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OZET

Gilintimiizde disk dejenerasyonu patogenezinde rol alan anabolik ve
katabolik faktdrler modern teknolojik incelemeler sayesinde tanimlanmaktadir. Bu
calisma Tip II diabetin lomber disk yapisindaki kollajen Tip IX’un
immiinhistokimyasal boyanma 6zelliklerinin karsilastirilmasi iizerine yapilan bir
ilk ¢alismadir. Diabet siiresi uzadik¢a disk dokusunun beslenmesi ve fonksiyonel
devamliliginin saglanmasi1 zordur. Mikro ve makroanjiyopatik komplikasyonlar
sonucunda disk ve diger dokularin beslenmesi bozulur. Biriken toksik oksijen
radikalleri ve laktat, kondrosit ve fibroblast benzeri hiicrelerin rejenerasyon
kabiliyetlerinin bozulmasina yol agar. Diabetik diskteki glikasyon son iiriinlerinin
kollajenlere enzimatik olmayan yollarla baglanmalari sonucunda, mekanik
ozellikler bozulmustur. Ayrica biiyiik cogunlugu obez olan bu hastalardaki lomber
kompresif yiiklerin fazlalig1 dejeneratif diger bir durumdur.

Calismaya 30 diabetik ve diabetik olmayan toplam 60 hastanin diskektomi
materyali dahil edildi. Bu materyaller patoloji laboratuvarimizda parafin bloklar
haline getirildi. Kesitler 4 pm kalinliginda alindi. Rabbit polyclonal anti-human
kollajen Tip IX immiinhistokimyasal boya ile Ventana cihazinda boyandi.
Preparatlarin kollajen Tip IX boyanma siddeti, boyanma orani, immiinreaktivite
boyanma toplam skorlar1 tespit edildi. Disk dejenerasyonuyla iliskili diabetik
diskektomi materyallerindeki kollajen Tip IX’un immiinhistokimyasal boyanma
ozellikleri diabetik olmayan gruptan daha distiktii (p=0,001%<0,01).

Diabetik hastalarm HbAlc diizeyleri, diabet siiresi, yas ve operasyon
seviyeleri ile boyanma toplam skoru arasindaki istatistiksel korelasyonlar
incelendi. Diabet siiresi ile boyanma toplam skorundaki diisiik sonucun regresyon
testi anlamlhiydr (3=0,016, t=2,610, p=0,015*<0,05; F=3,688, p=0,017*<0,05;
R?=0,270). Bu diisiik sonug¢ HbA ¢ diizeyiylede iliskiliydi.

Sonug olarak, diabet diskin direncine dnemli katkis1 olan Tip IX kollajen
miktarim degistirerek disk hernisi olusumunu kolaylastirict bir faktordiir. Diabetik
hastalarin Tip IX kollajen miktar1 diabetik olmayan gruptan daha diisiiktii.
Sonuglarimiz baska ¢aligsmalarla da desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: Lomber disk hernisi, Disk dejenerasyonu, Diabetes Mellitus,

Immiinhistokimya, Kollajen Tip IX.
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ABSTRACT
COMPARISON OF THE TYPE IX COLLAGEN LEVELS IN THE CASES
WITH DIABETIC AND NON-DIABETIC LOMBER DISC HERNIATION

Today, anabolic and catabolic factors involved in pathogenesis of the disc
degeneration are described by modern technological investigations. This study is
the first study on the comparison of the charecteristic immunohistochemical
staining of type IX collagen which is in the structure of lumbar disc related to type
II diabetes. Longer duration of diabetes, ensuring nutritional and functional
sustainability of disc tissue is difficult. As result of micro- and macro-angiopathic
complications, the nutrition of the disc and other tissues are impaired.
Accumulated toxic oxygen radicals and lactate cause the impairment of
regeneration ability of chondrocytes and fibroblast-like cells. As a result of the
binding of advanced glycation end products in diabetic discs to collagens with
non-enzymatic ways, the mechanical properties deteriorated. In additon, excess
lumbar compressive loads in these patients who are mainly obese is another
degenerative condition.

Discectomy materials from 30 diabetic and non-diabetic total 60 patients
were included in our study. These materials have been prepared as paraffin
blocks. Sections were obtained with thickness of 4 um from these blocks and
stained with polyclonal rabbit anti-human collagen type 1X immunohistochemical
dye in Ventana instrument. The intensity of collagen type IX staining, immune
reactivity staining ratio, total staining score were found. These materials were
immunohistochemically stained with Rabbit polyclonal antihuman collagen type
IX dye in Ventana instrument. Collagen type IX in the diabetic discectomy
materials associated to disc degeneration in diabetic group were found lower than
in non-diabetic group (p=0,001**< 0,01%%*).

The statistical correlations between the total score of the staining and the
level of HbAlc, diabetes duration, age and operation levels were analyzed. The
regression test was statistically significant in diabetes duration and the low result
in the total score of the staining (B=-0,016, t=2,610, p=0,015%<0,05; F=3,688,
p=0,017*<0,05; R2=0,270). This decrease was associated with HbAlc levels.



As a result, diabetes is a factor changing the amount of type IX collagen
which contributes to resistance of the disc, hence diabetes facilitate formation of
disc herniation. When the amount of type IX collagen in diabetic patient group
was compared with diabetic group, it was found lower in diabetic group. Also our
result should be supported by other studies.

Keywords: Lumbar disc herniation, Disc degeneration, Diabetes Mellitus,

Immunohistochemistry, Collagen type IX.
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1. GIRIS

Lomber disk hernisi, intervertebral disk dejenerasyonu neticesinde
gelismektedir. Lomber disk herniasyonlar1 erigskin yas hastalardaki boyun, bel ve
bacak agrilarinin en sik sebebidir. Erigkin yasmn en yaygin morbid
hastaliklarindandir (1,2). Protein enjeksiyonu, gen transferi, hiicre implantasyonu
ve apoptozis baskilanmasi gibi tekniklerin arastirildigi giinlimiizde minimal
invaziv tedavi yontemleri popiilerlik kazanmistir. Molekiiler diizeydeki
incelemelerle lomber disk hastaligi patolojisinin aydinlatilmasi neticesinde yeni
teshis ve tedavi stratejileri gelistirmek miimkiin olacaktir.

Glinlimiizdeki en Onemli metabolik hastaliklardan birisi olan Tip 2
diabetes mellitus, disk hernileri agisindan predispozan faktorlerden sayilmaktadir
(3). Temelde insiilin eksikligine veya dokularin insiilin direncine bagli olarak
yiiksek plazma glikoz diizeyi sonucunda, laktat, NO (Nitroz oksit) gibi lriinlerin
bircok dokuda artarak hiicrelerde ve DNA (Deoxyribonucleic acid )’nin sentez ve
yapisinda bozulmalara sebep olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle protein ve
glikoproteinlerin sentezinde artma ve azalma s6zkonusudur (4,5).

Intervertebral diskteki annulus fibrozusun dis katmani haricindeki
yapilarin ¢ogunlugu avaskiilerdir. Annulus fibrozusun yapisinda hiicresel
elemanlar azdir. Annulus fibrozusun biiyiikk ¢ogunlugunu ekstraselliiler matriks
bilesenleri olustururlar. Hiicresel diizeyde beslenme son plaklar araciligiyla pasif
diflizyonla olur (6,7). Histomorfolojik ¢aligmalardan niikleus pulpozus ve annulus
fibrozusun lameller yapisindaki organizasyon bozuklugu, son plak kalsifikasyonu
ve incelmesi gibi bir¢ok patolojik siirecin, hiicre diizeyinde kayip ve ekstraselliiler
matriks yapisindaki degismenin intervertebral disk herniasyonununda rol
oynadigini gostermektedir (8—10). Disk matriksinin %99’u kollajen, glikoprotein,
proteoglikan, kollajen dis1 proteinlerden olusur (11). Kollajenler protein ailesinin
bag dokularindaki hiicre dis1 baslica yapisal komponentidir (12). Annulus
fibrozusdaki kollajenin %65°1 Tip II, kalan ise Tip I kollajendir. Tip IX kollajen
ise disk iceriginin %1-2’sini olusturur (11). Tip IX kollajen, FACIT (Fibril
Associated Collagen with Interrupted Triple Helices) grubunda yer alan minor bir
kollajendir. Bu grubun o6zelligi diger kollajen tiplerinin aksine tiglii heliks

bicimindeki yapinm arada kesintiye ugramasi ve kollajen liflerinin matriksin



kollajen dis1 bilesenleri ile baglantilar kurabilmesidir. Tip IX kollajen COL9AL,
COL9A2 ve COL9A3 genleri tarafindan kodlanan farkli 3 alfa zincirinden olusan
proteinlerdir. Tip II kollajene kovalent bagla baglanirlar (12—-14).

Diabet, dokularin ekstraselliiler matrikslerinde farkli degisikliklere yol
acar (15). Miirin mezengial hiicre kiiltliriinde yiiksek glikoz oraninin endojen
TGF-B (Transforming Growth Factor f) miirin mezenkimal hiicre biyoaktivitesini
ve kollajen gen yapimini artirarak protein sentezinin aktivasyonunu artirdigi
gosterilmistir (16).

Bu calismamizdaki amacimiz disk hernisi gelisimi siirecinde diabetik ve
diabetik olmayan hastalarin disk materyallerinde ekstraselliller mezangial
matriksin en onemli bilesenlerinden olan Tip IX kollajen diizeylerini arastirmak
ve disk dejenerasyonunda diabet ile Tip IX kollajen diizeyinin iliskisini
tartismaktir.

1.1. Lomber Disk Hernisi

Lomber disk hastalig1 ve siyatik agris1 Hipokrat donemine dayanmaktadir.
Milattan Once (MO:460-377) yasamis olan Hipokrat, sakrumdan baslayan
kal¢ada lokalize, uyluga yayilan bir agriy1 tanimlayan ilk hekimdir (17). Sciatica
terimini ilk kullananlardan birisi Shakespeare’dir (18). 1858°’de Von Luschka,
posteriora protriide olan disk olgusunu tanimlamistir (17,19,20).

1910’larda faset ekleminin siyataljiye yol actig1 belirtilirken, 1920’lerde
bircok arastirmaci spinal disseksiyon yaparak lumbosakral kemiksel ve
ligamentdz anatomiyi detaylar1 ile tanimladilar. Zamanla siyataljinin, siyatik sinir
kokiiniin reseste basiya ugramasi, ligaman basis1 veya transvers ¢ikintiyla kord
arasinda sikismasina bagh gelistigi anlasilmistir (21).

Intervertebral ~diskteki annulus fibrozus ve niikleus pulpozusun
dejenerasyonla vertebral kanal igerisine yer degistirmesine fitik olusumu anlamina
gelen lomber disk herniasyonu denir. En yaygin kas-iskelet sistemi
hastaliklarindan birisidir. Goriilme sikligi ve ekonomik sonuclarindan dolay1
calisan toplumun ¢ok onemli bir saglik sorunudur (22). Genglerde disk yapisi
saglam olup travma ve zorlanmalara karsi direnglidir. Ikinci dekatla birlikte
dejeneratif siire¢ disklerde niikleusta atrofi ve bozulma, annulusta yumusama ve

zayiflamay1 baslatir. Minor gerilmelerde ise igteki niikleus pulpozusun gevreye



dogru yer degistirmesi ve dis kisminda bozulmalar gelisir. Niikleus ileri dogru
firlar, annulus yarilir ve genellikle posterolateral boliimde protriizyon meydana
gelir. Oncelikle diizensiz gerilmelerde adale spazmi ve ani siddetli agri1 ile
karakterize akut lumbago gelisir. Daha sonra lomber bdlgede niikleusun
herniasyonu sinir koklerine bas1 yaparsa birlikte siyatik agrisi ve siyatik sendromu
gelisir. Bu hastalikta motor defisit ve refleks kaybi1 da ortaya ¢ikar (23-25).

Flebografi teknigi sayesinde vendz yapilar incelenmistir. Disk arka
kismindaki epidural mesafede longitudinal vendz pleksus bulunur. Bu pleksusun
ligamentum longitudinale posterius ile siki1 baglantis1 vardir ve vertebra
govdesinden gelen biiylik vendz yapilarlada baglantilidir. Longitudinal vendz
pleksus, anterior internal ve anterior eksternal boliimleri vasitasiyla disk ile
irtibathdir. Bu pleksuslar metamerik orijinli intervertebral venler {izerinden spinal
kanal dis1 venler ile baglantilidirlar. Vendz pleksusun bu yakmligi, annulusun
posterior deplasmaninda vendz kompresyon ile sonuglanir (25,26). Bu vendz
kompresyonunda olusan klinik tabloda katkis1 oldugu diisiiniilmektedir.

1.2. Epidemiyoloji

Endiistriyel bat1 toplumunun %75-85’1 yasamlarinin en az bir ddneminde,
omurga etkilenmesine bagli bel agris1 yasadiklar1 tespit edilmistir (1,2,27-29).
Disk dejenerasyonuna bagli bel agrist degisik bagimsiz calismalarda %7-72
diizeylerindedir (30-32).

1.3. Etiyoloji

Etiyopatogenezi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Lomber disk hernisi
etiyolojisinde; yas, cinsiyet, meslek (agir ylik kaldirma), sigara, kilo, boy, sistemik
hastaliklar (Diabetes Mellitus), kullanilan araclardaki titresim gibi c¢evresel risk
faktorleri ve kalitsal (genetik) etkenler yer alirlar. Bel agrili hastalarin tiim
yasamlar1 boyunca disk herniasyonu olma riski %2-5tir (33-36).

1.4. Lomber Disk Anatomisi ve Fonksiyonel Spinal Unite

Omurga, viicudun stabilitesini ve hareketini saglayan ve her bir segmental
diizeyde sinir kokleri ile spinal kordu koruyan g¢ok segmentli bir yapidir.
Omurganin en kiiclik iinitesi temelde karakteristik hareket segmenti veya
’fonksiyonel omurga {initesi’> olarak adlandirilir. Ilk kez Schmorl ve Junghanns

tarafindan tanmimlanmistir (37,38). Her bir segment, bitisik iki vertebra ve



aralarindaki intervertebral disk, arkadan fasetler ve onunda arkasindaki apofizeal
bolgeden olusur. Omurgalar spinal ligamentler ve eklem kapsiilleri ve segmental
kaslarla bir biitiin halindedir. Spinal ligamentler interspindz, supraspindz,
intertransvers, sari, anterior ve posterior longitudinal ligamentlerden olusur.
Omurga hareketini, stabilitesini, dengesini, antagonist giicte calisan fleksor ve
ekstensor kas gruplar sayesinde gerceklestirir (38,39).

Lomber omurgadaki disk yaklasik olarak 7-10 mm kalinlikta, anterior-
posterior ¢ap1 ise 40 mm olup, omurganin {igte bir yiiksekligindedir. Genellikle
disk ti¢ spesifik yapidan olusur. Annulus fibrozus, niikleus pulpozus ve diskin alt
ve lst vertebralara bitisik ylizlerindeki son plaklardir (38,39). Disk omurganin
stabilizasyonun yaninda her yone kisitlida olsa fleksiyon ve rotasyona izin verir.
Diskler viicut agirligmi ve aksiyel plandaki kompresif kuvvetleri absorbe ettikleri
icin yastikciklar olarak kabul edilmektedirler (39,40). Niikleus pulpozus jelatin
cekirdekten olusur. Niikleus matriksi kollajenler, radiyal uzanimli elastin lifler,
yiiksek orandaki hidrate agregan ve proteoglikan jelden olusur. Yogunlugu diisiik
olan fibroblast benzeri hiicreler matriks tarafindan c¢epegevre sarilmistir.
Merkezdeki niikleus pulpozusun kompresyon emici 06zelligi, jel yapisiyla
aciklanmaktadir (38,39,41). Annulus fibrozus 15-20 adet i¢ ige ge¢mis halka
seklindeki katmanlardan olusur. Kollajen ve elastin, katmanlarin 6nemli bir
kismimi olusturur. Kollajen lifler her katmanda vertikal eksenle yaklasik 60° ag1
yapacak sekilde diizenlenmistir (39,40). ince yapili fibroblast benzeri hiicreler
kollajen lifler arasinda bulunurlar (42,43). Annulus i¢ katmanlariyla niikleusa,
kenar katmanlarindaki sharpey lifleriylede vertebra cismine baglanmistir. Bu
sayede annulus fibrozus iizerindeki basing kuvvetlerini radial sistemle niikleus
pulpozusa ve son plaklara iletir (40,44). Bu her iki yapmim mekanik 6zellikleri
birbirinden farklidir. Fakat su, protein, kollajen gibi temel yapilar1 ortaktir. Canli
disklerinde annulus fibrozusun %70’1, niikleus pulpozusun ise %80’1 sudan olusur
(38,39). Intervertebral disk hayatm ilk 2 yil icerisinde yapisindaki vaskiiler
yapilarla beslenir. Daha sonra bu vaskiiler yapilar gerilerler. Bu esnada beslenme
ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasini son plaklardaki kiiciik perforan damarlar
gerceklestirir. Bu perforan damarlar hayatm ticlincii dekatinda hizla geriler. Bu

asamadan sonra, avaskiiler son plaklar diskin difiizyonla beslenmesinden ve



metabolik atiklarin uzaklastirilmasindan sorumludur. Beslenme yetersizligi ve
artan laktik asitin olumsuz etkileriyle disk dejenerasyonu hiz kazanir (45).

1.5. intervertebral Disk Embriyolojisi

Kolumna vertebralis 4. haftada embriyonik mezodermden gelisir.
Vertebralarin gelismesi Tubus Noralis ve Notochord’un (chorda dorsalis)
etkisiyle olur. Tubus Noralis ve Notochord sklerotomal ve myotomal
segmentasyonun baslamasi i¢in gereklidir. Aortik orijinli segmental metamerik
damarlar 2 sklerotomal zonun arasindan gecerler. Bu iki zon daha sonra
vertebranin mezensimal merkezini teskil etmek iizere flizyon yaparlar. Bundan
sonra birka¢ kan damari bulunan bir ortamda disk gelismeye baslar. Disk daha
sonra ligamentum longitudinale anterius ve posteriusun gelisecegi perikondral
tabaka ile gevrilir. intersegmental arterler vertebra gdvdelerinin her iki yaninda
uzanirken, intervertebral disk ile sinirler yaklagsmaya baslarlar. Notochord,
gelismekte olan vertebra govdeleri tarafindan cevrilerek dejenerasyona ugrar ve
proteoglikan matriks igerisinde lokal hiicre kiimeleri halinde genisleme gosterir.
Sonugta; vertebralar arasinda diskus intervertebralisin jelatindz merkezi olan
niikleus pulpozus tesekkiil eder. Niikleus daha sonra, perikordal mezensimden
kaynaklanan annulus fibrozusun sirkiiler olarak dizilen lifleriyle sarilir. Bu iki
yap1 embriyonik diskus intervertebralisi meydana getirir (25,46).

1.6. intervertebral Disk Fonksiyonlari

Intervertebral disk dokusu hiicreden fakirdir. Matriksini olusturan su,
kollajenler ve agregandan olusur. Agregan, siilfatlanmis glikozaminoglikan
zincirlerinin protein ¢ekirdege kovalent bagla baglanmis proteoglikan kiimeleridir.
Aslinda hiicreden fakir olan disk dokusunda kondrosit ve fibrosit olmak iizere iki
tip hiicre bulunur. Annulus fibrozustaki hiicrelerin yogunlugu her mm? te 9000,
niikleus pulpozusta ise mm? te 4000 hiicre mevcuttur (41,47). Niikleus pulpozusta
kondrosit benzeri hiicreler bulunurken, annulus fibrozus i¢ kisminda
fibrokartilajindz hiicreler, annulus fibrozus dis kisminda ise fibroblast benzeri
hiicreler bulunur (48). Bu az sayidaki hiicrelerin ¢ok dnemli gorevleri mevcuttur.
Mezenkim kokenli bu kondrositler proteoglikan ve kollajenlerin dolayisiyla
matriks yapimini iistlenmislerdir. Makromolekiillerin yapim ve yikiminin dengede

olmast durumu disk biitiinliigii icin ¢ok Onemlidir. Matriks bilesenlerinin



yikiminin daha fazla oldugu durum disk dejenerasyonudur (47,49). Disk
hiicrelerinin aktivitelerini; biiylime faktorleri, sitokinler, interlokinler, mekanik
yiikler ve Diabetes Mellitus gibi metabolik faktorler etkilerler (50-54).

1.7. intervertebral Disk Dejenerasyonu

Disk dejenerasyonunun patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte
yaslanmaya bagli gelisen yapisal kompleks degisiklikler, biyomekanik stresler,
biyokimyasal degisiklikler ve genetik yapidaki farkliliklar 6nemlidir (55-61).

Disk dejenerasyon modellerinin ¢ogunda yasa bagli derecelendirme
sistemlerinin gelistirilmis ve kullanilmig oldugunu goériiyoruz. Thompson ve ark.
(10) yaslanmaya bagli makroskopik disk dejenerasyonunu inceledirler. Boos ve
ark. (62) ise diskteki dejenerasyonu yasla iliskili mikroskobik histolojik
dejenerasyonu incelediler.

Thompson ve ark. (10), makroskobik derecelendirme sisteminde geng
saglhkli disk 1ile ileri yastaki dejenere intervertebral diskleri 5 asamali yas-
dejenerasyon iliskisi ile derecelendirdiler.

Boos ve ark. (62), gelistirdikleri mikroskobik histolojik derecelendirmede
ise intervertebral diskteki; kondrosit proliferasyonu, miikéz dejenerasyon, hiicre
Oliimii, ¢atlak ve yirtik olusumlari, graniiler degisiklikler dikkate almir. Kartilaj
son plaktaki hiicre proliferasyonu, kikirdak diizensizligi, kikirdakta c¢atlaklarin
goriilmesi, mikrofraktiirlerin varligi, yeni kemik olusumlari, kemik sklerozu
dejenerasyonun belirlenmesinde dnemlidir.

Diskteki ilk yikim 10-16 yaslar1 arasinda niikleus pulpozusta fokal hiicre
proliferasyonu ve graniiler matriks yapimiyla gergeklesir. Buna paralel olarak
asidik mukopolisakkaridler matrikste artar. Bu yas grubunda annulus fibrozus ve
niikleus pulpozus yapisinda genellikle bu yap1 hakimdir. Geng eriskin <30 yas
grubunda ise daha Onceki degisikliklere ilaveten niikleus pulpozusta ileri
degisiklikler olur. Niikleus matriksinde ¢ok sayida catlak ve yirtiklar ile dnemli
graniiler degisiklikler goriiliir. Geng erigkin yas grubu annulus fibrozusta ilk
histolojik degisikliklerin goriildiigli yas grubudur. Eriskin 30-50 yas grubunda ise
iler1 diizeyde artmis degisiklikler vardir. Bu yas grubu annulus fibrozusun en ¢ok
etkilendigi donemdir. Ayrica niikleus ile annulus sinir1 kaybolur. 50-70 aras1 yash

grupta, diskte ¢ok biiyiik catlak ve yariklar hiicre proliferasyon kiimeleri ve



graniiler materyaller tarafindan doldurulmustur. Daha iler1 >70 yas grubunda ise
yapisal anormal degisikliklerden ziyade skar benzeri doku ve genis doku
defektleri mevcuttur. Bu asamadan itibaren anatomik farklilagsma bitmistir.
Boylelikle intervertebral diskin histolojik 6zellikleri tamamlanmistir. Son
donemlerde ise patolojik teshise yonelik olarak Onemine izafeten
immiinhistokimya teknigi ile yasa bagh degisiklikleri gdsteren molekiiler
belirtegler tanimlanmistir  (12,63—-65). Yine diskte gerilmelere neden olan ve
dejenerasyonun en temel mekanizmalarindan kabul edilen mekanik faktorlerin
fizyopatolojileri iizerine ¢ok sayida ¢alismalar yapilmaktadir (58,66,67). Disk
dejenerasyonunu etkileyen biyomekanik faktorler degisik geometrik ve analitik
modellerle incelenmistir (58). Biitiin bu ¢alismalarda temel olarak, disk
homeostazisindeki degisikliklerin dejenerasyonda kilit rol oynadigidir (68-72).
Disk homeostazisinde bozulmaya sebep olan en bariz faktor ise yiiksek laktik asit
diizeyi kabul edilmektedir (7,55,56).

1.8. Lomber Disk Hernisi ve Diabetes Mellitus

1.8.1. Lomber Disk Hernisi ve Diabetes Mellitus Prevalansi

Lomber diskektomi yapilan hastalarda Diabetes Mellitus (DM) goriilme
oran1 %9,1°dir. Diabetes mellitus hastalarinda diskektomiden ancak %60’inda iyi
sonug¢ alinirken, %?28’inde ise tekrardan disk hernisi gelisir. Bu durum kontrol
grubundan daha yiiksektir. Kontrol grubunda ise %3,5 tekrarlayan disk hernisi
gelismektedir (73). Hem goriilme sikligi hem de niiks oranlarindaki yiikseklik
diabetik olmayan kisilerle karsilastirildiginda dikkat c¢ekmektedir. Birgok
calismada temel olarak diabete baglh gelisen bag dokusu yapisindaki
degisikliklerin lomber disk hernisi ile iliskisine vurgu yapilmaktadir.

Giliniimiiz tibb1 diabet ve baslica komplikasyonlar1 olan kardiyovaskiiler ve
renal hastaliklar, néropati, retinopati, mikroanjiyopati, obezite ile ciddi miicadele
etmektedir. Bu nedenle hastaligin etiyolojisindeki pankreas kaynakli sebeplere
yonelik genetik ve sosyokiiltiirel calismalar, cerrahi tedavi sekilleri ve cesitli

farmasotik ilag uygulamalari lizerinde yogun bir sekilde ¢calisiimaktadir (74).



1.8.2. Tip 2 Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi

Epidemiyolojik calismalar, son 40 yil i¢cinde Amerika Birlesik
Devletleri’nde diabetes mellitus sikligmin yaklagik alt1 kat arttigii gostermektedir
(75). Uluslararas1 Diabet Federasyonu (IDF)’nun, 128 iilkeden elde edilen
bilgilere dayanarak yayinladigi Diabetes Atlas 2000°e gore, bu iilkelerde 20-79
yaslar1 arasindaki diabetli hastalarin sayist 151 milyon (%4,6) ve bu degerin
sadece 4,9 milyonununu (%0,09) Tip 1 diabet hastasi oldugunu tespit etmistir.
Ulkemizde ise diabet siklig1 %7,2’dir. Hastalik kadimlarda daha siktir (76).

1.8.3. Diabetes Mellitus’un Teshisi

Giliniimiizde kullanilan diabet tani kriterleri asagida siralanmistir:

1- HbAic > %6,5 veya

2-Anlik Plazma Glikoz Dizeyi >200mg/dl (11,Immol/l) hastada
hiperglisemi semptomlarmin bulunmasi veya

3-Aclik Plazma Glikoz diizeyi > 126mg/dl ( = 7,0mmol/l) veya

4-OGTT (Oral Glukoz Tolerans Test) sonrasi 2. saat plazma glikoz
diizeyinin > 200mg/dl (11,1mmol/l) olmasidir (77).

1.8.4. Akut ve Kronik Dénem Komplikasyonlar

Akut komplikasyonlar;

Diabetli hastalarda erken mortalite ve morbiditeden sorumludurlar. Bunlar;

1-Diabetik ketoasidoz

2-Nonketotik hiperozmolar koma

3-Hipoglisemik koma

4-Laktik asidoz.

Kronik komplikasyonlar;

I-Mikrovaskiiler komplikasyonlar; diabetik retinopati, nefropati ve
noropatidir (78-80).

2-Makrovaskiiler komplikasyonlar; koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler

hastalik, periferik arter hastaligi, diabetik ayak ve enfeksiyonlaridir (78—80).

Diabetin bag dokusu iizerine olan etkileri kronik donem komplikasyonlar
icerisinde degerlendirilmelidir (78-80).

Diabetik komplikasyonlarla, HbAlc (Glycated hemoglobin Alc) diizeyleri
arasindaki  iliski  hastaligm  takibinde olduk¢a anlamhidir. Diabetik



komplikasyonlarin 6nlenmesinde 1iyi glisemik kontrol sarttir (80,81). HbAic
diizeyi, diabetik hastalarda 2-3 ay oncesi ve bu siiregteki glisemik kontroli
gosterir (82). HbAlc diizeyinin temel degerinden ¢ok yiiksek olmasi diabetik
komplikasyonlarin risk ve siddetinin arttigin1 gosterir. Diabet Kontrolii ve
Komplikasyonlar1 Calismas1 (DCCT), yogun tedavi ile tiim komplikasyonlarin
yaklasik olarak %50 oraninda geriledigini bildirmektedir (83).

1.8.5. Akut ve Kronik Donemde Diabetes Mellitus’un Bag Doku
Uzerine Olan Etkileri

Diabetes Mellitus’a bagli gelisen bag dokusu etkilenmelerinde hem
mekanik hem de biyokimyasal siirecler 6nemli rol oynar. Tip 2 DM hastalarinin
biiyiik ¢ogunlugu obezdirler. Bu durumu ag¢iklayan bir¢ok néroendokrin yolaklar
olmasina ragmen asir1 beslenme davranisi sonucunda viicutta GIP (Glucose
Dependent Insulinotropic Polypeptide) polipeptid diizeyi ve reseptorlerinin adipoz
dokuda aktivasyonu sonucunda obezite gelistigi bilinmektedir. Dolayli olarak GIP
sekresyonundaki artis  hiicre hiperplazisine, hiperinsiilinemiye ve obeziteye
sebep olur. Ayrica bu peptidin viicutta uzun siire yiikksek diizeyde seyrettigi
durumlarda insiilin rezistans1 ve sonugta Tip 2 diabete sebep olduklari
bilinmektedir. Obezite ve diabet iki ayri hastalik kabul edilmelerine ragmen
birbirleriyle yakindan iliskilidirler. Sonu¢ olarak diabetik hastalarin biiyiik
cogunlugu asir1 yeme sonucu gelisen obez hastalardir (84-87).

Niikleus pulpozus, agregan gibi proteoglikanlardan ve Tip 2 kollajenden
ve sudan zengindir (88). Deformasyonel yiiklerin fizyolojik etkileri ve frekanslar1
incelendiginde diisiik frekansli dinamik kompresyon modelinde ekstraselliier
matriks makromoekiillerinde kollajen Tip II, gliozaminoglikanlar artarken, MMPs
(Matrix Metallo-Proteinazes) gibi katabolik faktorler de artarlar (89,90). Obezite
sonucunda omurgaya binen yiikk artmaktadir. Diisiik frekansli dinamik
kompresyon modelinde (0,01Hz, IMPa) invivo rat kuyruk sokumu modelinde
Niikleus pulpozus hiicrelerinde ECM (Extracellular Matrix) gen {iretimi olurken,
yiiksek frekansli kompresyonlarda (1Hz) katabolik faktor iiretimi artmaktadir
(91). Gerilme kuvveti (%1-8;1Hz) oldugunda annulus fibrozus hiicrelerini
cevreleyen kollajen yapida Tip 2 kollajende, agregan gen {liretiminde artma

olurken, MMP-3 (Matrix Metallo-Proteinase-3) iiretimi azalir (92). Bu durum



intervertebral disk {izerindeki mekanik yiikii artrarak dejenerasyonu
hizlandirmaktadir (93-98).

NFxB (Niiclear Factor Kappa B)' yi oksidatif stresler (99), diabetteki
yiiksek glukoz diizeyi (100) ve ileri glikasyon son {iriinleri (101) aktive ederler.
Ozellikle viicuttaki birgok apoptozis mekanizmalarindan NFxB aktivasyonu
sorumlu tutulmaktadir (99).

Ayrica diabetin mezenkimal dokuda ve diger dokulardaki ¢ogu etkileri
NAD(P)H oksidaz enzim diizeyinde artma ve bunun sonucunda reaktif oksijen
metabolitleriyle olmaktadir. Diabetik retinopatide gelisen endotel hiicre
tahribatinin  sorumlusu MMP-2 ve mitokondrial disfonksiyondur (102). N-
(Carboxymethyl) lysine (CML) serum ve intervertebral diskteki seviyesi yiiksektir
ve oksidatif tahribatin endojen belirteci olarak kabul edilmektedir. Ayrica en
biiyiik glikozile oksidatif proteindir. Diabetik hastalarin intervertebral disk
yapilarinda olctimleri yiiksek diizeyde bulunmustur. Glikooksidasyon reaksiyonu
sadece oksijen varliginda gerceklesen hidrojen peroksit ve siliperoksit
radikallerindeki gibi serbest radikal olusum mekanizmayla olusur. Yas araligi
(55-82) arasndaki yashi grubun niikleus pulpozusunda CML miktar
immiinhistokimyasal olarak kuvvetli (+++) boyanma 6zelligi gosterirken, annulus
fibrozusta ise orta diizeyde (++) bir boyanma 6zelligi gosterir. Eriskin 30-54 yas
grubunun niikleus pulpozuslarinda yok denecek kadar az veya hafif (+/-)
boyanma olmustur. Cocukluk yas grubunda ise boyanma olmamustir. Fetal, ¢ocuk
ve geng erigkin yas gruplarinda ise annulus fibrozusda CML immiin boyanma
ozelligi tespit edilmemistir (103).

Disk hiicrelerinin beslenmesi bilindigi gibi diffiizyonla olmaktadir. Buna
gore besin 0gelerinin tamami oksijen ve glikoz da dahil disk dokusunda diisiik
yogunluktadir. Disk hiicreleri GLUT 1 (Glucose Transporter 1) reseptorleri ile
glikoz transportu yaparlar (104). Kondrositlerde GLUT transportorlerinin glikoz
transport saturasyonu >1mmol/L’dir (105). Disk hiicrelerinin glikoz tiiketim
saturasyonu ¢ok daha az farkli oranla 1-5 mmol/L’dir. Disk niikleus hiicreleri i¢in
kullanilan pozitif pastor etkisi olarak kabul edilen goriise gore diisiik oksijen
konsantrasyonunda glikolizis yoluyla 6zellikle laktik asit iiretimide artar (106).

IGF (Insulin Like Growth Factor), insiilin ve oral antidiabetiklerin disk
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hiicrelerine glikoz transportundaki etkisiyle 1lgili calismalar heniiz yeterli diizeyde
degildir. Yine saglikli insan disk hiicrelerinde glikoz transport saturasyonunu
etkileyen faktorlerin irdelenmesi gereklidir. Diabette bu duruma mikrovaskiiler
atheroskleroz faktoriinii de ekleyerek degerlendirmekte fayda vardir. Normal
diskte laktik asit konsantrasyonundaki artis dejenerasyon bulgusudur. Diistik
oksijen konsantrasyonu glikolizis yoluyla matriks-hiicre iliskisini ekstraselliiler
matriks ozmotik yapisini bozarak etki eder. Sonugta dejenere disklerde, matriks
kayb1 ve ozmotik basingla 6dem gelisir. Bunun tam tersine yiiksek glikoz, diisiik
oksijen konsantrasyonu olan ortamdaki laktik asit tiretimiyle ilgili caligmalar
Onem arz etmektedir. Bu c¢alismalardan elde edilecek sonuclar diabetin disk
dejenerasyonuyla iligkisini anlayabilmemiz i¢in 6nemli katki saglayacaktir.
Advanced Glycation Endproducts (AGEs) iiriinler diabetik hastalarin
viicutlarinda yiiksek miktarda bulunur (107,108). AGESs iirlinler enzimatik
olmayan glikasyonla veya karbonhidratlarin ve proteinlerin yikimiyla birlikte tiim
dokularda birikirler (109). AGEs iriinler kondrositlerde ve uzun Omiirli
proteinlerde, Ornegin kollajen ve proteinlerde daha fazla birikmektedir.
Mezenkimal hiicrelerde proliferasyonu inhibe ederler ve apoptozisi uyarirlar.
Glikoz son yikim iriinlerinden olan gliseraldehit ve glikolaldehit doz bagimsiz
apoptozisi uyarirlar. Hiicre i¢i reaktif oksijen metabolitlerini artirirlar (110,111).
Mezenkimal hiicrelerde glikasyon son iriinlerinin AGE’lerin Western-
bloot caligmasinda, AGE-2 ve AGE-3, RAGE (Receptors of AGE) oranini, 1,5
kat arttirdig1 tespit edilmistir (108). Gliseraldehit ve glikolaldehit mezenkimal
hiicrelerin tamir ve olgunlasmasini inhibe edip doku kitlesinde azalmaya sebep
olurlar. RAGE etkilesimi sonucunda dokular i¢in ¢ok toksik olan reaktif oksijen
metabolitlerinin {iretilmesine sebep olurlar. Cogu dokularda oldugu gibi
intervertebral disk mezenkimindede bu sekilde dejenerasyona ve degradasyona
sebep olurlar (109,112). ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
incelemeleri sonucunda AGE’lerin mezenkimal dokulardaki kondrojenik
diferansiyasyona etkileri soylece Ozetlenebilir. AGE- 2 ve AGE-3’iin, Tip 11
kollajen ve kondrosit spesifik matriks komponent {iretimini yaklasik olarak bir
bucuk kat daha da geriletirler (109). AGEs iiriinlerin bag doku {izerine olan
etkileri diabetik vaskiiler komplikasyonlarin patofizyolojisiyle de iliskilidir (113).
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Yaslanmaya bagli glikasyon son {iriinlerinin iiretimindeki artma sonucunda kemik
dokuda kirilganlik artis1 streptozosinle diabet yapilan ratlarda doz bagimsiz olarak
osteoblastlardan Tip I kollajen sentezindeki azalmayla iligkilidir (114). Ayrica
hiicresel diizeyde AGE-RAGE iliskisine dayali yapilan incelemeler neticesinde
intraselliiler reaktif oksijen metabolitlerinin arttig1 gosterilmistir (115,116). AGE
driinlerin oksidasyon iriinleriyle yaptiklar1 ¢apraz baglar ile degradasyon
enzimlerine hassasiyet ve ¢oziiniirliikte artma meydana gelir. Glikasyon capraz
baglanmaya, enzimik ¢apraz baglanmalar eklendiginde varolan fonksiyonel fibril
iretiminde fibrillerin niteliklerinde bozulmalar meydana gelir (109). Kollajen
fibrillerin dokuya uyum yetersizligi nedeniyle gerilme ve streslere dayaniksizlik
gelisir. En erken dejenerasyon bulgusu mekanik olarak kendisini ortaya koyar
(117).

Diabetik ve 6zellikle Metabolik Sendrom’lu hastalarda TGFB1 diizeyi tiim
viicutta oldugu gibi disk ekstraselliler matriksindede yiiksek oranda
bulunmaktadir. Diabet vaskiiler endotelinden ve fibroblastlardan diagilgliserol
protein kinaz-C subiinitelerinin aktivasyonu neticesinde TGFB1 asir1 miktarda
salmimm gerceklesir. TGFB1 hiicre proliferasyonu ve mezenkimal hiicrelerden
kollajen tliretimini artirmaktadir (118). Dolayisiyla endotelde ve disk mezenkimal
dokusunda fibrozis gelisimine neden olur. Ayrica fibronektin sentezini de artirir.
TGFB1 heksozamin glikoz-6- fosfat yolagmi glikozamin-6-fosfat yolagmin
aktivasyonuyla birlikte fibronektin ve laminin diizeylerini artirp bobrek
hastaliginda rolii oldugu gosterilmistir. Diabette mononiikleer fagosit
fonksiyonlar1 da bozuktur. Yash disklerde bulunmayan, fakat daha ¢ok geng
disklerde bulunan monosit fonksiyonlar1 gerilemistir. Bu hiicreler histamin,
heparin, TNF-o (Tumor Necrozis Factor o), proteaz, karbonhidrat enzim,
interlokin ve kemoatraktanlar1 tiretirler. Bu faktorler neovaskiilarizasyon,
fibroblast aktivasyonu ve proliferasyonu ile fibrozis iiretiminden sorumludurlar
(103).

Liu ve ark. (119) hidrostatik basinca tepki olarak genellikle endojen ve
eksojen nitrik oksitin intervertebral disklerde proteoglikan sentezini inhibe ettigini
gosterdiler. DM’de hiicrenin antioksidan savunma giicleri zayiflar. Artmis

oksidatif stres altinda yiiksek diizeydeki nitrik oksit ve proinflamatuar
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transkripsiyon faktorii NFkB aktivitesindeki artis diabetik hastalardaki bag doku
degisikliklerine yol agar (120,121). Proinflamatuar sitokinler ve bunlarin
reseptorleri IL-1A, IL-1B, IL-6, IL-1-R1, IL-2 Ra, IL-6R ve TNF-a disk
dejenerasyonunu artirirlar (66,122,123).

1.9. Kollajenler ve Intervertebral Disk

1.9.1. Kollajenler ve Klinik Ozellikleri.

Kollajen fibriller belli sayidaki kollajen geninin iirtinleridir. Dokulardaki
spesifik  kollajen zincir degisiklikleri hemen daima posttranslasyonel
modifikasyonla gerceklesmektedir (124,125). Omurgalilarda en kiigiigii 46
polipeptid zinciri iceren 28 degisik tipte kollajenler tanimlanmistir (126,127).
Kollajenlerin Triple- Helix (Uglii-sarmal) yapiya doniismeden oOnce, biiyiik
cogunlugu graniilli endoplazmik retikulumda posttranslasyonel modifikasyona
ugrarlar (124,125). Birka¢ molekiil ve enzim tarafindan istenilen tipte katlanma ve
kesilmelere tabi tutulurlar. Bu reaksiyonlarda c¢ok sayida hidroksilaz
glikoziltransferaz, peptidil cis-izotransferaz ve protein disiilfid izomeraz (PDI)
enzimleri gorev yaparlar (124).

Canlilardaki 6nemine gore kollajenlerin temel yap1 taglar1 ihtiyaca gore
cok cesitli ozelliklerdedir. Bu Ozellikler; 1siya dayaniklilik, mekanik kuvvet ve
diger biyomolekiillerle olan 6zel iliskileri igerir. Fibril yapilar1 ve kollajen
agindaki 6zel yapilaria gore kollajenler bes grupta incelenmektedirler (128).

a-Fibrillar (Lif halinde): Bu grupta Tip 1, 11, 111, V, XI, XXIV ve XXVII
yer alir. Intervertebral disk, cilt, tendon, ligament, kikirdak, vitrea, kan damari,
barsaklar, bazal membranlar kornea, plasenta ve kemikte bulunurlar.

b-Network (Ag yapisinda): Bu grupta Tip 1V, VI, VIII, X yer alir. Bazal
membranlarda, kemik, kikirdak, kornea, beyin, kalp ve bobrekte bulunurlar.

c-Anchoring Fibrillar (Capa seklinde fibriller): Bu grupta Tip VII,
kollajen yer alir. Kollajen Tip VII, daha ziyade cilt ve mesanede bulunur.

d-FACITs (Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple Helices):
Fibrillerle iliskili Triple Helix’lerle kesintili bélgeleri olan kollajenler ise farkli ve
daha heterojen bir molekiil ailesidirler (123,129). Bu grupta ise Tip 1X, XII, XIV,
XVI, XIX, XX, XXI, XXII ve XXVI kollajenler yer alirlar. Bunlar genellikle sik

ve karmagik yapida olan her bir fibril arasindaki ve hiicre / matriks diizeyindeki
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etkilesimin saglamligmn1 kontrol eden yapilardir (130). Intervertebral disk ve diger
kikirdak dokusunda, kornea, vitrea, cilt, tendon, kemik, bobrek, bazal membran,
dis, bag dokusu, testis ve overde bulunurlar. Fibril yiizeylerindeki FACITs
kollajenler genellikle fibriller aras1 hareketin aktarilmasinda rol alirlar (123).

e-MACITs (Membrane Associated Collagens with Interrupted Triple
Helices): Membran yapisinda bulunan Triple Helix’lerle kesintili kollajenler
grubunda ise Tip XIII, XVII, XXIII ve XXV kollajenler bulunur. Beyin, goz, cilt,
kalp ve testiste endotel hiicrelerinin epitelyum hemidesmozomlarinda
bulunmaktadirlar.

f~-MULTIPLEXINs (Multiple Triple-Helix Domains and Interruptions) :
Cok sayida Triple Helix alanlariyla kesintiler i¢eren kollajenler grubunda Tip XV,
XVIII kollajen yer alir. Bunlar kalp, bobrek, testis, karacigerde ve bazal
membranlarda bulunurlar.

1.9.2. intervertebral Disk ve Tip IX Kollajen

Mekanik ihtiyaclara uygun olarak annulus fibrozus ve niikleus pulpozusun
ekstraselliiler matriksleri farkli yapisal ozellikleri ihtiva eden degisik temel
elemanlardan olusurlar (Tablo 1). Diskin gerilme kuvvetlerine kars1 koyabilmesi
annulus fibrozus kuru agirliginin %70’inin, niikleus pulpozus kuru agirliginin ise
%20’sinin Tip I ve Tip II kollajenlerden olusmasiyla a¢iklanmaktadir. Kompressif
giicler, niikleus pulpozusun icerdigi %50’sinden fazla ve annulus fibrozusun ise
%20 kadar proteoglikan icerikleri tarafindan absorbe edilmektedir. Diskte bulunan
temel kollajenler mindr oranlardaki komponentleriyle kollajen Tip 111, V, VI, IX,
X, X1, XII ve XIV'tiir (Tablo 1) (131-137). Kollajen olmayan kii¢iik proteoglikan
molekiilleri lumikan, biblikan, dekorin, fibromodulin ve fibronektindir (138,139).
Kollajen fibrillerin, fibroz yapisi, uzunluklari, fibriller aras1 mesafeleri ve gaplari

birbirlerinden farklhidir (133).
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Tablo 1. intervertebral disk icerigi (140).

Disk Proteinleri Proteoglikan Kollajen Disk Proteinazlar:
Fibronektin Agregan Fibril yapida kollajenler Metalloproteinazlar (MMPs)
1-%0-80 Kollajenazlar (MMPs 1,8,13)
Elastin Versican 11-%0-80 Jelatinazlar (MMP-2 ve 9)
CILP Decorin 1-<%5 Stromelisin (MMP-3)
Asporin Biblikan V-%1-2 ADAMS
Fibromodiilin XI-%1-2
Lumican Kisa heliks kollajenler
Perlecan VI-%5-20
IX-%1-2
XII-<%1

Intervertebral diskte bulunan Tip IX kollajen, Tip II ve Tip XI kollajenler
ile ¢apraz baglantilar yapmis halde bulunur (140). Disk dokusu igerisindeki
miktart %1-2’lik kisma tekabiil etmektedir (140-142). Kikirdagin gerilme
kuvvetlerine dayanikliligin1 yiiksek su icerikli proteoglikan matriksteki Tip 11
kollajen fibriller ag saglar. Tip II kollajen fibriller ile Tip IX kollajen kovalent
bagla birbirlerine baglanmak suretiyle, diskin mekanik kuvvetlere direncini
artirirlar (143). Kollajen Tip IX’un yaptig1 capraz baglarin 6zelligi; molekiiller
aras1 geleneksel baglant1 seklinde degilde, icerdigi peptid yoluyla ardisik sekilde
ve ¢ok sayida baglantilar gerceklestirebilmesidir. al, a2 ve a3 ile temsil edilen
Tip IX kollajen alt tiplerinin Tip II kollajenle olan c¢apraz baglanma noktalar1
Sekil 1°de goriilmektedir (144).
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wi(ln) C-!IGCO

w3(IX) GAPGEKGPNGLP
150

al{ll) 9?0
al({IX) NC1 GQRAFNI;GPDP
1

12 15
o1(IX) GLPGMRGEKGAK
o2(1X) GMKGPPGLOGVKGHAGKR
u3(1X) GMPGFKGPTGYK

a1 (1) N-telo o a3(1X) NG

coL2

at(ll) 9?0

|
o3(1X) NC1 LGGVGEKSGSRSS | | a2(IX) NC1 LTEPGSIKGP
19 26

Sekil 1. Kollajen Tip IX un, Tip II kollajenle ve diger kollajenlerle olan ¢apraz

bag bolgeleri ELISA ¢alismalari sonucunda ortaya konuldu (144).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calisma Gruplan

Frrat Universitesi T1p Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahi Anabilim Dali’nda,
2006 ve 2010 yillar1 arasinda lomber diskektomi yaptigimiz 60 hasta galismaya
dahil edildi. Caligmada gruplar, 30 diabetik olmayan ve 30 Tip II diabetik
hastalardan olusturuldu. Bu hastalarimiza ait 6zellikler Tablo 2 ve 3’te sunuldu.

2.2. Cerrahi Teknik

Intervertebral disk hernisinin cerrahi tedavisini ilk kez 1934 yilinda Mixter
ve Barr tanimladilar (145). 1970’11 yillarin sonunda Caspar, Yasargil ve Williams
birbirlerinden bagimsiz lomber radikiilopati tedavisinde mikrocerrahi tekniklerini
yayimladilar (146—-148).

Bu tekniklere bagli kalarak hastalarimiza genel anestezi altinda prone
pozisyonda lomber mikrodiskektomi yapildi. Once lomber bolgede genis lokal
alan temizligi yapild1 ve hastalar cerrahiye uygun steril olarak ortiildiiler. Seviye
uyumlu yaklasik 3 cm vertikal cilt insizyonundan sonra cilt cilt alt1 gecildi.
Paraspinal kas fasiyasi uygun taraftan insize edildikten sonra kas dokusu
subperiosteal olarak disseke edildi. Mikrocerrahi ile parsiyel hemilaminektomi,
ligamentum flaviektomi, mikrodiskektomi ve foraminotomi yapildi. Kok ve
korddaki rahatlama gézlendi. Kanama kontrolii yapildiktan sonra katlar usuliine
uygun siitiire edildi.

Ameliyat esnasida elde edilen diskektomi materyallerinin en az 7 cc’si
immiinhistokimyasal incelemeye ayrildi.

2.3. Immiinhistokimyasal Inceleme Yéntemi

Immunhistokimyasal inceleme metodu cerrahi ile elde edilen dokularin
rutin formalin ve benzeri soliisyonlarda tespit edilmelerinden sonra molekiiler
diizeyde incelenmesine imkan saglayan patolojinin 6nemli bir metodudur.
Uygulamada ii¢ ana prensip mevcuttur. Bunlar; antibadi ve belirtecler, teknik
prosediirler ve immiinhistokimyasal bulgularin patolojik teshiste yorumlanmasidir
(149). 1990°lh yillarda gelisen antijen avi teknigi immiinhistokimyasal
incelemelere ivme katmistir (150-157).

Elde ettigimiz diskektomi materyallerine cerrahi sonrasi %10’luk

formaldehit ekledik. Daha sonra bunlar1 buzdolabinda +4 °C’de sakladik. Ayni
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sekilde primer antibadinin taginmasi ve saklanmasi esnasinda da soguk zincire
riayet edildi ve +4 °C’de buzdolabinda korundu. Calismadaki yeterli sayidaki
materyale ulastiktan sonra bu materyalleri patoloji laboratuvarimizda kasetleme
ve takip islemlerine tabi tuttuk. Parafinde doku gomme islemi sonrasinda
mikrotom bicag1 Leica 818® (Leica Biosystems Nussloch GmBH Heidelberger
Str. 17-19 69226 Nussloch-Germany) ile parafin bloklarin her birinden 4um
kalinlikta birer adet numune elde ettik ve lam iizerine aktardik. Bu numuneleri
immiinhistokimyasal boyama islemine ge¢meden once 80 °C 1sida 20 dakika 6n
bir deparafinizasyona tabi tuttuk. Daha sonra bu numuneleri Ventana BenchMark
XT® (Ventana Medical Systems. Inc. 1910E. Innovation Park Drive Tucson,
Arizona, 85755, USA) cihazinda rutin deparafinizasyon, makroskobik sindirim ve
boyama iglemlerini gerceklestirdik. Cihazda deparafinizasyon ve makroskobik
sindirim kendi biinyesinde tam otomatik programla ger¢eklestirildi. Makroskobik
sindirim i¢in iriin katologunda onerilen ve cihazda kullanilan Proteaz enzimi
kullanilarak 30 dakikada gerceklestirildi. Daha sonra 1 saat siire ile cihazda
primer rabbit polyclonal antthuman Col9A1 antibody® (ab75807), (abcam ltd.
San Francisco, USA)® ile immiinhistokimyasal boyama islemi gergeklestirildi
(158). Uriin katologunda ekstraselliiler dokular igin dnerilen 1/20-1/50 diliisyon
araligi icerisinde kalinarak 1/20 diliisyon oraninda boya kullanildi. Boyama iglemi
sonrasinda oda havasinda kurutulan bu numunelerin iizerleri cam lamelle ortiildii.
Olympus DP 71® 151k mikroskobunda inceleme yapildi ve kameradan fotograflar1
elde edildi.

2.4. Degerlendirme

Boyanma oranlar,, boyanma siddetleri ve boyanma toplam skorlari
semikantitatif olarak asagidaki gibi derecelendirildi (159).
Boyanma oranlart;

0 = Disk dokusunun %1'inden azinda kollajen Tip IX boyanma,

1+ = Disk dokusunun %1-10' unda boyanma,

2+ = Disk dokusunun %11-50' sinde boyanma,

3+ = Disk dokusunun %51— 80' inde boyanma,

4+ = Disk dokusunun %80' inden fazlasinda boyanma,
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Boyanma siddeti ise asagidaki gibi;

0 = Boyanma yok,

1 = Soluk,

2 = Orta derecely,

3 = Yogun boyanma, seklinde derecelendirildi.

Daha sonra ‘“(1+ boyanma siddeti / 3) x boyanma orani” formiilii ile
boyanma toplam skoru hesaplandi ve bu skora gore olgular 4 gruba ayrildi.

0 = Boyanmayan,

1 = Az boyanan,

2 = Orta dereceli boyanan,
3 = Gigclii boyanan.

Bu sayede diabetik ve diabetik olmayan hastalarimizin mikrodiskektomi
materyallerindeki kollajen Tip IX’un immiinhistokimyasal boyanma diizeyleri
elde edildi.

2.5. Istatistiksel Yontem

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistik analizler i¢in
SPSS 17 istatistik paket programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayic istatistiksel metotlar (Frekans, Yiizde, Ortalama, Standart sapma) ve
niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Pearson Ki-Kare testi kullanild1.

Normal dagilimin incelenmesi i¢in Kolmogorov - Smirnov dagilim testi
kullanild1. Niceliksel verilerin karsilagtirilmasinda iki grup durumunda, normal
dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Mann
Whitney U test kullanildi. Sonuglar % 95 giiven aralifinda, anlamlhilik p<0,05 ve
p<0,01 ileri anlamlilik diizeyinde ¢ift yonlii olarak degerlendirildi. Bagimsiz
degiskenlerin bagimli degisken iizerine olan etkilerini 6lgmek icin ANOVA (F) ve

coklu dogrusal regresyon modeli kullanildi.
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3. BULGULAR
Caligmamiza diabetik olmayan toplam 30 hasta dahil edildi. Bu hastalara
ait genel 6zellikler Tablo 2’de goriilmektedir.

Tablo 2. Diabetik olmayan diskektomi yapilan hasta grubunun genel 6zellikleri

Hasta No Cinsiyet Yas Operasyon seviyesi
1 e* 32 L5-S1
2 k* 64 L4-5
3 e 50 L5-S1
4 e 60 L5-S1
5 e 39 L4-5
6 k 58 L4-5
7 e 65 L1-2
8 k 47 L4-5
9 e 50 L4-5
10 e 40 L5-S1
11 e 37 L4-5
12 e 35 L5-S1
13 e 37 L4-5
14 k 33 L4-5
15 e 58 L4-5
16 e 55 L4-5
17 e 44 L5-S1
18 k 40 L4-5
19 e 61 L5-S1
20 k 46 L4-5
21 k 45 L4-5
22 e 23 L5-S1
23 e 68 L4-5
24 e 45 L4-5
25 k 47 L5-S1
26 e 48 L4-5
27 e 50 L5-S1
28 e 42 L5-S1
29 e 60 L4-5
30 e 48 L5-S1

1-e*-erkek, k*-kadmn

Diabetik olmayan olgularin yas dagilimlar1 (47,57+10,92) yil idi (Tablo 2).
Sapli kutu diyagraminda gruplarin yas ortalamalar1 kiyaslanmistir (Sekil 2).

Diabetik olmayan gruptaki kadin hasta sayis1 8 (%26,7), erkek hasta sayis1
22 (%73,3) idi (Tablo 2).

Diabetik olmayan hastalarin; 1’ine L1-2 (%3,3), 17’sine L4-5 (%56,7),
12’sine L5-S1 (%40) seviyelerinden ameliyat yapildi. Bu grupta L2-3, L34

seviyelerinden ameliyat olan hastamiz yoktu (Tablo 2).
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Calismaya dahil ettigimiz 30 diabetik hastanin genel 6zellikleri ve HbAlc

diizeyleri (%) Tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3. Diabetik lomber diskektomi yapilan hastalarin genel 6zellikleri

Hasta  Cinsiyet Yas HbAlc(%) DM-TiP2 Operasyon
No (Ay) Seviyesi
1 k* 40 6,7 24 L4-5
2 k 54 13,2 132 L4-5
3 k 70 6,2 24 L1-2
4 k 57 8,5 108 L4-5
5 e* 66 10,6 156 L4-5
6 e 66 8,4 108 L4-5
7 k 49 6,9 60 L3-4
8 e 66 12,8 120 L4-5
9 k 56 11,5 180 L4-5
10 k 56 13,2 120 L4-5
11 k 60 6,9 84 L4-5
12 k 61 12,3 180 L1-2
13 k 61 11,1 168 L5-S1
14 e 43 10,8 144 L4-5
15 k 57 13,2 156 L3-4
16 k 38 6,8 96 L4-5
17 k 57 8,3 36 L4-5
18 k 58 11,2 180 L4-5
19 k 67 12,7 168 L5-S1
20 k 73 9,7 132 L2-3
21 k 40 9,8 156 L5-S1
22 e 39 7,1 60 L4-5
23 e 36 6,3 24 L4-5
24 k 48 8,2 24 L4-5
25 k 66 11,4 120 L5-S1
26 k 53 7,0 96 L4-5
27 k 64 10,4 120 L3-4
28 k 59 7,5 60 L3-4
29 e 46 6,5 84 L4-5
30 e 46 6,7 90 L5-S1

1-k*-kadin, e*-erkek

Diabetik hastalarm yas dagilimlar1 (55,07 + 10,42) yil idi (Tablo 3). Saph
kutu diyagraminda gruplarin yas ortalamalar1 kiyaslanmistir (Sekil 2).

Diabetik kadin hasta sayis1 22 (%73,3), erkek hasta sayist ise 8 (%26,7) id1
(Tablo 3).

Diabetik hastalarin; 2’sine L1-2 (%6,6), 1’ine L2-3 (%3,3), 4’line L34
(%13,3), 18’ine L4-5 (%60) ve 5’ine ise L5-S1 (%16,6) seviyelerinden ameliyat
gerceklestirildi (Tablo 3).
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Sekil 2. Gruplarin yas ortalamalarin1 gosteren sapli kutu diyagrami

3.1. Diabetik olmayan hastalarin Tip IX kollajen boyanma siddeti ve

oranlar

Diabetik olmayan olgularin, Tip IX kollajen boyanma siddetleri su
sekildeydi. 9 olguda soluk boyanma (1), 9 olguda orta dereceli (2), 12 olguda ise
yogun boyanma (3) 6zelligi gozlendi (Sekil 3,4,7, Tablo 4,5).

Diabetik olmayan olgularin, Tip IX kollajen boyanma oranlar1 ise su
sekildeydi. 9 olguda +1 (%1-10’unda boyanma), 9 olguda +2 (%11-50’sinde
boyanma), 12 olguda +3 (%51-80’inde boyanma) 6zelligi gozlendi (Tablo 4,5,
Sekil 8).

22



Sekil 3. Diabetik olmayan hastanin diskektomi materyalinde yogun kollajen Tip
IX boyanma 6zelligi goriilmektedir. (x400 biiyiitme)

Sekil 4. Diabetik olmayan hastanin diskektomi materyalinde soluk kollajen Tip

IX boyanma 6zelligi goriilmektedir. (x400 biiyiitme)
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3.2. Diabetik olan hastalarin Tip IX kollajen boyanma siddeti ve
oranlar

Diabetik olgularm, Tip IX kollajen i¢cin boyanma siddetleri su sekildeydi.
20 olguda soluk boyanma (1), 9 olguda orta dereceli boyanma (2), 1 olguda ise
yogun boyanma (3) gbzlendi (Sekil 5,6,7, Tablo 4,5).

Diabetik olgularm, Tip IX kollajen boyanma oranlari ise su sekildeydi. 20
olguda +1 (%1-10’unda boyanma), 9 olguda +2 (%11-50’sinde boyanma), 1
olguda ise +3 (%51-80’inde boyanma) gergeklesti (Tablo 4,5, Sekil 8).

"

Sekil 5. Diabetik hastanin diskektomi materyalinde periselliiler bélgede yogun
kollajen Tip IX boyanma 6zelligi goriilmektedir. (x400 biiyiitme)
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Sekil 6. Diabetik hastanin diskektomi materyalinde soluk kollajen Tip IX
boyanma 6zelligi goriilmektedir. (x400 biiyiitme)

3.3. Her iki grubun Tip IX kollajen boyanma siddetlerinin ve

oranlarinin karsilastirilmasi

Her iki grubun boyanma siddetleri karsilastirildiginda, diabetik grubun
kollajen Tip IX boyanma siddetleri, diabetik olmayan gruptan istatistiksel olarak
anlaml diizeyde daha diistiktii (p=0,001<0,01) (Sekil 7, Tablo 4,5).

Her iki grubun boyanma oranlar1 karsilastirildiginda, diabetik grubun
kollajen Tip IX boyanma oranlari, diabetik olmayan gruptan istatistiksel olarak

anlaml diizeyde daha diistiktii (p=0,001<0,01) (Sekil 8, Tablo 4,5).
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Tablo 4. Diabetik ve diabetik olmayan hastalarin kollajen Tip IX boyanma siddet

ve oranlari

Hasta Diabetik Diabetik Olmayan
No

B*. B. Oram B. Top.* B. Siddeti B.Oram  B. Top.

Siddeti Skoru Skoru

1 1 +1 4/3 3 +3 18/3
2 1 +1 4/3 1 +1 4/3
3 2 +2 10/3 1 +1 4/3
4 1 +1 4/3 2 +2 10/3
5 1 +1 4/3 2 +2 10/3
6 1 +1 4/3 3 +3 18/3
7 2 +2 10/3 2 +2 10/3
8 1 +1 4/3 2 +2 10/3
9 2 +2 10/3 3 +3 18/3
10 2 +2 10/3 3 +3 18/3
11 1 +1 4/3 3 +3 18/3
12 1 +1 4/3 2 +2 10/3
13 1 +1 4/3 1 +1 4/3
14 1 +1 4/3 1 +1 4/3
15 1 +1 4/3 3 +3 18/3
16 1 +1 4/3 2 +2 10/3
17 2 +2 10/3 2 +2 10/3
18 1 +1 4/3 1 +1 4/3
19 1 +1 4/3 1 +1 4/3
20 1 +1 4/3 3 +3 18/3
21 1 +1 4/3 2 +2 10/3
22 2 +2 10/3 3 +3 18/3
23 3 +3 18/3 1 +1 4/3
24 2 +2 10/3 3 +3 18/3
25 1 +1 4/3 3 +3 18/3
26 2 +2 10/3 2 +2 10/3
27 1 +1 4/3 1 +1 4/3
28 2 +2 10/3 3 +3 18/3
29 1 +1 4/3 1 +1 4/3
30 1 +1 4/3 3 +3 18/3

1-B.*=Boyanma, Top.*=Toplam
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soluk orta dereceli yogun

m Nondiabetik = Diabetik

Sekil 7. Gruplar arasindaki kollajen Tip IX boyanma siddetleri

25
20
15
10
5
0
disk dokularinda disk dokusunda disk dokularinda
%1- 10"unda %611-50"sinde 2651-80'inde
boyanma boyanma boyanma

m Nondiabetik ™ Diabetik

Sekil 8. Gruplar arasindaki kollajen Tip IX boyanma oranlari
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Tablo 5. Gruplar arasindaki kollajen Tip IX boyanma siddetleri ve oranlari

Diabetik Nondiabetik
N % N % P

Disk dokusunun

%]1-10'unda 20 % 66,7 9 % 30,0

boyanma
Mikrodiskektomi
e Dk

.y ] %11-50'sinde 9 % 30,0 9 % 30,0 0,001%**

kollajen Tip IX

boyanma
boyanma oranlar

Disk dokusunun

%51-80'inde 1 % 3,3 12 % 40,0

boyanma

Soluk 20 % 66,7 9 % 30,0
Mikrodiskektomi
materyallerinde

l. 0 0, %%

kollajen Tip IX Orta dereceli 9 % 30,0 9 % 30,0 0,001
boyanma siddeti

Yogun 1 % 3,3 12 % 40,0

*%p<0,01

Diabetik olmayan grubun kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma
toplam skoru (3,800 £+ 1,990) idi (Tablo 6, Sekil 9). Diabetik grupta kollajen Tip
IX immiinreaktivite boyanma toplam skoru (2,089 + 1,184) idi (Tablo 6, Sekil 9).

Diabetik grubun kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skoru
diabetik olmayan grubun skorundan istatistiksel olarak ileri anlamlilik diizeyinde

daha diisiiktii (p=0,001%%<0,01) (Tablo 6, Sekil 9).

Tablo 6. Gruplar arasindaki kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam

skorlarinin karsilastirma tablosu

Diabetik Nondiabetik
Ort Ss Ort Ss P
Kollajen Tip IX
immiinreaktivite boyanma 2,089 1,184 3,800 1,990 0,001**
toplam skorlari
**p<0,01
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Sekil 9. Her iki grubun kollajen Tip IX toplam boyanma skorlar1 sapli kutu

diyagraminda karsilagtirilmistir.

3.4. Tip IX kollajen boyanma toplam skoru ile HbA1lc arasindaki iliski
Diabetik hastalarin HbAlc (%) diizeyleri 9,39 + 2,45 (min.6,2-max.13,2)
idi (Tablo 3,7).

Tablo 7. Diabetik hastalarin HbAlc (%) diizeyleri

N Ort. S.s Min. Max.

HbAlc (%) 30 9,39 2,45 6,2 13,2

HbAic ile kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlari
arasindaki iliskiyi belirlemek tizere yapilan korelasyon analizi sonucunda, puanlar
arasinda %37,7 diizeyinde negatif yonde anlamlhi iliski vardi (r=-0,377;
p=0,040<0,05). Buna gore DM’li olgularin HbAlc diizeyleri arttik¢a kollajen Tip

IX immiinreaktivite boyanma toplam skoru azalmaktaydi (Tablo 8, Sekil 10).
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Tablo 8. Diabetik grubun HbAlc ile kollajen Tip IX boyanma toplam skorlar1

arasindaki korelasyon tablosu

Boyut Boyut N r P
Kollajen Tip IX immiinreaktivite
HbAlc 30 -0,377 0,04*
boyanma toplam skorlar1
14,00
(=}

O @®Oo

12,00

10,00

HbA1C

&,00—]

6,00

T T T T T
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Kollajen tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlan

Sekil 10. Diabetik grubun HbAlc diizeyleri ile kollajen Tip IX boyanma toplam

skorlar1 arasindaki korelasyon diyagrami

3.5. Tip IX kollajen boyanma toplam skoru ile diabet siireleri
arasindaki iliski

Diabetik hastalarm DM (ay) siireleri dagilim 107 + 50,76 (min.24-
max.180 ) ay idi (Tablo 3,9).
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Tablo 9. Diabetik hastalarin DM (ay) siireleri

N Ort. S.s Min. Max.

DM-TIP 2 (ay) 30 107 50,76 24 180

DM siiresi ile kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlar1
arasindaki iliskiyi belirlemek tlizere yapilan korelasyon analizi sonucunda, puanlar
arasinda 9%57,0 diizeyinde negatif yonde anlaml iliski vardi (r=-0,570;
p=0,001<0,05). Buna gore DM’li olgularin DM siiresi arttik¢a kollajen Tip 1X

immiinreaktivite boyanma toplam skoru azalmaktaydi (Tablo 10, Sekil 11).

Tablo 10. Diabetik grubun DM (ay) stireleri ile kollajen Tip IX boyanma toplam

skorlar1 arasindaki korelasyon tablosu

Boyut Boyut N r p

Kollajen Tip IX immiinreaktivite DM (ay) 30 0,570 0,001%
boyanma toplam skorlar1

2007

1350

o
(=]
L
coo o o/o 0 0 O ©

DM-TiP (ay)

50

R2 Linear

T T T T
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Kollajen tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlan

Sekil 11. Diabetik grubun DM (ay) siiresi ile kollajen Tip IX boyanma toplam

skorlar1 arasindaki korelasyon diyagrami
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3.6. Tip IX kollajen boyanma toplam skoru ile yas arasindaki iliski

Yas ile kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlar1
arasindaki iliskiyi belirlemek tizere yapilan korelasyon analizi sonucunda, puanlar
arasinda istatistiksel agidan anlamli iliski yoktu (r=-0,297; p=0,111>0,05) (Tablo
11, Sekil 12).

Tablo 11. Diabetik grubun yaslar1 ile kollajen Tip IX boyanma toplam skoru

arasindaki korelasyon tablosu

Boyut Boyut N r p
Kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma Ya 30 0297 0111
toplam skorlari § > )
S0
L=
7O (=)
: o
50— 8 8
8 § [=)]
© (=)
lg' S0 (=] o
-— o g g
8
© (=]
40— o o [e]
8
o 8
° Lo}
307
L&)
207
1 ,IIJD 2,'00 3,'00 4,60 5,60 6,50

Kellajen tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlan

Sekil 12. Diabetik grubun yaslar1 ile kollajen Tip IX boyanma toplam skoru

arasindaki korelasyon diyagrami
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3.7.Tip IX kollajen boyanma toplam skoru ile operasyon seviyeleri
arasindaki iliski

Operasyon seviyesi ile kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam
skorlar1 arasindaki iliskiyi belirlemek {izere yapilan korelasyon analizi sonucunda,
puanlar arasinda istatistiksel agidan anlamli iligki yoktu (r=-0,136; p=0,472>0,05)
(Tablo 12, Sekil 13).

Tablo 12. Diabetik grubun operasyon seviyeleri ile kollajen Tip IX boyanma

toplam skoru arasindaki korelasyon tablosu

Boyut Boyut N r p
Kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma Opergsyqn 30 0,136 0.472
toplam skorlar1 Seviyesi
57 o
4= L= ] =] s
H
==
a
w
5 7 ° °
]
=
@
(=8
o
2= o
1 (] (&
1 ,IDD 2,'00 3,‘00 4,‘00 5,‘00 c-;,lnu

Kollajen tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlar

Sekil 13. Diabetik grubun operasyon seviyeleri ile kollajen Tip IX boyanma

toplam skoru arasindaki korelasyon diyagrami

33



3.8.Tip IX kollajen boyanma toplam skoru ile diabetik hastalarin
parametreleri arasindaki regresyon testleri

DM olgularda kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorunun
yas, operasyon seviyesi, HbAlc ve DM siiresinden etkilenme durumunu test
etmek i¢in yapilan regresyon modeli istatistiksel olarak anlamliydir (F=3,688;
p=0,017<0,05). DM siiresi, kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam
skorunu negatif yonde etkilemekteydi. DM siiresi 1 birim arttiginda kollajen Tip
IX immiinreaktivite boyanma toplam skoru -0,016 birim azalmaktaydi (3=-0,016;
t=-2,610; p=0,015<0,05). HbAlc diizeyi, DM siiresi skorunun yaninda kollajen
Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorunu istatistiksel olarak
etkilememekteydi (t=0,931; p=0,361>0,05). Yas, DM siiresi skorunun yaninda
kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorunu istatistiksel olarak
etkilememekteydi (t=-1,110; p=0,278>0,05). Operasyon seviyesi, DM siiresi
skorunun yanmda kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorunu
istatistiksel olarak etkilememekteydi (t=-0,819; p=0,420>0,05). Kollajen Tip IX
immiinreaktivite boyanma toplam skorunun diisiik ¢ikmasi, diabet siiresinin

uzamasindan dolay1 %27 oraninda azalmaktaydi (R?=0,270) (Tablo 13).

Tablo 13. Kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlarini etkileyen

parametrelerin regresyon analizi ile incelenmesi

Bagimsiz Model

o <. 2
Bagimh Degisken Degisken [ T p F ) R
Sabit 4,623 2,968 0,007
HbAlc 0,118 0,931 0,361
Kollajen Tip IX

immiinreaktivite boyanma DM siiresi -0,016 -2,610 0,015 3,688 0,017 0,270
toplam skorlari

Yas -0,024  -1,110 0,278

Operasyon

0 -0,169  -0,819 0,420
Seviyesi
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4. TARTISMA

Bizler bu calismaya baglarken literatiir incelemelerimiz neticesinde
diabetik ve diabetik olmayan lomber diskektomi yapilan hasta gruplar1 arasinda
kollajen Tip IX immiinhistokimyasal boyanma paterninin karsilastirilmasina
yonelik bir ¢alismanm olmadigin tespit ettik. Bu calismanin sonucunda diabetik
diskektomi materyallerinde kollajen Tip IX toplam boyanma skorununun
istatistiksel olarak %95 giiven araliginda anlaml olarak diisiik ¢iktigimni gordiik.
Bu durumu diabetin intervertebral disk dokusu iizerine olan kronik donem
etkileriyle agiklamak miimkiindiir (73,74). Geng eriskin ve ileri yaslarda daha sik
goriilen ve Onemli bir metabolik hastalik olan Tip 2 diabetin, intervertebral
diskteki kollajen Tip IX immiinhistokimyasal boyanma paterni ile iligkisini
arastirmakti. Bu calisma 6zellikle kollajen Tip IX’un COL9A1 genetik alt tipinin
immiinreaktivitesi tizerine yapilmis bir calismadir. 1990’11 yillarin baslara kadar
lomber disk dejenerasyonun etiyoloji ve patogenezi fiziksel aktiviteyle baglantili
olarak degerlendirilirken daha sonraki yillarda genetik calismalara agirlik verildi
(160). Ikizler iizerinde yapilan cahigsmalar neticesinde disk dejenerasyonundaki
genetik degisikliklerin %37-74 kadar biiyiikk bir role sahip olduklar1 gosterildi
(34,161). Kollajen Tip IX mutasyonlarmnin kikirdak fonksiyonlarini zayiflattigina
yonelik hipotez ve caligmalar fare intervertebral disklerinde kollajen Tip IX
polimorfizm ve mutasyonlarmm yiiksek oldugunu gdsterdi (15,162). ileri insan
disk doku caligmalar1 neticesinde ise li¢ adet kollajen Tip IX geninin varlig1 tespit
edildi. Ve bu genlerle ilgili genetik varyasyon ve mutasyonlar tanimlandi (13—15).
Bu caligmalar kollajen Tip IX genetik defektlerinin intervertebral disk
dejenerasyonlarinin erken doneminde onemli roller iistlendigini gostermektedir
(34,35).

Intervertebral ~ disk  dejenerasyonunun  etiyopatogeneziyle ilgili
calismalarda diabetik hastalarda diskektomi gereksiniminin %9,1-13 daha fazla
oldugu goriliir (73,163). Diabetik hastalarda ayrica cerrahi yara yeri iyilesme
problemleri ve tekrar disk goriilme orani %28 gibi daha yiiksektir (73). Bizim
calismamizdaki diabetik grupta tekrar disk hernisi goriilme oran1 %6,6 idi. Sadece
iki diabetik hastamizda 5 ay gibi kisa siire icerisinde gelisen tekrar disk hernisi

nedeniyle tekrar diskektomi ameliyat1 yaptik. Diabetik olmayan grupta ise
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tekrardan disk hernisi gelismedi. Intervertebral diskin niikleus pulpozus ve
annulus fibrozusunda bulunan Tip IX kollajen, Tip II ve Tip XI kollajenlerle
capraz baglar kurarak disk dokusunun stabilitesinde c¢ok ©Onemli rol oynar
(11,131-136,141). Annulus fibrozusta en ¢ok Tip I %0-80, niikleus pulpozusta ise
en ¢ok Tip II %0-80 kollajen bulunur. Bu nedenlerle kollajen miktarlarindaki ve
niteliklerindeki degigmeler disk dokusunun mekanik 06zelliklerini olumsuz
etkileyebilir (11,12).

Intervertebral diskteki kollajenleri tespit etmeye yonelik ¢alismalarda
immiinhistokimyasal arastirmalarin 6n planda olduklarimi goriiriiz (62-65,103,
123,164). Robert ve ark. (164), hiicre, periselliiler matriks ve bu yapilar1 tamamen
kusatan periselliiller kapsiil ile territdryel, interterritoryel mesafe gibi
histomorfolojik olusumlar tanimladilar. Bu c¢aligmada insan intervertebral
diskinde kollajen Tip IX’un ¢ok nadir boyanma sebebini makromolekiiler
sindirimde kullanilan hiyaliironidaz enziminin kollajen Tip IX epitoplarini
maskelemesine bagladilar. Nerlich ve ark. (123), 0-86 yas araligindaki 47 kadavra
diskini iceren ¢alismalarinda intervertebral disklerden transvers disseksiyonla elde
ettikleri kesitlerde kollajen tiplerinin miktarlarina yonelik immiinhistokimyasal
boyama yaptilar. Kollajen Tip IX’un, fetal ve infantil disklerde kollajen Tip II ile
birlikte niikleus pulpozus ve son plak matriksinde periselliiler mesafede kuvvetli
boyandiklarin1 gosterdiler. Bizim calismamizda kollajen Tip IX’un, annulus
fibrozusta ve niikleus pulpozusta periselliler mesafede yogun boyanmalari
immiinhistokimyasal ¢caligmalarla uyumludur. Bu durum ¢alismada proteaz enzimi
kullanmamizin etkisine bagli olabilir. Fakat sunu belirtmekte fayda vardir. Bu
calismalardan farkli olarak incelemeye aldigimiz dokular kerrison panglarla
aldigimiz morfolojisi yipranmis materyallerdir. O agidan da bu ¢alisma diskin
histolojik  doku  biitiinliiglinden ziyade tamamen kollajen Tip IX
immiinreaktivitesini arastirmaya yoneliktir.

Schleicher ve ark. (103), 1997°deki calismalarinda 0-86 yas araligindaki
rutin otopsi materyallerinde makroskobik, histolojik ve immiinhistokimyasal
kollajen dagilim paternini g¢alistilar. Ayrica yas dagilimina gore artan CML
diizeyiyle kollajen paternlerini karsilastirdilar ve artan yasla birlikte olusan disk

dejenerasyonunda CML diizeyindeki artisin etkili oldugunu gosterdiler. Bu
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calismadaki sonuglarla benzer olarak diabetik disklerdeki CML diizeyide
yiiksektir. CML diskin kollajen boyanma paternini degistirmektedir (107,108) .

Diabetes Mellitus, 6nemli sistemik bir hastaliktir (79-83). Tip II Diabetin
disk dejenerasyonundaki roliinii kollajen Tip IX immiinhistokimyasal boyanma
paternine olan etkileriyle inceledik. Gruplar arasindaki kollajen Tip IX
immiinreaktivite boyanma toplam skorlar1 arasindaki istatistiksel korelasyon
anlamli olarak distiktii. Buradan yola c¢ikarak diabetik grubun tanimlayici
ozellikleri ile Tip IX kollajen immiinreaktivite boyanma toplam skorlari
arasindaki korelasyonlar: incelemek gerekir. Bu tanimlayic1 6zellikler gruptaki
hastalarin HbAlc diizeyleri, DM (ay) siiresi, yas, operasyon seviyeleridir.

HbAIlc diizeyleri ile diabetik hastalarin immiinreaktivite toplam boyanma
skoru arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlamli idi. HbAlc diizeyindeki
yiikseklik kontrol dis1 diabet ve hipergliseminin gdstergesidir. Bizim serimizdeki
hastalarm HbAlc diizeyleri yliksekti. Bu yiiksek sonug kollajen Tip IX boyanma
paterninin diabetik grupta anlamli olarak diisiik ¢ikmasiyla iligkiliydi. Bu iligki
parametreler arasinda dogrusal negatif yonlii zayif bir iliskiydi. Bu sonug
kontrolsiiz diabet nedeniyle viicuttaki yliksek diizey glikozilasyon miktariyla
orantili olarak kollajen disfonksiyonu gelismesi ve kronik bag doku
komplikasyonlarinin artmasi1 arasindaki iliskiyi zayifta olsa aciklar (79-83).
Benzer olarak disk hernilerinin gelismesinde rol alan dejenerasyon siirecinde
yiiksek HbAlc diizeyiyle iligkili kontrolsiiz diabetin bir risk faktorii oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu durum kisa zaman siiresi igerisinde rekiirrent disk hernilerinin
gelismesiylede iliskili olabilir.

Tip 11 diabetes mellitus ay stiresi ile kollajen Tip IX boyanma toplam
skoru arasindaki istatistiksel korelasyon sonucu anlamli idi. Bu durum orta
diizeyde dogrusal negatif yonlii bir iligkidir. Regresyon modeli istatistiksel olarak
anlamhidir. Bu sonug kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorunun
disiik ¢ikmasiyla iliskili en 6nemli faktoriin diabet siiresi oldugu anlaminada
gelmektedir. Korelasyon katsayisiin biiyiik ve istatistiksel olarak anlamliliginin
fazla olmasi kronik déonem bag doku komplikasyonlariyla diabet siiresi arasindaki
iligkinin kuvvetini gostermektedir. Yine bu durum rekiirrent disk hernilerinin

gelismesiyle iliskili olabilir.
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Diabet stiresiyle iligkili O6nemli faktorlerden biriside, lomber bolge
beslenmesini saglayan aorta abdominalis ve lomber kapiller agdaki aterosklerotik
fibroz plaklarin intervertebral diskte, sinir kokiinde ve vertebral cisimde iskemik
bel agrisina yol agmasidir (165-167). Geng yaslarda abdominal aterosklerotik
plaklar %10 kadar goriiliirken, ozellikle 44-64 yaslar1 arasinda bu tiirden
aterosklerotik patolojiler ve disk hernileri hizla artmaktadir (163,165). Bizim
calismamiza dahil ettigimiz diabetik hastalarin yas ortalamasi ise (55,07 = 10,42)
idi ve diabetik vaskiiler komplikasyonlari ve disk dejenerasyonunun hizla arttigi
yas grubuylada ¢ok uyumludur.

Mikrovaskiiler komplikasyonlar ve kontrol dis1 yeterli medikal tedavi
yapilamayan Tip 2 diabetik diskte smirl glikoz kullanim1 ve difiizyonla yetersiz
beslenme sonucunda enerji acig1 gelisir. Anaerobik enerji liretimi artar. Disk
matriksinde atilamayan ve artan laktik asite bagl asidik ortam dejenerasyonu
hizlandirir  (7,46,56,57). Disk dejenerasyonunda beslenme iizerine yapilan
calismalar gdsterdiki mikrovaskiiler komplikasyonlar; disk kikirdaginin
beslenmesini engelleyerek, molekiiler yikim {riinlerini artirir, metabolizma
degisikliklerine bagl hiicre fenotip degisikligi, hiicre 6liimii, proteoglikan yikimi
gibi  matriks degisikliklerine sebep olurlar (51,54,61,96,163,168). Disk
beslenmesini bozan faktorler; skleroz,  subkondral kemik ve son plak
kalsifikasyonlarminda sebebidirler (168). Saglikli diskte iskemik patolojilerin
histolojik bulgular1 ¢atlak ve yariklar, graniiler degisiklikler ve mukoid
dejenerasyonlardir (62). Anaerobik enerji liretimi intervertebral diskte kollajen
ireten kikirdak hiicrelerinin normal meatbolizma devami i¢in yeterli diizeyde
degildir. Mitokondriyal disfonksiyon sonucu diskte artan metabolitler, doku
proteinazlarini aktive ederler (51). Kontrol dis1 ve uzayan diabet siliresine bagl
olarak yliksek orandaki enzimatik olmayan glikozilasyon mezenkimal hiicre
proliferasyonunu inhibe eder ve apopitozisi uyarir (109). Dejeneratif hiicre igi
reaktif oksijen metabolitleri artmaktadir (110,111).

Son yillarda diabetin komplikasyonlariyla ilgili 6ne siiriilen ¢ok énemli bir
mekanizmada, diabetik hastalarin postprandiyal donemdeki plazma peroxynitrit
ve nitrotyrosin oranlarinin yiiksekligiyle iligkilidir. Bu durum direkt olarak

hiperglisemiyle iliskilidir (5,120,169). Peroxynitrit ve nitrotyrosin DNA tamir
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sistemi mekanizmalarinda tahribata neden olur. Poly (ADP-ribose) polymerase—1
(PARP-1), DNA kirilmalarin1 baslatan enzimdir. Aktive PARP1 niikleer akseptor
proteinlerde nikotinamid igerisindeki NAD+ ve ADP-ribozlarda polimerizasyona
sebep olur. Sonugta NAD+ kisitlanmasi ile ATP sentezinde azalma, hiicrelerde
apoptozis, nekroz ve disfonksiyon gelisir. Diabetik viicutta asir1 miktarda bulunan
peroxynitrit, PARP1 enziminin asir1 miktarda ¢alismasma sebep olur (5). Bu
mekanizma diabetik komplikasyonlarm hemen tamamina yakinin patogenezinden
sorumlu tutulan 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir (5,169).

Intervertebral disk ekstraselliiler matriks kompozisyonunu degistiren her
tirlii faktor disk dejenerasyonuyla iligkilidir (105). Disk hiicre aktivitelerini
etkileyen faktorleri inceledigimizde; sitokinler, interlokinler, mekanik yiikler ve
diabet karsimiza c¢ikmaktadir (50-54). Ayrica kikirdak yikiminda rol oynayan
molekiiler faktorler ise; proinflamatuar sitokinler, agreganazlar, matriks
metalloproteinazlar ve nitrik oksittir. Osteoartrit ve Romatoid artritteki kikirdak
degradasyon mekanizmalarinm1 harekete geciren fibronektin gibi matriks
degradasyon yikim {iriinleri kondrosit yiizey reseptorlerine baglandiktan sonra
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinaz )’1 artirirlar ve kondrosit ve sinoviyal
fibroblastlardan MMP, NO ve sitokin sentezini stimiile ederler (119-122,170).
Proinflamatuar sitokinlerden en iyi bilinenlerinden olan IL-18 ve TNF-a kikirdak
degradasyonunu matriks metalloproteinaz iiretimini stimiile ederek artirirlar (171).
Diabetik hastalarda plazma TNF-a diizeyleri yliksektir ayrica dokularda insiilin
direnciyle de iliskilidir (172). NO, degisik hiicrelerden sentezlendigi gibi diabetik
disk kondrositlerinde normalden daha fazla sentezlenir (173). Fibronektin, bir¢ok
dokuda ve normal kikirdakta, sinoviyal sivida bulunan 450 kDa adeziv dimerik
glikoproteindir (174,175). Diabetik disk ekstraselliiler matrikslerinde fibronektin
diizeyleride normalden yiiksektir (117).

Diabetik hastalarin yaslar1 ile kollajen Tip IX boyanma toplam skorlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki yoktu. Caligmadaki operasyon seviyeleri
ile kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorlar1 arasinda korelasyon
istatistiksel olarak anlamli degildi. Fakat alt lomber bdlgede disk hernilerinin sik
goriilme nedeni bu bdlgenin viicut agirligmin en ¢ok yiik binen bdlgesi olmasidir.

Bu durum birbirine yakin patolojik durumlar olan diabetik obez hastalarda,
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kompresyon modelleri ve buna bagh artan katabolik faktor iiretimi arasinda uyum
oldugunu teyid edebilir (84-87,91).

Diabetik hastalarimizda alt lomber seviyede normalden daha fazla
dejenerasyon oldugu goriilecektir. Bu duruma birazda ¢alismaya dahil edilen
ekstriide disklerin secilmesinden kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Lomber disk
dejenerasyonu ve diskektomi iizerine yapilan genis serilerde L.4-S1 arasindaki
bulgingler %35-33, protriide diskler %10-32, ekstriide diskler %3—47, disk
mesafesinde darlik %20-37, anniiler yirtiklar %0-20 oranlarinda goriiliirler
(32,176-183). Bizim diabetik ¢alisma grubumuzun alt lomber ekstriide disk
operasyon seviyeleri, L4-5 %60, L5-S1 ise %16,6’dir. Diabetik olmayan grubun
alt lomber ekstriide disk operasyon seviyeleri ise L4—5 (%56,7), L5-S1 (%40) idi.
Bu durum ekstriide disk dejenerasyonu ve alt lomber seviye patogeneziyle
uyumludur.

Sonug olarak Tip II diabetin kimyasal, molekiiler, dejeneratif ve katabolik
faktorleri bir arada barindirdigi goriiliir. Diabetik olgulardaki kollajen Tip IX
immiinreaktivite boyanma toplam skorundaki diisiik sonug, yukarida aciklamaya
calistigimiz molekiiler mekanizmalarin ortak bir sonucu olarak gelismektedir.
Kollajen Tip IX immiinreaktivite boyanma toplam skorundaki diisiik sonucun disk
dejenerasyonunda ve lomber disk hernilerinin gelismesinde 6nemli bir paymin
oldugunu diisiiniiyoruz ve sonuglarimiz disk dejenerasyonu fizyopatolojisiyle

ilgili yapilacak calismalara 6nemli katki saglayacaktir.
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