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OZET

Epidural fibrozis; epidural mesafe ile birlikte sinir kdklerinin fibroblastik
invazyona ugramasidir. Bu yogun fibroz doku, cerrahi sonrasi bel agrisi,
radikiler agri semptomlarina neden olmasinin yani sira, sonradan
gerekebilecek bir operasyonda intraspinal yapilarin diseksiyonunu da
zorlastirmaktadir.

Epidural fibrozis geligsimini onlemek igin, cerrahi teknikler ve gesgitli tibbi
tedaviler uygulanmigtir. Bir glikozaminoglikan olan hiyaltironik asid
oligomerlerinin oto-gapraz baglanmasi ile elde edilen derive edilmis ylksek
viskoziteli hiyallronik asidin; obstetrik, jinekolojik ve abdominal cerrahide
yapisiklik ve sikatris olusumunun engellenmesi ile yara iyilesmesinin erken
fazlarinda rolu oldugu gosterilmistir.

Olusturdugumuz deneysel laminektomi - diskektomi modeli ile derive
edilmis yUksek viskoziteli hiyaltironik asidin epidural fibrozisi 6nlemede
histopatolojik ve biyokimyasal etkilerinin incelenmesi ve arastiriimasi
amaclandi.

Calismamiza 60 adet, Sprague-Dawley disi sigan alindi. Ancak cerrahi
sirasinda dural yaralanma meydana gelen 3 denek ile hematom gelisen 1
denek calisma digi birakildi. Son degerlendirme 56 denek ile yapildi.
Denekler; 1. grup (Sham grubu, n=14); laminektomi ve diskektomi yapilip
mesafeye herhangi bir madde uygulanmayan, 2. grup (Kontrol grubu, n=14);
laminektomi ve diskektomi yapilip mesafeye topikal % 0,9 NaCl uygulanan,
3. grup [Hiyaluronik asid (HA) deney grubu, n=14 ], laminektomi ve
diskektomi yapilip operasyon sahasina topikal hiyaltronik asid uygulanan ile
4. grup [Derive edilmis yuksek viskoziteli hiyaluronik asid (HA gel) deney
grubu, n=14]; laminektomi ve diskektomi yapilip operasyon sahasina topikal
derive edilmis yuksek viskoziteli hiyallronik asid uygulanan grup olarak dort
gruba ayrildi. Tum denekler 4. haftanin sonunda dekapite edilip epidural
fibroz dokunun biyokimyasal ve histopatolojik incelemeleri yapildi. Sonuglar

istatistiksel olarak karsilastirildi.



Derive edilmis yuksek viskoziteli hiyaluronik asidin uygulandigi grupta
sham ve kontrol grubuna oranla epidural fibrozis, dural adezyon, fibroblast
hicre yogunlugu ile doku hidroksiprolin dizeylerinin belirgin olarak az oldugu
izlendi (p < 0,05). Grup 3 ve 4 arasinda ise histopatolojik skorlara ve
biyokimyasal degerlere bakildiginda anlamh bir farklihk saptanmadi (p >
0,05).

Sonug¢ olarak; derive edilmis ylUksek viskoziteli hiyaltronik asidin
laminektomi sonrasi gelisen epidural fibrozis ile olusan fibrotik doku
yogunlugunun azaltiimasinda olumlu etkileri gozlenmistir. Bu c¢alismanin
onculugunde yapilacak daha ileri deneysel ve klinik calismalar ile elde
edilecek sonuglarin klinik pratikte uygulama alanlari bulmasi ile epidural

fibrozisin 6nlenmesinde 6nemli yol alinacadi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Derive edilmis yuksek viskoziteli hiyaltironik asid,

epidural fibrozis, hidroksiprolin, hiyaltronik asid, laminektomi.



SUMMARY

Effects of Crosslinked High Molecular Weight Hyaluronic Acid on

Epidural Fibrosis: Experimental Research

Epidural fibrosis is fibroblastic invasion of nerve roots into the epidural
space. Formation of dense fibrous tissue causes lumbar and radicular pain.
In addition to radicular symptoms, scar tissue may cause problems during
redo surgery.

Several surgical techniques and medical treatments have been
extensively studied to prevent epidural fibrosis development. Crosslinked
high molecular weight hyaluronic acid, a glucosaminoglican which is obtained
by auto-crosslinking of hyaluronic acid oligomers, has been shown to play a
role in prevention of fibrosis and scar formation, therefore early phases of
wound healing in obstetrics, gynecology and abdominopelvic surgery.

By this laminectomy — discectomy model we aimed to investigate
effects of crosslinked high molecular weight hyaluronic acid on prevention of
epidural fibrosis, by using histopathological and biochemical parameters.

A total of 60 adult female Sprague-Dawley rats were used in this
study. However, 4 rats were excluded due to peroperative dural tear or
hematoma formation. The final evaluation was done by 56 rats. They were
divided into four groups; group 1 (Sham group, n=14); underwent
laminectomy and discectomy, and was not given any treatment, group 2
(Control group, n=14); were laminectomized and discectomized, and 0.9 %
NaCl was applied on the surgical area, group 3 [Hyaluronic acid (HA) group,
n=14]; hyaluronic acid was applied to surgical area after identical surgical
procedure, group 4 [crosslinked high molecular weight hyaluronic acid (HA
gel) group, n=14]; underwent laminectomy and discectomy, and crosslinked
high molecular weight hyaluronic acid was applied to surgical area. All ras

were decapitated after 4 weeks and groups were evaluated



histopathologically and biochemically. Results were statistically compared
with Mann-Whitney U test.

Compared with sham and control groups, significantly less epidural
fibrosis, dural adhesion, fibroblast cell density, and tissue hidroxyprolin
concentrations were observed in the group treated with topical crosslinked
high molecular weight hyaluronic acid (p < 0.05). There were no significant
differences in any histopathological parameters and biochemical values
between Group 3 and 4 (p > 0.05).

In conclusion, positive effects of crosslinked high molecular weight
hyaluronic acid in prevention of epidural fibrosis and reduction of fibrotic
tissue density were observed. The efficacy of this agent should also be

supported with further experimental and clinical studies.

Key words: Crosslinked high molecular weight hyaluronic acid,

epidural fibrosis, hidroxyprolin, hyaluronic acid, laminectomy.



GiRiS

Spinal cerrahi sonrasi bel ve bacak agrisi gibi sikayetlerin devam
etmesi veya artis gostermesi ‘Basarisiz Bel Cerrahisi Sendromu (BBCS)
olarak tanimlanmaktadir. BBCS hastalarinin % 6-24’Unde semptomlarin
nedeninin epidural fibrozis oldugu cesitli calismalarda goésterilmistir (1, 2).
Epidural fibrozis, epidural mesafede fibroz doku gelismesidir, ilk kez 1948
yilinda Key ve Ford tarafindan tanimlanmistir (3).

Spinal cerrahi sonra go6rllen basarisizlik sebepleri 3 grupta
incelenmektedir (4, 5);

Grup 1: Uygun olmayan veya yetersiz tani konulan olgular (6 - 8).

Grup 2: Dogru tani konulan fakat uygun olmayan veya yetersiz
tedavinin uygulandigi olgular (6, 9 - 11). Reziduel disk pargasi kalmasi, ayni
seviyede rekirren disk herniasyonu olmasi, baska bir seviyede disk
herniasyonu olmasi, psddomeningosel, epidural hematom gelismesi,
segmental instabilite, lomber spinal stenoz bu grupta degerlendirilebilir.

Grup 3: Dogru tani konulan, belirtilerin gectigi bir donemin oldugu ve
ardindan agri sendromunun tekrarladigi olgular (5, 10, 12). Bunlar; disk
herniasyonu veya cerrahi sonrasi kalici sinir kokl yaralanmasinin oldugu,
epidural fibrozis, adezif araknoidit, diskitis gelistigi durumlar, bel agrisi yapan;
paraspinal kas spazmi, miyofasiyal sendrom, tetik noktalari gibi diger
nedenler ile hastanin motivasyon eksikligi, sekonder kazanclar, psikolojik
problemler, ilag bagimlihdi gibi anatomik olmayan faktérlerdir.

Agrinin postoperatif ne zaman bagsladigi mutlaka bilinmelidir. Agrisiz
donemin siresi etyoloji hakkinda bize bir takim bilgiler verebilir. Agrisiz
donem 1-6 ay arasi suruyor ve semptomlar yavas yavas belirginlegiyor ise
oncelikle epidural fibrozis akla gelmelidir (13).

Epidural fibrozis gelisimini dnlemede cerrahi teknikler ve cesitli tibbi
tedaviler uygulanmistir. Daha kuguk insizyonla minimal invaziv cerrahi ve kas
diseksiyonu, cerrahi esnasinda manipulasyonlarin sinirlandiriimasi ve uygun

hemostazin saglanmasinin epidural fibrozis miktarini azalttigi belirtiimigstir



(14). Eldivenlerdeki pudra ve pamuk lifleri gibi yabanci materyal ve toksinlerin
bdlgeden peroperatif serum fizyolojik irrigasyonuyla uzaklagtiriimasi fibrozis
olusumunu azaltmaktadir (15, 16).

Bununla birlikte degdisik deneysel modellerde c¢esitli materyal ve
yontemler kullaniimigtir: Bunlar:

1. Biyolojik materyaller: Serbest ya da pedikulli yag grefti (17 - 21),
dermis (22), ligamantum flavum (23), dura mater (24), amniyotik membran
(25).

2. Yumusak nonbiyolojik materyaller: Absorbe olabilen jelatin kdpuk
suinger (26), spongostan (27), silastik membranlar (28), vicryl (poliglaktin 910)
(29), polilaktik asit (30), hemostatik ajan (21, 31).

3. Solid nonbiyolojik materyeller: Politetrafluroetiien membran (3, 28),
polimetilmetakrilat veya otojen laminar kemik grefti ile replasman (32).

4. Visk6z materyaller: Karboksimetilselliloz (33, 34), polietilen oksid
(33, 34), sodyum hiyalironik asid (21, 35), yuksek molekul agirlikli
hiyaltronik asid (21, 35 - 38).

5. Farmakolojik ve diger tedavi metodlari: Steroidler; metilprednizolon,
triamsinolon, ketoprofenin, deksametazon (39 - 42), antienflamatuar ilaclar
(26, 40), kolsisin (43), sitikolin (44), CO, laser (45), dusuk doz radyasyon
tedavisi (46).

Son yillarda hiyaluronik asid (HA) yumusak doku rejenerasyonunda
umut vaat eden, potansiyel efektif bir biyomateryal olarak tanimlanmigtir. HA
tum omurgalilarin yumusak dokularinda, ekstraselltler matrikste dogal olarak
bulunan, tekrarlayici D-glukuronik asid ve N-asetil glukozamin Unitelerinin -4
baglariyla baglanmasindan olusmus bir heteropolisakkarittir (39, 47) (Sekil-1).
HA in vivo ortamda oksidasyon veya hiyaluronidazlar tarafindan pargalanip
bircok metabolik yol araciligi ile tamamen rezorbe olmaktadir. Embriyonik
gelisim, doku organizasyonu, yara iyilesmesi ve anjiyogenezis gibi birgok
biyolojik olayda dizenleyici rol oynamaktadir. YlUksek derecede biyo-
uyumludur ve yabanci cisim reaksiyonuna yol agmaz (48 - 50). Ayrica bir¢ok
kaynaktan elde edilebilir ve klinik kullanim igin buyUk miktarlarda uretilebilir

(48, 51). Egzojen HA'in fotal fibroblast proliferasyonunu belirgin dizeyde



engelledigi raporlanmigtir. Veriler yara iyilesmesinin ilk asamalarinda
ekstrasellller alanda goreceli olarak yiksek doz HA konsantrasyonunun,
ekstraselliler matriks ve Kkollajen birikimini kismen sinirlayabildigini
gOstermigtir (52 - 54). Bu da HA'in fibrozis ve sikatris olusumunun
engellenmesi ile yara iyilesmesinin erken fazlarinda rolu oldugunu akla
getirmektedir. Bundan dolayr HA oftalmik cerrahide bir vizkoelastik
biyomateryal olarak, ortopedide eklem hastaliklarinin tedavisinde, jinekolojide,
abdominal ve pelvik cerrahi ile kozmetikte cesitli medikal amaclar igin
kullaniimigtir (52).

Hiyaluronik asid i¢ceren bariyer filmlerin spinal cerrahi sonrasi epidural
fibrozisi engellemede ve vyapisikliklari azaltmada etkili olabilecegi iddia
edilmistir (35, 36). Ancak HA’in oda havasinda suda hizla ¢dézinur olmasi ve
dokularda kalici olamamasi nedeniyle klinik uygulamada yayginlk
kazanamamigtir.

Derive edilmis yUksek viskoziteli hiyaltUronik asid (Hyalobarrier®, HA
gel), saf hiyalturonik asid oligomerlerinin herhangi bir kimyasal maddeye
maruz birakilmadan, dogal yapiya ters dusmeyecek ve vyan etki
olusturmayacak sekilde oto-gapraz baglanmasi ile elde edilir, ortalama
molekul agirligi 6000 kDa'dur (55, 56), HA’e gore viskozitesi daha dusuk ve
dokuda kalma zamani daha uzundur (7 gun) (57 - 59) (Sekil-1). Bu HA
derivesinin Tumoér Nekroz Faktor-alfa (TNF-a) ve -beta (TNF-B)'nin kuvvetli
bir inhibitori oldugu gosterilmigtir (57, 60). Osteoartritte eklem ici
enjeksiyonlar sonrasi enflamasyona yol agmadan kikirdak dejenerasyonunu
ve agriyl azaltmada (56, 59, 60); laparotomik, laparaskopik, histeroskopik
abdominopelvik cerrahiler sonrasi dokulari korumada ve yapisikliklarin
engellenmesinde oldukga etkin bulunmustur (55).

HA gel, obstetri, jinekoloji ve ortopedide yaygin olarak kullaniimasina
ragmen, literatlirde spinal cerrahi sonrasi epidural fibrozis tzerine etkinligini
arastiran bir caligmaya rastlanmadi.

Bu deneysel calisma ile HA gelin postoperatif yapigikliklarin
engellenmesi ve epidural fibrozis olusumu Uzerine etkilerinin arastiriimasi

amagclandi.
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Sekil-1: HiyallUronik asid (HA) ve derive edilmis yuksek viskoziteli

hiyalUronik asid (HA gel)’in molekuler yapilari.



GEREC VE YONTEM

Calismamiz Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 26.09.2012 tarih ve 2012-11/03 numarali karariyla onaylandi.
Calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda yapildi. Calismamiza 12
haftalik 250-300 gr agirhiginda, toplam 56 adet, Sprague-Dawley disi sican
alindi. Denekler dort gruba ayirildr:
Grup 1 (n=14) Sham grubu; Laminektomi ve diskektomi yapilip
mesafeye herhangi bir madde uygulanmayan grup.
Grup la: 6 denek biyokimyasal analiz
Grup 1b: 8 denek histopatolojik analiz
Grup 2 (n=14) Kontrol grubu; Laminektomi ve diskektomi yapilip
mesafeye topikal % 0,9 NaCl uygulanan grup.
Grup 2a: 6 denek biyokimyasal analiz
Grup 2b: 8 denek histopatolojik analiz
Grup 3 (n=14 ) Hiyaluronik asid (HA) deney grubu; Laminektomi ve
diskektomi yapilip operasyon sahasina topikal hiyaltronik asid uygulanan
grup.
Grup 3a: 6 denek biyokimyasal analiz
Grup 3b: 8 denek histopatolojik analiz
Grup 4 (n=14) Derive edilmis yliksek viskoziteli hiyaliironik asid (HA
gel) deney grubu; Laminektomi ve diskektomi yapilip operasyon sahasina
topikal derive edilmis yUksek viskoziteli hiyalUronik asid uygulanan grup.
Grup 4a: 6 denek biyokimyasal analiz
Grup 4b: 8 denek histopatolojik analiz

Cerrahi Prosedir

Profilaksi amaci ile operasyondan 30 dk 6nce her denege tek doz 20

mg/kg sefazolin sodyum (Cefozin, Bilim ilag, istanbul-Tiirkiye) intraperitoneal



olarak yapildi. 70 mg/kg dozunda Ketamin hidroklorid (Ketalar, Parke-Davis,
Eczacibasi, istanbul) + 10 mg/kg dozunda Ksalazin hidroklorid (Rompun,
Bayer, Turkiye) intramuskuller olarak verilerek genel anestezi uygulandi.
Denekler operasyon masasina prone pozisyonda tespitlendikten sonra
operasyon sahasi klorheksol (Klorheksol Scrub, Drogsan, Turkiye) ile 10
dakika firgalandi ve povidon iyot (Isosol, Merkez Lab., Turkiye) solisyonu ile
temizlenerek dezenfeksiyon uygulandi. Operasyon sahasi steril ortller ile
kapatildi. Orta hattan spin6z progesler Uzerinden L4-L7 arasi yaklasik 4
cm.lik cilt insizyonu yapildi. L5-6 seviyesi saptandi. Mesafenin paraspin6z
adaleleri kunt diseksiyon ile siyrildi. Seviyeye mikroskop altinda (Opmi I,
CARL ZEISS, Jena, Almanya) drill yardimiyla (Proxxon, Micromot 50/E,
Fohren, Almanya) laminektomi yapildi. Disk mesafesi bulunarak 22G
anjiyoket ile aniler fenestrasyon (diskektomi) yapildi. (Sekil-2). Kontrol
grubunda (2. grup) uygulanan serum fizyolojik, HA grubunda (3. grup)
uygulanan HA ile HA gel grubunda (4. grup) uygulanan HA gel, 0,1 ml
dozlarinda laminektomi defektini kapatacak sekilde operasyon sahasina
uygulandi. Kanamalar bipolar, surgicell ve spongostan gibi yardimci
maddeler kullanilarak durduruldu. Kanama kontroli sonrasi katlar
anatomisine uygun (fasya 3/0 vicryl ve cilt stapler ile) kapatildi.

TUum denekler kendi kafeslerine alinarak bakimlari yapildi. Serbest
yem ve su verileren denekler 4 hafta yasatildiktan sonra intraperitoneal
yiksek doz (75-100 mg/kg) Tiyopental sodyum (Pentothal Sodium, Abbott,
italya) verilerek sakrifiye edildi. Cilt, cilt alt, paravertebral adeleler ve
operasyon sahasi enfeksiyon agisindan degerlendirildikten sonra, vertebral
kolon laminektomi sahasini icine alacak sekilde blok olarak cikarildi.
Operasyon esnasinda durasinda yirtik veya sinir koklinde yaralanma olan ve
dekapitasyon sirasinda enfeksiyon tespit edilen denekler galisma disi
birakildi. Tum deneklerin, laminektomi sonrasi davranis testleri ve fonksiyon
kayiplarinin degerlendiriimesi icin Basso Beattie Bresnahan (BBB) davranis

degerlendirme skalasi kullanildi (63, 64).



Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme Uludag Universitesi Tip Fakdiltesi Patoloji
Anabilim Dal’'nda, deney protokolinden bagimsiz bir histopatolog tarafindan
yapildi. Blok olarak c¢ikarilan vertebral kolon %10’luk tamponlu formalinde
fikse edildi. Sonrasinda 3 gun boyunca Decal (esit miktarlarda %10 formik
asit + %8 HCL) solusyonu icinde bekletilerek dekalsifikasyon uygulandi.
Dekalsifikasyon iglemi tamamlandiktan sonra laminektomi uygulanan
bolgeden (ortadan, proksimal ve distal taraftan olmak Uzere) spinal korda
transvers U¢ adet 2 mm kalinlikta 6rnek alindi ve kasetlendi. Kasetler
akarsuda 3 saat yikandiktan sonra ototeknikonda rutin doku takip igleminden
gecirildi. Parafin bloklardan 3 mikronluk kalinhkta mikrotom ile (Leica RM
2145, Wetzlar, Almanya) kesitler alinip hematoksilen eozin (H&E) ve Masson
Trichrome (MT) ile boyandi.

Her bir 6rnek fibrozis yayginhigi, dural adezyon derecesi, fibroblast
hicre yogunlugu, yabanci cisim reaksiyonu, granulasyon dokusu,
enflamasyon ve medulla spinalis retraksiyonu agisindan i1sik mikroskobunda
histopatolog tarafindan degerlendirildi.

Duradaki fibrozis ve adezyon derecesi He ve ark. (41) tarafindan
tanimlandigi gibi degerlendirildi (Tablo-1).

Epidural fibrozis miktari, yabanci cisim reaksiyonu ve medulla spinalis
retraksiyonu Topsakal ve ark.nin (65) kullandigi derecelendirmeye gore
yapildi (Tablo-2).

Fibroblastlarin hicre yogunluguna gore histopatolojik evrelemesinde
Hinton ve ark.’nin (68) tanimladiklari siniflandirma kullanildi. Fibroblastlar
x400 buyutmede ve biri ortada, ikisi laminektomi kenarinda olmak Uzere 3
alanda sayilarak ortalama fibroblast sayimi yapildi (Tablo-3).



Sekil-2: Laminektomi 6ncesi ve sonrasinda operasyon sahasi. DM:
Dura mater (beyaz ok), L: Lamina, SP: Spin6z proges.

Tablo-1: Histopatolojik  de@erlendirmede  dural adezyonun

evrelendirme kriterleri (41).

Evre O Dura materde fibr6z doku yok

Evre 1 Fibréz doku ile dura mater arasinda ince fibréz bant/bantlar var
Evre 2 Laminektomi defektinin 2/3’Unden az alanda yapisikliklar var
Evre 3 Yaygin fibréz doku, laminektomi defektinin 2/3'inden daha genis

alanda yapisikliklar var ve/veya fibréz doku sinir kdklerine ulasiyor.




Tablo-2: Epidural fibrozis miktari, yabanci cisim reaksiyonu ve

medulla spinalis retraksiyonu evrelendirme kriterleri (65).

Evre O Yok

Evre 1 Orta

Evre 2 Orta - yuksek
Evre3 | Ciddi

Tablo-3: Hinton kriterlerine gore hucresel yogunluk evrelendirme
kriterleri (66).
Evre 1 100 fibroblastdan az
Evre 2 100 — 150 fibroblast arasi
Evre 3 150’den fazla fibroblast

Biyokimyasal Analiz

Biyokimyasal analiz Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda yapildi.

Doku hidroksiprolin miktarinin 6lgim metodu bu maddenin kollajenden
hidroliz edilip, Kloramin T ile okside olmasi ve sonra Erlich reaktifi ile
reaksiyona girip renkli kromofor bilesikleri olugturmasi esasina dayanir.

Her bir denegdin lezyon seviyesinin medulla spinalisleri ve epidural
dokusu 0,4x0,4x0,5 cm boyutlarinda olacak sekilde ¢ikartilarak, 10 ml % 0,9
NaCl solusyonu ile yikandiktan sonra filtre kagit ile kurutuldu. Her bir doku
ornegdi ayri ayri Eppendorf tlplerinin icine konup aliminyum folyo ile sarilarak
-20 °C’de derin dondurucuda korumaya alindi.

Kollajenden hidroliz: Doku hidroksiprolin analizi éncesi dondurulmus
dokular ¢ozulerek 100 mg doku tartildi. 100 mg doku 1/1 oraninda distile su
ve 1 N HCI asit kullanilarak hidroliz edildi.



Reaktifler

Asetat-sitrat tamponu (pH: 6) hazirlanmasi: 14,25 gr sodyum asetat
trinidrat, 12,44 gr trisodyum sitrat 2H,O ve 1,375 gr sitrik asit monohidrat
tartildi, Gzerine 98,75 ml izopropil alkol eklendikten sonra total hacim 250 ml
olacak gekilde distile su ile tamamlandi. HCl ile pH: 6’ya ayarlandi.

Erlich reaktifi hazirlanmasi: 10 gr paradiaminobenzaldehit, 11 ml %
60’hk perklorik asit ile karistirlip, kahverengi bir sisede saklandi.

Kloramin-T ¢oOzeltisi hazirlanmasi: % 20’lik (w/v) Kloramin-T c¢ozeltisi
hazirlandi (0,2 gr kloratamin-T tartilarak 1ml distile suda ¢ozuldu).

Calisma cozeltileri

Calisma ¢ozeltisi 1: % 0,67’lik asetat-sitrat tamponu ile tamponlanmig
Kloramin T ¢dzeltisi olacak sekilde hazirlandi (0,67 ml %20’lik kloratamin-T
¢ozeltisinden alinarak 100 ml’ye asetat sitrat tamponu ile tamamlandi).

Calisma g¢ozeltisi 2: Ug kisim Erlich reaktifi + 8 kisim izopropil alkol
olacak sekilde hazirlandi.

Hidroksiprolin (4-Hidroksi-L-Prolin) standartlarin hazirlanisi:

Stok standarttan degisen derisimlerde standartlar hazirlandi; stok standart:
1,6 pgr

Standart 1: 1,2 pgr (0,9 ml stok standart + 0,3 ml % 50’lik isopropil alkol)
Standart 2: 0,8 ugr (0,6 ml stok standart + 0,6 ml % 50’lik isopropil alkol)
Standart 3: 0,6 pgr (0,45 ml stok standart + 0,75 ml % 50’lik isopropil alkol)
Standart 4: 0,4 pgr (0,3 ml stok standart + 0,9 ml % 50’lik isopropil alkol)
Standartlar numune gibi ¢alisildi.

Hidroksiprolin analizinin yapilmasi: Dokularin 1N HCI ile hidrolizi
sonras! hidrolizatlardan 25 ul alinarak liyofilizator ile suyu uguruldu.
Sonrasinda 1,2 ml %50’lik izopropil alkol eklendi ve karistiriidi. 0,2 ml
kloratamin-T iceren calisma ¢oOzeltisi 1 konularak 10 dk beklendi. 10 dk’nin
sonunda Erlich igeren ¢alisma ¢ozeltisi 2 eklendi. 90°C su banyosunda 50 dk
inkiibasyon yapild1.

Dilisyon faktor hesaplanmasi

1000/25=40 (dilusyon faktori)
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Absorbans spekrofotometre (Schimadzu, Kyoto, Japonya) kullanilarak
560 nm’de distile suya kargi okundu. Okunan absorbanslar dilusyon katsayisi

ile carpilarak sonuglar umol/gram doku basina verildi.

istatistiksel inceleme

Calismanin analizleri SPSS 13.0 (Chicago, IL. ABD) programinda
yapildi. Gruplar arasinda fibrozis yayginhgi, dural adezyon derecesi,
fibroblast hicre yogunlugu, yabanci cisim reaksiyonu, ve medulla spinalis
retraksiyonu icin elde edilen degerler i¢cin medyan, minimum ve maksimum
degerleri verildi. Hidroksiprolin seviyeleri icin two-tailed Wilcoxon Mann-
Whitney U testi kullanildi. Gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal Wallis testi
ile yapilarak, subgrup analizlerde gruplar ikiserli olarak Mann-Whitney U testi
ile karsilastirildi. Calismada p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.
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BULGULAR

Calismamiza 60 adet sigan alindi. Ancak cerrahi sirasinda dural
yaralanma meydana gelen 3 denek ile hematom gelisen 1 denek galisma disi
birakildi. Son degerlendirme 56 denek ile yapildi.

Tim deneklerin BBB davranis degerlendirmelerinde postoperatif
norolojik defisit gozlenmedi. Tedavi ve kontrol grubu deneklerin hicbirinde
anestezi ve cerrahi igleme ait mortalite ve morbidite gozlenmedi. Ayrica
tedavi grubu deneklerin higbirinde kullanilan HA ve HA gel’e ait komplikasyon
gozlenmedi.

Deneklerin 4. haftanin sonunda dekapite edilmesini takiben vertebral
kolonlari blok olarak c¢ikartilmadan 6nce cilt, cilt alti ve kaslari enfeksiyon
agisindan degerlendirildi. Higbir denekte yara yerinde enfeksiyon bulgusu

saptanmadi.

Histopatolojik Degerlendirme

Cikartilan vertebral kolonun 3 gun dekalsifiye edilmesinden sonra
alinan histolojik kesitlerin timune Hematoksilen Eozin (H&E) ve Masson
Trichrome (MT) boyasi uygulandi. Degerlendirmeler HE, MT ile elde edilen 3
mikronluk kesitlerde yapildi. Epidural fibrozis miktari, dural yapisiklik
derecesi, fibroblast yodunlugu, yabanci cisim reaksiyonu, granulasyon
dokusu, enflamasyon ve medulla spinalis retraksiyonu ile ilgili gruplara ait
degerlendirme sonuglari Tablo-4’de, gruplarin histopatoljik puanlarinin
ortalama degerlerinin karsilastiriimal grafigi sekil-3'de verilmistir.

Tum deneklerde makroskobik olarak degisik derecelerde epidural
fibrozis olustugu goézlendi. Epidural fibrozis sham ve kontrol gruplarinda
yogun, tedavi grubundakilerde ise daha az olarak gézlendi (p < 0,004). Sham
ve kontrol grubundaki (Grup 1 ve 2) deneklerin epidural fibrozis dokusunun
paraspinal adalelerin altindan spinal kanala ve duraya dogru uzanim

goOsterdigi ve yapisik oldugu saptandi (Sekil-4 ve 5). Grup 1 ve 2'nin
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sonuglari arasinda anlamli fark saptanmadi. Tedavi grubundaki (Grup 3 ve 4)
deneklerin ise medulla spinalis cevresindeki dura mater ile cevre adale
tabakasi ve sinir kokleri arasinda bosluklar tespit edildi (Sekil-6 ve 7). HA'in
kullanildigi1 (Grup 3) deneklerden elde edilen kesitlerde sham grubuna goére
epidural fibrozisin, granulasyon dokusunun, fibroblast sayisinin daha az
oldugu ve istatistiksel olarak anlamh oldugu goruldu (sirasiyla p < 0,005 -
0,021 - 0,007). Fibroblast hicre yogunlugu, epidural fibrozis ve dural
adezyon ile ilgili degerlerin HA'in verildigi grupta kontrol grubuna kiyasla
daha dusuk ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goéruldi (sirasiyla p < 0,028
- 0,007 - 0,003).

HA gelin kullanildigi grup ile sham grubu arasinda grantlasyon
dokusu, fibroblast hiicre yogunlugu ve epidural fibrozisin daha az saptandigi
ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goruldu (sirasiyla p < 0,038 - 0,001 -
0,038). HA gel'in verildigi grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda ise
enflamasyonun, yabanci cisim reaksiyonunun, dural adezyonun ve fibroblast
hicre yogunlugunun daha dusik ve istatistiksel olarak anlamli oldugu
goruldu (sirasiyla p < 0,05 - 0,025 - 0,005 - 0,005). Tum histopatolojik
parametreler kargilastirildiginda HA'in kullanildigi1 (Grup 3) deneklerden elde
edilen sonuglarla, HA gel’in kullanildigi (Grup 4) deneklerden elde edilen
sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik saptanmadi (p >
0,05).

Sham grubundaki deneklerin 1'inde evre 1 (12,5%), 5'inde evre 2
(%62,5), 2'sinde evre 3 fibrozis (%25) saptanirken, dural adezyon 3’Unde
evre 0 (%37,5), l'inde evre 1 (%12,5), l'inde evre 2 (%12,5), 3'Unde evre 3
(%37,5) goruldi (Tablo-1 ve 2). Sham grubunda yogdun sikatris dokusu Sekil-
4’de gosterilmistir.

Kontrol grubundaki deneklerin 1l'inde evre 1 (%12,5), 7'sinde evre 2
(%87,5) epidural fibrozis saptanirken, dural adezyon 1’inde evre 1 (%12,5),
1’'inde evre 2 (%12,5), 6’sinda evre 3 (%75) olarak tespit edildi (Tablo- ve 2)
(Sekil-5).

HA’in uygulandigi gruptaki deneklerin 1’'inde evre 0 (%12,5), 6’sinda

evre 1 (%75), 1'inde evre 2 (%12,5) epidural fibrozis gorilirken, 4’inde evre
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0 (%50), l'inde evre 1 (%12,5), 3'Unde evre 2 (%37,5) dural adezyon
saptandi (Tablo-1 ve 2) (Sekil-6).

HA gel uygulanan gruptaki deneklerin 2'sinde evre 0 (%25), 3'Unde
evre 1 (%37,5), 3'Unde evre 2 (%37,5) epidural fibrozis saptanirken, dural
adezyon 1'inde evre 0 (%12,5), 3'inde evre 1 (%37,5), 4'inde evre 2 (% 50)
olarak tespit edildi (Tablo-1 ve 2) (Sekil-7).

3

HGrup1

Epidural Fibroblast Enflamasyon Yabanci Dural Granillasyon Medulla
Fibrozis  Yogunlugu Cisim Adezyon Dokusu Spinalis
Reaksiyonu Retraksiyonu

Sekil-3: Gruplarin histopatoljik puanlarinin ortalama degerlerinin
karsilastinimali grafigi. Grup 1. Sham grubu, Grup 2: Kontrol grubu, Grup 3:
HA grubu, Grup 4: HA gel grubu.

Tam parametrelerin ortalama degerleri kargilastirildiginda grup 3 (HA
grubu) ve grup 4’teki (HA gel grubu) degerlerin grup 1 (sham grubu) ile grup
2'ye (kontrol grubu) oranla az oldugu izlendi. Grup 1 ve 3 arasinda sirasiyla
p < 0,005 - 0,007 - 0,233 - 0,282 - 0,382 - 0,021 - 0,005. Grup 1 ve 4
arasinda sirasiyla p < 0,038 - 0,001 - 0,233- 0,118 - 0,079 - 0,038 - 0,039.
Grup 2 ve 3 arasinda sirasiyla p < 0,007 - 0,028- 0,233 - 0,076 - 0,003 -
0,234 - 0,047. Grup 2 ve 4 arasinda sirasiyla p < 0,083 - 0,005- 0,086 - 0,025
- 0,005 - 0,382 - 0,195. Grup 1 ile 2 arasinda ve Grup 3 ile 4 arasinda belirgin
farkhlik olmadigi saptandi (p > 0,05).

14




Tablo-4: Epidural fibrozis miktari, dural yapisiklik derecesi, fibroblast
yogunlugu, yabanci cisim reaksiyonu, granulasyon dokusu, enflamasyon ve
medulla spinalis retraksiyonu ile ilgili gruplara ait degerlendirme sonuglari.
HA: HiyalUronik asid, HA gel: Derive edilmis ylksek viskoziteli hiyaltronik
asid.

Sham
1 2 2 0 1 3 1 2
2 1 1 1 1 3 1 2
3 2 1 0 1 0 2 2
4 3 0 1 1 1 2 3
5 3 0 1 1 0 2 3
6 2 0 1 1 0 1 3
7 2 0 0 1 2 1 2
8 2 0 1 0 3 1 2
Kontrol
1 2 0 1 1 3 1 2
2 2 1 1 1 3 0 1
3 2 0 1 1 3 2 2
4 2 2 1 1 2 1 3
5 1 1 0 1 3 0 2
6 2 0 0 1 3 1 2
7 2 1 1 1 3 2 3
8 2 0 1 1 1 1 3
HA
1 1 0 1 1 2 1 2
2 2 0 0 1 1 0 2
3 0 0 0 0 0 0 1
4 1 0 0 0 0 0 1
5 1 0 0 0 0 1 1
6 1 0 1 1 0 1 1
7 1 0 0 0 2 0 2
8 1 0 1 1 2 1 1
HA gel
1 2 0 0 0 1 1 1
2 2 1 1 1 2 0 2
3 0 0 1 0 1 1 1
4 1 0 0 0 1 1 1
5 2 0 0 0 1 0 1
6 0 0 0 1 2 1 1
7 1 0 0 0 0 0 1
8 1 0 0 1 2 1 1
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Sekil-4: Grup 1'de Evre 3 epidural fibrozis ve dural adezyon a) HE ve
b) MTx40. Laminektomi sahasindan kemik doku altina uzanan yogun

epidural fibrozis ve yapisiklar goruliyor., DM: Dura mater (beyaz ok), EF:
Epidural fibrozis.L: Lamina, LM: Laminektomi mesafesi. MS: Medulla spinalis

T
L

A |

Sekil-5: Grup 2'de Evre 3 epidural fibrozis ve dural adezyon a) HE ve
b)MTx40. Sikatris dokusu, laminektomi sahasinda yogun epidural yapisiklar
ile ciddi medulla spinalis retraksiyonu (mavi ok) goruliyor. DM: Dura mater
(beyaz ok), EF: Epidural fibrozis, LM: Laminektomi mesafesi, MS: Medulla
spinalis.

Mikroskobik fibroblast sayisi gruplarda ortalama fibroblast sayisina
gore belirlendi (Tablo-5). Fibroblast hiicre sayimi, sham grubundakilerin
5’'inde evre 2 (% 62,5), 3'Unde evre 3 (%37,5),kontrol grubundakilerin 1'inde
evre 1 (%12,5), 4'Unde evre 2 (%50), 3'inde evre 3(%37,5) olarak tespit
edildi (Sekil-8; a ve b).

Buna karsilik HA ve HA gel tedavi gruplarindaki deneklerde evre 3 hig
gorilmezken; HA grubunda 5’inde evre 1 (%62,5), 3'inde evre 2 (%37,5),
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HA gel grubu deneklerinin 7’sinde evre 1 (%87,5) ve 1'inde de evre 2 (%12,5)
dizeyine uyan fibroblast hlcreleri sayildi (Tablo-5). Buna gore fibroblast
yogunlugu agisindan tedavi gruplarindaki deneklerin sham ve kontrol
gruplarina gére daha az yogunlukta olmasi istatistiksel olarak anlamh
bulundu (p < 0.005) (Sekil-8; c ve d).

Tablo-5: Mikroskobik fibroblast sayisinin gruplara goére dagilhimi.

Sekil-6: Grup 3’te Evre 1 epidural fibrozis ve dural adezyon a) HE ve b)
MTx40. Fibrozis dokusu i¢inde yaygin bosluklar, fibor6z doku ile dura mater
arasinda ince fibréz bantlar (kirmizi ok) goruluyor., DM: Dura mater (beyaz
ok), EF: Epidural fibrozis, L: Lamina, LM: Laminektomi mesafesi, MS:
Medulla spinalis.

17



Sekil-7: Grup 4'te Evre 1 epidural fibrozis ve Evre 0 dural adezyon
a)HE ve b) MTx40. Laminektomi sahasinda fibrozis dokusunun belirgin
derecede az, dura mater ile fibrozis dokusu arasinda dura mater boyunca
bosluk oldugu goéruliyor. DM: Dura mater (beyaz ok), EF: Epidural fibrozis, L:
Lamina, LM: Laminektomi mesafesi. MS: Medulla spinalis.

']

R ¥ 2. » »
- ‘%"}’- N TR
s _th‘

g

Sekil-8: Gruplara gore fibroblast hicre yogunlugu HEx400. a) Grup
1’de Evre 3 fibroblast hiicre yogunlugu, b) Grup 2'de Evre 3 fibroblast hiicre
yogunlugu, c) Grup 3'de Evre 1 fibroblast hicre yogunlugu ile fibrozis
dokusunda bosluklar, d) Grup 4’de Evre 1 fibroblast hiicre yodunlugu
(fibroblast < 50), fibrozis dokusunda buyuk bosgluklar izleniyor. Fibroblast
(beyaz ok), eritrosit (siyah ok), kapiller endoteli (sari ok).
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Biyokimyasal Analiz

Hidroksiprolin ortalama degeri, sham grubunda 766,6 + 51,6 (umol/gr),
kontrol grubunda 783,3 + 183,4 (umol/gr) iken, HA grubunda 516,6 + 75,2
(umol/gr) ve HA gel grubunda 450,0 £+ 54,7 (umol/gr) olarak bulundu (Tablo-
6). Dort grubun karsilastirilmasinda hidroksiprolin ortalama degerlerinin HA
ve HA gel tedavi gruplarinda daha disuk oldugu istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p < 0,001). Grup 1 ile 2 arasinda (p < 0,93) ve Grup 3 ile 4 (p < 0,18)
arasinda ise belirgin farkhlik olmadidi saptandi (p > 0,05) (Sekil-9).

Tablo-6: Hidroksiprolin degerleri (umol/gr doku).

HA: Hiyallrronik asid, HA gel: Derive edilmis ylksek viskoziteli hiyallronik asid.
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Sekil-9: Gruplarin hidroksiprolin degerlerinin (umol/gr doku) karsilastiriimali
grafigi. HA: Hiyalironik asid, HA gel: Derive edilmis ylksek viskoziteli
hiyaltronik asid.

Degerler karsilastiriidiginda HA grubu ve HA gel grubundaki degerlerin sham
grubu ile kontrol grubuna oranla az oldugu gorulmekte. Grup 1 ve 3 arasinda
p < 0,002, Grup 1 ve 4 arasinda p < 0,002, Grup 2 ve 3 arasinda p < 0,009,
Grup 2 ve 4 arasinda p < 0,002.
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TARTISMA VE SONUG

Omurganin dejeneratif, enflamatuar, enfeksiydz, metabolik, neoplastik,
travmatik, konjenital, muskuloskeletal, vaskuler ve daha birgok hastalgi
nedeniyle opere edilerek laminektomi uygulanan olgularda, ge¢cmeyen veya
tekrarlayan agrilarin nedenleri Gzerinde tartismalar halen devam etmektedir.
Litaratiirde BBCS olarak tanimlanan klinik tablonun en 6nemli semptomu
olan agrinin etiyolojik nedeni olarak en sik operasyon bdlgesinde iyilesme
surecinin dogal bir sonucu olarak ortaya g¢ikan epidural/peridural/perinoral
bdlgedeki fibrozis dokusu gosterilmektedir (5, 8, 31, 67 - 69).

Miktari degismekle birlikte her olguda dogal surecin bir sonucu olarak
fibrozis dokusu olugtugundan bu dokunun postoperatif agrinin etyolojisindeki
yerinin ne oldugu tam bilinmemektedir (1). Bununla birlikte fibrozis
dokusunun komsu dokular arasinda yapisikliklar yaptigi, yogun fibrotik
dokunun ¢evre anatomik yapiya basi olusturdugu, sinir kokanian hareketlerini
sinirladigr ve beslenmesini bozdugu, boylelikle sinir kokunun duyarlihgini
arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica degisik arastirmacilar tarafindan, olugan skar
dokusu altinda néronal atrofi ve aksonal dejenerasyon oldugu rapor edilmistir
(1, 11, 34, 46, 70, 71). Literatlirde, semptomlar ile epidural fibrozis arasinda
herhangi bir iliski kurmanin gu¢ oldugu da bildirilmis ve agrinin kaynagi
olarak farkli etkenler gosterilmistir (10, 11, 72, 73).

Epidural fibrozisin gegmeyen bel agrilari veya kotu klinik sonuglardaki
etkinligi konusunda bir konsensus saglanamamis olmakla birlikte, olusan
fibrozis dokusunun ikinci operasyonu guglestirdigi ve operasyona bagh
komplikasyonlari arttirdigi bilinmektedir (5, 9). Epidural fibrozis nedeni ile
opere edilen olgularda basari orani %30-37 arasinda degismekte olup,
olgularin % 10- 20’sinde ise kotulegsmeler rapor edilmistir (74, 75). North ve
ark. (76) gecmeyen bel agrisi olan ve re-opere edilen hastalardan cerrahi
mudahale gerektiren epidural fibrozisi olmayan ve agirlikh olarak radikuler
agrisi olanlarda iyi sonuglar elde edildigini, epidural fibrozisin kotu prognostik

bir faktor oldugunu ve bu hastalarin ortalama 2 ila 4 cerrahi gegirdiklerini, bu
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operasyonlardaki basari oraninin da %34 oldugunu bildirmiglerdir.
Braverman ve ark. (77) ise epidural fibrozis nedeni ile opere ettikleri
olgularda basari oraninin sadece %30-35 oldudunu, olgularin %10-20’sinde
ise kotl sonug tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Hayvan deneyleri ve klinik galismalar postoperatif epidural fibrozis
olusumunun patogenezinde; kigisel degiskenlik, postoperatif hematom varligi,
laminektomi teknikleri, vertebral kolondaki anatomik konum, c¢ikartilan kemik
miktari ile tar ve soy farklilklari gibi birgok faktérin etkili oldugunu
gostermigtir (2). Calismamizda diger hayvan modellerine uygun olmasi
agisindan 12 haftalik, 250-300 gr agirhginda, Sprague-Dawley disi siganlarda
olusturdugumuz laminektomi ve diskektomi (anuler fenestrasyon) modeli
kullanildi.

Epidural fibrozis olusumu dogal iyilesme surecinin bir pargasidir.
Yogun bir doku formasyonu, processus spinosus ve laminaya komsu kasin
iyilesmesi icin gereklidir. Epidural alanda kanama sonrasi eritrositler ve
trombositlerin pargcalanmasi ile ortaya ¢ikan kemotaktik faktorler ile lomber
processus spinosus ve laminanin alindigi yerdeki kaslardan kaynaklanan
fibroblastik hicre gogu, laminektomi sonrasi olusan epidural fibrozisin
kaynagidir (2, 78). En onemli tamir hicrelerinden biri olan, paravertebral
adele kaynakli ya da kanla bolgeye tasinan fibroblastlar, inflamatuar
sitokinler ve bluyume faktorleri (TGF-B ve FGF) tarafindan aktive edilerek
vertebral laminanin lokal defektini onarmaya caligir. Kollajen fibril Gretimi ile
fibroblastlar fibrositlere donusurken fibroz konnektif doku sikatris dokusuna
donusur. Bu adeziv epidural fibrozis dokusu genisleyerek vertebral kanaldaki
dura veya sinir koklerine yapisabilir, uzun dénemde LaRocca ve Macnab
tarafindan (79) tanimlanan laminektomi membranina donusebilir. Sekonder
olusan bu membran, erektor kaslarin spinal kanal igine ilerlemesi, intraspinal
hematom olusmasi ve epidural yag dokusunun yikimi sonucu meydana gelir.
Ayni zamanda lomber vertebra cerrahisi sonrasi bazi hastalarin prognozunu
kotu etkileyen spinal stenoza, dural kompresyona ve sinir koki mobilitesinde
kisithliga yol actigi bildirilmigtir (34, 80, 81).

Laminektomi sonrasi olusan fibrozis dokusunun degerlendirildigi
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deneysel calismalarin ¢ogunda fibrozis dokusunun posterior paraspinal
kaslardan kaynaklandigi dustunuldigunden diskektomi uygulanmamistir (15,
31, 82, 83). Oysa anuler fenestrasyon sonucu epidural mesafeye c¢ikan
nikleus pulpozusun inflamatojenik ve imminolojik kapasitesi ile
mikrovaskuler degisiklikler yapabilmesi sebebi ile epidural fibrozis ve agrinin
etyolojisinde rol oynayabilecegi bilinmektedir (67).

Calismamizda, kontrol seviyelerindeki fibrozis dokusunun paraspindz
kaslarin altinda olan fibrozis dokusunun bir uzantisi seklinde oldugu gorulda.
Bu bulgu laminatomi veya laminektomi alanina konulacak ve fibrozisin
ilerlemesine engel olacak bir maddenin laminektomi membranini
engelleyebilecegi seklinde yorumlanabilir. Epidural mesafedeki fibrozis
sadece paraspin6z adalelerin derin tabakalarindan degil ayni zamanda diskin
oldugu taraftan da durayi saracaktir. Bu sebeple kullanilacak maddenin
cerrahi diseksiyon bolgesine noral basiya sebep olmaksizin kolayca
uygulanabilecek, dokusuyla ¢evre yapilara zarar vermeyecek bir materyal
olmasi gerekmektedir.

Omurga cerrahisi sonrasi olusan epidural fibrozisi 6nlemek amaciyla
gunumuze kadar birgok ¢alisma yapilmis ve birgok madde kullaniimigtir (15,
84 - 87). Ancak laboratuar sonuglarinin epidural fibrozisi onledigi bildirilen
bircok madde veya yodntem Kklinik uygulamada ayni sonuglarin elde
edilememesi nedeniyle kullanim alani bulamamigtir. Bu nedenlerle epidural
fibrozisin 6nlenmesi bir klinik sorun olmaya devam etmektedir.

Minimal invaziv cerrahinin epidural fibrozisi azalttigi kabul gormektedir.
Cerrahi sirasinda sinirli manuplasyon ve etkili hemostazin da epidural
fibrozisi dnleyebildigi rapor edilmistir (14). Yabanci materyal ve toksinlerin
bdlgeden peroperatif serum fizyolojik irrigasyonuyla uzaklagtiriimasi fibrozis
olusumunu azaltmaktadir (15, 16).

Gunumuze kadar epidural fibrozisin énlenmesi amaciyla kullanilan
maddeler icerisinde ilk kullanilan ve en yaygin olan otojen yag dokusudur.
Bryant ve ark. (88) otojen serbest yag greftlerini kullandiklar hastalarin kisa
ve uzun sureli takiplerinde bu dokunun iyi tolere edildigini, revaskularize

olmasiyla da epidural fibrozis dokusunun spinal kanala ilerlemesini
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engelledigi sonucuna varmislardir. Bir diger calismada ise serbest yag
greftlerinin epidural fibrozis dokusunu ve laminektomi membranini onleyici
etkisi yaninda, kullaniminin kolay oldugu ve diger materyallere gore daha
kolay temin edildigi bildirilmistir (39). Ancak LDH nedeniyle opere edilen
hastalarda epidural fibrozisi 6nlemek icin kullanilan serbest yag dokusunun
klinik olarak etkisiz oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur (16, 18).
Prusick ve ark. (19) serbest otojen yag dokusu kullandiklari olgularda bu
dokunun spinal kanala go¢ etmesiyle kauda equina sendromu gelistigini
bildirmislerdir. Gelfoam ve otojen yag greftlerinin epidural fibrozis olusumunu
engellemedeki etkinligini karsilastirmak amaciyla yapilan bir deneysel
calismada, Gelfoam’in fibrozisi engellemedigi, yag dokusunun ise
yapisikhgin spinal kanala ilerlemesini engelledigi bildirilmigtir (89). Akdemir
ve ark. (90) vicryl mesh ve serbest yag dokusu kullandiklari galigmada,
epidural fibrozisin serbest yag dokusu grubunda vicryl mesh grubuna gore
daha az goruldigunu bildirerek epidural fibrozisi 6nlemek amaciyla bir
alternatif olabilecegini ifade etmislerdir.

Gerzsten ve ark. (46) deneysel laminektomi galigmasi ile peroperatif
dusuk doz eksternal radyasyonun (700 cGy) epidural fibrozis olusumunu
azaltigini gostermiglerdir. Bu galismada, ameliyat 6ncesi ve ameliyat sonrasi
radyoterapi uygulanmasi arasinda fark olmadigi da saptanmigtir.

Colak ve ark. (45) ise deneklere laminektomi sonrasi CO, lazer
irradyasyonu uygulayarak fibrozisin azaltilmasinda histopatolojik ve
biyokimyasal olarak etkin oldugunu ortaya koymusglardir.

Epidural fibrozisin dnlenmesi igin yapilan bir klinik c¢alismada ise
sistemik nonsteroidlerden ketoprofenin etkisi arastirilarak postoperatif
antienflamatuar htcre infiltrasyonu, sikatris formasyonu ile kemik
rejenerasyonunun azaldigi, epidural fibrozis kalinliginda azalma olmasina
ragmen dura yapisikliginin yayginliginda azalma olmadigi gérulmustir (41).
Foulkes ve ark. (42) laminektomi bdolgesinin uzun etkili steroidlerle
irrigasyonunun operasyon sonrasi narkotik kullanimini ve hastanede kalis
suresini azalttigini ve bu etkilerin steroidlerin antienflamatuar etkileri ve agri

mediatoérlerini baskilamalarindan kaynaklandigini bildirmiglerdir.
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Kemaloglu ve ark. (91) epidural fibrozisin dnlenmesi igin yaptiklar
deneysel calismada topikal kullandiklari rekombinant doku plazminojen
aktivatorunun (rt-PA) etkili ve guvenilir oldugunu belirterek rt-PA’ll trombolitik
tedavinin spinal cerrahi sonrasi araknoidit ve epidural fibrozisin énlenmesi
uzerinde 6nemli rol oynayabilecegini bildirmiglerdir.

Dogan ve ark. (92) sigcanlarda olusturduklari hemilaminektomi
modelinde seprafilm ve Interceed TC7’ nin epidural fibrozis olusumunu ve
yapigikliklari belirgin derecede azalttigini bildirmislerdir.

Kemoteropatik ajanlar olan Mitomisin C, 5-florourasil ve siklosporin
A’nin siganlarda laminektomi sahasina lokal olarak uygulandiginda epidural
ve araknoid fibrozisi belirgin olarak azalttigi bildirilmistir (82). Berker ve
ark.’nin (83) calismasinda, mitomisin-C ve pimekrolimus lokal olarak
kullanilarak, her iki maddenin de siganlarda operasyon sonrasi epidural
fibrozisi ve dural yapisikligi belirgin derecede azalttigi bulunmustur.
intraselliler adezyon molekiili-1 (ICAM-1) ve CD-18e karsi antikorlarin
kullanildigi deneysel ¢aligmada, operasyon sahasina uygulanan anti-ICAM-1
ve anti-CD-18 antikorlarinin, sistemik 1gG uygulanan ve tedavi verilmeyen
siganlarla karsilastirildiginda, adezyon derecesinde belirgin olarak azalma
goruldugu, IgG verilen grupla tedavi veriimeyen grup arasinda fark
gOrulmedigi bildirilmistir (93).

Bulut ve ark. (94) siganlarda laminektomi sonrasi kullanilan serbest ve
pedinkulli omentum greftlerinin epidural fibrozisi belirgin derecede azalttigini
raporlamiglardir.

Tribolet ve ark. (95) ADCON-L uygulanan lomber diskektomi
olgularinda yapilan prospektif, cok merkezli, ¢ift kor kontrolli ¢alismada bu
jelin postoperatif epidural fibrozisi 6nledigini ve kontrol olgularina nazaran
daha iyi Kklinik sonuclar verdigini bildiriimiglerdir. Einhaus ve ark.’nin (96)
epidural fibrozisi dnlemek amaciyla ADCON-L kullandigi deneysel galisma
sonunda, bu jelin klinik iyilesmeyi olumlu etkiledigi ve epidural fibrozisi
onledigini belirtilmistir.

Topikal uygulanan kolsisinin, cepea ekstresi-heparin ve allontoin

karisiminin, jelatin-trombin iceren hemostatik ajanin (FloSeal) lomber disk
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cerrahisi sonrasi epidural fibrozisi ve dural adezyonlari Onlemede etkili
oldugu bildirilmistir (31, 43, 97).

Farrokhi ve ark.’nin (98) yaptigi deneysel ¢alismada, bir cok dokuda
fibrozisi engelledigi gosterilen metilen mavisi laminektomi bdlgesine c¢esitli
dozlarda topikal olarak uygulanmig, dusik dozlarda metilen mavisinin
epidural fibrozisi engellemede etkili olabilecegi belirtiimigtir.

Yung ve ark. (99) bir antitimoér ilag olan ve laminektomi sonrasi
fibroblast proliferasyonu ile epidural adezyonu azalttigi kanitlanmis olan
hidroksikamptotekin (HCPT) ve lipozom kapsulli hidroksikamptotekin (L-
HCPT) ile siganlarda deneysel bir galisma yapmig, L-HCPT'nin daha uzun
yarilanma omru ve artmis ¢dzunurligu sayesinde fibroblast proliferasyonunu
engelleyerek dural adezyonu ve epidural fibrozisi azalttigini géstermiglerdir.

Bir diger calismada Choi ve ark. (25) laminektomi sahasina insan
amniyon zarini implante etmisler, enflamatuar reaksiyon ile fibroblast
proliferasyonunun, sikatris dokusu ile direncinin blylk oranda azaldigini
bildirmislerdir.

HA tim omurgalilarin yumusak dokularinda, ekstraselliler matrikste
dogal olarak bulunan bir heteropolisakkarittir (38, 47), in vivo ortamda
tamamen rezorbe edilir (Sekil-1). Embriyonik gelisim, doku organizasyonu,
yara iyilesmesi ve anjiyogenezis gibi birgcok biyolojik olayda dizenleyici rol
oynar. Yara iyilesmesinin ilk asamalarinda ekstraselliler alanda goéreceli
olarak yuksek doz HA konsantrasyonunun, ekstraselliler matriks ve kollajen
birikimini kismen sinirlayabildigini belirtiimektedir (52 - 54). Bu nedenle birgok
defa laminektomi sonrasi epidural fibrozis Uzerine sinirlayici etkisi arastirma
konusu olmustur.

Songer ve ark. (36) deneysel laminektomide epidural fibrozis tzerine
HA ve gel foam’in etkilerini aragtirarak HA kullanildiginda subaraknoid aralik
ile fibor6z doku ve dura arasindaki mesafenin daha genis, epidural fibréz
dokudaki inflamatuar hlcrelerin daha az oldugunu bildirmislerdir. Kato ve ark.
(35) sodyum HA solusyonunu kullandiklari deneysel laminektomi modelinde
HA'in adeta bir solid interpozisyonel membran bariyeri goérevi gorip

antiinflamatuar aktivite gésterdigini gdézlemlemislerdir.
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HA iceren bariyer filmlerin spinal cerrahi sonrasi epidural sikatrisi
engellemede ve yapisikliklari azaltmada etkili olabilecegi ¢ok ¢alismada iddia
edilmistir. Ancak HA’in oda havasinda suda ¢ozinur olmasi ve dokularda
kalici olamamasi nedeniyle klinik uygulamada mekanik bariyer olarak
kullaniimasi pratik olmamisgtir.

Derive edilmis yuksek viskoziteli hiyaluronik asid (HA gel) ise saf HA
oligomerlerinden elde edilir (55, 56) (Sekil-1). Bu HA derivesinin TNF-a ve
TNF-B’nin kuvvetli bir inhibitérl oldugu goésterilmistir (57, 60). HA gel'in, HA’e
gore viskozitesi daha dusuk oldugundan dokuda kalma zamani daha uzundur,
7 gun icinde HA'in dogal pargcalanma sureciyle yok olur (57, 58). Hidrolitik
parcalanmay! geciktirici, dokuda daha uzun sure kalici etkiye sahip olan HA
gel (52, 59, 62), jinekoloji, obstetri, ortopedi pratiginde deneysel ve klinik
calismalarla desteklenen yaygin kullanim alani bulmasina ragmen epidural
fibrozis Uzerine etkinligi buglne dek arastiriimamistir.

Strand ve ark.’nin (58) semptomatik osteoartritli 379 hasta ile yaptigi
calismada intraartikller tek seferlik HA gel enjeksiyonunun kikirdak
dejenerasyonu ile agriyr anlamli dlglide azalttigini gostermislerdir. De Wit ve
ark.’nin (100) tavsanlarin yaralanmig ve cerrahi olarak tedavi edilmis dijital
fleksor tendonlar Uzerinde yaptiklari ¢alismada, HA gel'in tendon iyilesme
hizini belirgin olarak arttirdigi, ancak sikatris ve adezyon dokusu Uzerine
etkisi omadigi rapor edilmigtir.

Mais ve ark. (55) laparaskopik ve histeroskopik jinekoloji operasyonlari
sonras! adezyonlari engelleme uzerine HA gel'in etkinligini arastirmiglar,
laparaskopik miyomektomi sonrasi intraperitoneal ile histeroskopi sonrasi
intrauterin yapisikliklarin énlendigini géstermiglerdir.

Cahgmamizda HA gel uygulanan grupta (grup 4) fibrozisin ve
fibroblast sayisinin sham (grup 1) ve kontrol gruplariyla (grup 2)
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede 6nlenmis olmasi, HA gel
kullaniminin, spinal cerrahi sonrasi gelisen epidural fibrozisi 6nlemede etkili
oldugunu diistindiirmektedir. Ozellikle HA gel kullanilan olgularda fibroblast
sayisinin HA kullanilan olgulara gore 6nemli oranda azalmasi (ortalama

fibroblast hicre yogunlugu < 50), fibrozis dokusunun daha gevsek yapida
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olustugunu gostermektedir.

Yara iyilesmesinin her asamasinda 6nemli rol oynayan, olusan dokuda
dizenleyici ve saglamlastirici fonksiyonu olan kollajenin dokudaki miktarinin
fibrozis doku miktari ile iligskili oldugu savunulmustur (101, 102). Yara
iyilesirken hidroksiprolin kollajen igcinde hemen ortaya ¢ikar ve hizla artar (65).
Miktari, dokudaki fibroid dejenerasyon ve adhezyonun siddetiyle dogru
orantilidir (101, 102).

Calismamizda, kollajen sentezi ve vyara iyilesmesinin 6nemli bir
parametresi olan dokudaki hidroksiprolin duzeyleri de arastirildi.
Sonuglarimizda, HA ve HA gel uygulanan gruplarda sham ve kontrol
gruplarina gore fibréz dokudaki hidroksiprolin miktarlarinin azaldigi ve bu
azalmanin istatistiksel olarak da anlamli oranda oldugu tespit edildi (p <
0,001). Histopatolojik olarak HA grubu ile HA gel grubu arasinda fark
olmamasi ve hidroksiprolin duzeyleri ile fibroblast sayisinda iki grup arasinda
istatistiksel olarak fark saptanamamasina ragmen, HA gel uygulanan grupta
fibroblast yogunlugu ve hidroksiprolin duzeyleri HA uygulanan grupla
kiyaslandiginda daha dusuk miktarda saptandi. Hidroksiprolin miktarinin az
olmasi fibroblast yogunlugundaki azalma gibi dokuda fibroid dejenerasyonun
az oldugunu gostermekte, bu da HA gel’in fibrotik dokunun cevre dokulara
yaptigi basi ve dolayisiyla basi semptomlarini, ayrica gerekebilecek ikinci bir
cerrahi durumunda operasyon komplikasyonlarini azaltacagini
dUisundurmektedir.

Sonug olarak; HA gel ile elde edilen sonuclar epidural fibrozisin ve
olusan fibrotik doku yogunlugunun azaltiimasi agisindan yuz gulduartcudur.
Bu calismanin dnculligu ile yapilacak daha ileri deneysel ve klinik ¢alismalar
ile elde edilecek sonuglarin klinik pratikte uygulama alanlari bulmasi ile

epidural fibrozisin 6nlenmesinde 6nemli yol alinacagi kanaatindeyiz.
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EKLER

EK-1: Kisaltmalar:

BBB
BBCS
BOS
ELISA
FGF

HA

HA gel
HCPT
HE
HMW HA
L-HCPT
LDH
MT
rt-PA
SF

TGF
TNF- a
TNF-B
t-PA

: Basso Beattie Bresnahan

: Basarisiz Bel Cerrahisi Sendromu

: Beyin Omurilik Sivisi

: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

: Fibroblast Buyume Faktoru

: Hiyaluronik Asid

: Derive Edilmis Yuksek Molekuler Agirlikh HiyalUronik Asid
: Hidroksikamptotekin

: Hematoksilen Eozin

: Yuksek Molekuler Agirlikh Hiyalaronik Asid
: Lipozom kapsullu hidroksikamptotekin

: Lomber Disk Hernisi

: Masson Trichrome

: Rekombinant Doku Plazminojen Aktivatoru
: Serum Fizyolojik

: Transforme Edici Buyume Faktoru

: Tumor Nekroz Faktor-a

: Tumor Nekroz Faktor -3

: Doku Plazminojen Aktivatoru
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