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OZET

AKkkurt, I, Ratlarda laminektomi sonrasi gelisen peridural fibroziste biyofiziksel
bariyerlerin etkinliginin degerlendirilmesi, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Norosiriirji Anabilim Dalh Uzmanlhk Tezi, Kirikkale, 2016.

Spinal cerrahi sonrasi olusan peridural fibrozis noral elemanlarin ve 6zellikle spinal sinirlerin
etrafini sikica sarip baski bulgularina yol agabilmekte ve %1-48 hastada cerrahi 6ncesi klinik
bulgulara benzer bulgularin tekrarina neden olabilmektedir. Bu durum ise hem hasta igin,
hem doktor i¢in ve hem de ekonomik yonden yipratict bir siire¢ olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Tiim bu nedenlerle bu inflamatuvar siireci durdurmaya ya da en azindan
azaltmaya yonelik medikal literatiirde ¢alismalar halen devam etmekte olup heniiz ekonomik
ve faydali bir metot, teknik ya da farmakolojik ajan ortaya konamamustir. Bu deneysel
calisma “hyaluronik asit (HAS)”, “polietilen glikol ve polietilen imine (PEG)” ve
“trombositten zengin plazma (PRP” bariyerleri kullanilarak peridural fibrozisi azaltmada
etkin bir ¢o6ziim bulmaya yonelik olarak planlanmistir. Bu deneysel ¢alismada 34 adet Wistar
albino rat randomize sekilde 5 gruba ayrilmistir. DONOR grubu (abdominal aortadan tiim
viicut kanlar1 toplanip trombositten zengin plazma elde edildi; n:2); KONTROL grubu
(higbir cerrahi girisim uygulanmadi ve higbir deneysel famakolojik ajan verilmedi; n: 8);
SHAM grubu (cerrahi girisim uygulandi ancak deneysel farmakolojik ajan uygulanmadi; n:
5); HAS grubu (cerrahi girisim uygulandi ve cerrahi alana hyaluronik asit bariyer birakildi;
n: 5); PRP grubu (cerrahi girisim uygulandi ve cerrahi alana PRP bariyer birakildi; n: 7);
PEG grubu (cerrahi girisim uygulandi ve cerrahi alana PEG bariyer birakildi; n: 7). Cerrahi
uygulama metodu olarak deney hayvanlarinin sedasyon anestezi uygulanmasi sonrasi
DONOR ve KONTROL grubundaki denekler hari¢ diger deneklere spinal korda zarar
vermeden L3-L4-L5 araligindan laminektomi uygulandi ve spinal kord durasi agiga
cikarildiktan sonra yukarida tarif edilen ilgili gruplara ilgili farmakolojik ajan uygulamasi
evresine gegildi. Belirtilen iglemlerden sonra cerrahi katlar anatomiye uygun sekilde

kapatilip ratlar sedasyon anesteziden ¢ikarildi. Alt1 haftanin sonunda tiim hayvanlara 6tenazi
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uygulandr ve tiim deneklerin spinal vertebral kolonu blok halinde ¢ikarilip histopatolojik
incelemeye ve polimerize zincir reaksiyon (PCR) gen ekspresyon analizine tabi tutuldu.
Deney sonunda HAS, PEG ve PRP isimli etken maddelerin cerrahi yapilan alanda
damarlanmay1 ve fibroblast gogiinii normal doku diizeyine yaklastirmasa da salt cerrahi
yapilan dokuya gore belirgin ve benzer diizeyde azaltabildigi gozlendi. Ayrica PEG ve PRP
isimli etken maddelerin peridural fibrozis olusumunda yer alan kollajen tipl, kollajen tip 3
ve transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-1B) gen ekspresyon diizeylerini normal doku
diizeyine yaklastirmasa da salt cerrahi yapilan dokuya gdre belirgin ve benzer diizeyde
azalttigt gozlendi. Ancak bu etken maddelerin timor nekrozis faktor-alfa (TNF-o) ve
interferon-gamma (IFN-y) gen ekspresyon diizeyleri tizerinde herhangi bir etkiye sahip
olmadigi saptandi. PEG ve PRP isimli deneysel farmakolojik ajanlarin ratlarda olusturulan
laminektomi modelinde peridural fibrozis olusumunu normal doku diizeyine yaklastiramasa
da salt cerrahi yapilan dokuya gore belirgin ve benzer diizeyde azalttigi gozlendi. Bu
bulgularla bu etken maddelerin klinikte hastalar {izerinde kullaniminin faydali olabilecegi

diistintildii.

Anahtar kelimeler: Spinal cerrahi, peridural fibrozis, hyaliironik asit, polietilen glikol ve

polietilen imine, trombositten zengin plazma (PRP), dural bariyer.

Destekleyen Kurumlar: Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Proje (BAP)

Koordinasyon Birimi ((BAP Numarasi: 2014/ 75)
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1. GIRIS:

Yara iyilesmesi fizyolojik bir siire¢ olup 6zellikle cerrahi travma sonrasit dokularin
anatomik fonksiyonel biitiinliigiiniin korunmasinda elzemdir. Burada yara iyilesmesinde
onemli olan ise en az fibrotik ve konektif doku olusumu ile beraber en fazla anatomik
diizelme —cerrahi 6ncesi normal doku biitiinliigiine nerede ise benzer olacak sekilde- bir
iyilesmenin saglanmasidir. Ancak ¢ogu cerrahi travma sonrasi cerrahi alanda yeni bag
dokusu (nedbe=skar) olusmakta ve doku normal dokularin fonksiyonlarini negatif yonde
etkilemektedir. Spinal cerrahi sonrasi olusan bu yogun skar dokusu peridural fibrozis adiyla
adlandirilmaktadir. Olusan bu fibrotik doku noéral elemanlarin ve 6zellikle spinal sinirlerin
etrafin1 sikica sarip baski bulgularma yol acabilmekte ve hastada cerrahi 6ncesi klinik
bulgulara benzer bulgularin tekrarina neden olabilmektedir. Bu siirecin sonucu olarak
yaklagik 9%1-48 hasta tibbi fayda gérememekte ve tekrar ameliyat edilme sinirlaria kadar
ulasabilmektedir. Bu durum ise hem hasta hem doktor ve hem de ekonomik yonden yipratict
bir siire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tim bu nedenlerle bu inflamatuvar siireci
durdurmaya ya da en azindan azaltmaya yonelik medikal literatiirde ¢caligmalar halen devam
etmekte olup heniiz ekonomik ve faydali bir metod, teknik ya da farmakolojik ajan ortaya
konamamustir.

Cerrahi sonrasi olusan peridural fibrozisin patogenezinde fibroblastlar ve bunlarin
sentezledigi kollajen proteini sorumlu tutulmakta olup bunlarin kaynagi olarak da cerrahi
sirasinda olusan kanama, periostun fibréz yapragi ve paravertebral derin adele gruplari
gosterilmektedir.

Bu fibrozis olusumuna ydnelik litaretiirde bazi biyofiziksel bariyerlerin ve bazi
farmakolojik ajanlarin etkinligi arastirilmis ancak heniiz optimum diizeyde etkin bir ¢6zim
iretilememistir. Ciinkii bu fibrozisi Onlemeye yonelik uygulanan birgok materyal ya
ekonomik olarak pahali, ya viicuda yabanci cisim etkisine sahip, ya enfeksiyon riski

tagimakta ya da omurilik kanalina baski uygulayici etkiye sahip olmaktadir.
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Hyaliironik asit (HAS) adi verilen kimyasal ajanin insan viicudunda da sentezlendigi

ve viicut dokulart ile uyumlu bir madde oldugu yapilan arastirmalarda gosterilmistir.
Literatiirde bu maddenin peridural fibrozis olusumunu azaltma yoniinde belirgin etkileri
oldugu gosterilmis olup ¢ogu klinikte kullanilmaktadir.

Polietilen glikol (PEG) ad1 verilen kimyasal madde ise nétral ve viicut dokulari ile

uyumlu hidrofilik karakterde bir polimer olmasina ve biyolojik bariyer olarak klinikte bir¢ok
alanda kullanilmasina ragmen noérosirurji alaninda beyin-omurilik sivisi (BOS) kagaklarini
onlemek igin dural bariyer olarak heniiz yeni kullanilmaya baslanmis olup peridural fibrozis
olusumu tizerine etkileri hakkinda yeterli bilimsel veri bulunmamaktadir.

Trombositten zengin plazma (PRP), ortopedi ve romatoloji klinikleri basta olmak

tizere bircok alanda medikal tedavide kullanilan otojen bir materyaldir. Ancak peridural

fibrozis olusumu iizerine etkileri heniiz tam arastirilmamustir.

Bu deneysel calisma etkin bir ¢6ziim bulmaya yonelik olarak planlanmstir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Yaraiyilesmesi
Yaralanma fonksiyonel ya da anatomik olarak doku ya da organ biitinliigiiniin
bozulmasi seklinde kisaca tarif edilebilir. Yaralanma sonrasi gelisen bir dizi olay doku/
organ/ organizma biitinliigiini yeniden saglamayl/ iyilestirmeyi amaglar (77). Yara

iyilesmesinin dort farkli sonuca gidis olasilig1 vardir. Bunlar asagida kisaca siralanmstir:

Birincisi tam iyilesmedir ki bu olayda kimyasal medyatorler nétralize olur, damar

yatag1 eski haline doner, lenfatik drenaj ve makrofajlar tarafindan nekrotik artiklar

ortadan kalkar, 6dem gider ve doku eski haline doner.

- Ikincisi rejenerasyonu tam olmayan ve bag dokusu ile organize olarak iyilesen
fibrozis dokusunun olusmasidir.

- Ugiinciisii piyojenik enfeksiyona gidis ve abse formasyonu gelismesidir.

- Dérdiinciisii ise kronik inflamasyon geligimidir.

2.2. Akut inflamasyon

Yara iyilesmesinin akut inflamasyon siireci inflamasyon, proliferasyon ve

matiirasyon (yeniden modelleme) fazlarini igerir.

2.2.1. Inflamatuar faz:

Yaralanmayi takiben yara bolgesindeki yikima ugramis damarlar hemen daralir ve
subendotelyal alandan ve endotelden tromboplastik doku iiriinleri salinmaya baglar. Bu arada
damarlarin hasarli bélgesinde trombositler kiimelenerek ilk hemostatik tikaci olusturur. Es
zamanli olarak pihtilagsma ve kompleman sistemleri harekete gegerken intrinsik ve ekstrinsik
pihtilagsma sistemleri protrombini trombine doniistiiriir. Takiben aktive trombin fibrinojeni
fibrine dondstiirir ve bu da trombusun olusumunu ve hemostazi saglar. Kiimelenmis
trombositler degraniile olarak inflamatuar hiicreleri yara bdlgesine yonlendiren kemoaktif
maddeleri, fibroblast aktivasyon faktorlerini ve vazokonstriktorleri ortama salarlar. Hasarl

bolgeye ilk gelen inflamatuar hiicreler arasinda notrofiller g¢ogunluktadir. Lokosit
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hareketlerinde siire¢ staz sirasinda hiicrelerin damar i¢inden damar g¢eperine dogru yer
degistirmesi ile baslar (marginasyon), ardindan damar endoteline zayif olarak yapisir ve
yuvarlanir (rolling). Endotelle karsi karsiya gelen lokositler endotelle siki bir yapisiklik
olusturup yapisma (adezyon) islemini  gergeklestirirler. Bu yapisma endotel hiicre
yiizeyindeki adezyon molekiilleri olan endotelyal 16kosit adezyon molekiil-1 (ELAM-1),
interselliiler adezyon molekiil-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1),
CD34 ile lokositlerdeki reseptorlerin (sialyl Lewis X, L-selectin gibi) etkilesimi ile
gergeklesir (29, 30, 60, 61, 61). Adezyon ardindan lokositler oncelikle endotel hiicre
araliklarma girer ve kollejenaz salgilayarak bazal membrani delerek damar disina ¢ikarlar
(transmigrasyon). Notrofiller, monositler, eozinofiller ve bazofiller de ayn1 yoldan reaksiyon
olustururlar. Aynm1 zamanda mikrovaskiiler alanda yapisal degisiklige bagli olarak
permeabilite artisi olur ve lokositlerle birlikte proteinden zengin sivi (eksudasyon) da
intertisyel araliga sizar. Damar digina ¢ikis yapan I0kositler kemotaktik ajanlarin etkisiyle
hasarli alana dogru ilerler (kemotaksi). Lokositlerin aktivasyonu kemotaktik ajanlarin
spesifik 16kosit reseptorlerine baglanmasi ile gerceklesir. Kemotaksi ile hasarli alana ulasan
l6kositlerin amaci1 hasarlayici ajan1 yok etmektir (fagositoz). Fagositozda, yaralanmaya
neden olan etken 16kosit tarafindan taninir, etken tanindiktan sonra l6kosit etkene yapisir ve
icine alarak yutar ve parcalayarak yok eder. Lokositlerin etkeni tanimasinda serumda
bulunan IgG ve C3b opsoninler olduk¢a Onemlidir. Bu maddelerle kaplanan
mikroorgonizmalar kolayca taninip yok edilir. Opsoninler 16kositler iizerinde bulunan FcR
ve C3b gibi 6zel reseptérlere baglanirlar. Reaktif oksijen radikalleri ve lizozomal enzimler
tehdit olusturan ajanin fagositozla yok edilmesini saglar (61, 62). Akut inflamasyonda rol
alan kimyasal ajanlar asagida siralanmustir:

- Vazoaktif aminler: Histamin ve seratonin akut inflamasyonda permeabilite artisindan

sorumludur (9).
- Plazma proteaziarr: Kinin sistemi, kompleman sistemi, pihtilagsma sistemi. Hageman

faktor bu {i¢ sistemin de aktivasyonunu baslatir. Hageman faktor karacigerde iiretilir
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plazmada inaktif sekilde bulunur ve kollajen, bazal membran veya aktive olmus
trombositlerle karsilagtiginda aktive olur (47).

Lipid kokenli mediatorler: Bu grupta aragidonik asit metabolitleri olan
prostaglandinler ve 16kotrienler bulunur. Bunlar inflamatuar stimulus veya C5a gibi
mediyatorlerle olusan fosfolipaz aktivasyonu sonucu meydan gelen membran
fosfolipidlerinden agiga ¢ikan poliansatiire yag asitleridir (17).

Trombositleri aktive eden faktér (PAF): Mast hiicresi ve bazofil basta olmak tizere
birgok hiicreden salinan fosfolipid kokenli bir mediyatordiir. Vaskiiler permeabilite
artigl, 16kosit agregasyonu/ adhezyonu/ kemotaksisi saglar. Trombositleri aktive
ederek diger mediyatorlerin salinimini da stimiile eder (1).

Nitrik Oksit (NO): Serbest radikal ve gaz olan nitrik oksit endotel kokenli gevsetici
faktor (EDRF) benzeri etki gosterir. Endotelden, makrofajlardan ve beyindeki
noronlardan da salinir. NO damar duvarindaki diiz kaslar1 gevseterek
vazodilatasyona, ayrica trombositlerde agregasyona ve adhezyona neden olur (8,
19).

Lokositik lizozomal enzimler: Elastaz, kollejenaz, katepsin gibi enzimlerdir. Lokosit
ve makrofajlardan salinirlar ve doku hasarina yol acan enzimlerin kemotaktik ve
vaskiiler gecirgenligini arttirict etkileri vardir (61, 62).

Serbest oksijen radikalleri: Lokositler tarafindan kemotaktik ajan ve immun
kompleksler gibi uyaranlar varliginda ekstraselliiler sahaya salinan siiperoksit iyonu,
hidroksil iyonu, hidrojen peroksit gibi metabolitlerdir. Bu metabolitler endotel hasari
olugturarak  vaskiiler —permeabilitede artis ve 10kosit transmigrasyonunu
kuvvetlendirirler. Antiproteazlart inaktive ederek 16kositik kokenli proteaz
aktivasyonunun artisini saglarlar (8, 19).

Antioksidan mekanizmalar: Organizmanin antioksidan koruyucu mekanizmalar1 da
vardir. Bir serum proteini olan seruloplazmin, transferrin, siiperoksid dismutaz,

katalaz enzimi ve glutatyon peroksidaz bu mekanizmalarin drneklerini olusturur (17)
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- Sitokinler: Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Sitokinler baslica biiyiime
faktorleri, lenfokinler, koloni stimiile edici faktorler, transforme edici faktorler,
timor nekroz faktorleri ve interferonlar olarak sayilabilir (47).

Iki-ic giin iginde inflamatuar hiicreler arasinda monosit hakimiyeti goriiliir. Kanda
dolasan monositler yara bolgesine gé¢ eder ve makrofajlara doniistir. Makrofajlar doku ve
bakteri yikim triinlerini fagosite eder ve bilylime faktorleri salgilarlar. Bu biiyiime faktorleri
endotelyal hiicreleri, fibroblastlar1 ve keratinositleri aktive ederek bu hiicrelerin onarim
stirecindeki gorevlerini yerine getirmelerini saglar. Makrofajlardan salinan yirmiden fazla
sitokin ve biiyiime faktorii saptanmistir. Monosit ve makrofajlarin yaradan uzaklastirilmasi
yara iyilesmesinde onemli derecede yavaslamaya, fibroblast proliferasyonunun gecikmesine

ve anjiogenezin bozulmasina yol agar (8, 19).

2.2.2. Proliferasyon fazi:
Proliferasyon fazinda fibroplazi, graniilasyon, kontraksiyon ve epitelizasyon
gerceklesir.

Graniilasyon dokusu olusumu: Yaralanmadan yaklagik 4 gilin sonra, gegici

ekstraselliiler matriks (ECM), graniilasyon dokusuyla yer degistirmeye baslar. Kapillerler,
fibroblastlar ve fibroblastlar tarafindan olusturulan kollajen ve kan damarlari graniilasyon
dokusunu olusturmaya baslar (35). Burada fibroblastlarin hem “iiretim” hem de “mekanik”
gorevleri vardir. Fibroblastlar gegici matriksin yerini alacak olan kollajen kokenli matriksin
iretiminden sorumludur. Mekanik gorevleri ise kontraktil oOzellikleri yoluyla yara
kontraksiyonunu saglamalaridir.

Migrasyon: Fibroblast migrasyonunu saglayan baslica sitokinler sunlardir: trombosit
kokenli biiylime faktorii (Platelet Derived Growth Factor=PDGF), ndral biiyiime faktorii
(Neural Growth Factor=NGF), transforme edici biiyiime faktorii-beta (Transforming Growth
Factor-B=TGF-p), bag dokusu biiyiime faktorii (Connective Tissue Growth Factor=CTGF)

ve Cysteine-zengin anjiyojenik indiikleyici-61 (Cysteine-rich angiogenic inducer 61=Cyr-61)
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(94). Aym1 zamanda gegici matriksin igeriginde yer alan fibronektin de fibroblastlar1 yara
bolgesine ¢eker (46). Hiicre yiizeyinde bulunan integrinler fibroblastlarla ekstraselliiler
matriks arasindaki iliskiyi kolaylastirir (5). Integrinler onarim sirasinda hiicre fonksiyonunu
kontrol eden diizenleyiciler olup heterodimerik yapidadirlar ve birbiriyle iliskiye girerek
aktif protein reseptdriinii olusturan o ve P alt iiniteleri vardir. Integrin ligandlari biiyiime
faktorleri, kollajen ve elastini kapsayan ekstraseliller matriks (ECM) bilesenleridir.
Fibroblastlar yara bolgesine fibrillere paralel olarak hareket ederler. Fibroblastlar bu gocleri
sirasinda hiicresel yikim {iriinleri ve matriks fibrilleriyle karsilagirlar. Bu engelleri c¢esitli
matriks metalloproteinazlari (MMP) yardimiyla asarlar. Simdiye kadar 24 farkli MMP
tanimlanmustir (66). Bunlardan MMP-1, MMP-2 ve MMP-3 TGF-f tarafindan; MMP-19 ise
TNF-a tarafindan stimiile edilirler. MMP’lerin anjiogenez ve fibroblast gdoclinde 6nemli
rolleri olup ECM’yi tanima ve yikma yetenegine sahiptirler.

ECM iiretimi ve biiyiime faktorlerinin salinmasi. Fibroblastlar kalici ekstraseliiler

matriks elemanlarin1 (kollajen, glikozaminoglikan (GAG, proteoglikan) ve biiyiime
faktorlerini tliretmekten sorumludurlar. Kollajen iiretimi doku hasarmin yaklagik ii¢ ile
besinci gilinliinde baglar ve PDGF, TGF-f, epidermal biiyiime faktorii (Epidermal Growth
Factor=EGF), IGF1, fibroblast biiyiime faktorii-2 (Fibroblast Growth Factor=FGF-2), CTGF,
Cyr-61, sfingozin-1-fosfat (Sphingosine-1-phosphate=S1P) tarafindan stimiile edilirler (51).
Kollajen sentezinde ilk asama bir kollajen prekiirsérii olan prokollajenin sentez
edilmesidir (5). Bu islem membrana bagli ribozomlarda meydana gelir. Prokollajen suda
kolaylikla ¢ozilinilir ve bu 6zelligi onun hiicre igerisinde rahatca tagiabilmesi igin gereklidir.
Hiicre i¢i prokollajen sentezinde en 6nemli asama lizin ve prolinin endoplazmik retikulumda
hidroksilasyonudur. Bu agama, prokollajen molekiillerinin sonradan hiicre disinda meydana
gelecek agregasyonu ve fibrillerin olusumu i¢gin gereklidir. Prokollajen zincirleri hiicre disina
salinmalarini takiben hiicre disinda bir dizi enzimatik islemden gecerek fibrilleri olusturmak

tizere birlesirler.
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Proliferasyon fazinda gergeklesen diger bir olay da anjiogenezdir (11). Doku
hasarinin ikinci giiniinde endotelyal hiicreler gegici ECM {iizerinde fibroblastlara benzer
sekilde goc ederler. Endotelyal hiicrelerin hareketi vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(Vascular Endothelial Growth Factor=VEGF), FGF, anjiopoietin ve TGF-B tarafindan
stimiile edilir (5). Ayrica ECM’nin kendisi de endotelyal hiicreler igin bir stimiilandir.
Endotelyal hiicreler iizerlerinde bulunan integrin reseptorleri sayesinde ECM’yi tanirlar.
VEGF, FGF ve TGF-f bu reseptdrlerin hiicre yilizeyindeki sayisini arttirir.

MMP’ler anjiogenezde Onemli goérev alirlar (66). MMP’lerin gorevi bazal
membranin yikimi ve ECM’nin endotelyal hiicrelerin gecisine izin verecek sekilde yikimidir.
MMP-1, MMP-2, MMP-9, MT-MMP ve MMP-19 anjiogenezde rol alan en énemli matriks
metalloproteinazlardir (5). MMP-1 tip I kollajen matriks i¢ine endotelyal hiicre migrasyonu
icin gereklidir (31). MMP-2 endotelyal hiicre yiizeyindeki integrinler araciligiyla endotelyal
hiicrelere yapisir ve endotelyal hiicreler ilerlerken Onlerine ¢ikan gegici ECM’yi

parcalayarak endotelyal hiicrelerin ilerlemelerini saglar (5).

2.2.3. Matiirasyon fazi

Bu faz yara iyilesmesinin en uzun siiren asamasidir (20). Insanlarda yara
matiirasyonu -klinik olarak- yara kontraksiyonu kizariklik ve yara kalinliginda azalma, yara
kuvvetinde artma ile karakterizedir. Yara kontraksiyonu yaralanmay1 takiben dort ile besinci
giinde baglar (5, 11, 35). Yara kontraksiyonu myofibroblastlar sayesinde saglanir.
Myofibroblastlar hiicre i¢i aktin filamentleri iceren fibroblastlardir ve bu hiicreler
kontraksiyon o0zelligi gosterirler. Myofibroblastlar {izerlerindeki integrin molekiilleri
sayesinde ECM’ye tutunurlar. Matiirasyon fazinda yara kalinligi azalirken yaranin tensil
(gerilmeye dayanim) kuvveti artar (5). Bu ECM’nin yeniden modellenmesiyle iligkilidir. Net
kollajen iiretimi yaralanmadan sonra ortalama yirmi birinci giine kadar siirekli bir artig
gosterir. Bu asamadan sonra kollajen sentezinde bir azalma gozlenir (35). ECM’deki artmus

kollajen miktarinin geri beslemeyle fibroblastlardaki kollajen sentezini azalttig1
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distintilmektedir (84). Bunun yaninda IFN-y ve TNF-a fibroblastlarin kollajen sentezini
azaltmada etkilidir (13). Yara iyilesmesinin 21. giiniinde maksimum kollajen miktarina
ulasilsa da yaranin tensil kuvveti normalin ancak % 20’si kadardir. Altinci haftada yaranin
tensil kuvveti olmasi gerekenin % 80’ine ulasir. Yirmi birinci giin ile altinci hafta arasinda
gecen ve yara kuvvetinin arttigi bu donemde gerceklesen temel olay kollajen yikimi ve
yeniden diizenlenmesidir (5, 35). Kollajen yikimi esas olarak MMP ve doku
metalloproteinaz inhibitorii (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase=TIMP) iiretimi ile
iligkilendirilmistir. ECM yeniden modellemesi asamasindan énce MMP-2, MMP-1, MMP-9
ve TIMP-1 diizeylerinde bir azalma gozlenir (63). Bu nedenle MMP’lerin ve TIMP’lerin
uyumlu bir sekilde iiretilmesi saglikli yara matiirasyonu agisindan 6nemlidir. Matiirasyon
fazinda ECM niteliginde belirgin degisiklikler meydana gelir. Zamanla Tip I kollajen miktari
artarken Tip I kollajen, proteoglikan ve su miktar1 azalir. Kollajen fibrillerinin kalinlig1 ve
interfibriller baglanma atar ve fibriller yeniden diizenlenir. Yara iyilesmesinin erken
donemlerine kollajen fibrilleri diizensiz sekilde dizilmislerdir. Bu, iyilesmenin erken
doénemindeki yiiksek kollajen miktarina ragmen yara kuvvetindeki zayifligi agiklar (58, 87).
Skar matiirasyonuyla beraber klinik olarak goézlemlenen kizariklik azalisi yara igindeki
kapillerlerin yogunlugunun degistigini gosterir. Matiir skar, graniilasyon dokusuna oranla

daha az kapiller damar igermektedir (85 ).

2.3. Kronik inflamasyon
Kronik inflamasyon olay1 ya en bastan kroniktir ya da akut inflamasyon sonrasi
gelisir. Akut inflamasyonda kronik inflamasyona gecis dokunun zedelenmesine yol acan
siire¢ devam ediyorsa gerceklesir. Kronik inflamasyonda en 6nemli hiicreler kemik iliginden
plazmaya monosit olarak gegen ve dokulara makrofaj olarak yerlesen IFN-y ile aktive olan
hiicrelerdir. Doku hasarina sebep olan mediyatorlerin ve fibrozise neden olan ajanlarin
salimimindan sorumlu olmakla birlikte ayn1 zamanda fibrozisi engelleyen enzimler olarak

bilinen elastaz ve kollejenazlarin salimimini da yaparlar. Bu nedenle diizgiin ve dengeli doku
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iyilesmesinde makrofajlarin rolii 6nemlidir. Kronik inflamasyon gelisiminde rol alan diger
hiicre grubu ise lenfositlerdir. Lenfositler sitokinler salgilayarak monosit ve makrofajlari
aktive ederler. Kronik inflamasyonu akut inflamasyondan ayiran fark doku yikimi ve
fibrozistir. Fibroziste olay fibroblast proliferasyonu ve fazla ekstraselliller matriks
toplanmasiyla birlikte organ fonksiyon bozuklugunun gelismesidir (61, 62, 64). Bu siiregte
kollajen sentezi ve depolanmasi yara iyilesmesinin bir diger asamasimi olusturur. Skar
olusumunun temel yapisini olusturan kollajen tiim dokularin ana yapisal proteinidir ve ii¢
polipeptid sarmalindan olusur. Tip I, Tip III, Tip V fibriler yapida olup ekstraselliiler
matrikste bulunurken Tip 1V fibrilsiz olup bazal membranlarda bulunur. interlékim-2 (IL-2)
ve TGF-B ile kollajen sentezi artirilabilir (24). Kollajen miktari ile yaranin direnci ve
skarlagmasi dogrudan iligkilidir. Yaralanmanin 36-72 saati iginde mezensimal hiicrelerin
farklilasmasindan fibroblastlar meydana gelirler (25, 29, 30). Kollajen fibroblastlar
tarafindan ii¢ ile besinci giinlerinde iiretilmeye baslar ve yapim ve yikimini dengeli bir
sekilde devam eder. Bu dengedeki amag¢ bag dokunun yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiini
saglamaktir. Kollojenaz noétrofil, makrofaj ve fibroblastlar tarafindan salinan bir
metalloproteinazdir. Kollajenin ii¢lii sarmal yapisini bozarak par¢alanmaya uygun hale
getirir. Kollejenaz doku yeniden modellenmesi i¢in gereklidir. Ekstraselliiler matriksi bir
arada tutan ve hiicrelere baglayan fibronektin, laminin, trombospondin, tenasin isimli yapilar
adheziv glikoproteinlerdendir. Fibronektin fibroblastlar, monositler, endotel hiicrelerince
yapilir ve ¢ok sayida ekstraselliller matriks komponentini (kollajen, fibrin, heparin,
proteoglikan) birbirine baglar. Integrinler diger reseptérler aracigiyla hiicrelerle bag kurarak
hiicre hareketini ve farklilasmasini uyarir (25). Laminin bazal membranlarda bulunur ve hem
hiicrelere hem de tip IV kollajene ve heparan siilfata baglanan bir proteindir. Gérevi hiicre
biiyiimesi, farklilagmas1 ve hareketini saglamaktir. Yara iyilesmesinde iyilesen doku eski
saglamliginin %80’ ine kadar ulasabilir ve bu saglamlik en az alt1 ayda olusur. Kollajen
yapiminin artmasina paralel olarak yara direnci artar. Graniilasyon dokusunda ilk biriken

kollajen tip III” diir. Daha sonra yerini tip I kollajene (yetiskin doku kollajeni) birakir (54).

25



2.3.1. Hipertrofik Skar
Hipertrofik skarlar asir1 skar olusumunun klinikteki tiiridiir. Normal skarlarda
bulunan bir negatif geri besleme mekanizmasi fibroblastlarin asir1  ¢ogalmasini
engellemektedir. Bronson, matiir skarlardan elde edilen fibroblastlarin normal yara
iyilesmesinde fibroblast proliferasyonunu baskilayabildigini gostermistir (10). Bu negatif
geri besleme mekanizmasimin calismamasi hipertrofik skarlarda abartili yara iyilesmesini
aciklayabilir. Hipertrofik skarlar genelde yara bolgesinin sinirlari i¢inde kalirlar. Normal
dokuyu etrafa dogru iterek biiyiiseler de yara etrafindaki normal dokuyu invaze etmezler ve
zamanla regresyon gosterebilirler (6, 88). Hipertrofik skarlarin tedavisi i¢in siklikla cerrahi
eksizyon ve sonrasinda steroid ve/veya silikon tabaka uygulamasi kullanilir. Bu tedavi
sonrasinda skarlarda rekiirrens nadirdir (81). Hipertrofik skarlar i¢in pek ¢ok risk faktorii
ortaya atilmis olsa da etyolojisinde su ana kadar acikga ortaya konmus tek onemli risk
faktorii ailesel yatkinliktir. Hipertrofik skarlar normal skar dokusundan histolojik olarak
gozlenebilen zengin damarlanmalari, yiiksek mezankimal hiicre yogunluklari, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu ile ayrilirlar. Bu lezyonlar fibroblastik hiicreler, okliide kiigiik damarlar
ve rastgele organize olmus ince kollajen fiberlerden olusan nodiiler yapilar seklinde
goriiliirler. Hipertrofik skar nedenleri 6zetle asagida siralanmustir:
- Anormal Fibroblast Aktivitesi: Hipertrofik skarlarda bulunan fibroblastlarin bazal
kollajen iiretim diizeyinde orta dereceli bir artig vardir. Ancak biiylime faktorlerine
olan yanitlar normal fibroblastlara benzerdir (11)
- Biiyiime Faktérleri ve Diger Sitokin Diizeylerinde Artma: VEGF, TGF-p1/p2,
PDGF.
- Apoptoziste Azalma: Apoptozis embriyogenezde dokularin sekillenmesinde ve hiicre
yenilenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Caligmalar apoptozis siirecinin yara
olgunlagsmasinda da 6nemli rol oynadigim gostermektedir. P53 geninin hipertrofik

skarlardaki fibroblastlarca normal skarlara gore daha yiiksek miktarda iiretildigi
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gosterilmistir. Bu durum, artmis kollajen sentezine karsi apoptozisin artmasi
seklinde bir yanit olarak diistiniilmistiir (50).

- Plazminojen Aktivator Inhibitérii-1 Diizeyinde Artma: Fibrin yara iyilesmesindeki
inflamatuar hiicre migrasyonunda, kollajen sentezinde ve graniilasyon dokusunun
olusumunda 6nemli rol oynar. Plazmin tarafindan parcalanir. Plazmin diizeyleri
iirokinaz ve plazminojen aktivator tarafindan arttirilirken plazminojen aktivator
inhibit6rii-1 ile azaltilir (92).

2.4. Peridural fibrozis ve bu fibrozisi 6nlemede kullamlan bazi metotlar

2.4.1. Peridural fibrozis

Spinal cerrahi sonrasi postoperatif en onemli komplikasyonlardan birisi peridural
fibrozistir (67). Cesitli serilerde %20-47 arasinda degisen oranlarda peridural fibrozis
gelistigi bildirilmistir (83). Postoperatif MR goriintiileme bulgular1 ve klinik izlem sonuglari
peridural fibrozis ile postoperatif agri arasinda 6nemli bir iliski oldugunu gostermistir (32).
Peridural fibrozisin paravertebral kaslarin derin yiizeyinde ve periostun fibroz tabakasinda
olugan yogun fibrotik doku ile postoperatif hematomun invazyonu sonucu olustugu
disiiniilmektedir. Fibroblastlar spindz ¢ikinti ve laminadan uzaklastirilan kas dokusundan
koken alirlar. Spinal kanal cerrahi olarak agildiginda ve ligamentum flavum ¢ikarildiginda
fibroblastlar peridural bosluga dolarlar. Bu hiicreler tarafindan olusturulan bu fibrotik
dokunun olusumu, spinéz ¢ikinti ve laminadaki paravertebral kaslarin iyilesmesi i¢in
gereklidir. Bu doku noéral kanal igine uzanabilir ve dura mater ile sinir kokiine de yapisabilir.
Gelisen fibrotik doku sinir kokiinii cekerek, gererek ya da kok lizerine basi yaparak radikiiler
agriya neden olur (32 34, 44, 89). Bu fizyolojik skar dokusunun operasyondaki teknik
hatalardan, peridural yag dokusundaki yikimdan, keloid reaksiyondan, spinal kanalin omurga
erektor kaslar1 tarafindan invazyonundan ve hematomlarin fibrotik reaksiyonu
tetiklemesinden kaynaklandig1r diisiiniilmiis; bunlarin sonucu olusan hipertrofik ve
gevreleyici membran, Larocca ve Macnab tarafindan “postlaminektomi membran” olarak

tanimlanmigtir. Bu membran omurga cerrahisi sonrasi bazi hastalarin prognozunu kéti
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etkileyen siyatik irritasyon ve lomber agrinin nedenlerinden biri olarak kabul edilmistir (15,
33, 43, 71, 89, 96). Anulus fibrozisin etkilenmesinin skar dokusu olusumunda énemli bir rol
oynadig1 da one siiriilmiistiir. Nachemson ve ark riiptiire olmus intervertebral diskten protein
kacagmin skar olusumunda bir neden olabilecegini ileri stirmiislerdir (34). Baz
aragtirmacilar ise peridural mesafeye uygulanan cerrahi miidahalenin bolgeye gelen
fibroblastlarin sebep oldugu kollajen depozitlerinin birikimiyle sonuglanan inflamatuar
reaksiyondan sorumlu oldugunu, olusan fibrotik dokunun hemoraji ve infeksiyon gibi cerrahi
komplikasyonlarin da sonucu olabilecegini bildirmislerdir. Benoist ve ark lomber disk
hernisi nedeniyle opere edildikten sonra agrilar1 gegmeyen ve tekrar opere edilen 38 olguya
dayanarak yaptiklar1 c¢aligmada ikinci operasyon sirasinda hastalarin tiimiinde belirgin
peridural fibrozis disinda patolojik bir durumun olmadigini ve 3 olguda araknoiditis
saptandigini bildirmislerdir (7). Fokal spinal araknoiditin etyolojisinin aragtirildigi bir baska
caligmada ise niikleus pulpozusun araknoitte ve peridural mesafede belirgin fibrozis yaptigi
ve bunun da peridural mesafeye sizan niikleus pulpozusun yarattigi inflamasyona bagli
oldugu bildirilmistir. Baz1 aragtirmacilar ise peridural fibrozisin ve araknoiditin etyolojisinde

operasyon bolgesinde kalan pamuk fibrillerin rol oynadigini bildirmislerdir (36, 38, 39).

Skar dokusu ile niikks disk hernisinin ayirimi 6nemlidir. Ciinkii skar dokusu i¢in
yapilan reoperasyonlarda sonuglar pek yiiz giildiiriicii degildir. Kontrast uygulanarak elde
edilen radyolojik goriintiilemelerde niiks disk hernisi avaskiiler iken ve sadece niiks disk
cevresinde kontrast tutulumu varken skar dokusunda homojen opak madde tutulumu olur
(14). Lomber disk hernisi cerrahisi sonrast agrilar1 gegmeyen hastalarda eger tekrarlayan bir
disk protriizyonu veya tanimlanabilen bir kok sikismasi yok ise en 6énemli sebebin peridural
fibrozis olabilecegi (38) ve sinir kokleri etrafindaki fibrotik dokunun operasyondan sonraki

bulgularin sebebi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (40)

Peridural skar dokusu cerrah igin iatrojenik instabilite, dural yirtik ve sinir kdk

yaralanmasi gibi komplikasyon risklerini artiran, cerrahi diseksiyon i¢in daha fazla zaman
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gerektiren ve cerrahi girisimi zorlastiran bir durumdur (89). Jonsson ve ark inat¢1 veya
tekrarlayan bel ve bacak agrisi olan ve daha 6nce opere edilmis olan 93 hastayi tekrar opere
ettiklerinde 19 hastada disk herniasyonu, 19 hastada lateral spinal stenoz, 20 hastada santral
stenoz ve 35 hastada periradikiiler fibrozis saptamuslardir. Peridural fibrozis nedeni ile opere
edilen olgularda basar1 oraninin %30-37 arasinda degismekte oldugunu, olgularin %10-
20’sinde ise kotiilesme oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica tekrarlayan disk hernisi ve darlik
sebebi ile opere edilen hastalarda iyi sonuglar elde ederken sinir kokiindeki skar sebebi ile
opere edilen hastalarda ayni neticeleri elde edemediklerini bildirmislerdir (42). Fager ve ark
yaptiklar1 ¢alismada tekrar opere edilen hastalarin %1’inde diizelme oldugunu, %34’iinde

degisiklik olmadigini ve %25’inde ise semptomlarin daha kotiilestigini bulmuslardir (28)

Peridural fibrozisi azaltmak i¢in cerrahi teknikler ve cesitli tedaviler literaturde
tartisilmigtir. Daha kiigiik insizyonla minimal invaziv cerrahi ve kas diseksiyonunun, cerrahi
esnasinda kisitli maniiplasyonlarin ve uygun hemostazin peridural fibrozisin miktarini
azalttig1 belirtilmistir. Eldivenlerdeki pudra ve pamuk liflerin peridural alanda daha fazla
reaksiyon yaptigi gosterilmistir. Bu nedenle yabanci materyal ve toksinlerin peridural
bolgenin lavajiyla uzaklastirilmasi fibrozis olusumunu azaltmaktadir. Literatiirde hemostatik
ajanlar ve antiinflamatuar ilaglarin kullanimi ile dokular ve dura arasina yerlestirilen
mekanik bariyerler, sentetik ve biyolojik materyallerin kullanimi, peridural bélgenin CO;
lazerle diseksiyonu ve cerrahi tekniklerin degisimi ile peridural fibrozisin azaldig
belirtilmistir. Yag greftleri lomber diskektomi sonrasi peridural fibrozisin 6nlenmesinde ilk
tedavi olarak uygulanmistir. Yag greftleri cerrahi insizyon bolgesinde subkutandz olarak elde
edilmis ve duranin iizerine duray1 kapatacak sekilde yerlestirilmistir. Bu yag greftlerinin
dural adezyonlar1 azalttigi ancak peridural fibrozisi Onleyici etkisi olmadigi hatta cauda
equina sendromuna neden olabildigi belirtilmistir. Denenen dura bariyerlerinin bir kag1
sunlardir: gelfoam, silastik, zenoderm, dacron, vicryl mesh, oxiplex, karboksimetilseliiloz,

biyolojik yikilabilir polimerler, biyoelastik polimerler, polietilen oxide, gore-tex membran,
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seprafilm membran ve ADCON-L, sodyum hyaluronat. Denenen farmakolojik ajanlar ise
baslica sunlardir: steroidler, mitomisin-C, aprotinin, interferon-gamma, tacrolimus,
rekombinant plasminojen aktivatorleri, antineoplastik ajanlar (5-florourasil, metotreksat),
immunosupresif ajanlar  (siklosporin-a), antioksidan ajanlar (alfa-lipoik asit) ve
antiinflamatuar ilag tedavileridir. Bunlarin kullanimi hayvan modellerinde basarili bir sekilde
gosterildigi halde klinikte kullaniminda heniiz yeterli basar1 saglanamamustir (3, 12, 34, 44,

75, 89, 98).

2.4.2. Peridural fibrozisi onlemede kullanilan bazi metotlar
2.4.2.1. Steroidler ve steroid olmayan antiinflamatuvar (NSADilaglar:

Cesitli faktorlerin etkisiyle aktive olan fosfolipaz A2 membran fosfolipitlerini
hidroliz ederek arasidonik asit salimmini saglar. Arasidonik asit siklooksijenaz(COX) ve
lipooksijenaz enzimleri ile sirasiyla prostanoidleri ve l6kotrienleri (LT) meydana getirir.
Prostanoidlerden sentaz enzimi araciligi ile prostaglandin endoperoksit (PGG2) sentezlenir.
Bu ise daha sonra peroksidaz etkisi ile PGH.” ye ve o da diger prostanoidlere
(prostasiklin=PGl,) ve trombositlerde tromboksanlara (TXA) doéniistiir. PGI» trombosit
adhezyonunu ve agregasyonun Onler, kuvvetli bir vazodilatér ve bronkodilatordiir,
bobreklerden idrar atimini artirir ve periferik sinir uglar1 kaynakli hiperaljeziye neden olur.
Oysa TXA:; trombositlerin adhezyonunu ve agregasyonunu artirir, vazokonstriiktor ve
bronkokonstriiktér etkilere sahiptir (93). Siklooksijenazin konstitutif tip (COX-1) ve
induklenebilir tip (COX-2) olmak iizere iki tipi vardir. COX-1 enzimi dokularda
hemostazdan sorumlu iken COX-2 daha ¢ok sitokinler, biiytime faktorleri, timor nekrozis
faktor (TNF) gibi proinflamatuvar stimulanlar tarafindan uyarilir ve bu enzim iriinii olan
prostanoidler ates, kizariklik, sislik, agr1 ve fonksiyon kaybi gibi inflamasyon
semptomlarmin agiga ¢ikmasina aracilik ederler (86). Ote yandan aktive olmus nétrofillerden
ve makrofajlardan da COX-2 enzimi eksprese olur ve bu da COX-2 enzim seviyesinin

artigina katkida bulunur. (4)
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Steroid kokenli ilaglar hem siklooksijenaz ve hem de lipooksijenaz yolaklar tizerinde
inhibitor etkiye sahiptir. Bu ilaglarin yiiksek dozlarda fokal ya da sistemik kullanimi sonrasi
yara yerinde fibrotik doku olusumunun azaldigi tespit edilmistir. Ancak daha sonraki
donemlerde yara tensil giliclerinde azalma oldugu ve yara yerinde infeksiyon riskinin arttigi

tespit edilmis ve bu yontem uygulama dis1 kalmstir (82).

NSAI ilaglar siklooksijenaz yolagmin inhibisyonu {iizerinden etkilerini ortaya
koyarlar. Bu ilaglar cerrahi sonrasi hem analjezik etkileri ile yaradan kaynaklanan agriyi
azaltirlar ve hem de yaradan agiga ¢ikan prostaglandinlerin ve/ veya l6kotrienlerin sentezini
azaltarak ya da inhibe ederek kapiller permeabiliteyi, kemoatraksiyonu, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunu, fibroblastik hiperplaziyi ve graniilasyon dokusunun olusumunu baskilarlar.
Ayrica bu ilaglar hem sistemik ve hem de lokal uygulanmalar1 miimkiindiir ve yabanci cisim
reaksiyonu, yer isgal edici kitle etkisi, virion benzeri infeksiyon tasima riski gibi 6zellikleri
de yoktur. Bu 6zellikleri sayesinde de bariyerlere karsi bir tstiinliik tasirlar (80). Ancak bu
ilaglarin yara yerindeki iyilesmeyi azaltmalar1 ve yara gerilme giiglerini azaltmalar1 sonrasi

yara kenarlarinin yapismayip ayrilmasi en 6nemli dezavantajlaridir (2).

2.42.2. ADCON-L

Ik kez Frederickson ve ark proteoglikan ve benzeri molekiillerin fibroblast gociine
kars1 bir bariyer olusturabilecegini savunmuglardir. Daha sonra “GT-1857" ve “GL-402” gibi
karbonhidrat polimerlerin skar olusumunu ve kemik biiyiimesini 6nledigi gosterilmistir (78).
ADCON-L, en son gelistirilen karbonhidrat polimeridir. ADCON-L domuz kokenli jelatin
ve poliglikan karbonhidrat icerikli bir polimerdir ve yara ortaminda fiziksel bariyer
olusturarak fibroblast gogiinii engelledigi hayvan deneylerinde gosterilmistir (24). ADCON-
L' nin onemli avantajlarindan biri jel kivaminda olup kolay uygulanabilmesi ve disk
bolgesinden laminektomi sahasina kadar olan operasyon bdlgesindeki boslugu rahatlikla
doldurabilmesi ve bu bdlgedeki fibrozis gelisimini azaltmasidir (21, 76). Bugiin ADCON-L

peridural fibrozis tedavisinde bazi merkezlerde rutin olarak kullanilmaktadir. Adcon-L
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yaklasik 4 hafta i¢inde uygulama yapilan doku alanindan resorbe olmaktadir. Deneysel ve
klinik calismalarda bu anti-adezyon bariyer jelin peridural fibrozisi anlamli bigimde azalttig

gosterilmistir (76, 79).

2.4.2.3. Hyaluronik asit

Hyaluronan eskiden beri ekstraselliiler matriksin yapi taslarindan birisi olarak bilinir
ve yapisal olarak D-glukoronik asit ve N-asetil glukozamin tekrarlayan dizilerinden olusur.
Yetiskinlerde eklem yiizey kikirdaklarinda yogun miktarda bulunur ve kayganlik verici ve
eklem ve yumusak doku koruyucu ozellikleri vardir. Fetal dokularda erigkin insan
dokusundan farkli olarak biiylime faktorlerinin ve hyaluronidaz enzimin diisiik degerleri ve
hyaluronanin yiliksek oranlari nedeni ile yaralanma sonrasi skar dokusu olusmaz ve
yaralanmis olan fetal dokuda yara nedbesiz iyilesir. Diger yandan yaralanma sonrast ECM’
de yerlesik olan hyaluronan oksidasyon mekanizmalari ya da enzimler (hyaluronidaz,
heksozaminidaz, kondroitinaz gibi) nedeni ile depolimerize olur ve daha diisiikk molekiil
agirlikli polimerlere (oligomer) doniisiir. Bu oligomerler ise yarali dokuya hiicre
migrasyonunu ve hiicresel g¢ogalmayi indiikler ve bu durum da yaranin nedbe ile
iyilesmesine neden olur (82).

Hyaluronik asitin yara iyilesme siirecinde hiicresel ve ekstraseliiler matrikse dair
olaylarda ¢ok yonlii gorevleri oldugu bilinmektedir. Yara iyilesmesinin erken inflamasyon
fazinda yara dokusu hyaluronik asitten zengindir ve erken inflamasyonun bir uyaricisi olarak
gorev yapmaktadir. TNF-q, IL-1B ve bakteriyel liposakkaridler gibi inflamatuar sitokinlere
cevap olarak mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin hyaluronik asit sentezledigi gosterilmistir.
Biiyiik damar endotel hiicrelerinde bu 6zellige rastlanmamistir. Biraz tartigmali olan rolii de
graniilasyon doku matriksinin stabilizasyonuna katkida bulundugu ve yara matriksine hiicre
migrasyonunu kolaylastirdigi bilinmektedir (18, 41, 57, 74). Plazma membranindan
sentezlenen ve ekstraselliiler bolgeye dogrudan salgilanan hyaluronik asitin hiicre

migrasyonu ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Burada erken graniilasyon dokusunun bir
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ozelligi olan “hyaluronik asitten zengin ECM’ den olusan onciil yara matriksi” hiicre
migrasyonunun olugmasi i¢in uygun bir ¢evre olusturmakta, hyaluronik asit fizikokimyasal
ozellikleri ile hiicrelerle dogrudan etkileserek hiicre migrasyonunu kolaylastiran acik hidrate
bir matriks saglamaktadir. Hiicre etkilesimi yoluyla ise hyaluronik asit hiicre 16komotor
mekanizmalarinin kontrolunu saglamaktadir. Buna paralel olarak hyaluronik asit yikimi ya
da hyaluronik asit reseptor blokaji ile hiicre hareketlerinin kismen inhibe edildigi de
gosterilmistir (18, 41).

Inflamasyon-stimulasyon fonksiyonuna ek olarak hyaluronik asitin inflamasyon
diizenleyici fonksiyonu da vardir. Hyaluronik asit hasarli ortamdaki hiicreleri serbest radikal
hasarina kars1 korumaktadir. Biiyiik poliyonik polimerlerin fizikokimyasal 6zelligi olarak
serbest radikal yakalayict Ozelligi ile bunu gergeklestirebilmektedir. Farelerdeki serbest
radikalle indiiklenen inflamasyon modelinde hyaluronik asitin graniilasyon dokusundaki
hasar1 azalttig1 gosterilmistir. Serbest radikal yakalayici roliine ek olarak inflamasyonun
biyolojik maddeleriyle olan spesifik etkilesimler yoluyla da hyaluronik asit inflamatuar
aktivasyonda negatif feedback olarak gorev yapmaktadir. Inflamasyonda iiretilen en énemli
sitokin olan TNF-a, fibroblast ve inflamatuar hiicrelerde TSG-6 ekspresyonunu
uyarmaktadir. Hyaluronik asit baglayan protein olan TSG-6, serum proteaz inhibitér “IAI”
ile stabil bir kompleks olusturarak plazmin inhibitér aktivitelerine sinerjistik etki yapar.
Buna gére ECM’ de hyaluronik asite baglanan TSG-6-1Al kompleksinin etkisi inflamasyonu
hafifleten negatif feedback yaratmak ve iyilesme siirecinde graniilasyon dokusunu stabilize
etmek olarak yorumlanmaktadir (18, 41, 57).

Diger yandan ECM’ deki yiliksek molekiil agirlikli hyaluronik asitin anjigenezi
inhibe ettigi de gosterilmistir. Buna karsilik disiik molekiil agirlikli hyaluronik asit-
oligosakkarit kompleks molekiillerinin anjigenezi uyardigi ve endotel hiicreleri tarafindan
kollajen iiretimini arttirdigi da gosterilmistir. Bu kompleks molekiillerin endotel hiicre
fonksiyonunu ICAM-1 reseptoriine baglanarak diizenleyebilme ve makrofajlardaki CD44

resptoriine baglanarak TNF-o ve IL-1p gibi cok sayida genin ekspresyonu indiikleyebilme
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ozellikleri de vardir. Bu da ICAM-1 reseptorlerinin artigina ve ardindan endotel hiicrelerinin
stimiilasyonuna yol a¢abilmektedir. Diger yandan yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit de
bu reseptorlere baglanabilmektedir ancak bu durumda nasil farkli etkiler yarattigi heniiz
bilinmemektedir. Bununla birlikte ¢esitli in vivo sistemlerde hyaluronidaz artis1 ve matriks
hyaluronik asitinin yikimi anjiogenezle es zamanl gozlenmekte; bu durum hyaluronik asit-
oligosakkarit kompleks molekiillerinin anjiogenezin kontroliinde fiziksel bir role sahip
oldugu hipotezine destek saglamaktadir (18, 41, 90).

Serbest radikal yakalama fonksiyonu ve Kkeratinosit proliferasyonu ve
migrasyonundaki rolii hyaluronik asitin reepitelizasyon siirecinde de gorev aldigini
diisiindiirmektedir. Epidermisin bazal tabakasinda CD44 ve hyaluronik asit birlikte
bulunmaktadir. Hyaluronik asitin epidermiste primer fonksiyonu ekstraselliller alani
stirdiirerek besinlerin gecisi i¢in agik ve hidrate bir alan olusturmaktir. Epidermal hyaluronik
asit normal epidermis fonksiyonu ve doku onariminda gerekli olan keratinosit
proliferasyonunun kontroliinde de etkilidir. lyilesen yaralarda hyaluronik asit yara
kenarindaki bag doku matriksinde ve yaraya gogen keratinositlerde eksprese edilmekte, bu
ise doku onarimi ve deri fizyolojisinde hyaluronik asitin ve CD44’ iin 6nemli rolleri oldugu

fikrini desteklemektedir (18, 41, 90)

2.4.3. Peridural fibrozisi onlemede faydali olabilecek biyofiziksel bariyerler
2.4.3.1. Polietilen glikol (PEG)
Polietilen glikol (PEG) sentetik bir polieter olup ¢esitli molekiiler agirliklara sahiptir.

Kisa molekiiler tanimi1 agagidadir:
H—(O—CH>—CH,)—OH.

Molekiiler agirligr <100.000 oldugunda PEG adim alirken bu degerin iizerindeki molekiillere
polietilen oksit (PEO) adi verilmektedir. Diigiik molekiil agirlikli PEG visk6z ve renksiz bir
stv1 iken yiiksek molekiil agirlikli PEO macun kivaminda beyaz kati1 bir polimerdir ve erime

derecesi 67 °C civarindadir. PEG amfibik karakterde olup suda ve organik ¢oziiciilerde
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(metilen klorit, etanol, toluen, aseton, kloroform gibi) kolayca ¢6ziinebilmektedir. PEG inert
ve toksik olmayan bir madde olup yiiksek ¢oziiniirliik 6zelligi nedeni ile bir ¢cok degisik
farmasétik formulasyonlarda, yiyecek sektoriinde ve kozmetik kimyada tasiyict olarak
kullanilmaktadir. Cok diisiik molekiil agirlikli PEG polimerler ise viicuttan hizla yikilip
uzaklastirilabildigi i¢in viicutta ila¢ tasima/ dagitma, doku miihendisligi, yiizey
fonksiyonalizasyonu ve diger bir¢cok uygulamada kullanilabilmektedir (59). Daha once
yapilan biyouyumluluk calismalarinda PEG’ in bariyer olma 6zelligi ile inflamatuvar hiicre
gogtinii engelledigi ve uzun siire yarali ortamda kalma 6zelligi sayesinde fibrozis gelisimini
azalttig1 gosterilmistir. Ayrica bu polimerin toksisite 6zelligi ¢ok az inert bir madde olma
ozelligi sayesinde dokudan uzaklastirilmasi sirasinda fibroblastik aktiviteye maruz kalmadan
makrofajlar tarafindan yikima ugramasi ve ortamdan uzaklastirilmasi da bu maddenin yara
iyilesmesinde avantajli yanlarinin birisi olmaktadir. Tim bu 6zellikleri goz Oniinde
bulundurularak yapilan deneysel ve klinik c¢alismalarda PEG’ in yara iyilesmesinde skar
olusumunu engelleyebildigi gosterilmis ve akciger dokusunda hava kagaklarini, vaskiiler
yaralanmalarin onarimi sonrasi kan kacaklarini, intra-abdominal ve intra-pelvik cerrahilerde
yapisikliklar1 onledigi gosterilmis ve etkinligi ispatlanmistir. Ayrica PEG bir dural bariyer
olarak ta klinikte dural beyin-omurilik sivisi kagaklarini 6nlemek tizere siklikla kullanilmaya
baslanmistir (72, 73). Yapilan bir deneysel calismada lomber laminektomi sonrasi dura
cerrahi olarak acilip siitiire edilmis ve sonrasinda bir grup denek kontrol amacli birakilip
diger gruba PEG uygulanmigtir. Deneyin sonunda PEG’ in hem BOS kagaklarini
engellemede ve hem de peridural fibrozis olusumunu azaltmada basarili olabildigi
gosterilmistir. Bu ¢alismada PEG uygulanan deneklerin peridural mesafesinde fibroblastik
aktivitenin olugmadigi, yeni dura olusumunun engellenmedigi gosterilmis ve ortamda
bulunan makrofajlarin ise sadece PEG yikimi i¢in orada oldugu yazarlar tarafindan
disiiniilmiistiir. Ayrica subdural mesafede gelisen yapisikliklarin ise kontrol grubu ile benzer

oldugu gosterilmis ve calisma sonunda PEG’ in subdural mesafede inert madde olmasi
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nedeni ile inflamatuvar reaksiyona neden olmadigi one siiriilmiistiir. Ancak bu galigmada

ileri diizey histopatolojik ve molekiiler analizler uygulanmamistir (73).

2.4.3.2. Trombositten zengin plazma (platelet rich plasma, PRP)

Trombositler kemik iligindeki megakaryoist hiicelerden koken alan ovaloid
karakterde sitoplazmik fragmanlardir. Trilaminar hiicre membranlar1 olup {izerlerinde
reseptorler tagirlar. Bu fragmanlarin i¢inde ¢ekirdek olmamakla birlikte mitokondri gibi
hiicre organelleri ve graniiller (a, p ve y gibi) bulunmaktadir. Trombositlerin graniillerinde
yara iyilesmesine yonelik ¢ok fazla sayida biiyiime faktorleri, sitokinler ve kemokinler
vardir. Bu maddeler trombositler aktive oldugunda graniillerinden ortama salinir ve yara
iyilesmesinin migrasyon, proliferasyon, farklilagma ve matriks sentezi asamalarinm
baslatirlar. Ornegin PDGF makrofajlar igin kemotaktik 6zellik tasirken PDGF, TGF-B ve
insulin benzeri biiytime faktorii (Insulin Like Growth Factor=IGF) mezensimal hiicrelerin,
kok hiicrelerin ve osteoblastlarin mitojenitesinde ve kemotaksisinde, kollajen sentezinde,

neovaskiilarizasyonda ve kemik matriks olusumunda kollektif gérevler alirlar (27).
Trombositlerin graniillerinden salinan bu maddelerden bazilart sunlardir:

Kemokinler, sitokinler ve digerleri: Interlokin-1 (IL-1), IL-8, Kemokinler: (CCL2,

CCL3, CCL5, CCL7, CCL17, CXCL1, CXCL2, CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCLS,
CXCLI12), “Pro-platelet basic protein”,“neutrophil activating protein-2”, “Angiopoietin-17,
“Endostatin”, “Osteonectin”, “Osteocalcin”.

Bu kemokin ve sitokinler damarlanma artisin1 (anjiyogenez), kemotaksisi, vaskiiler
remodelizasyonu, hiicreler arasi etkilesimi ve kemik olusumunu diizenlerler. Ozellikle
angiostatin, endostatin ve TIMP grubu enzimler antianjiyogenez etkisi gosterirler.

Biiyiime ve mitotik faktérler: PDGF, TGF-B1 ve B2 izomer,EGF, IGF, VEGF, FGF-2,

Epitelyal hiicre biiytime faktorii (Epithelial cell growth factor=ECGF), Trombosit kdkenli
anjiogenez faktorii (Platelet-derived angiogenesis factor=PDAF), Kemik morfogenetik

protein (Bone morphogenetic protein-2, -4, -6=BMP-2, -4, -6).
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Bu biiyiime faktdrleri kemotaksisten, hiicre ¢ogalmasindan, hiicre farklilasmasindan ve
anjiyogenezden sorumludurlar. Ozellikle aktive trombositlerden salman CD40L ile CD40
etkilesimi sonrasi yukarida bazilari siralanan biiyltime faktorleri yarali doku ortamina salinir
ve bunlar yarali dokuya kan iirlinleri ve oksijen tagiyacak olan yeni damarlarin olusumunu
(anjiyogenez) baslatirlar. Burada VEGF anjiyogenezi ve inflamatuvar hiicrelerin endotelyal
gecisini ve yarali ortama ulagmalarini artirirken TGF-B1 anti-anjiogenez etkiye sahip olup
MMP enzimlerini uyarir.

Proteazlar ve antiproteazlar: MMP-1, MMP -2, MMP -4, MMP -9, “A disintegrin and

metalloprotease with a thrombospondin motif 13” (ADAMTS13), “A disintegrin and
metalloprotease motif 10 ve -17” (ADAMS10 ve -17), TIMP-1, TIMP —4, C1 inhibitér, ol-
antitripsin.

Bu maddeler anjiyogenez, vaskiiler remodelizasyon, koagiilasyonun diizenlenmesi ve
hiicre davraniglarinin diizenlenmesinden sorumludurlar. MMP grubu enzimler embriyonik
gelisimde, hiicre migrasyonunda, yara iyilesmesinde, doku remodelizasyonunda gorevli
proteinlerdir. Ayrica bunlar timér gelisiminde, aterosklerozda ve hematopoietik kok hiicre
mobilizasyonunda da gorevlidirler. Bu enzimlerin etkileri TIMP tarafindan inhibe
edilmektedir. Her ikisi de yara iyilesmesi ve inflamasyonda diizenleyici gorevler alirlar.

Yapiskan (adhesive) proteinler:“von Willebrand factor”, “Fibrinogen”, ‘“Fibronectin”,

“Vitronectin”, “Thrombospondin-1”, “Laminin-8”
Bu proteinlerin hiicrelerin temas ve etkilesiminde, hemostazda ve pihtilagmada,
ekstraselliiler matriksin olusturulmasinda gérevleri vardir.

Pihtilasma faktorleri ve bunlarin inhibitérleri: Faktor V/Va, Faktor XI, Multimerin,

Protein S, Kininojen, Proteaz neksin-1 ve-2, Protein C inhibitor,
Bu faktorler trombin yapimi, pihtilasma ve hiicre ¢ogalmasinda sorumludur (68).
Trombositler yarali dokuda ilk bir saat i¢inde a-graniillerindeki tiim icerigi yara ortamina

bosaltirlar.
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PRP otolog kandan elde edilen fraksiyone edilmis plazma igerikli bir kan {irtinii olup
iceriginde kandakinin 3-5 kati kadar daha fazla oranda trombosit ve tiim pihtilasma
faktorleri, bir miktar 16kosit ve lenfosit bulundurur. Bu {iriin klinikte yara iyilesmesi ve
rejenerasyonunda (kemik, kikirdak, visseral organ yaralanmalar1 gibi) yeni kullanilmaya
baglanmig bir tirtiindiir. Bu malzemenin alt tipleri olup klinikte ¢ogunlukla saf PRP ya da
lokosit ve trombositten zengin L-PRP kullanilmaktadir. Bu plazmanin kullaniminda amag
iceriginde bulunan ve yukarida tarif edilen biiyiime faktorlerini yara iyilesmesinde
kullanilmak iizere normal kandan daha yiiksek konsantrasyonlarda yara ortamina
birakabilmektir (65). Klinik uygulamalarda PRP halen periodontal ve oral, maksillofasiyal,
estetik, plastik, spinal fiizyon, kalp by-pass cerrahilerinde ve kronik cilt ve yumusak doku

tilserlerinde basar ile kullanilmaktadir (27).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
Calismanm tamamu Kirikkale Universitesi Etik Kurulu tarafindan deneysel
aragtirmalar i¢in belirlenen kurallar ve prosediirler dogrultusunda, gerekli onay alindiktan
sonra yuriitlildii (Karar tarihi: 09.01.2014 ve karar numarasi: 14/ 16). Ayrica bu tez ¢aligmasi
Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Proje (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan

finansal a¢idan desteklendi (BAP Proje Numarasi: 2014/ 75)

Bu deneysel arastirmada ii¢ adet deneysel farmakolojik ajan test edildi. Bu

farmakolojik ajanlar agagida ayrintili sekilde tarif edilmistir:

- Hyaliironik asit dural bariyer (HAS) (Incert®-S, Anika Therapeutics SRL, Italy),

- Aktive polietilen glikol ve polietilen imine dural bariyer (PEG) (Adherus™

Dural Sealant, HyperBranch Medical Technology, Durham, NC, USA).

- Trombositten zengin plazma (PRP) (RegenACR-C, Regen Lab SA, Mont-sur-

Lausanne, Switzerland)

Caligma 300-350 gram agirliginda ve erkek cinsiyette 42 adet Wistar Albino rat
iizerinden yapildi. Deney 6ncesinde deney hayvanlarinin deneye alinma kriterleri deneklerin
geng yasta olmasi, canli, diizgiin hareketli, tiiyleri diizgilin ve viicut biitiinliigiiniin tam olmas1
ve viicut anomalisi ve sekil bozuklugunun bulunmamasi olarak belirlendi. Deney
hayvanlarinin deneyden ¢ikarilma kriterleri ise cerrahi alanda veya organizmanin baska
yerinde ortaya ¢ikacak infeksiyon, cerrahiye sekonder sakatlik (paraparezi, parapleji), genel
viicut agirhiginda azalma (yiyecek ve su aliminda azalma), cerrahi alanin izlem sirasinda
acilmasi, diger hayvanlar tarafindan cerrahi alana veya diger viicut bdlgelerine zarar
verilmesi (doku kaybina neden olabilecek kadar ciddi diizeyde dislenmesi, tirnaklanmasi ya

da yenmesi) seklinde deney 6ncesinde belirlendi.
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Caligmanin baslangicinda deney hayvanlar1 randomize sekilde alt1 ayr1 gruba ayrildi
ve asagidaki sekilde isimlendirildi:
— DONOR grubu (abdominal aortadan tiim viicut kanlar1 toplanip trombositten zengin
plazma elde edildi; n:2)
— KONTROL grubu (hicbir cerrahi girisim uygulanmadi ve higbir deneysel
famakolojik ajan verilmedi; n: 8)
— SHAM grubu (cerrahi girisim uygulandi ancak deneysel farmakolojik ajan
uygulanmadi; n: 8)
— HAS grubu (cerrahi girisim uygulandi ve cerrahi alana hyaluronik asit bariyer
birakildi; n: 8)
— PEG grubu (cerrahi girisim uygulandi ve cerrahi alana PEG bariyer birakildi; n: 8)
— PRP grubu (cerrahi girisim uygulandi ve cerrahi alana PRP bariyer birakildi; n: 8)
Sedasyon anestezi i¢in intraperitoneal yoldan 40 mg/kg ketamine HCI (KetalarR;
Pfizer Inc, USA) ve 5 mg/kg xylazine HCI (RompunR %2; Bayer HealthCare AG, Germany)

kullanildi.

3.2. Metot:

Deney hayvanlarinin sedasyon anestezi uygulanmasi sonrasi cerrahi girisim
uygulanacak bolge olan sirtlar1 traglandi, cerrahi alanin batikon ile antisepsisi saglandi.
Takiben DONOR ve KONTROL grubundaki denekler hari¢ diger deneklere spinal korda
zarar vermeden L3-L4-L5 araligindan mikroskop yardimu ile standart laminektomi prosediirii
uyguland: ve spinal kord durasi agiga ¢ikarildi. Laminektomi sirasinda dura saglam birakildi
ve dura altma ve spinal korda herhangi bir girisimde bulunulmadi. Cerrahi alanda hemostaz
dikkatlice saglandiktan sonra ilgili gruplara ilgili farmakolojik ajan uygulamasi evresine
gecildi. Bu amacgla DONOR grubu ratlar sedasyon anestezi altinda iken abdominal
aortasindan tiim viicut kani enjektdrler araciligr ile alindi ve hayvana 6tenazi uygulandi. Elde

edilen kandan plazma kismi ayrilip PRP kiti ile kit kullanim prospektiisiinde tarif edilen

40



sekilde isleme tabi tutuldu ve elde edilen materyal ilgili deney grubundaki hayvanlarin spinal
durasi iizerine ve peridural mesafesine uygun sekilde yayild. Ilaveten hyaliironik asit dural
bariyer kiti ve polietilen glikol ve polietilen imine adezyon bariyer Kiti talimatlarina uygun
sekilde hazirlanip ilgili deney grubu hayvanlarin spinal durasi {izerine ve peridural
mesafesine kullanim prosediiriine uygun sekilde uyguland: (Resim 1). Takiben cerrahi katlar
anatomiye uygun sekilde siitiirlerle (paraspinal adeleler 4/0 vicryl ve cilt 4/0 ipek siitiir ile)
kapatilip cerrahi girisime son verildi. Daha sonra ratlar sedasyon anesteziden cikarildi ve
kendi kafeslerinde alt1 hafta siire ile yasatildi. Hayvanlarin kafesleri icinde 12 saat giindiiz ve
12 saat gece ritminde serbest su ve yiyecek ulasimina ve serbest dolagimina izin verildi.
Deneyin bu agamasinda SHAM grubunda 3, HAS grubunda 3, PRP grubunda 1 ve PEG
grubunda 3 adet denek beklenmedik sekilde 6ldii. Olen deneklerin yerine yenileri konmadi
ve alt1 haftanin sonunda tiim hayvanlara (toplam 32 adet denek) sedasyon anestezi altinda
abdominal aortadan tiim viicut kan1 alinu yontemi ile dtenazi uygulandi. Otenazi sonrasi tiim
deneklerin vertebral kolonu blok halinde ¢ikarildi ve cerrahi uygulanan alanlardan elde
edilen dokular histopatolojik incelemeye ve polimerize zincir reaksiyon (PCR) ile gen

ekspresyon analizine tabi tutuldu.

3.3. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik incelemeler deney gruplarina ve deneysel farmakolojik ajanlara kor
veteriner patolog tarafindan bastan sona gergeklestirildi. Deneysel dokular oda sicakliginda
%10 notral tamponlanmis formalinde 24 saat siire ile fikse edildikten sonra %10 EDTA ile
dekalsifiye edildi. Rutin doku takip isleminden sonra parafine gomiildii ve parafin
dokulardan 5 pm kalinliginda kesitler alinip histopatolojik inceleme i¢in hematoksilen-eosin
ve peridural fibrozisin yayilimini gosterebilmek igin Massons-Trikrom boyalar1 (Masson-
Tricrome Staining; MTS) (Bio Optica, CND Code: W01030799, Milano) ile boyandi. Tim
kesitler binokuler 1s1tk mikroskobu (Olympus BX51; Olympus, Tokyo, Japan) ile incelenip

fotograflandi. Gruplarda her bir preparatta laminektomi bolgesinde randomize segilen 5 ayri
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alanda 400x biylitmenin kullanildigi kamera (Leica CCD camera DFC420, Leica
Microsystems Imaging Solutions, Ltd., Cambridge, UK) eklenmis mikroskop (Lecia
DM4000 B microscope, Leica Microsystems Imaging Solutions, Ltd., Cambridge, UK) ile
fibroblast sayimi yapildi. Ayrica peridural fibrozis diizeyi (evreleme) ve damar sayisi yine
aynt kamera ve mikroskop ile degerlendirildi. Peridural fibrosiz diizeyini belirlemede
literaturde de kabul edilmis olan evreleme yontemi modifiye edilerek kullanildi ve ayrintilari

Tablo 1’ de sunuldu (22).

Resim 1: Laminektomi sonrasi omuriligin makroskopik goériinimii ve ilgili deneysel
farmakolojik ajanlarin uygulanmasi sonras1 omuriligin makroskopik goriiniimii

Tablol:Histopatolojik evreleme tablosu

Evre Derece Tanim

Evre 0-1 Normal Dura materde fibrozis dokusu yok

Evre 2-4 Hafif Dura mater ve fibrozis dokusu arasinda ince bir fibroz bant olmasi

Evre 5-7 Orta Laminektomi alaninin 2/3 iinden azinda araliksiz yapigsma olmasi

Evre 8-10 Agir Laminektomi alaninin 2/3 tinden fazlasini etkileyen biiyiik yapisikliklar veya

sinir kokiine uzanan yapisiklik olmasi
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3.4. “Real time PCR array” gen ekspresyon analizi

Orneklerde kollajen tip 1, kollajen tip 3, TGF-1pB, IFN-y ve TNF-a gen ekspresyonu
incelenmek iizere dokular deney asamasina kadar -20° C’de muhafaza edildi.

Izolasyon igin 6rnekler sivi azot ile pargalandi ve homojenizatérde homojen hale
getirilip 400 pl lysis/binding buffer eklendi ve 15 saniye vortekslendi. Karisim filtre-
koleksiyon tiipiiniin {ist kismma maximum 700 pl olacak sekilde konuldu ve 15 saniye 8.000
xg de santrifiij yapildi. Her bir 6rnek i¢in 90ul DNAse incubation buffer ve 10ul DNAse |
karistirildi ve 15 dakika inkiibasyona birakildi (+15°C-+25°C). Ardindan 500 pl yikama
soliisyonu I iist rezervuara eklendi ve 8000 xg de 15 saniye santrifiij yapildi. Elde edilen
koleksiyon tekrar filtre tiipiiniin altina konuldu ve 500 pl yikama soliisyonu II iist rezervuara
eklenip 8000 xg de 15saniye santrifiij yapildi. Tekrar koleksiyon filtre tiipliniin altina
konuldu ve 200 pl yikama soliisyonu II {ist rezervuara eklendi. iki dakika maksimum hizda
santriflij yapild1 ve alt rezervuara ¢oken sivi dokiiliip koleksiyon tiipii tekrar filtre tiipiiniin
altina konuldu ve maksimum hizda (13000 xg) 2 dakika bos santrifiij yapildi. Yikama
sollisyonunun tamamen uzaklastirilmasi saglanip filtre tiipii 1.5 ml’lik ependorflara konuldu
ve 50-100 pl elution soliisyonu (6rnege gore kitin i¢inde degisen) iist rezervuara eklendi ve
8000 xg de 1 dakika santrifiij yapildi. Coken kistm RNAnin oldugu kisim olup ependorf
c¢DNA’ya ¢evirene kadar -20°C” ye konuldu. cDNA sentezi i¢in DNA 6rnekleri izolasyondan
sonra gergek zamanli PCR’ a konulurken RNA ¢DNA g¢evrildi. Cevrilme islemi, Qubit
cihazinda RNA miktarina bakildiktan sonra kit protokoliine uygun olarak yapildi. Ornek
basina kitin i¢indeki iki farkli primer 1 pl olarak konuldu. Spesifik primerler kullanilmak
istenildiginde yine 1pl konuldu. Total RNA miktar1 gercek zamanli PCR’ a konulurken her
bir 6rnek i¢in 50-100 ng mRNA diisecek sekilde hesaplandi ve cDNAya ¢evrilirken degisken
olarak RNA maksimum 11pul olacak sekilde konuldu. Daha diigiik miktarlar kitin i¢inden
¢ikan su ile toplami 13pl olacak sekilde tamamlandi ve olusan 13 pl’lik karigim opsiyonel
olarak 65°C’ de 10 dakika PCR’a konuldu. Cikan orneklerin iistiine, her bir 6rnek igin

asagidaki malzemeler kullanildi:
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Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction buffer 4ul 1x (8 mM MgCl,

Deoxynucleotide mix 2ul 1 mM (her biri)
Protector RNAse Inhibitor 0.5ul 20U
Transcriptor Reverse Transcriptase 0.5ul 0ou

Toplamda her bir 6rnek i¢in 7 pl olacak sekilde karisim hazirlandi ve vorteks yapilmadan
iyice pipetaj yapildi. PCR’dan ¢ikan 6rneklerin tizerine 7 pl konuldu ve 6rnek toplamda 20

ul’lik bir karisim halinde PCR cihazina tekrar konuldu.

Anchored-oligo(dt) primer veya spesifik primer igin 4 kb 30 dakika 55°C
hedef mRNA uzunluguna gore >4 kb 60 dakika 50°C
Random primer igin 4 kb 10 dakika 25°C

4 kb 30 dakika 55°C
>4 kb 10 dakika 25°C
>4 kb 60 dakika 50°C

Devaminda; 5 dakika 85° bekletildi ve ¢ikan cDNA’lar buz iistiine alind1 veya -20 °C’de

saklandi. Real-time PCR’a hazirlik igin gen ekspresyonu ¢alismalarinda Hydrolysis Probes

Master veya SYBR Green master kullanildi. Takiben “hydrolysis probes master PCR Mix”
hazirlandi. PCR mix hazirlanirken her bir 6rnek igin su (4ul), LightCycler 480 Probes
Master (10pul), Real Time Ready Assay (1pl) toplam hacim 15 pl olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan mix vortex kullanilmadan pipetle yukari asagi yapilarak karistirildi. “LightCycler
480 multiwell plate” in her kuyucuguna PCR miksten 15 pl, iizerine Spl cDNA eklendi.
Multiwell Plate 2 dk 1500 x g santrifiij edildi ve santrifiij isleminden sonra plate cihaza
yerlestirilip kullanilacak olan MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe programi segildi. UPL
Probe i¢in gerekli protokoller cihazda secildikten sonra LightCycler 480 PCR baslatildi.
3.5. [lstatistiksel analiz

Etik kural geregi istatistiksel analiz yapilmasina izin verebilecek minimum sayida
deney hayvani kullanilmasi amaglanmis oldugundan her gruba ait 6rneklem sayisi kiigiik
tutuldu.

Calismadan elde edilen tiim sayisal veriler ve skorlar “Statistical Packages for the
Social Science” (SPSS) 20.0 kullanilarak istatistiksel yonden analiz edildi. Tanimlayici

istatistiksel analizler (frekans, ylizde dagilimi, ortalamaz+standart sapma) yapildi.
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Histopatolojik derecelendirme ve MTS derecelendirme sonuglarinin gruplar arasi
karsilagtirmada degerlerin normal dagilmadigi ve homojen olmadigi gozlendi (Kolmogorov-
Smirnov test, p<0.05; Levene’s test, p<0.05). Bu nedenle gruplarin istatistiksel anlamlilik
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi. Gruplarin ikili karsilagtirmalarinda Mann Whitney U testi ve Bonferroni diizeltme testi
kullanildi ve p<0.005 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Damar sayimi ve fibroblast hiicre sayim sonuglarinin gruplar arasinda normal
dagilim gosterdigi ve homojen oldugu tespit edildi (Kolmogorov-Smirnov test, p>0.05;
Levene’s test, p>0.05). Bu nedenle gruplarin istatistiksel anlamlilik karsilastirmalarinda Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi. Gruplarin ikili karsilastirmalarinda One-Way ANOVA-Tukey HSD Multiple
Comparisons testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

PCR gen ekspresyonu analizi sonrasi elde edilen kollajen-1, kollajen-3, TGF-1p ve
TNF-o gen ekspresyonu sonuglarinin gruplar arasi karsilastirilmasinda degerlerin normal
dagildigi ancak homojen olmadigi gozlendi (Kolmogorov-Smirnov test, p>0.05; Levene’s
test, p<0.05). Bu nedenle gruplarin istatistiksel anlamlilik karsilastirmalarinda Kruskal
Wallis testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi. Gruplarin ikili
karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi ve Bonferroni diizeltme testi kullanildi ve
p<0.005 degeri anlamli olarak kabul edildi.

IFN-y geni orneklerde ifade edilmedigi i¢in veri alinamadi ve istatistiksel analizde

degerlendirilmedi.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular
4.1.1. Isik mikroskopisi
Caligmada kullanilan bes grubun her biri i¢in degerlendirilen, damar sayisi,
fibroblast yogunlugu ve skar olusumu skor tablosuna goére skorlandi. Deneklerde deri,

derialti ve laminatomi sahasinda infeksiyonla uyumlu olabilecek histopatolojik bulguya

rastlanmadi.

Resim 2: KONTROL grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, X400 ve MTS, X400)

Saglikli KONTROL grubunda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmada.
Fibroblast ve damar sayilarinin fizyolojik sinirlar i¢inde oldugu goriildii. Medulla spinaliste

herhangi bir reaksiyon tespit edilmedi (Resim 2).

Resim 3: SHAM grubuna ait histopatolojik gérintiileme (H&E, X400 ve MTS, X400)
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SHAM grubunda laminatomi sahasinda belirgin bir skar dokusunun oldugu tespit
edildi. Olusan skar dokusunun da spinal kanala dogru ilerleyerek duraya yapistigi goriildii.

Yer yer kas nekrozlarina da rastlandi. Yaygin mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriildii

(Resim 3)

Resim 4: HAS grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, X400 ve MTS, X400)

HAS grubunda SHAM grubuna gére skar dokusunun daha hafif ancak PEG ve PRP
grubuna kiyasla daha siddetli oldugu goriildii. Doku diizeninin diger miidahale gruplarina

gbre daha kotii oldugu gortildi (Resim 4)

Resim 5: PEG grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, X400 ve MTS, X400)
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PEG grubunda belirgin bir skar dokusu tespit edildi. Medulla spinaliste ndronal
nekroz ve vakuolizasyon tespit edildi. Doku diizeninin HAS grubuna gére biraz daha iyi

oldugu tespit edildi (Resim 5).

Resim 6: PRP grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, X400 ve MTS, X400)

PRP grubunda SHAM grubuna goére skar dokusunun daha hafif oldugu goriildi.
Medulla spinaliste noronal nekroz ve vakuolizasyon tespit edildi. Ancak doku biitiinligii
yerindeydi. Diger miidahale gruplarina gore dokunun daha uyumlu bir goriiniime sahip

oldugu tespit edildi. Fibroblast yogunlugu PEG grubuna gore biraz daha fazlaydi (Resim 6).

4.1.2. Histopatolojik evreleme sonuclari:
Gruplarin modifiye edilmis evreleme sonuglarina ait tanimlayici tablo ve bar grafigi
asagida sunulmustur (Tablo 2; Grafik 1).

Tablo2: Histopatolojik inceleme sonuglarina ait tamimlayici tablo (N: grup i¢i denek sayisi: SS:
standart sapma)

GRUP N Minimum Maksimum Ortanca SS
(medyan)

KONTROL 8 1 2 1 0.55

SHAM 5 6 7 7 0.55

HAS 5 5 6 5 0.55

PEG 7 4 6 5 0.69

PRP 7 3 6 5 1.13
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Modifiye edilmis histopatolojik evreleme sonuglar1 bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel anlaml1 bir farkin oldugu gozlendi (X?=25.001, p<0.001) (Tablo 3)
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Grafik 1: Histopatolojik evreleme puanlarina ait bar grafigi

Tablo 3: Tim gruplarin histopatolojik evreleme sonuglarinin istatistiksel —anlamlilik
karsilagtirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. Kruskal Wallis testi; p<0.05
(X2 ki-kare, df: serbestlik dereceleri)

DEGISKEN X? df p

Peridural fibrozis evrelemesi 25.001 4 <0.001

Gruplarin ikili karsilagtirilmasit sonrasinda ise KONTROL/ SHAM (Z=-3.052,
p=0.002), KONTROL/ PRP (Z=-3.328, p=0.001), KONTROL/ HAS (Z=-3.052, p=0.002) ve
KONTROL/PEG (Z=-3.347, p=0.001) gruplar arasinda istatistiksel farkin oldugu gézlendi

(Tablo 4).
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Tablo 4: Histopatolojik evreleme sonuglari bakimindan gruplarmn ikili istatistiksel anlamlilik
karsilastirmalarinda sadece KONTROL grubunun verileri ile diger gruplarin verileri arasinda belirgin
istatistiksel fark saptandi. Mann Whitney U testi ve Bonferroni diizeltme testi; p<0.005 (Z: Z puani)

GRUPLAR Z p

KONTROL/ SHAM -3.052 0.002
KONTROL/ HAS -3.052 0.002
KONTROL/ PEG -3.347 0.001
KONTROL/ PRP -3.328 0.001
SHAM/ HAS -2.324 0.020
SHAM/ PEG -2.773 0.006
SHAM/ PRP -2.743 0.006
HAS/ PEG -1.373 0.170
HAS/ PRP -1.576 0.115
PEG/ PRP -0.687 0.492

Ancak KONTROL grubu digarida birakilip sadece cerrahi uygulanan gruplar kendi
icinde degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik tespit edildi (X?=12.542,

p=0.006) (Tablo 5).

Tablo 5: KONTROL grubu hari¢ tutuldugunda histopatolojik evreleme sonuglari bakimindan gruplar
arasinda farklilik oldugu saptandi. Kruskall Wallis testi, p<0.05 (X?: ki-kare, df: serbestlik dereceleri).

Degisken X2 df p

Peridural fibrozis evrelemesi 12.542 3 0.006

Tablo 6: Gruplarin ikili karsilastirilmas: sonrasinda PEG ve PRP gruplarinimn histopatolojik evreleme
puanlarinin diger gruplardan diisiik oldugu saptandi. Mann Whitney U testi ve Bonferroni diizeltme
testi; p<0.0083 (Z: Z puani)

GRUPLAR Z p

SHAM/ HAS -2.324 0.020
SHAM/ PEG -2.773 0.006
SHAM/ PRP -2.743 0.006
HAS/ PEG -1.373 0.170
HAS/ PRP -1.576 0.115
PEG/ PRP -0.687 0.492
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Gruplarmm ikili karsilastirilmasi sonrasinda sadece SHAM/ PRP (Z=-2.743,
p=0.006) ve SHAM/ PEG (Z=-2.773, p=0.006) gruplar1 arasinda istatistiksel
anlaml farklilik oldugu gozlendi (Tablo 6).

4.1.3. Masson Trikrom boyama (MTS) sonuglari
Her bir grubun Mason-Trikrom boyama skala sonuglarina ait tanimlayici tablo ve bar

grafigi asagida gosterilmistir (Tablo 7, Grafik 2)

Tablo 7: MTS evreleme puanlarina ait tanimlayici tablo (N: grup ici denek sayisi: SS: standart sapma)

GRUPLAR N Minimum Maksimum Ortaca SS
(medyan)
KONTROL 8 1 2 2 0.54
SHAM 5 6 7 0.55
HAS 5 4 6 5 0.71
PEG 7 4 6 5 0.69
PRP 7 4 5 5 0.38
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Grafik 2: Masson-Trikrom boyanma evreleme puanlarina ait bar grafigi
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MTS evreleme puanlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farkin

oldugu gozlendi (X2=25. 119, p<0.001) (Tablo 8)

Gruplar arasi ikili karsilagtirmada ise KONTROL/ SHAM (Z=-3.034, p=0.002),
KONTROL/ PRP (Z=-3.412, p=0.001), KONTROL/ HAS (Z=-3.029, p=0.002),
KONTROL/ PEG (Z=-3.334, p=0.001) ve SHAM/ PRP (Z=-3.064, p=0.002) gruplarinin

MTS verileri arasinda anlamli istatistiksel farklilik oldugu gézlendi (Tablo 9).

Tablo 8: Tiim gruplarin MTS evreleme puanlarinin istatistiksel anlamlilik karsilastirmalarinda gruplar
arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. Kruskal Wallis testi; p<0.05 (X2 ki-kare, df:
serbestlik dereceleri).

DEGISKEN X? df p

MTS evreleme puanlari 25.119 4 <0.001

Tablo 9: MTS evreleme puanlarina gére gruplarn ikili karsilagtirilmasi sonrasinda PRP grubunun
evreleme puanlarinin SHAM grubundan daha diisiik oldugu saptandi. Mann Whitney U testi ve
Bonferroni diizeltme testi; p<0.005 (Z: Z puani).

GRUPLAR Zz P

KONTROL/ SHAM -3.034 0.002
KONTROL/ HAS -3.029 0.002
KONTROL/ PEG -.3.334 0.001
KONTROL/ PRP -3.412 0.001
SHAM/ HAS -2.410 0.016
SHAM/ PEG -2.704 0.007
SHAM/ PRP -3.064 0.002
HAS/ PEG -0.366 0.714
HAS/ PRP -0.428 0.669
PEG/ PRP -0.081 0.936

KONTROL grubu verileri disarida tutuldugunda gruplar arasi1 karsilastirmada

istatistiksel anlaml1 farklilik oldugu goriildii (X?=12.226, p=0.007) (Tablo 10)
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Tablo 10: MTS evreleme puanlarina gore KONTROL grubu hari¢ tutuldugunda tiim gruplarin
istatistiksel anlamlilik karsilagtirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. Kruskal
Wallis testi; p<0.05 (X2: ki-kare, df: serbestlik dereceleri).

Degisken X2 df p

MTS evreleme puanlari 12.226 3 0.007

Gruplarin ikili karsilastirilmasi sonrasinda ise SHAM / PRP (Z=-3.064, p=0.002) ve
SHAM/ PEG (Z-2.704, p=0.007) gruplarinin verileri arasinda istatistiksel yénden anlaml

farklilik oldugu g6zlendi (Tablo 11).

Tablo 11: MTS evreleme puanlarma gore gruplarin ikili karsilagtirilmas: sonrasinda PEG ve PRP
gruplarinin evreleme puanlarinin diger gruplardan diisiik oldugu saptandi. Mann Whitney U testi ve
Bonferroni diizeltme testi; p<0.0083 (Z: Z puani).

GRUPLAR Z P

SHAM/ HAS -2.410 0.016
SHAM/ PEG -2.704 0.007
SHAM/ PRP -3.064 0.002
HAS/ PEG -0.366 0.714
HAS/ PRP -0.428 0.669
PEG/ PRP -0.081 0.936

4.1.4. Damar sayimi sonuglari
Her bir gruba ait damar sayimi sonuglarina ait tanimlayici tablo ve grafik asagida
sunulmustur (Tablo 12, Grafik 3)
Damarsal yapilarin sayim sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda tim

gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik tespit edildi (F=21.849, p<0.001) (Tablo 13)
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Tablo 12: Damar sayimi sonuglarina ait tanimlayici tablo (N: grup i¢i denek sayisi: SS: standart
sapma)

GRUPLAR N Minimum  Maksimum  Ortalama SS
KONTROL 8 1 3 1.75 0.71
SHAM 5 10 18 14.40 3.21
HAS 5 4 10 6.80 2.59
PEG 7 2 10 5.71 2.50
PRP 7 3 10 5.71 2.75
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Grafik 3: Her bir gruba ait damar sayim sonuglari error bar grafigi

Tablo 13: Tim gruplarin damar saymm sonuglarimin istatistiksel anlamlilik kargilastirmalarinda
gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. One-Way ANOVA testi; p<0.05 (df: serbestlik
dereceleri).

DEGISKEN df F p

Damar sayim sonucu 4 21.849 <0.001

Gruplar arasi ikili kargilastirmada KONTROL/ SHAM (p<0.001), KONTROL/ HAS

(p=0.008), KONTROL/ PEG (p=0.026), KONTROL/ PRP (p=0.026), SHAM/ HAS
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(p<0.001), SHAM/ PEG (p<0.001) ve SHAM/ PRP (p<0.001) gruplarinin verileri arasinda

anlaml fark oldugu tespit edildi (Tablo 14).

Tablo 14: Damar sayimi sonuglarina gore gruplarin ikili karsilagtirilmasi sonrasinda HAS, PEG ve
PRP gruplarmmin damar sayim sonug¢larimin diger gruplardan diisiik oldugu saptandi. One-Way
ANOVA-Tukey HSD Multiple Comparisons testi p<0.05.

GRUP ORTALAMA FARK (1/J) STANDART HATA p

KONTROL/ SHAM -12.650 1.363 <0.001
KONTROL/ HAS -5.050 1.363 0.008
KONTROL/ PEG -3.964 1.237 0.026
KONTROL/ PRP -3.964 1.237 0.026
SHAM/ HAS 7.600 1.512 <0.001
SHAM/ PEG 8.686 1.400 <0.001
SHAM/ PRP 8.686 1.400 <0.001
HAS/ PEG 1.086 1.400 0.935
HAS/ PRP -1.086 1.400 0.935
PEG/ PRP 0.000 1.278 1.000

Ote yandan KONTROL grubu verileri disarida birakildiginda yine gruplar arasinda

istatistiksel anlamli farklilik tespit edildi (X?=11.11.382, p=0.010) (Tablo 15)

Tablo 15: KONTROL grubu disarida birakildiginda tiim gruplarin damar sayimi sonuglarinin
istatistiksel anlamlilik karsilagtirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. One-
Way ANOVA testi; p<0.05 (df: serbestlik dereceleri).

DEGISKEN X? df p

DAMAR 11.382 3 0.010

Gruplarin ikili karsilagtirmasi sonrasinda ise SHAM/ HAS (p=0.002), SHAM/ PEG
(p<0.001) ve SHAM/ PRP (p<0.001) gruplarinin verileri arasinda anlamli istatistiksel fark

oldugu tespit edildi (Tablo 16).
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Tablo 16: KONTROL grubu disarida birakilarak yapilan gruplarin ikili karsilastirilmasi sonrasinda
HAS, PEG ve PRP gruplarmin damar sayim sonuglarinin diger gruplardan diigiik oldugu saptandi.
One-Way ANOVA-Tukey HSD Multiple Comparisons testi, p<0.05

GRUP ORTALAMA FARK (1/J) STANDART HATA p

SHAM/ HAS 7.600 1.737 0.002
SHAM/ PEG 8.686 1.608 <0.001
SHAM/ PRP 8.686 1.608 <0.001
HAS/ PEG 1.086 1.608 0.905
HAS/ PRP -1.086 1.608 0.905
PEG/ PRP 0.000 1.468 1.000

4.1.5. Fibroblast sayimi sonuclart

Fibroblast sayimi sonuglarina ait tanimlayici tablo ve grafik asagida sunulmustur

(Tablo 17, Grafik 4)

Tablo 17: Fibroblast sayimi sonuglarina ait tanimlayici tablo (N: grup ici denek sayisi: SS: standart

sapma)
GRUP N Minimum  Maksimum Ortalama SS
KONTROL 8 1 3 1.75 0.89
SHAM 5 25 32 27.80 2.78
HAS 5 25 17.40 7.63
PEG 7 16 10.00 3.87
PRP 7 25 14.43 6.29
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Grafik 4: Her bir gruba ait fibroblast sayim sonuglari error bar grafigi
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Fibroblast sayim sonuglart bakimindan tim gruplar arasinda istatistiksel anlamli

farklilik oldugu tespit edildi (F=25.781, p<0.001) (Tablo 18)

Tablo 18: Tim gruplarin fibroblast sayimi sonuglarimin istatistiksel anlamlilik kargilastirmalarinda
gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. One-Way ANOVA testi; p<0.05 (df: serbestlik
dereceleri).

DEGISKEN df F p

Fibroblast sayim sonuglari 4 25.781 <0.001

Gruplar arasi1 ikili karsilastirmalar sonrasinda KONTROL/ SHAM (p<0.001),
KONTROL/ HAS (p<0.001), KONTROL/ PEG (p=0.017), KONTROL/ PRP (p<0.001),
SHAM/ HAS (p=0.013), SHAM/ PEG (p<0.001) ve SHAM/ PRP (p<0.001) gruplar
arasinda fibroblast sayim sonuglari bakimindan istatistiksel anlamli farklilik oldugu gozlendi

(Tablo 19).

Tablo 19: Gruplarin ikili karsilagtirilmasi sonrasinda HAS, PEG ve PRP gruplarinin fibroblast sayim
sonu¢larimin  diger gruplardan disiik oldugu saptandi. One-Way ANOVA-Tukey HSD Multiple
Comparisons testi, p<0.05

GRUPLAR ORTALAMA FARK  STANDART HATA p

KONTROL/ SHAM -26.050 2.681 <0.001
KONTROL/ HAS -15.650 2.681 <0.001
KONTROL/ PEG -8.250 2.434 0.017
KONTROL/ PRP -12.679 2.434 <0.001
SHAM/ HAS 10.400 2.974 0.013
SHAM/ PEG 17.800 2.754 <0.001
SHAM/ PRP 13.371 2.754 <0.001
HAS/ PEG 7.400 2.754 0.082
HAS/ PRP 2971 2.754 0.816
PEG/ PRP -4.429 2.514 0.415
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KONTROL grubu digarida birakilarak veriler tekrar analiz edildiginde gruplar

arasinda istatistiksel anlamli farklilik oldugu gozlendi (Tablo 20)

Tablo 20: KONTROL grubu digarida birakilarak yapilan istatistiksel analizde fibroblast sayim
sonuglarinin tiim gruplar arasinda fakli oldugu gézlendi. One-Way ANOVA testi; p<0.05 (df: serbestlik
dereceleri).

DEGISKEN df F p

Fibroblast sayim sonucu 4 10,909 <0.001

Gruplar arast ikili karsilagtirmalar sonrasinda SHAM/ HAS (p=0.031), SHAM/ PEG
(p<0.001) ve SHAM/ PRP (p=0.002) gruplar1 arasinda fibroblast sayim sonuglari

bakimindan istatistiksel anlaml farklilik oldugu gozlendi (Tablo 21).

Tablo 21: KONTROL grubu disarida birakilarak yapilan gruplarin ikili karsilastirilmasi sonrasinda
HAS, PEG ve PRP gruplarimin fibroblast sayim sonuglarinin salt cerrahi grubundan diisiik oldugu
saptandi. One-Way ANOVA-Tukey HSD Multiple Comparisons testi, p<0.05

GRUP ORTALAMA FARK (1/9) STANDART HATA p

SHAM/ HAS 10.400 3.440 0.031
SHAM/ PEG 17.800 3.185 <0.001
SHAM/ PRP 13.371 3.185 0.002
HAS/ PEG 7.400 3.185 0.126
HAS/ PRP 2971 3.185 0.788
PEG/ PRP 4.429 2.907 0.443

4.2. PCR inceleme bulgulart
PCR yontemi kullanilarak elde edilen kollajen tip-1 ve tip-2, TGF-1p ve TNF-o gen
ekspresyon analiz sonuglar1 asagida tablo ve grafik halinde verilmistir (Tablo 22, Grafik 5,

Grafik 6, Grafik 7, Grafik 8).
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Tablo 22: Kollajen tip 1, kollajen tip 3, TGF-1p ve TNF-a gen ekspresyon analiz sonuglarina ait

tanimlayici tablo (N: grup i¢i denek sayisi: SS: standart sapma)

Degisken Grup Minimum Maksimum Medyan SD
Kollajen tip 1 KONTROL 0.001 0.386 0.127 0.14
SHAM 17.540 43.930 29.563 9.69
HAS 0.014 7.430 2.950 2.79
PEG 0.002 17.930 8.376 7.72
PRP 0.006 11.190 7.380 4.28
Kollajentip3 ~ KONTROL 0.004 0.709 0.022 0.30
SHAM 21.139 48.29 29.147 10.92
HAS 0.032 3.395 1.206 1.37
PEG 0.005 0.751 0.165 0.36
PRP 0.003 14.500 3.224 5.30
TGF-1B KONTROL 0.000 0.019 0.006 0.01
SHAM 3.487 5.795 5.078 0.87
HAS 0.029 12.810 4.010 5.19
PEG 0.000 2.778 0.119 1.03
PRP 0.000 0.293 0.052 0.20
TNF-a KONTROL 0.990 6.822 5.782 2.71
SHAM 4.658 8.737 6.224 1.50
HAS 0.002 4.766 3.092 1.73
PEG 0.531 7.171 4.769 2.35
PRP 2.464 7.992 4.119 2.31
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Grafik 5: Her bir gruba ait kollajen tip 1 gen ekspresyon analiz sonuglari error bar grafigi
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Grafik 6: Her bir gruba ait kollajen tip 3 gen ekspresyon analiz sonuglar1 error bar grafigi
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Grafik 7: Her bir gruba ait TGF-1 gen ekspresyon analiz sonuglari error bar grafigi
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PCR gen ekspresyon analizi sonuglari istatistiksel olarak karsilastirildiginda tiim
gruplar arasinda kollajen tip-1 (X?=14.554, p=0.006), kollajen tip-3 (X?=16.741, p=0.002) ve
TGF-1B (X*=16.351, p=0.003) diizeyleri agisindan istatistiksel anlamli farklilik tespit edildi

(Tablo 23).

Tablo 23: Tiim gruplarin kollajen tip 1, kollajen tip 3 ve TGF-1p gen ekspresyon analiz sonuglarinin
istatistiksel anlamlilik karsilagtirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. Kruskal
Wallis testi; p<0.05 (X?: ki-kare, df: serbestlik dereceleri).

Degisken X2 df p

Kollajen tip-1 14.554 4 0.006
Kollajen tip-3 16.741 4 0.002
TGF-1B 16.351 4 0.003
TNF-a 6.446 4 0.168

Tablo 24: Tim gruplarin istatistiksel anlamlilik karsilagtirmalarinda PRP isimli etken maddenin
kollajen tip 1, kollajen tip 3 ve TGF-1p diizeylerini belirgin oranda azaltirken PEG isimli ajanin
sadece kollajen tip 3 ve TGF-1p diizeylerini belirgin oranda azalttig: tespit edildi. Mann Whitney U
testi ve Bonferroni diizeltme testi; p<0.005 (Z: Z puani)

Kollajen tip-1 Kollajen tip-3 TGF-1p

GRUP z p z p V4 p

KONTROL/ SHAM -2.611 0.009 -2.611 0.009 -2.611 0.009
KONTROL/ HAS -1.776 0.076 -1.984 0.047 -2.611 0.009
KONTROL/ PEG -0.893 0.372 -0.244 0.808 -1.056 0.291
KONTROL/ PRF -2.192 0.028 -1.705 0.088 -1.218 0.223
SHAM/ HAS -2.611 0.009 -2.611 0.009 -1.149 0.251
SHAM/ PEG -2.680 0.007 -2.842 0.004 -2.842 0.004
SHAM/ PRP -2.842 0.004 -2.842 0.004 -2.842 0.004
HAS/ PEG -0.406 0.685 -1.705 0.088 -1.868 0.062
HAS/ PRP -1.056 0.291 -0.731 0.465 -1.868 0.062
PEG/ PRP -0.319 0.749 -1.853 0.064 -0.319 0.749
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Gruplar aras1 ikili karsilagtirmada kollajen tip 1 ekspresyon diizeylerinin SHAM/
PRP (Z=-2.842, p=0.004) gruplar1 arasinda farkli oldugu gozlendi. Kollajen tip 3 gen
ekspresyon diizeylerinin ise SHAM/ PEG (Z=-2.842, p=0.004) ve SHAM/ PRP (Z=-2.842,
p=0.004) gruplari arasinda farkli oldugu gozlendi. TGF-1p gen ekspresyon diizeylerinin de
yine SHAM/ PEG (Z=-2.842, p=0.004) ve SHAM/ PRP (Z=-2.842, p=0.004) gruplari
arasinda farkli oldugu saptandi (Tablo 24).

Diger yandan KONTROL grubu verileri disarida birakilarak yapilan istatistiksel
analizler sonunda kollajen tip 1 (X?=11,397, p=0.010), kollajen tip 3 (X?=14,361, p=0.002)
ve TGF-1pB (X?=12,627, p=0.006) gen ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda farkli oldugu
tespit edildi (Tablo 25).

Gruplar aras1 ikili karsilagtirmada kollajen tip 1 ekspresyon diizeylerinin SHAM/
PEG (Z=-2.680, p=0.007) ve SHAM/ PRP (Z=-2.842, p=0.004) gruplar1 arasinda farkli
oldugu goézlendi. Diger yandan kollajen tip 3 gen ekspresyon diizeylerinin SHAM/ PEG (Z=-
2.842, p=0.004) ve SHAM/ PRP (Z=-2.842, p=0.004) gruplar1 arasinda farkli oldugu da
gozlendi. TGF-1p gen ekspresyon diizeylerinin de yine SHAM/ PEG (Z=-2.842, p=0.004) ve

SHAMY/ PRP (Z=-2.842, p=0.004) gruplari arasinda farkli oldugu saptandi (Tablo 26).

Tablo 25: KONTROL grubu verileri diglandiginda diger gruplarin kollajen tip 1, kollajen tip 3 ve
TGF-1B gen ekspresyon analiz sonuglarinin istatistiksel anlamlilik karsilagtirmalarinda gruplar
arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. Kruskal Wallis testi; p<0.05 (X?: ki-kare, df: serbestlik
dereceleri).

Degisken X? df p

Kollajen tip-1 11.397 3 0.010
Kollajen tip-3 14.361 3 0.002
TGF-1B 12.627 3 0.006
TNF-a 6.634 3 0.085
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Tablo 26: Tim gruplarin istatistiksel anlamlilik karsilagtirmalarinda PEG ve PRP isimli etken
maddenin kollajen tip 1, kollajen tip 3 ve TGF-1p diizeylerini belirgin ve benzer oranda azalttig1 tespit

edildi. Mann Whitney U testi ve Bonferroni diizeltme testi; p<0.0083 (Z: Z puani)

Kollajen tip-1 Kollajen tip-3 TGF-1p

GRUP A 0] Z p Z p

SHAM/ HAS -2.611 0.009 -2.611 0.009 -1.149 0.251
SHAM/ PEG -2.680 0.007 -2.842 0.004 -2.842 0.004
SHAM/ PRP -2.842 0.004 -2.842 0.004 -2.842 0.004
HAS/ PEG -0.406 0.685 -1.705 0.088 -1.868 0.062
HAS/ PRP -1.056 0.291 -0.731 0.465 -1.868 0.062
PEG/ PRP -0.319 0.749 -1.853 0.064 -0.319 0.749
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5. TARTISMA
5.1. Histopatolojik evreleme sonugclari

Peridural skar olusumunda paravertebral adelelerden ve Ozellikle erektor spinal
adalelerden gelen fibroblastlarin sorumlu oldugu bilinmektedir (98). Peridural fibrozisi
engellemeye yonelik kullanilan bariyerlerin (gelfoam, silastik, zenoderm, dakron, vicryl
mesh, oxiplex, karboksimetilseliiloz, biyolojik yikilabilir polimerler, biyoelastik polimerler
polietilen oksit) yabanci cisim gibi algilandig1 ve absorbe edilebilmesi icin yara ortamina
fagositoz yapan hiicreleri ¢ektigi gosterilmistir. Her ne kadar bu bariyerler bu inflamatuar
hiicreleri duradan uzak tutacakmus gibi goriinse de ortamda olusan fagositozun ve yabanci
cisim reaksiyonunun duray1 da etkiledigi ve bu alanda yine de yapisikliklara neden olabildigi
gosterilmistir.

Peridural fibrozisi 6nlemeye yonelik kullanilan otolog yag greftlerinin dokuya inert
oldugu, kolay elde edilip ekonomik agidan ucuz oldugu ve orijinal dokudakine benzer
sekilde peridural mesafede bariyer etkisi olusturabilecegi diistiniilmiis ve Klinikte de
uygulanmigtir. Ancak sonrasinda bu yag greftlerinin konuldugu yerden basgka yerlere migre
olup kitle etkisi olusturabildigi, rezorbe olabildigi, peridural mesafeyi tam Ortemedigi ve
daha onemlisi fibrozisi engelleyemedigi, ayrica donor alanda da cesitli sorunlara (agri,
seroma olusumu, hematom, infeksiyon gibi) neden olabildigi goriilmiis ve uygulamadan
vazgecilmigtir.

Ayrica literaturde politetrafluoroetilen membran da peridural fibrozisi engellemek
amaciyla kullanilmig ancak daha sonra bu malzemenin de basarisiz oldugu gosterilmistir
(56, 69, 91).

Daha once literatiirde etkinligi kabul edilen ADCON-L’ nin 6nemli avantajlarindan
biri jel kivaminda olup kolay uygulanabilmesi ve disk bolgesinden laminektomi sahasina
kadar olan operasyon bolgesindeki boslugu rahatlikla doldurabilmesi ve bu boélgedeki

fibrozis gelisimini azaltabilmesidir (21, 76). Yapilan ¢ok merkezli randomize bir klinik
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calismada ADCON-L' nin agir1 skar olusumunu kontrol grubuna gore %23, aktivite ile ortaya
cikan radikiiler agrilart ise kontrol grubuna gore %50 oraninda azalttigi gosterilmistir (70).
Ancak tim bu bulgularin aksine bu dural bariyerin etkilerinin uzun dénem takibinde dural
yirtiklarin iyilesmesini engelledigi ve peridural alanda yabanci cisim reaksiyonuna neden
oldugu da bildirilmistir (23). Ayrica 398 hasta {izerinden yapilan ¢ok merkezli kontrolli bir
caligmada ise literaturdeki sonuglarin aksine ADCON-L' nin epidural fibrozisi 6nlemede
etkili olmadig: bildirilmistir (76). Ilaveten Kessel ve ark ikinci kez opere ettikleri hastalara
ADCON-L uygulamislar ve bu dural bariyerin istatistiksel olarak anlamli sayilamayacak
kadar kii¢iik bir grupta peridural fibrozisi azalttigini bildirmiglerdir (45).

Diger yandan daha Onceki denemelerde steroidlerin ve steroid olmayan
antiinflamatuar ilaglarin (NSAID) yara yerindeki topikal kullaniminda her ne kadar
peridural fibrozisi azalttig1 gosterilmis olsa da komplikasyon olarak yaradaki tensil giicleri
azalttig1 ve yaranin kapanmasini engelledigi de tespit edilmistir (2).

Chitosan isimli malzemenin fibroblast proliferasyonunu, prokollajen tiretimini ve
ayn1 zamanda TGF-1B, FGF, ve IL-8 yapimini engelledigi ve boylece peridural fibrozis
belirgin sekilde azalttigi gosterilmistir (53).

Mitomisin-C peridural fibrozisi 6nlemede kullanilan bir diger farmakolojik ajan olup
mitozu baskilayict 6zelligi ile fibroblast proliferasyonunu 6nlerken caspase-3 proteaz yolu
tizerinden fibroblast apopitozunu indiikledigi tespit edilmistir. Ancak bu molekiiliin
yaralarda yliksek dozda ve/ veya uzun siireli lokal kullaniminin hem toksik etki olusturdugu
hem fibrozisi arttirdigi ve hem de yara iyilesmesini bozdugu savunulmustur.

Aprotinin  bir proteinaz inhibitdrii ve antiinflamatuvar ajan olup lokosit
infiltrasyonunu, 16kosit graniilasyonunu ve lizozomal enzim sekresyonunu azalttigi
bilinmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde diisiik yan etki insidansi ile birlikte skar olusumunu
azaltic etkisi de vardir. Klinik uygulamalarda 6zellikle intraabdominal cerrahi girisimlerde
kullanildiginda postoperatif karin i¢i organ yapisikliklarimi belirgin diizeyde azaltabildigi

kanitlanmigtir. Peridural fibrozisi azalttigi da deneysel olarak gésterilmistir (49)
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Doku plazminojen aktivatorii (tissue plasminogen activator; tPA) fibrin spesifik ve
piht1 spesifik fibrinolitik ajan olup damar tikanikliklarinda tikanikli§i agmaya yonelik akut
donemde siklikla kullanilmaktadir. Daha 6nce yapilan calismalarda laminektomi alaninda
olusan pihtinin fibrozis olusumuna zemin hazirladig1 6ne siiriilmiistiir. Bu pihtiyr ¢6zmeye
yonelik lokal uygulanan tPA’ nin peridural fibrozisi engelleyemedigi gosterilmistir (16).

PEG suda ¢6ziinen bir polimer olup elektriksel aktivitesi olmayan, spesifik organ
yonelimi bulunmayan, immiinojenik ve toksik 6zellikte olmayan inert (doku ve hiicrelerle
uyumlu) bir molekiildiir (55). Daha 6nce beyin-omurilik sivisi (BOS) kagaklarini 6nlemeye
yonelik bariyer olarak kullanilan PEG ortiilerinin (dural sealant) hem BOS kacagim
onlemede ve hem de uygulandigi bolgede histopatolojik yonden yapisikligr ve fibrozisi
azaltmada etkin oldugu gosterilmistir (73). Ancak bu ¢aligmada ileri diizey histopatolojik ve

molekiiler biyolojik incelemelerle sonuglar desteklenmemistir.

Bizim c¢alismamizda histopatolojik inceleme sonuglarina bakildiginda peridural
fibrozis diizeyi bakimindan KONTROL grubu ile diger gruplar arasinda belirgin farklilik
oldugu gozlendi. Ancak SHAM grubu verileri ile etken maddelerin uygulandig1 gruplarin
verileri arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi. Bu sonuglarla her ti¢ etken maddenin de
peridural fibrozisi azaltmada kontrol grubu diizeyine ulastirabilecek etkinliginin olmadigt
diisiiniildii. Ote yandan KONTROL grubu verileri disarida birakilarak sonuglar tekrar gézden
gegirildiginde SHAM grubuna gore PRP ve PEG isimli etken maddelerin peridural fibrozisi
belirgin ve benzer diizeyde azalttig1 gézlendi. Hyaluronik asidin ise bu fibrozisi azaltmada
bu iki etken madde kadar etkili olamadig1 diisiiniildii. Sonug olarak PEG ve PRP isimli etken
maddelerin peridural fibrozisi normal doku diizeyine yaklastirmasa da salt cerrahi yapilan
dokuya gore belirgin ve benzer diizeyde azalttig1 gézlendi.

Peridural fibrozisin boyanma yontemi ile ortaya konuldugu MTS evreleme
sonuglarina bakildiginda ise PEG ve hyaluronik asidin fibrozisi azaltmada KONTROL grubu

verilerine gore etkinliginin olmadigi gozlendi. Ancak PRP isimli etken maddenin SHAM
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grubuna gore daha iyi sonuglara sahip oldugu fibrozis diizeylerini KONTROL grubu
verilerine yaklagtirabildigi diigiiniildi. KONTROL grubu verileri digarida birakilarak
sonugclar tekrar analiz edildiginde ise PEG ve PRP isimli etken maddelerin salt cerrahi grubu
verilerine gore peridural fibrozisi belirgin ve benzer diizeyde azalttig1 saptandi. Hyaluronik
asidin ise fibrozisi bu iki etken madde kadar azaltamadig: diisiiniildii. Sonug olarak PEG ve
PRP isimli etken maddelerin peridural fibrozisi normal doku diizeyine yaklastirmasa da salt
cerrahi yapilan dokuya gore belirgin ve benzer diizeyde azalttig1 gézlendi.

Damar sayim sonuglarinin analizleri sonunda her ii¢ etken maddenin de yaral
dokudaki damar olusum diizeylerini salt cerrahi yapilan gruba gore belirgin ve benzer
diizeyde azalttigi ancak normal doku sinirlarina ¢ekemedigi gozlendi. KONTROL grubu
verileri digarida birakilarak yapilan analizler sonunda da bu sonuglarin degismedigi saptandi.
Sonug olarak her ii¢ etken maddenin de cerrahi yapilan alanda yeni damarlanmay:1 belirgin ve
benzer diizeyde azaltabildigi sonucuna ulagildi.

Fibroblast sayimi sonuglarinin analizi sonunda ise her ii¢ etken maddenin de cerrahi
yapilan dokuda fibroblast sayisini belirgin ve benzer diizeylerde azalttigi ancak KONTROL
grubu verilerine yaklagtiramadigi saptandi. KONTROL grubu verileri disarida birakilarak
yapilan analizlerde de bu sonuglarin degismedigi gozlendi. Sonug olarak her ii¢ etken
maddenin de cerrahi yapilan alanda fibroblast sayisini belirgin ve benzer diizeyde
azaltabildigi diisiiniildii ve bu sonuglarla da her ii¢ etken maddenin de cerrahi alana fibroblast

gdclinil belirgin ve benzer diizeyde engelleyebildigi sonucuna ulasildi.

5.2.PCR gen ekspresyon analizi sonuclari
“Tissue Growth Factor-1beta (TGF-1f)” dimerik bir protein olup alt tipleri vardir
ve bu protein ailesinin embriyonik gelisim, hemostaz, yara iyilesmesi, kemotaksis ve hiicre
siklusu iizerinde etkileri vardir. Yaralanma sonras1t TGF-1p salinimi olur ve bu sitokin Tip 1
(Thl) immiin cevabin olusmasinda gérev alan bir sitokindir. Bu sitokin yara yerine gelecek

olan nétrofilleri, makrofajlart ve fibroblastlari uyarir. Bu ise ortama ulagan bu hiicrelerin
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daha fazla TGF-1p salmasina ve fibroblastlarda TGF-1p reseptorlerinin artmasina neden
olur. Boylece fibrotik islemlerin baslamasi da saglanmis olur. Sonug¢ olarak TGF-1p yara
iyilesmesinde fibrozisi artirict bir profibrotik proteindir. Trombositlerde, makrofajlarda, mast
hiicrelerinde, fibrositlerde ve fibroblastlarda sentezlenir ve salinir. Mezenkimal hiicreleri
uyararak hem bu hiicrelerin proliferasyonunu ve hem de neovaskiilarizasyonu, ECM
depolanmasini ve ozellikle kollajen tip I sentezini artirir (52). Ayrica bu protein matriks
metalloproteinazlarin aktivitelerini baskilar ve proteaz inhibitdrlerini (plazminojen aktivator
inhibitorl ve TIMP gibi) indiikler (37). Yapilan arastirmalarda TGF-1p hem hiicre hayatta
kalimini artirirken hem de apopitoz mekanizmalarina katildigi, hem hiicre ¢ogalmasini
artirirken hem de hiicre farklilasmalarini indiikledigi ve immiin cevap mekanizmalarinda
antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu ve ekstraselliller matriks depolanmasini, anjiogenezi,
doku hemostazini artirdig1 gosterilmistir (97). Ayrica kiitandz dokularda nedbe olusumunu
da indikledigi bildirilmistir. Diger yandan bu sitokinin skar dokusundaki laminin,
fibronektin ve kollajen tip 1, kollajen tip 3 ve kollajen tip 4 sentezini artirdigi da
saptanmustir; ancak peridural fibrozis olusumundaki yeri hakkinda yeterli literatur bilgisine

ulagilamamustir (95).

“Tumor necrosis factor-alfa (TNF-a)” bir proinflamatuar sitokindir. Yaralanma
esnasinda ve sonrasinda trombositlerden, mast hiicrelerinden, nétrofillerden, makrofajlardan
ve fibrositlerden salinir. Bu sitokinin IL-1 ve IFN-y tarafindan etkilerinin degistirilebildigi de
bilinmektedir. Bu sitokin matriks metalloproteinazlart aktive ederek inflamasyon
olusumunda, reepitelizasyonda, ECM depolanmasinin azaltilmasinda, neovaskiilarizasyonda
ve kollajen sentezinin azaltilmasinda gorevler alir. Ozellikle TGF-1pB iizerindeki baskilayict

etkilerini NF-KB hiicreleri iizerinden gosterir (43, 52).

“Interferon-gamma (IFN-y)” pleotropik bir protein olup T lenfositlerden ve NK
hiicrelerinden salinir ve bu sitokin de Tip 1 (Th1) immiin cevabin olugsmasinda gorev alan bir

sitokindir. Tip 1 immiin cevap iyilesme ve restorasyonda gorevli sitokinlerin oldugu bir
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yanittir. Bu sitokin diger Thl sitokinlerin iiretiminden ve olusumundan sorumludur ve ayni
zamanda Th2 immiin cevabin olusumunu da baskilar. Yapilan in vivo ve in vitro deneysel
calismalarda Thl immiin cevabin fibrozis olusumunda sorumlu oldugu gdsterilmistir. Bu
protein ayni zamanda antifibrotik olarak fibroblast ¢cogalmasini engellerken kollajen gen
ekspresyonunu, kollajen sentezini ve ECM depolanmasini da azaltir. Ayrica TGF-1 ile
etkilesime girerek bu proteinin etkilerini azaltmada da gorevler alir ve boylece yine kollajen
sentezini de azaltir. Yapilan klinik arastirmalarda bu sitokinin doz bagimli olarak diistik
konsantrasyonlarda uygulandiginda keloid skar, pulmoner fibrozis, skleroderma, hepatik
fibrozis gibi hastaliklarda fibrogenezi baskiladig1 gosterilmis ve bu hastaliklarin tedavisinde
basarili bir sekilde kullanilmistir. Ayrica bu sitokinin diisiik dozda lokal uygulanmasi sonrasi

peridural fibrozisi belirgin diizeyde azalttigi da deneysel olarak gosterilmistir (26, 52).

Bizim ¢alismamizin sonuglar incelendiginde TNF-o diizeylerinin gruplar arasinda
farklilik olusturmadigi saptandi. Bilindigi iizere bu sitokin akut faz reaktani olup deney
modelimiz alt1 haftalik bir kronik dénemi icerdiginden bu sitokin ekspresyonun farklilik
olusturmadig1 diistiniildii. Diger yandan IFN-y gen ekspresyon diizeyleri higbir grupta
Olglilemedi. Burada kullanilan bariyerlerin kronik inflamatuar siirecin peridural alana
uzanmasini engelleyerek bu sitokinin olusumunu indirekt yoldan baskiladigi diisiiniildii.
Ancak SHAM grubunda da bu sitokinin dlgiilememis olmas1 c¢alisilan kitin 6zelliginin bu
calismaya uygun olmadigi ya da yetersiz olabilecegi yoniinde degerlendirildi. TGF-1B
diizeylerine bakildiginda ise cerrahi girisim yapilmis tim gruplarla KONTROL grubu
arasinda doku TGF-1pB diizeylerinin istatistiksel yonden farkli olmadigi saptandi. Oysa
sayisal verilere bakildiginda PEG ve PRP grubuna ait sonuglarin KONTROL grubu
verilerine yakin diizeyde oldugu, SHAM ve HAS grubu sonuglarimin ise KONTROL grubu
verilerine gore belirgin ve benzer diizeyde yiikksek oldugu goézlendi. Diger yandan
istatistiksel olarak SHAM ile PEG ve yine SHAM ile PRP grubu verileri arasinda farklilik

oldugu goézlendi. Bu bulgularla PEG ve PRP isimli etken maddelerin cerrahi dokuda TGF-1f
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diizeylerini belirgin ve benzer sekilde azaltabildigi ve nerede ise normal doku sinirlarina
yaklagtirabildigi gézlendi. KONTROL grubu verileri digarida birakilarak yapilan analizlerde
de bu sonucun degismedigi saptandi. Sonug¢ olarak PEG ve PRP isimli etken maddelerin
peridural fibrozis olusumunda etkili olan TGF-1B diizeylerini belirgin ve benzer sekilde
azaltabildigi; hyaluronik asidin ise bu birikimi etkileyemedigi disiintildi. Kollajen tip 1 gen
ekspresyon analizi sonuglarina bakildiginda sadece SHAM ile PRP gruplari arasinda farklilik
oldugu saptandi. Gruplarin ortanca degerlerine bakildiginda ise her ii¢ etken maddenin de
sayisal olarak kolajen tipl degerlerini azaltabildigi ve nerede ise normal doku diizeylerine
kadar indirebildigi gozlendi. Yine de istatistiksel analiz sonuglari 1s181inda sadece PRP isimli
etken maddenin kollajen tip 1 diizeylerini azaltabildigi kabul edildi. Diger yandan
KONTROL grubu verileri disarida birakilip analizler tekrar yapildiginda PEG ve PRP isimli
etken maddelerin ratlarda cerrahi yapilan alanda peridural fibrozis olusumunda etkili olan
kollajen tip 1 diizeylerini belirgin ve benzer diizeyde azaltabildigi gozlendi. Cerrahi alanda
kollajen tip 3 olusumu bakimindan gruplar arasinda her ne kadar istatistiksel yonden farklilik
olmadig1 gozlenmis olsa da sayisal verilere bakildiginda SHAM grubu verilerinin diger
gruplara gore belirgin yiiksek oldugu gdzlendi. Istatistiksel yonden ise PEG ve PRP isimli
etken maddelerin cerrahi alanda kollajen tip 3 olusumunu benzer ve belirgin diizeyde
azaltabildigi ve normal doku sinirlarina yaklastirabildigi gozlendi. Hyaluronik asidin ise bu
etkiye sahip olamadigi tespit edildi. KONTROL grubu verileri diglanarak yapilan analizlerde
de yukarida elde edilen sonuclarm degismedigi saptandi. Sonug olarak PEG ve PRP isimli
etken maddelerin peridural fibrozis olusumunda etkili olan kollajen tip 3 birikimini ratlarda
belirgin ve benzer sekilde azaltabildigi hyaluronik asidin ise bu birikimi etkileyemedigi

diistintldii.
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5.3. Calismanin limitasyonlari

Bu deneysel calismanin birkac¢ yonden kisithiliklart vardir:

Bu calismada elde edilen dokularin immunhistokimyasal ve diger ileri diizey
histopatolojik analizleri (floresan mikroskopi gibi) finansal yetersizlikler nedeni
ile yapilamamustir.

Yine finansal yetersizlik nedeni ile ileri diizey biyokimyasal analiz yontemleri
(western  blood, ELISA gibi) kullamlarak bu c¢alismanin sonuglari
desteklenememistir.

Calisma sonuglar1 teknik ve finansal yetersizlikler nedeni ile ultrastriiktiirel
yonden (elektron mikroskopisi) ayrintili analize de tabi tutulamamigtir.

Cilde ait yara yerinde ve cilt altindaki fasya ve adale gruplarinda yara iyilesmesi
sonrast olusan tensil (gerilme) giiclerin diizeyi fiziksel yontemler kullanilarak
test edilememistir. Bu nedenle de bu etken maddelerin yara iyilesmesindeki
tensil giiclere ait etkileri ortaya konamamustir.

Ayrica uygulanan deneysel model geregi bu etken maddelerin yara yerinde
olusabilecek dural BOS kagaklar1 iizerine olan durdurucu etkileri de analiz
edilmemistir

Deneyin  uygulandigi  hayvanlara  Otenazi Oncesi motor aktiviteyi
degerlendirmeye yonelik testler uygulanmamustir.

Deneyde peridural fibrozisi gostermeye yonelik radyolojik goriintiilleme

yontemleri kullanilmamustir.
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6. SONUCLAR

Bu deneysel calisma sonunda asagidaki 6zet sonuclara ulagilmistir:

1. PEG ve PRP isimli etken maddelerinin peridural fibrozisi normal doku diizeyine
yaklastirmasa da salt cerrahi yapilan dokuya gore belirgin ve benzer diizeyde
azalttig gozlendi.

2. Hyaluronik asit, PEG ve PRP isimli etken maddelerin cerrahi yapilan alanda
damarlanmay1 belirgin ve benzer diizeyde azaltabildigi sonucuna ulasildi.

3. Hyaluronik asit, PEG ve PRP isimli etken maddelerin cerrahi alana fibroblast
gogtinii belirgin ve benzer diizeyde engelleyebildigi tespit edildi.

4. PEG ve PRP isimli etken maddelerin cerrahi yapilan alanda peridural fibrozis
olusumunda etkili olan kollajen tipl diizeylerini belirgin ve benzer diizeyde
azaltabildigi gozlendi.

5. PEG ve PRP isimli etken maddelerin peridural fibrozis olusumunda etkili olan
kollajen tip 3 birikimini belirgin ve benzer sekilde azaltabildigi hyaluronik asidin ise
bu birikimi etkileyemedigi disiiniildii.

6. PEG ve PRP isimli etken maddelerin peridural fibrozis olusumunda etkili olan TGF-
1B diizeylerini belirgin ve benzer sekilde azaltabildigi hyaluronik asidin ise bu
birikimi etkileyemedigi diisiiniildii.

7. Hyaluronik asit, PEG ve PRP isimli etken maddelerin cerrahi alana fibroblast
gbclinli saglayan sitokinlerden biri olan TNF-o diizeyleri {izerinde herhangi bir
etkiye sahip olmadig1 gozlendi.

8. Hig bir grupta cerrahi yapilan alanda peridural fibrozis olusumunda etkili olan IFN-y

isimli sitokinin PCR gen ekspresyon analiz sonucu elde edilemedi.

Sonug olarak PEG ve PRP isimli deneysel farmakolojik ajanlarin ratlarda olusturulan
laminektomi modelinde peridural fibrozis olusumunu normal doku diizeyine yaklagtiramasa

da salt cerrahi yapilan dokuya gore belirgin ve benzer diizeyde azalttigi gozlendi. Bu
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bulgularla bu etken maddelerin Kklinikte hastalar iizerinde kullaniminin faydali olabilecegi
diisiiniildii. ilaveten her iki etken maddenin de hem doku uyumlu olmasi, hem nérotoksik
olmamast ve hem de steril olmasi (virus yada prion aktarimi olmamasi) klinikte
kullanilabilmesi yoniinden iistlin avantajlar olarak degerlendirildi. Ayrica PEG isimli etken
maddenin her ne kadar ekonomik yonden pahali bir madde olsa da dura yaralanmalarinda
BOS kagaklarin1 engelleyebilecek 06zelliklere sahip olmast da bir stiinliik olarak
degerlendirildi. Ote yandan PRP isimli etken maddenin hastanin kendi kanindan
hazirlanacak olmasi ve daha ucuz, ekonomik ve kolay hazirlanip kolay uygulanabilir olmasi
bu etken maddenin {istiin 6zellikleri seklinde diistiniildii.

Ayrica bu c¢alismanin sonuglari ve sahip oldugu limitasyonlart 1siginda bu
farmakolojik ajanlarin klinikte uygulanmasi oncesinde daha biyiik denek populasyonu
kullanilarak ileri diizey histopatolojik (immiinohistokimyasal inceleme, elektron
mikroskopik inceleme), biyokimyasal (sitokin diizeyleri, ekstraselliiler matriks yapisal
analizi) ve molekiiler biyolojik inceleme (genetik analiz ve gen ekspresyon analizi)

yontemleri ile daha detayli incelenmesi gerektigi de diistiniildii.
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