiyel
Fonksiyonlarina Goére Kategorilenmesi
Kategori Gen Gen Ismi
Yapisal Tip I Kollajen COL1Al
Tip IX Kollajen COL9A1,COL9A2,COL9A3
Tip XI Kollajen COL11A1,COL11A2
Aggrekan ACAN
Asporin ASPN
Kikirdak Ara Tabaka CILP
Proteini
Thrombospondins THBS
Matriks Pargalayisi Matris metaloproteinaz 1 | MMP1
Matris metaloproteinaz 2 | MMP2
Matris metaloproteinaz 3 | MMP3
Metalloproteinazin Doku | TIMP
Inhibitorleri
Enflamatuar Interlokin 1 IL1
Interlokin 6 IL6
Diger Vitamin D Reseptorii VDR

2.3.1. Matris Degredasyonu

Matris metaloproteazlari, ECM'nin diizenleyicileri ile birlikte yeniden
yapilanmasina katilan kilit proteinlerdir. Metaloproteinazlarin (TIMP) ve THBS'lerin
doku inhibitorleridir (Seguin ve ark. 2005). Diskin biitiinliigiinii koruyabilmesi igin,
ECM'nin parg¢alanmasi ve yeniden sekillenmesi dengede kalmalidir. Bu nedenle, bu
proteinlerin ifadesindeki degisiklikler disk dejenerasyonu ile ilgili olabilir (Seguin ve
ark. 2005).
2.3.1.1. Matris Metaloproteinaz 1

Song ve ark. MMP1 promotor bolgesinde G insersiyonu olmayan bireylerin,
insersiyona sahip bireylere kiyasla artmis dejenerasyon riski oldugunu bildirmistir

(Song ve ark. 2008). Guanin sokulmasi, promotor aktivitesini arttirir ve bunlardan biri,

MMP1 iiretiminin dejenerasyonla iligskilendirilmesini arttirir (Song ve ark. 2008).
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2.3.1.2. Matris Metaloproteinaz 2

Dong ve ark. MMP2 genindeki SNP rs243865'in CC genotipinin tastyicilarinin,
en az bir T aleli tasiyan bireylerin aksine semptomatik disk dejenerasyonu riskinin
arttigimi  bildirmistir (Dong ve ark. 2007). Bu polimorfik bdlge, transkripsiyon
aktivitesinin azalmasina neden olan Spl transkripsiyon faktérii baglama bdolgesinin
bozulmasina neden oldugu diistiniilmektedir (Price ve ark. 2001).
2.3.1.3 Matris Metaloproteinaz 3

Takahashi ve ark. yash Japon deneklerde MMP3 (5A / 6A) polimorfizmi ile IVD
dejenerasyonu arasinda bir iligki oldugunu bildirmistir. 5SA5A veya SA6A genotipini
tastyan bireyler, 6A6A genotipini tasiyanlara kiyasla daha fazla disk dejenerasyonu riski
tasidig1 iddia edilmistir (Takahashi ve ark. 2001).

Bu bulgu Ingiltere (Valdes ve ark. 2005) ve Cin popiildsyonlarinda (Yuan ve
ark. 2010) dogrulanmis; ancak incelenen bir Finlandiya popiilasyonunda
dogrulanamamistir (Noponen-Hietala ve ark. 2003Db).

2.3.2. inflamatuar Genler
2.3.2.1. Interlikin 1

Interlokin 1, enfeksiyon veya yaralanmaya yanit olarak iiretilen bir sitokindir.
IL-1 gen ailesinde ii¢ tiye: IL1a, IL1B ve IL-1RN vardir (Solovieva ve ark. 2004).
IL1a'da SNP rs1800587 ile disk dejenerasyonu ve hernisiyle; IL1B'de SNP rs1143634
ile orta yash Finlandiya’da ¢alisan erkekler arasinda disk dejenerasyonuyla bir iliski
oldugunu bildirmistir (Solovieva ve ark. 2004). Daha fazla literatiir incelendiginde,
IL1a polimorfizmi ile semptomatik disk dejenerasyonu arasindaki baska bir iliski

Finlandiya meslek Orneginde gozlenmistir (Virtanen ve ark. 2007a). Ek olarak
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Danimarkali gen¢ kizlar arasinda ILl1a T allelinin tasiyicilari, disk dejenerasyonu
olasiligini arttirdigr iddia edilmistir (Eskola ve ark. 2010).
2.3.2.2 Interlékin 6

Interlokin 6 (IL-6), low back pain ve siyatikte yer alan bir iltihap &nleyici
sitokindir (Burke ve ark. 2002). U¢ promotériin (rs1800795, rs1800796, rs1800797) ve
bir ekzonik (rs13006435) SNP'nin disk dejenerasyonu ile iliskili oldugu iddia edilmistir
(Burke ve ark. 2002). Daha spesifik olarak, bir eksonik SNPnin Finlandiyali siyatik
hastalarinda disk dejenerasyonu ile iliskili oldugu diisiniilmektedir (Noponen-Hietala
ve ark. 2005).

2.3.3 Vitamin D Reseptorii (VDR)

Iki VDR polimorfizmi Fokl ve Tagl, disk dejenerasyonu ile yogun olarak
calisilmustir (Arai ve ark. 1997; Eser ve ark. 2010; Videman ve ark. 1998b) .VDR'nin 2
ekzonunda bir Fokl polimorfizmi bulunur ve T allelini tasiyan kisiler tam uzunlukta bir
VDR proteini iiretirken C allelini tasiyan bireyler daha kisa bir protein liretir (Arai ve
ark. 1997). T allelinin disk dejenerasyonu i¢in risk alleli oldugu ancak proteinin spesifik
fonksiyonunun iyi anlasilmadigi bildirilmistir (Eser ve ark. 2010, Videman ve ark.
1998D).

Taql polimorfizmi ekzon 9' da bulunur ve pek ¢ok ¢alismada disk dejenerasyonu
igin risk alleli olarak gosterilmistir. Bu iligkiyi bildiren ilk kisi Jones ve ark. risk alleli
icin homozigot bireylerin bulundugu yash bir Avustralya popiilasyonunda, osteofit ve
disk daralmasi riskinin arttigini bildirmislerdir (Jones ve ark. 1998). Videman ve ark. tt
genotipinin erkek tasiyicilarinin, TT genotipini tasiyanlara kiyasla daha diisiik disk
yogunlugu ve daha fazla sayida annular tear goziiktiigiinii bildirmistir (Videman ve ark.

1998a). Cheung ve ark. Cin 6rneginde t allel ve disk dejenerasyonu arasindaki iliskiyi



23

gostermistir. Ayrica, 40 yasin altindaki bireylerde 5 kat artig bildirdikleri i¢in dernegin
yas korelasyonunu gostermislerdir (Cheung ve ark. 2006).

Bu nedenle, VDR geninden bugiine kadar bildirilen deneklerin, farkli etnik
topluluklarda kopyalandiklart ve dogrulandiklar1 i¢in ¢ok saglam olduklar
disiiniilmektedir.

2.3.4 Yapisal Genler
2.3.4.1 Tip | Kollajen

COL1A1 ve COL1A2 genleri tarafindan kodlanan bir trimerik molekiil olan Tip
I kollajen, cilt baglarinda ve kemikte major bir proteindir: 6zellikle dis AF'de bulunur
(Pluijm ve ark. 2004). COL1Al'in promotor bolgesinin bir polimorfizmi, disk
dejenerasyonu ile iliskilendirilmistir (Pluijm ve ark. 2004; Tilkeridis ve ark. 2005a).
Hollandal1 yasli bireyler, T alleli i¢in homozigot olanlar, heterozigoz olanlara gore daha
yiiksek risk gostermistir (Pluijm ve ark. 2004). Bu birliktelik, calisma 6rnegi ¢ok kiiciik
olmasma ragmen, Yunan askerleri ile yapilan bir calismada da rapor edilmistir
(Tilkeridis ve ark. 2005b). Daha 6nce bu polimorfizmin osteoporoz ile iligkili oldugu ve
T allelinin gen diizenlemesi tizerinde yiilksek mRNA ve protein ekspresyonu saglayan
fonksiyonel bir etkiye sahip oldugu iddia edilmistir (Tilkeridis ve ark. 2005b). Bu
dengesizligin zayif bir kemik yapisi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Mann ve ark.
2001). Videman ve ark. iki COL1A1 varyantinin, disk dejenerasyonunun ilerlemesinde
Tip I kollajenin olas1 rolii hakkinda daha fazla kanit saglayan diskteki sinyal yogunlugu
kaybi ile iliskili oldugunu iddia etmistir (Videman ve ark. 2009).
2.3.4.2 Tip IX Kollajen

Tip IX kollajen, sirasiyla COL9A1, COL9A2 ve COL9A3 genleri tarafindan

kodlanan ti¢ farkli a zincirini (al, o 2 ve a 3) igeren trimerik bir molekiildiir. AF, NP ve
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CEP’te Tip IX kollajen bulunur ve Col9al'deki mutasyonlarin murin modellerinde IVD
dejenerasyonunu etkiledigi iddia edilmistir (Kimura ve ark. 1996). Mutant bir al
kollajenini asir1 eksprese eden transgenik fareler ve inaktive edilmis bir Col9al'e sahip
fareler, IVD dejenerasyonunu ve disk kontroliiniin insidansini, kontrollere gore yiiksek
oranlarda hizlandirmis oldugu diisiiniilmektedir (Kimura ve ark. 1996). Annunen ve ark.
Finlandiyali siyatik hastalar1 arasinda COL9A2'nin Trp2 alleli ile VD dejenerasyonu
arasinda bir iliskiyi iddia eden ilk kisi olmustur (Annunen ve ark. 1999). Bu bulgu, hem
destekleyici hem de destekleyici olmayan kanitlarla kapsamli bir sekilde caligilmistir
(Wrocklage ve ark. 2000; Kales ve ark. 2004; Jim ve ark. 2005; Seki ve ark. 2006;
Higashino ve ark. 2007). Benzer sekilde, Paassilta ve ark. bir Finlandiya siyatik hastasi
seti kullanilarak COL9A3'in bir baska Trp allelinin (Trp3) tamimlanmasi ile
sonuglanmistir (Paassilta ve ark. 2001). En az bir Trp3 alleli olan kisilerde hastalik riski
ti¢ kat artmistir. Bu bulgunun dogrulugu, Trp3'iin disk dejenerasyonuyla iligkili oldugu
baska bir calismada da desteklenmistir (Solovieva ve ark. 2006). Baska bir caligmada
ise dogrulanamamis: Japon veya Cin halklarinda ¢ogaltilmamistir (Jim ve ark. 2005;
Higashino ve ark. 2007). Ayrica Giiney Avrupa'daki bir ¢alismada, Trp3 allelinin
vakalardaki varlig1 istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (Kales ve ark. 2004).
2.3.4.3 Tip XI Kollajen

Tip XI kollajen al, a2 ve o3 zincirlerinden olusur (Videman ve ark. 2009).
Farkli Finlandiya ¢alismalarinda belirli SNP'lerin disk dejenerasyonuyla birkag iliskisi
bulunmustur; ancak bu bulgular diger topluluklarda ¢ogaltilmamistir (Noponen-Hietala
ve ark. 2003). Farkli bir intronik varyasyon ile artan disk hernisi iligkisinin oldugunu

iddia etmislerdir (Noponen-Hietala ve ark. 2003a; Solovieva ve ark. 2006). iki



25

COL11A1 ve ii¢ COL11A2 varyantinin MRI tanimli disk herniasyonu ve yogunlugu ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (Videman ve ark. 2009).
2.3.4.4 Asporin

Asporin, 16since zengin PG ailesinin kii¢iik bir tiyesidir (Song ve ark. 2008).
Asporin mRNA, diger dokularda oldugu gibi eklem kikirdaginda da ifade edilir
(Lorenzo ve ark. 2001). Asporin, amino terminalinde 11 ila 15 arasinda degisen ardisik
bir aspartik asit kalintis1 igerir (Lorenzo ve ark. 2001). Cinli ve Japon denekler arasinda,
14 aspartat tekrarli polimorfik allel, disk dejenerasyonu ile iligkilendirilmistir (Song ve
ark. 2008).
2.3.4.5 Kikirdak Ara Tabaka Proteini (CILP)

Ekzon 8' deki bir CILP polimorfizminin, Japon deneklerin semptomatik
dejenerasyonla baglantili ¢alismasinda IVD dejenerasyonu ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Seki ve ark. 2005). Fonksiyonel analiz, C allelinin risk alleli oldugunu
ve TGF-B'nin baglanma ve inhibisyonu ile sonuglandigina dair bagka kanitlar sunmugtur
(Seki ve ark. 2005). Bu bulgu, Japon judo sporcular1 arasinda da desteklenmis: C
allelini tasiyan erkek deneklerin daha fazla disk dejenerasyonu riski altinda oldugu iddia
edilmistir (Seki ve ark. 2005). Ilging bir sekilde, kadin sporcularda bdyle bir iliski
bulunamamistir (Min ve ark. 2009; Min ve ark. 2010).
2.3.4.6 Trombospondinler (THBS)

THBS, ECM ile ilgili ¢esitli fonksiyonlara sahip glikoproteinlerdir (Bornstein
1995). Disk dejenerasyonunun patogenezinde Onemli olan MMP2 ve MMP9
seviyelerinin diizenlenmesinde yardimci olduklart disiiniilmektedir (Bornstein 1995;
Bein ve 2000). Kollajene baglanma ve doku iiretimi sirasinda hiicre-hiicreye ve hiicre-

matris baglantilarina katilma egilimi gosterirler (Friedl ve ark. 2002).
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Hirose ve ark. Japon populasyonunda THBS2 gen varyanti ile disk herniasyonu

arasinda bir iliski oldugunu iddia etmistir (Hirose ve ark. 2008).

Tablo 0.2. IVD Dejenerasyonundaki Genetik Varyantlarin Ozeti

Gen Polimorfizm Populasyon | Referans
COL1A1 rs1800012 Hollanda Plujim ve ark. 2004
Yunanistan | Tilkeridis ve ark. 2005
rs2075555,rs1007086 Finlandiya | Videman ve ark. 2009
COL9A2 Trp2 allel Finlandiya | Annunen ve ark. 1999
Cin Jim ve ark. 2005
COL9A3 Trp3 allel Finlandiya | Paassilta ve ark. 2001
COL11 rs1800587 Finlandiya | Noponen ve ark. 2003
rs1337185/rs1463035/rs2072915 | Finlandiya | Videman ve ark. 2009
rs9277933/rs2076311
ACAN VNTR Japonya Kawaguchi ve ark. 1999
Kore Kim ve ark. 2001
Finlandiya | Solovieva ve ark. 2007
VNTR Tiirkiye Eser ve ark. 2011
rs1042631/rs1516797 Finlandiya | Videman ve ark. 2009
ASPN Cin/Japonya | Song ve ark. 2008
CILP rs2033711 Cin Seki ve ark. 2005
Japonya Minet ve ark. 2009/10
MMP1 rs1799750 Cin Song ve ark. 2008
MMP2 rs243865 Cin Dong ve ark. 2009
MMP3 Japonya Takahashi ve ark. 2001
Ingiltere | Valdes ve ark. 2005
Cin Yuan ve ark. 2010
TIMP C124T Ingiltere Valdes ve ark. 2005
IL1A rs1800587 Finlandiya | Virtanen ve ark. 2007
Finlandiya | Solovieva ve ark. 2004
Danimarka | Eskola ve ark. 2010
rs2071375 Finlandiya | Videman ve ark. 2009
IL1B rs1143634 Finlandiya | Solovieva ve ark. 2006
IL6 rs13006435 Finlandiya | Noponen ve ark. 2005
rs1800797/rs1800796/rs1800795 | Danimarka | Eskola ve ark. 2010
VDR rs2228570 Finlandiya | Videman ve ark. 1998
rs731236 Avustralya | Jones ve ark. 1998
Ingiltere Valdes ve ark. 2005
Cin Valdes ve ark. 2005
Tiirkiye Eser ve ark. 2010
PARK2 rs926849 Kuzey Williams ve ark. 2013

Avrupa
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2.4. Aggrecan Geni
2.4.1. Aggrecan Proteini

Aggrecan (ACAN), ECM' de bulunan ana yapisal proteoglikandir, ACAN' in ana
izoformu yaklasik 240-270 kD'dir (Vilim ve Fosang, 1993). Kikirdak fonksiyonunu,
kondroitin stilfat (CS) ve keratin siilfat alanlarim1 (KS) cevreleyen c¢ok sayida
glikozaminoglikan (GAG) ile belirler (Valhmu ve ark. 1995; Kiani ve ark. 2002).

Sekil 2.6’da goriildigi gibi HA (hyaluronik asit), ¢ozeltide uzun zincirli bir
biyopolimer olarak gorev yapan biiyiik bir glikozaminoglikandir (Peter ve John 2014).
HA, ACAN' 1n tutulmasinda link proteinleri ile stabilize edilmis agregalar olusturarak
kolaylagtirir. ACAN-HA kompleksi, hiicre yiizeyinde HA sentaz veya CD44'e bagli HA
ile tutulur (Sekil 2.7). GAG'lar, negatif yiikliidiir; bu sebeple, olusturulan yiiksek bir
ozmotik sisme basinci ve yliksek sabit yiik yogunlugu nedeniyle su molekiillerini lokal
alana tutan doku sivisindan pozitif yiikli sodyum iyonu ¢ekmektedir (Kiani ve ark.

2002; Roughley 2006; Johnson ve ark. 2014).

ACAN yeniden yayilmak i¢in ¢ok biiyliktiir; bu nedenle, basinca direngli bir jel
olusturur. Ek olarak, ACAN dengede olan ve sistemin gerilme dayanikliligini saglayan
kollajen ¢atisi ile sinirli sulu bir ortamda siser (Watanabe ve ark. 1998; Kiani ve ark.
2002). Basingli kuvvet uygulandiginda, su yer degistirir ve ACAN konsantrasyonu artar,
bu yiik ¢ikarildiginda denge geri kazanilir. (Watanabe ve ark. 1998; Kiani ve ark. 2002).

ACAN ekspresyonu evrimde iyi korunmustur: ksenopus, memeliler ve diger
hayvanlarda tarif edilmistir (Doege ve ark. 1991, Walcz ve ark. 1994, Li ve Schwartz,

1995, Doege ve ark. 2002).
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Sekil 2.6. Proteoglikan Agrega Yapisi (Peter ve John 2014)

Kondrosit, kikirdakta bulunan tek hiicre tipi olup, kikirdak fonksiyonunu veren
matrisin tiim gerekli elemanlarini tiretir (Heinegard 2009). Aggrecan hem bolgesel hem
de bolgeler arasinda en bol bulunan proteindir (Heinegard 2009). Sekil 2.7°de
goriildiigli gibi ozmotik dengeyi kikirdakta tutmak i¢in Aggrecan’lar CS ve KS
alanlarina baglanan GAG' lara (yesil renk) bagimhidir. Kollajen, Aggrecan’in hareketini
engelleyen kondrositin etrafin1 saran bir ag olusturur ve fibrillerin gerginligi, GAG'lerin

yarattig1 osmotik basinc1 dengeler (Heinegard 2009).
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Sekil 2.7. Kondrosit Ortami1 (Heinegard 2009)

2.4.2. Aggrecan Protein Yapisi

ACAN, olgun 270 kDa proteinlerini ve diger izoformlarin1 yapmak igin
translasyon sonrasi modifikasyonlara tabi tutulan bir 370 kDa ¢ekirdek protein onciisii
olarak sentezlenir (Watanabe ve ark. 1997). ACAN, 15926 kromozomu iizerinde
bulunur ve 77 ila 4224 bp arasinda degisen 19 ekzondan olusur (Watanabe ve ark.
1997). GAG baglanma bolgesinin ¢ogu ekzon 12 tarafindan kodlanmistir (Watanabe ve

ark. 1997).
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Sekil 2.8’de goriildigii gibi ACAN' 1n protein yapisinda ii¢ globiiler domain, bir
interglobiiler alan (IGD) ve iki GAG baglanma alan1,G2 ve G3 arasinda bulunan CS ve
KS, vardir (Morawski ve ark. 2012). Gl ve G2, iki N-terminal globiiler domain, disiilfid
bagli yapisal motifler gostermektedir. G1, link proteinine benzer ii¢ loop benzeri
subdomain-loop A, B ve B’ 'den olusur. B ve B’ dongiileri, hyaluronik asit baglama
aktivitesi icin kritik olan ve bu nedenle ECM aginin olusumunda 6nemli olan tandem
homolog bir tekrar olusturur (Morawski ve ark. 2012).

G2, HA baglama aktivitesinden yoksundur (Watanabe ve ark. 1997). Hem G1
hem de G2 yiiksek oranda korunmustur (Watanabe ve ark. 1997). IGD, matris
metaloproteinazlar (MMP'ler) ve Agrekanazlar dahil proteinazlarla boliinmeye karsi
hassastir (Watanabe ve ark. 1997). G2 alani, disiilfit bagli B ve B’ alanlarindan olusur
ancak HA ile etkilesime giremez (Watanabe ve ark. 1997). KS domeni, prolin ve serinin
6-kalint1 amino asit tekrarlarindan olusan GAG baglanmasina izin verir (Watanabe ve
ark. 1997). O, O-baglantili oligosakaritler veya KS =zincirleri ile degistirilebilir
(Watanabe ve ark. 1997). CS alani, amino asit kompozisyonlar1 ile farklilastirilmis iki
CSl ve CS2'ye boliinmiis KS alanini takip eder (Watanabe ve ark. 1997). CS1, iki glisin-
serin dizisinin 19 amino asit tekrarina sahiptir, insanlarda bu 13-33 tekrar arasinda
degisir; Bunun sebebi agik degildir (Watanabe ve ark. 1997).

CS, GAG'ler tizerindeki serin kalintilarina baglanir. CS2, CS zincirlerinin
rastgele dagilimina izin veren degisken miktarda amino aside sahiptir (Watanabe ve ark.
1997). Bununla birlikte, bu bolge Agrekanazlardan ayrilmaya yatkindir. CS alani en
bliylik alandir ve Aggrecan c¢ekirdek proteininin ortasinda bulunur (Melin Furst ve ark.
2013). CS1 ve CS2 olarak iki alt alana bolinmiistiir; Tek bir ekzon i¢in kodlanan CS

zincirleri, tekrarlayan disakaritler N-asetilgalaktozamin ve glukronik asit birimlerinden
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olusur, N-asetilgalaktozamin karbon 6 ve 4 siilfatlanma yerleridir. Son olarak, G3 alani,
hiicre i¢i degis-tokuslarda ve molekiillerin salgilanmasi i¢in esastir (Melin Furst ve ark.
2013). Ug yapisal motiften olusur: EGF benzeri, Lectin ve CRP benzeri. Lektin alani,
diger ECM proteinleriyle in vitro etkilesime girebilir. Lektin benzeri alanin, kompleman
yolunu aktive ettigi bulunmustur (Melin Furst ve ark. 2013). Proteoliz nedeniyle, G3
alan1 normalde olgun Aggrecan molekiiliinde pargalanir (Watanabe ve ark. 1997).
Hyaluronan, her yerde bulunan bir disakarit zincirleridir ve B ve B’lerin bolgelerindeki
ACAN' a kovalent olmayan bir sekilde baglanir ve Agregatlari olusturur (Watanabe ve
ark. 1997).

ACAN, ECM' ye monomerler olarak salgilandiktan ve ara bag proteini ile
matrilin-1’le hyaluronana baglandiktan sonra, kondrositin ECM' sinin farkli bolgeler
olusturmasini saglar (Heinegard 2009) ve bu da Sekil: 2.7°de goriildiigii gibi kollajen
fibrillerinin ACAN' i bir ag olusturdugu bolgede islevini zorlastirir (Heinegard 2009)
2.4.3. Aggrecan’in Islevi

Aggrecan, intervertebral disk ve kikirdakta basing yiiklerine dayanma yetenegi
saglar. Lokalize yiliksek Aggrecan konsantrasyonlari1 normal doku fonksiyonu icin
gerekli olan ozmotik Ozellikleri saglar (Urban ve ark. 2000) ve GAG'lar dokudaki
basing yiiklerini dnleyen sisme basincini iiretir. Bu islevsel yetenek, doku hiicre disi
matrisinde bulunan yiiksek bir GAG / Aggrecan konsantrasyonuna baghdir. Biiyiik
proteoglikan agregalariin olusumu, Aggrecan’in hiicre dist kikirdak matrisindeki
hareketini sinirlandirmak ve bu nedenle basing altinda bélgeden difiizyonu engellemek

icin gereklidir (Urban ve ark. 2000).
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Sekil 2.8. ACAN Proteini ve Gen Organizasyonu (Morawski ve ark. 2012)

Proteoglikanin biiylikliigli, intervertebral disk igerisinde tutulmada kritik bir
faktor gibi goriinmemektedir; burada, essiz fibrocartilagin organizasyonu, hyaluronan
etkilesiminden bagimsiz olarak Aggrecan’in proteolitik bozunma {iriinlerinin
birikmesine izin vermektedir (Walsh ve Lotz 2004). Eklem kikirdaginda bu tiir
bozunma iirlinleri sinovyal siviya kaybedilir. Aggrecan bozunumunun kapsami,
intervertebral disk ile kikirdak arasinda degisebilir, disk Aggrecan’: yetiskinlerde

genellikle daha kapsamli bir bozulmaya ugramistir (Walsh ve Lotz 2004).
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Hiicre dist matristeki Aggrecan/GAG igeriginde bir azalmaya neden olan
herhangi bir faktor, dokunun yiik altinda asir1 sikistirilmasina neden olabilir. Bu da
artmis proteinaz salgilanmasi ve daha sonra doku dejenerasyonu ile disk hiicreleri veya
kondrositler tarafindan olumsuz bir tepkiye neden olabilir (Walsh ve Lotz 2004).

2.4.4. ACAN Polimorfizmi ve Doku Dejenerasyonu

ACAN c¢ekirdek proteininin CS1 alani, 19 amino asidin ¢oklu tekrarlarindan
olusur (Doege ve ark. 1997). Her tekrar, iki CS zinciri i¢in potansiyel ek siteleri igerir
(Doege ve ark. 1997). ACAN, CS1 alanim sifreleyen ekson 12'nin bir boliimiinde
degisken sayida tandem tekrar (VNTR) polimorfizmine sahip oldugu tiirler arasinda
benzersizdir (Doege ve ark. 1997). Alleller, CS1 tekrar sayilart 13 ila 33 arasinda
degismektedir. En yaygin alleller 26, 27 veya 28 tekrara sahiptir (Doege ve ark. 1997).
ACAN genine ait alleller A13-26 kisa, A27 normal ve A28-33 uzun aleller olmak
lizere li¢ gruba ayrilmistir (Doege ve ark 1997). Daha uzun allellere sahip olan
bireylerin daha fazla sayida CS zincirini tasiyan Aggrecan liretme potansiyeline sahip
olduklart diigiiniilmektedir (Doege ve ark. 1997). CS ikamesi, en kisa ve en biiyiik
allellerinin triinleri arasinda Aggrecan g¢ekirdek proteini bagina yaklasik olarak 40 CS
zinciri ile degisir (Doege ve ark. 1997).

En kisa Aggrecan alleline sahip olan bireyler, Aggrecan molekiilleri {izerinde en
az sayida CS zincirine sahip olacaktir ve bu, Aggrecan fonksiyonunun bozulmasina
neden olabilir (Peter ve John 2014). Bu durum doku dejenerasyonuna karsi artan bir
duyarliliga yol agabilir. CS1 polimorfizminin sonuglar1 Aggrecan’in CS igeriginde,
¢ekirdek proteinin proteolitik isleminin kiimiilatif etkileri nedeniyle yetiskinlerde daha
belirgin olacaktir (Peter ve John 2014). Bu tiir islemlerin, metaloproteinazlarin,

ozellikle de Agrekanazlarin etkisine bagl oldugu ve CS2 bdlgesinin bir kisminin veya
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cogunun uzaklastirilmasiyla sonuglandigi diisiiniilmektedir. Bu durum, CS1 bolgesinin,
Aggrecan fonksiyonuna katkisini biiyiitiir ve eriskinlerde yagla birlikte artan doku
dejenerasyonuna katkida bulundugu diistiniilmektedir (Peter ve John 2014).

Sekil 2.9°da Aggrecan yapisindaki sentez ve bozunma nedeniyle meydana gelen
degisiklikler tasvir edilmistir (Peter ve John 2014). Sentezden kaynaklanan degisiklikler
kondroitin siilfat uzunlugunda bir artisa ve keratan siilfat uzunlugunda bir azalmaya
neden olur. Bozulmaya bagli degisiklikler, G3 bdlgesinin ¢ikarilmasi, GAG baglanma
bolgesi igindeki kesim ve G1 ile G2 bolgeleri arasindaki kesilme yoluyla, Aggrecan
¢ekirdek proteininin ugtan kesilmesine neden olur (Peter ve John 2014).

Bu sebeple, en kisa allel boyuna sahip bireylerin, yasa bagli erken yasta
intervertebral disk ve eklem kikirdak dejenerasyonu igin risk altinda olabilecegini
diisinmek mantiksiz degildir. Bununla birlikte, bdyle verilerin yorumlanmas: zordur,
Aggrecan CS1 polimorfizminin, intervertebral disk ve kikirdak dejenerasyonunun bir
gostergesi olarak kullanilmasiyla ilgili potansiyel de§er ve sinirlamalart goézden

gecirmek i¢in uygun bir zamandir.

sentez dearedasvon

'.
g

Sekil 2.9. Aggrecan Proteininin Yapisinda Yasa Bagli Olusan Dejeneratif Degisiklikler
(Peter ve John 2014)
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Aggrecan geninin IVD ile iligkisini arastirmak i¢in farkli populasyonlarda
caligmalar yapilmistir (Kawaguchi ve ark. 1999; Videman ve ark. 2001; Solovieva ve
ark. 2007).

Kawaguchi ve ark. MR'da ¢ok diizeyli disk dejenerasyonu olan Japon kadinlarda
bu polimorfizm ile disk dejenerasyonu arasindaki iliskiyi inceleyen ilk kisilerdir. Daha
az tekrara sahip olan alleller (18 veya 21), IVD dejenerasyonuna sahip olanlar arasinda
fazla miktarda temsil edilmistir (Kawaguchi ve ark. 1999). Bu bulguya, disk
dejenerasyonu olan bireylerde 21 tekrarli allellerin fazla temsil edildigini bildirdikleri
bir Kore arastirmasi destek olmustur (Kim ve ark. 2011). Videman ve ark. Aggrecan
gen polimorfizmlerinin  MRG'de spesifik dejeneratif fenotiplerle iliskilerini
bildirmiglerdir. Daha spesifik olarak varyant rs1042631, disk herniasyonu ve sinyal
yogunlugu kaybi1 ile iligkiliyken varyant rs1516797, disk daralmasi ile

iliskilendirilmistir (Videman ve ark. 2009).
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3. MATERYAL METOD

3.1 Calisma Gruplar

T.C. Saghk Bakanligt DPU Kiitahya Evliya Celebi Egitim ve Arastirma

Hastanesi, Beyin ve Sinir Cerrahi Servisine basvuran ve 1VDH tanis1 konan 150 hasta

grubu ile saghkli 110 birey c¢alisma grubunu olusturmustur. Hasta ve kontrol

grubundaki bireylerden ¢alismamiza dahil edildiklerine dair izinleri alinmistir. IVDH

hastalarinin ve kontrol grubundaki bireylerin ¢alismaya dahil edilip edilmeme kriterleri

Tablo 3.1'de verilmistir. Bu calisma igin, Hitit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik

Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan onay alinmistir. Calismanin tamami Gaziosmanpasa

Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvari'nda yapilmustir.

Tablo 3.1. Hastalarin ve Kontrol Grubundaki Kisilerin Arastirmaya Dahil Edilme ve
Edilmeme Kriterlerinin Gosterimi

Dahil Edilme
Kriterleri

Arastirmanin hasta grubu icin dahil etme 6lciitleri;
1.1VDH tanis1 konmus hastalar,

2.Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamis
olmasi,

3.18 yasindan biiyiik olmasi,

Arastirmanin kontrol grubu icin dahil etme
olgiitleri;

1.1IVDH tanis1 almamis olmak,

2.Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamis
olmasi,

3.18 yasindan biiyiik olmasi,

Dahil Edilmeme
Kriterleri

Arastirmanin hasta grubu i¢in dahil etmeme
olciitleri;

1.1IVDH tanis1 almamis olmak,

2.Yazil bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis
olmasi,

3.18 yasindan kii¢iik olmast,

Arastirmanin kontrol grubu icin dahil etmeme
olgiitleri;

1.Yazil1 bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis
olmasi,

2.18 yasindan kii¢iik IVDH tanis1 almis olmak
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3.2 Calismada Kullanilan Alet Ve Cihazlar
Tez ¢alismasinda kullanilan cihaz isimleri ve markalar1 Tablo 3.2’ de ayrintili
olarak gosterilmistir.

Tablo 3.2. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

CIHAZLAR MARKALAR

PZR 5 Prime Termal Cycler, SPRIMEG102
Bilgisayar Eperintelcore

Jel Goriintiileme Cihazi Transilluminator

Santrifiij Zentrifugen, D-78 532

Vorteks Velp Scientifica, F20220176)

Su Banyosu Niive BM 302

Hassas Terazi KERN,ABJ 220-4M

Manyetik Karigtirici VELP Scientifica,F20520162

pH Metre Thanna, 507702

Mikrodalga Firin Arcelik MD554

Elektroforez Tank1 Cleaver Scientifica, MHCHOICE
Elektroforez Gli¢ Kaynagi Consort, EV26

Buzdolabi Vestel, BZP-L3302W

Etiiv Memmert, Beschickung-Loading 100- 800
Otoklav HMC Hirayama, HV-25L

3.3. Metod

3.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Calisma grubundaki bireylerden EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) igeren
tiiplere aliman 5 ml kan Ornekleri, caligma yapilincaya kadar buzdolabinda +4°C'de
saklandi. Bu kanlardan 200 pl alinarak Thermo Scientific DNA izolasyon Kkiti ile hasta
ve kontrol gruplarinin DNA'lar1 elde edildi.

DNA izolasyonu icin Kullanilan Kimyasal Maddeler:

Genomic DNA Purification Kit, lot: 00208193)

Proteinaz K (Thermo Scientific, lot: 00200657)

RNaz (Thermo Scientific, lot: 1383185)

Lysis solution (Thermo scientific, 10t:00205333)
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Ethanol (96—100%) (Emsure, K45813683 431)
Wash buffer I (Thermo scientific, lot: 00203716)
Wash buffer Il (Thermo scientific, 10t:00203067)

Elution buffer (Thermo scientific, 10t:00200529)

DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Sarf Malzemeler:
Filtreli tiipler

Receiver tiipleri

Epphendorf tiipleri

Otomatik pipetler (10—100 ul ve 100—1000 pl)

Steril sar1 ve beyaz pipet uclari

1.5 ml'lik Eppendorf tiipleri

Steril eldiven

Rak

Etiket

DNA izolasyonunda Uygulanan Protokol:
EDTA' tiipler homojenize olabilmesi i¢in vortekslenilir.
1. EDTA' tiiplerden 200 pl kan eppendorf tiiplere aktarilir.
2. Uzerine 20 pl proteinaz K ile 20 pl RNaz her bir tiipe eklenir. Eppendorf
tiipler kisa bir sekilde vortekslenir.
3. 400 ul Lysis soliisyonu eklenerek 7-8 saniye vortekslenir. 55°C'de su
banyosunda 10 dakika inkiibe edilir.

4. Spin filtreler, Recevier tiiplerine yerlestirilir.
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5. Uzerine 200 ul Ethanol (% 96-% 100) eklenir, 7-8 saniye vortekslenir ve
filtreli tiiplere aktarilir.

6. 11.000 rpm'de 1 dakika boyunca filtreli tiipler santrifiije edilir. Filtreler,
Recevier tiiplerinden ¢ikarilir. Filtreler tekrar Recevier tiiplerine
yerlestirilir.

7. Filtrelerin iizerine 500 pul Wash Buffer I eklenir ve 11.000 rpm'de 1
dakika santrifiije edilir. Tekrar filtreler, Recevier tiiplerinden c¢ikarilir.
Filtreler tekrar Recevier tiiplerine yerlestirilir.

8. Filtrelerin tlizerine 500 pl Wash Buffer II eklenir ve 13.000 rpm'de 3
dakika boyunca filtreli tiipler santrifiije edilir ve Recevier tiipleri
bosaltilarak filtreler Epphendorf tiiplerine alinir.

9. Elution Buffer her 6rnek i¢in 200 pl olmak iizere filtrelerin iizerine
birakilir. 13.000 rpm'de 1 dakika santrifiije edilir.

10. Eppendorf tiiplerine hasta ve kontrol grubu numaralar1 yazilarak DNA
1zolasyon agamast bitirilir.

11. PZR islemi yapilana kadar buzdolabinda -20°'de saklanir.

3.3.2. Genomik DNA’min Kalitatif Tayini

1,2 g agaroz, 60 ml 1xTBE icerisinde mikrodalgada kaynatilarak ¢oziindiiriildi,
60°C'ye kadar sogutulduktan sonra 1,8 pl etidyum bromiir (10mg/ml) eklendi. Sivi
haldeki jel, taraklar yerlestirilmis olan agaroz jel elektroforez kabina dokiilerek
donmaya birakildi. 1-2 ul DNA, toplam hacim 4 pl olacak sekilde 10xyiikleme tamponu

ile karistirlarak jele yiiklendi. Ornekler 1xTBE tamponu igerisinde, 125 voltta (v)
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25 dakika yiiriitiildiikten sonra jel, UV altinda incelendi ve genomik DNA'in kalitesi
analiz edildi.
3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Amplifikasyonu
3.3.1. Aggrecan Gen Polimorfizminde Uygulanan PZR Protokolii

Calismamizda Aggrecan geninin 12. ekzonunda yer alan hedef CS1 kodlama
domaini VNTR polimorfizmini arastirmak i¢in Kawaguchi ve arkadaslarinin (1999)
kullandigi primer giftleri tercih edilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. ACAN Geni VNTR Polimorfizminin Analizinde Kullanilan Primerler ve
Hedef Gen Uzunluklarinin Gosterimi

Gen Spesifik Primerler

ACAN (forward) | 5’-TAGAGGGCTCTGCCTCTGGAGTTG -3’
ACAN (reverse) | 5’-AGGTCCCCTACCGCAGAGGTAGAA-3

PZR i¢in DNA replikasyonu sirasinda gerekli olan temel bilesenler kullanilmaktadir

(Tablo 3.4).

Tablo 3.4. ACAN Gen Bélgesi I¢in Kullanilan PZR Karisiminim Gosterimi

PZR Bilesenleri pl/Tiip (Tek orneklik)
Steril bidistile Su 18
10xTampon(Buffer)(GeneAll,CatNo: 501-310) 2,5

MgCl> (25mM) (Thermo Scientific; Lot: 00134257) | 0,4

dNTP (100 mM, Thermo, Lot: 00119169) 0,3

Forward primer (10p/mol) 0,8

Revers primer (10p/mol) 0,8

Tag DNA polimeraz (GeneAll Lot:501-020) 0,2

Hedef DNA 2

Toplam 25

Thermal Cycler (Techne, TC 4000, TC 412) PZR cihazi, kullanilarak Tablo 3.5°de

gosterilen PZR programi uygulanmaistir.



Tablo 3.5. ACAN Gen Bélgesi I¢in Kullanilan PZR Programinin Gosterimi
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Sicaklik (°C) Zaman (sn) Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 94°C 4dk
Denatiirasyon 94°C 30
Baglanma 66°C 30 32
Uzama 72°C 30
Final Uzama 72 °C 5dk

3.3.2. PZR Uriinlerinin Elektroforezde Degerlendirilmesi

3.3.2.1. Elektroforezde Kullanilan Soliisyonlar

EDTA Soliisyonu (Amresco; Lot: 3228B038) (0,5 M) Hazirlamisi: 18,16 gr
Na,EDTAx2H20 80 ml distile su igerisinde manyetik karistirict ile karigtirildu.
Coziilmenin olusabilmesi i¢in 2,0 gr NaOH (Riedel-de Haen, Lot:70440) karisma
eklendi (pH: 8,0 olacak). pH ayarlamas1 HCI ile yapildi ve 100ml'ye tamamlandi (distile
su ile). pH metre (IHANNA, 507702) ile pH 8'e ayarlandiktan sonra hazirlanan EDTA

sollisyonu, otoklavlanip (121°C 20 dk) oda sicakliginda saklandi.

5xTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu: 54 gr Trisma Base (Sigma; Lot:SLBF2582V),
27,5 gr Borik Asit (Carlo Erba; Lot: 0L057180L) ve 20 ml EDTA 500 ml distile su
icerisinde manyetik karigtirici ile karigtirlldi. Homojen olunca 1 litreye distile su ile

tamamlanarak ¢oziildii. Cozelti oda 1s1sinda saklandi.

Etidyum Bromid (EtBr) Soliisyonu (Serva, 090107) (10mg/ml): 0,1 gr EtBr 10 ml
distile su igerisinde bir gece boyunca manyetik karistiricida karistirildi. Kullanilacak

tiipler aliiminyum folyo ile kaplandi. Hazirlanan soliisyon +4°C'de saklanda.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu: 5x100 ml TBE tamponu 400 ml distile su ile

seyreltilerek 1xTBE hazirlandi.
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3.3.2.2. %2'lik Agaroz Jel Hazirlanmast (100ml)

PZR iirtinlerinin yliklenecegi kutucuklarin olusmasi icin elektroforez tankina
konan jel kasetinin taraklari takilir. 2 gr agaroz (Prona, Lot: 134527PR) hassas terazide
tartilip, 100 ml 1XTBE erlenmayer icerisine eklenir ve karistirilir. Mikrodalga firinda 2
dakika 1sitilarak ¢oziinmesi saglanir. Cozelti sicakligi yaklasik 60-70°C'de olacak
sekilde sogumaya birakilir. 3 pl EtBr (10mg/ml) soguyan ¢ozeltiye eklenir, hizli bir
sekilde iyice karigtirilir. EtBr; jel goriintiileme cihazinda, UV 1511 altinda agaroz jeldeki
cift zincirli DNA'nin bazlar arasina girerek PZR iiriinlerinin gériinmesini saglar. Hazir
halde bekletilen jel kasetinin igerisine jel ¢ozeltisi dokiilerek donmasi i¢in yaklasik 25
dakika beklenilir. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartilir. Hazirlanan %2'lik agaroz jel,
kaset icerisinde elektroforez tankina yerlestirilir.
3.3.2.3. PZR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

Elektroforez tankinin igerisine, elektroforez giic kaynagi o6zelliginden
yararlanmak i¢in jel icerisinde DNA'nin (-) kutuptan (+) kutba dogru go¢ etmesini
saglayan ve elektriksel ortam i¢in gerekli olan 1xXTBE ¢ozeltisinden konulur.

ACAN PZR iirlinlerinden ayr1 ayr1 5 pl alinir. PZR {iriinlerini jelde takip etmek
i¢in yaklasik 1 pl (6%) jel yiikkleme tamponu (Loading Dye) (Lot: 00216922) ile pipetaj
yapilir. PZR iiriinleri eletroforez tank icerisindeki jel kutucuklarina yiiklenir. Jeldeki
orta kuyucuga iriinlin bant boyutunu belirleyebilmek i¢in, uzunlugu bilinen kontrol
(marker) yiiklenir. PZR iirtinleri 125 volt'ta 25 dakika yiiriitiliir. Yiiriitme isleminden

sonra jel, jel goriintiileme cihazinda UV 15181 altinda goriiniir hale getirilir.
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3.4. istatistiksel Yontemler

Veriler IBM SPSS Iistatistik Paket Program Versiyon 20.0 ve Openepi 3.01
(www.openepi.com) yazilim programlarina aktarilarak degerlendirildi. Ortalama
degerler "aritmetik ortalama+standart sapma” olarak verildi. ACAN gen polimorfizmi ile
klinik ve demografik 6zellikler arasindaki anlamlilik ve farklar Ki-kare, Fisher exact
veya varyans analizi (ANOVA testleri) yapilarak belirlendi. Risk faktorlerinin
belirlenmesi i¢in Olasiliklar Oran1 (OR) ve %95 Giiven Araligi (CI) kullanildi. Biitiin p
degerleri iki ugluydu ve p<0.05 olmas1 durumu istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Belirlenen genotip sikliklarinda, Hardy-Weinberg dengesinden yararlanarak hastalarda
sapma olup olmadigi; kontrollerde ise uyumlu olup olmadigi Ki-kare (%) testi ile

belirlendi.
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4. BULGULAR

Calisma gruplar, DPU Kiitahya Evliya Celebi Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Beyin ve Sinir Cerrahi Servisine basvuran IVD hastalarindan ve hasta olmayan kontrol
grubundan olusturuldu. Calismamiz ACAN gen polimorfizminin disk hernili hastalara
etkisini belirlemek igin yas ortalamasi 51,46+£16,35 olan 150 IVD hastas1 ile yas
ortalamasi1 48,29+11,89 olan 110 saglikli kontrol grubu olmak {izere toplamda 260 birey
tizerinden yiiriitiildii. (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hasta Ve Kontrol Grubunun Cinsiyet, Yas Ortalamalarina Ait Istatistiksel
Bulgulari Goésterimi

Deneygrubu
Hasta Kontrol p
(n=150) | (n=110) | '°@
Yas 48,29+11,|50,12+14,|0,08
51,46£16,35 89 92 6
Cinsiyet kadin 83(55,3) | 63(57,3) |146(56,2)|0,75
erkek 67(44,7) | 47(42,7) |114(43,8)| 6

IVD hastalar1 ve kontrol grubunun cinsiyet ve yas ortalamalar1 birbiri ile uyumlu
idi. Bu c¢alismada; ACAN gen VNTR polimorfizmlerinin analizi PZR yodntemiyle
gergeklestirildi.
4.1. DNA'min Kalitatif Tayini

Genomik DNA'lar %2'lik agaroz jel elektroforezinde her bir bolge i¢in analiz
edildi. Genomik DNA'lara ait bantlar ultraviyole (UV) 151k altinda gézlendi.
4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Analizleri

ACAN geni VNTR polimorfizmi, Tablo 3.4°te gosterilen PZR karisimi ve Tablo
3.5’te belirtilen PZR programina gore ¢ogaltilarak %?2'lik agaroz jel elektroforezinde

incelendi.
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Sekil 4.1°de goriildiigii gibi, UV’ de belirlenen bant boylarina gore PZR iirilinleri

degerlendirildi.

2000 bp

1000 bp

Sekil 4.1. ACAN geni PZR firiinlerinin %2'lik Agaroz Jeldeki Goriiniimleri

(1.s1ra 200 bp DNA Marker, 2.sira A21/A26, 3.s1ira A23/A26, 4.sira A24/A27,

5.sira A26, 6.sira A27/A29)

Calismamizda ACAN geninin 12. ekzonundaki VNTR polimorfizminde 11 allel
acisindan degerlendirme yapildi. Hasta grubunda uzun allellerden A31’e rastlanilmadi.
En sik rastlanan allel A27 olup, A26 (p=0,013), A27 (p = 0.001), A29 (p=0,001), A30

(p=0,001) hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark rastlanistir (p <0,05)

(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Gruba Gore Genotip Dagilim1

Allel Hasta Kontrol p
(n=300) (n=220)

A21 (1231 bp) 6(2) 1(0,45) 0,130
A22 (1288 bp) 4(1,33) 4(1,82) 0,657
A23 (1345 bp) 9(3) 5(2,27) 0,613
A24 (1402 bp) 16(5,33) 9(4,09) 0,513
A25 (1459 bp) 56(18,67) 41(18,64) 0,993
A26 (1516 bp) 34(11,33) 42(19,09) 0,013
A27 (1573 bp) 147(49) 76(34,55) 0,001
A28 (1630 bp) 22(7,33) 18(8,18) 0,719
A29 (1687 bp) 5(1,67) 16(7,27) 0,001
A30 (1744 bp) 1(0,33) 7(3,18) 0,001
A31 (1801 bp) 0(0) 1(0,45) 0,242

Ki-kare testi kullanild:.

60

50

40

30 m HASTA

m KONTROL

20

10

A21  A22  A23 A24  A25 A26 A27 A28 A29 A30 A3l

Sekil 4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarin Allel Frekanslarinin Karsilastirilmasi
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ACAN geninin 12. ekzonundaki VNTR polimorfizmin cinsiyete gore genotip

dagiliminda A26 allelinde anlamli bir fark ¢ikmistir (p < 0,05).

Tablo 4.3. Cinsiyete Gore Genotip Dagilimi

Allel Kadin Erkek p
(n=146) (n=114)

A21 3(1,03) 4(1,75) 0,475
A22 5(1,71) 3(1,32) 0,715
A23 7(2,4) 7(3,07) 0,638
A24 12(4,11) 13(5,7) 0,399
A25 61(20,89) 36(15,79) 0,138
A26 34(11,64) 42(18,42) 0,030
A27 127(43,49) 96(42,11) 0,751
A28 23(7,88) 17(7,46) 0,858
A29 14(4,79) 7(3,07) 0,321
A30 5(1,71) 3(1,32) 0,715
A3l 1(0,34) 0(0) 0,377

Ki-kare testi kullanild:.
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ACAN geninin 12. Ekzonundaki VNTR polimorfizminin hastalarin yasadigi yere gore

incelenmesinde A27,A23, A21 allellerinde anlamli bir fark bulunmustur (p < 0,05).

Tablo 4.4. Yasadig1 Yer Gore Genotip Dagilimi

Allel Koy Ilce Il merkezi P
(n=70) (n=210) (n=20)

A21 1(1,43) 3(1,43) 2(10) 0,030
A22 2(2,86) 2(0,95) 0(0) 0,419
A23 2(2,86) 4(1,9) 3(15) 0,005
A24 6(8,57) 9(4,29) 1(5) 0,384
A25 15(21,43) 34(16,19) 7(35) 0,095
A26 11(15,71) 21(10) 2(10) 0,418
A27 27(38,57) 117(55,71) 3(15) <0,001
A28 6(8,57) 14(6,67) 2(10) 0,777
A29 0(0) 5(2,38) 0(0) 0,336
A30 0(0) 1(0,48) 0(0) 0,807
A31 0(0) 0(0) 0(0) -
Ki-kare testi kullanild:.
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5. TARTISMA

Intervertebral Disk Dejenerasyonu (IVDD), Low Back Pain’e (Kronik bel agris1)
neden olan 6nemli bir patolojik siirectir ve servikal ile lomber disk herniasyonunun 6n
sartidir (Rannou ve ark. 2004). IVDD, “normal” yaslanma degisikliklerine dayatilan,
basta mekanik hareket ve travma olmak iizere gevresel faktorlerin birikimine baghdir
(Chan ve ark. 2006). Bununla birlikte, aileler ve ikizler tizerindeki epidemiyolojik
caligmalar, kalittmin IVDD' nin ana belirleyicisi olabilecegini gostermistir (Battie ve
ark. 1995;Matsui ve ark. 1998;Sambrook ve ark. 1999). Son g¢alismalar, gesitli gen
polimorfizmlerinin VDD riskleri ile iliskili oldugunu géstermistir (Kalb ve ark. 2012).

Aggrecan, intervertebral disk ve eklem kikirdaginin fonksiyonel olarak dnemli
bir bileseni olan biiyiik bir agrega proteoglikanidir. insan Aggrecan genlerinin (ACAN)
CS1 domaini igerisinde degisken sayida tandem tekrar (VNTR) polimorfizmi
sergiledikleri bilinmektedir (Doege ve ark. 1997). Aggrecan gen iiriinii igin CDNA
sekansi 7137 baz ciftidir ve gen, 15925 —026.2'ye lokalize edilir (Just ve ark. 1993).
Aggrekan, amino terminalindeki iki kiiresel domainden (Gl ve G2), keratan siilfat (KS)
bolgesi, kondroitin siilfat (CS) domeni ve G3 domaininden olusur. Doege ve ark.
(1997), CS domaininde 13 farkli allel tanimlamis ve bu polimorfizmin Aggrekan
¢ekirdek proteininin uzunlugundaki farki {rettigini goézlemlemistir. ACAN VNTR
polimorfizmi ile VDD riski arasindaki iliski yeni bir¢ok ¢alismada incelenmistir.
Kawaguchi ve ark. (1999) ilk olarak, ACAN’in daha kisa VNTP uzunluguna sahip
bireylerinin VDD riski olusturdugunu bildirmistir. ACAN gen polimorfizmleri ile
intervertebral disk dejenerasyonu arasinda korelasyon gosteren ilk ¢alismadir. Ortalama

yaslar1 21.3 olan 64 gen¢ kadin (32 hasta, 32 kontrol) incelenmis; en yaygin allel A27
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bulunmustur. Al18 veya A21 tekrarli alleller (kisa) siddetli veya ¢oklu disk
dejenerasyonu olan kisilerde daha yaygin bulunmustur. Bu verilere dayanarak,
arastirmacilar kisa tekrarlayan allellere sahip bireylerin kisa kondroitin siilfat-1 (CS1)
alanlarina sahip olduklar1 ve dolayisiyla erken disk dejenerasyonu gelisme riskinin daha
yiiksek oldugu sonucuna varmislardir (Kawaguchi ve ark. 1999). Ayrica Solovieva ve
ark. (2007), Cong ve ark. (2010), Mashayekhi ve ark. (2010) tarafindan yapilan
calismalarla bu fikir desteklenmistir. Bununla birlikte, Roughley ve ark. (2006),
Noponen-Hietala ve ark. (2003) tarafindan yapilan c¢alismalar boyle bir iligki
gostermemistir.

Disk dejenerasyonu, disk herniasyonu riski olusturabilir (Wiesel ve ark. 1996).
Disk herniasyonu mekanizmas1 karmasiktir, Dejenere diskte molekiiler bir bozulmanin
meydana geldigi tahmin edilmektedir (Wiesel ve ark. 1996). Bu durum, diskteki suyun
depolanmasindan kaynaklanan ozmotik basinci artirabilir; 6zellikle anulusta onceden
mevcut dejeneratif yirtik varsa, diskin yirtilmasina yol agan intradiskal basingta artis
meydana gelebilir (Wiesel ve ark. 1996). Ayrica, disk herniasyon gelisiminin, asiri
fiziksel yiik (Kelsey ve ark. 1984) ve motorlu tasit kullanimindan (Pope ve ark. 1992)
kaynaklanan mesleki faktorlerle iliskili oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle, disk
herniasyonunun baslamasi ¢esitli ¢cevresel risklere ihtiya¢ duyabilir.

Aggrecan disinda diger aday genler servikal ve lomber disk hastaliginin
gelismesine neden olabilir. Kollajen, intervertebral diskteki ana yapisal proteinlerden
biridir. Kollajen ¢at1 yapist diskin yapisal biitiinliigiinii ve mekanik dayanimini belirler.
Intervertebral diskte yedi tip kollajen oldugu iyi bilinmektedir: Tip I, 11, 1lI, V, VI, IX
ve X1 (Beard ve ark. 1981). Ayrica, hizlandirilmis intervertebral disk dejenerasyonu,

mutant al (1X) kollajenini eksprese eden transgenik farelerde bulunmus; Tip IX kollajen
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mutasyonlarinin omurgada dejeneratif hastaliga neden olabilecegini diisiindiirmiistiir
(Kimura ve ark. 1996).

Calismamiz ACAN gen polimorfizminin CDH ve LDH hastaligina etkisini
belirlemek i¢in yas ortalamast 51,46+16,35 olan 150 hasta ile yas ortalamasi
48,29+11,89 olan 110 kontrol grubu olmak iizere toplamda 260 birey iizerinden
yiiriitiildii. ACAN gen polimorfizmi ile disk herniasyon hastalarinda anlamli bir fark
bulunmustur. ACAN gen polimorfizm bdlgesinde (VNTR) 11 farkli allel tanimlamas,
tekrarlart A21-A31 arasinda degismistir. Hem hasta olan hem de kontrol grubundaki
katilimcilar arasinda en yaygin allel A27 olmustur. Cinsiyete gore karsilastirildiginda
A26 allelinde anlamli bir fark bulunmustur (p < 0,05). Denekler yasadigi yere gore
incelendiginde A27 alleli, hasta/kontrol grubunda ise A27, A26, A29, A30 allelleri
arasinda anlamli bir fark gozlemlenmistir. Ancak polimorfizm calismalarinin farklh
wklar ve etnik gruplar arasinda degiskenlik gostermesi nedeniyle elde ettigimiz
bulgularin farkli ¢aligmalarla desteklenmesine gereksinim duyulmaktadir.

Casa ve ark. (2016), ACAN gen polimorfizm bélgesinde (VNTR) 13 farkl allel
tanimlamus, tekrarlar1 17 ila 31 arasinda degismistir; istisna allel A21 olup, hem LDH
olan katilimcilar arasinda hem de kontrol grubundaki en yaygimn alleller sirasiyla,
A28 ,A27,A29 olmustur. Bununla birlikte, arastirilan Brezilya popiilasyondaki allel
A28'in siklig1, Kore (Kim ve ark. 2011), Cin (Cong ve ark. 2010; Cong ve ark. 2014),
Tiirkiye (Eser ve ark. 2010) ve Iran (Mashayekhi ve ark. 2010) popiildsyonlarikinden
daha yiiksek c¢ikmistir. Genetik degiskenligi etkileyen faktorlerden biri, bu
popiilasyonlar arasindaki etnik fark olabilir.

Bizim ¢alismamizin bulgular1 Eser ve ark. (2011) benzerdir. Eser ve ark. (2011)

LDH olan ve olmayan 100 kisiyi arastirmistir. En yaygin alleller A28, A27 ve A29'dur.
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Kim ve ark. (2011), 89'u disk herniasyonu olan 104 Koreli denek (66 erkek ve 38 kadin)
arastirmistir. En yaygin alleler sirasiyla A27, A26 ve A28 bulunmustur.

Eser ve ark. (2010), Mashayekhi ve ark. (2010) da ¢alismamiza benzer sonuglar
bulmustur. Eser ve ark. (2010) yaptig1 calisma, Tiirk popiilasyonundaki 20-30 yaslar
arasindaki 300 geng kisiyi esit sayida, bir hasta grubuna (disk dejenerasyonu ve/veya
LDH'li) ve kontrol grubuna ayirmustir. Arastirmacilar gruplarda A14-A33 allelerinde
prevalanst daha yiiksek olan sirayla A27, A28 ve A26 allellerini belirlemislerdir.
Mashayekhi ve ark. (2010), iran popiilasyonundan lomber disk dejenerasyonu olan 71
hasta ve 108 kontrol calismistir. En sik goriilen alleller A27 ve A28 olup ve Al18 -A29
tekrar arasinda degisen alleller tespit etmistir.

Roughley ve ark. (2002, 2006), ACAN", CS1 alanim1 kodlamaktan sorumlu
ekson 12°de VNTR polimorfizmi bulunduran bir gen olarak tanimlanmigtir. Bu alan 19
amino asidin ¢oklu tekrarlarindan olusur ve her tekrar kondroitin siilfat (CS)
zincirlerinin baglanmasi igin potansiyel bir yer igerir. Kisa allelli bireyler, daha az
tekrarla, Aggrecan molekiillerinde en az CS zincirine sahiptir ve Aggrecan
fonksiyonunun bozulmasina neden olur. Bu polimorfizmin sonucu, Aggrecan ¢ekirdek
proteininin proteolitik isleminin kiimiilatif etkileri nedeniyle yetiskinlerde daha
belirgindir. Bu islem metaloproteinazlarin, 06zellikle agrekanazlarin, etkisiyle
gergeklesir, bu da CS zincirlerinin de baglandigi CS2 alan bolgesinin bir kisminin veya
cogunun ¢ikarilmasiyla sonug¢lanir. Boylelikle yasla birlikte doku dejenerasyonuna
neden olur (Roughley ve ark. 2006).

Cong ve ark. (2014) ACAN gen VNTR bolgesindeki polimorfizmler ve obezite
arasindaki etkilesimi arastirmis ve calisilan bireylerin LDH' ye duyarlilik gosterdigini

bulmustur. 259 Cinli erkegi arastirmiglar (61 hasta ve 198 kontrol) polimorfizmin
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sikligin1 bulmuslardir. Bulgular A25 veya daha az tekrarl allellerin LDH i¢in artan risk
ile iliskili oldugunu goéstermistir. Arastirma ayrica, obezite ve LDH arasinda bir
etkilesim 6nermistir.

Roughley ve ark. (2006) , Xu ve ark. (2012) kisa tekrarli allellerin baskinligi ile
disk dejenerasyonu arasindaki iligskiyi; Mashayekhi ve ark. (2010), Kim ve ark. (2011),
Eser ve ark. (2010, 2011) ve Cong ve ark. (2010, 2014) kisa tekrarlayan allellerin
baskinligi ile LDH arasindaki iliskiyi arastirmiglardir.

Solovieva ve ark. (2007), Finlandiya populasyonunda VNTR polimorfizmleri ve
disk dejenerasyonu arasindaki iligkiyi dogrulamak i¢in ¢aligma yapmustir; uzun allelleri
olan bireylerin intervertebral disk dejenerasyonuna daha az egilimli oldugunu
bulmustur.

Kisa allelleri olan bireyler, daha az tekrar ile Aggrecan iiretir bunun sonucunda,
intervertebral diskteki proteoglikana bagli kondroitin siilfat zincirleri daha azdir. Bu

durum, engellenmis hidrasyona ve LDH'ye duyarliligin artmasina neden olur.
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada multifaktoriyel bir hastalik olan dejeneratif disk hernisi ile
Aggrecan geni VNTR polimorfizmlerinin iligkisi arastirilmistir. Genlerin bagimsiz bir
etkiye sahip olabilecegi ancak g¢evresel etkilesimlere de duyarli oldugu gbéz Oniine
alindiginda, ailede IVDH genetik yatkinligi olan kisilerde, hastaligin ortaya ¢ikmasini
onlemek icin risk faktorleri konusunda daha etkili rehberlik edilmelidir. Calismamizin
sonuclar1 koruyucu onlemleri formiile ederken saglik ¢alisanlarina yardimci olabilir.

Calisma sonuglarimiz, disk dejenerasyonu ve herniasyonun Aggrecan geni
VNTR polimorfizmleri ile iligkili oldugunu gostermistir. Disk herniasyon tipleri ile
Aggrecan genine ait allel gruplarinin karsilastirilmast sonucu; hasta ve kontrol gruplari
arasinda anlaml bir iligki tespit edilmistir. Calismamizda yer alan hasta sayisinin azligi
nedeniyle, disk herniasyonu patofizyolojisine gen polimorfizmlerinin katkisinin
belirlenmesi i¢in fonksiyonel ¢aligmalar ile birlikte Tiirk toplumunda daha genis hasta-

kontrol ¢aligsmalar1 yapilmalidir.
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