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OZET

Medikal Ozon Tedavisinin Epidural Fibrozis Uzerine Topikal ve Sistemik

Etkisi: Deneysel Calisma

Epidural fibrozis (EF), epidural mesafede adezyonlara yol acarak
postoperatif donemde kronik bel ve bacak agrisi semptomlarina neden
olmaktadir.

Ozon, lomber disk herniasyonu ve bel agrisi gibi tibbi durumlarin
tedavisinde uygulanmaktadir. Literatlir ozonun abdominopelvik cerrahi sonrasi

olusan periton igi adezyonlari azaltici roll oldugunu desteklemektedir.

Bu calismada, deneysel laminektomi modeli olusturularak, topikal ve
sistemik yolla uygulanan ozonun, EF Uzerindeki etkisinin arastiriimasi

amaclandi.

Calismamizda 47 adet Sprague-Dawley erkek sigan dort gruba ayrildi;
(1) laminektomi yapilip herhangi bir madde uygulanmayan kontrol grubu
(n=12), (2) laminektomi sonrasinda 50 ml serum fizyolojik (SF) ile intraoperatif
ylkama yapilan SF grubu (n=11), (3) laminektomi sonrasinda 50 ml
ozonlanmis distile su ile intraoperatif yikama yapilan topikal ozon grubu
(n=12), (4) laminektomi sonrasinda postoperatif ardigik 7 guin intraperitoneal
yolla ozon (0,7 mg/kg) uygulanan intraperitoneal ozon grubu (n=12).
Postoperatif ddnemde denekler Basso Beattie Bresnahan lokomotor beceriler
skalasi ile kontrol edildi. Tum denekler 4 haftanin sonunda sakrifiye edildi ve
vertebral kolon blok halinde gikarildi. Dokulardan elde edilen histopatolojik ve

biyokimyasal veriler EF agisindan incelendi.

EF, medulla spinalis retraksiyonu, enflamasyon ve fibroblast

yogunlugu bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark



saptanmad (sirasiyla p=0,728, p=0,813, p=0,152, p= 0,226). Topikal ozon
grubunda dokulardan elde edilen hidroksiprolin (HP) diizeyinin, intraperitoneal
ozon grubuna goére daha yuksek oldugu belirlendi (p=0,007) ancak kontrol ve
tedavi gruplari arasinda HP dizeyi agisindan anlamli fark saptanmadi
(p>0,05).

Sonu¢ olarak; EF'in 6nlenmesinde intraperitoneal ozon uygulamasi
topikal uygulamaya ustundir. Ancak, farkli tedavi protokolleri diizenlenerek
ileri deneysel ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Adezyon, epidural fibrozis, hidroksiprolin,

laminektomi, ozon.



SUMMARY

Topical and Systemic Effect of Medical Ozone Therapy on Epidural

Fibrosis: Experimental Research

Epidural fibrosis (EF) causes adhesions in the epidural distance,
resulting in chronic low back and leg pain symptoms in the postoperative

period.

Ozone is used for medical purposes currently in the treatment of
lumbar disc herniation and low back pain. Literature supports mitigatory role

of ozone in intraperitoneal adhesions occuring after abdominopelvic surgery.

Current study aimed investigating the effect of ozone administered

topically and systemically in an experimental laminectomy model.

Forty seven male Sprague-Dawley rats were divided into four group as
follows: (1) control group (n=12) in which laminectomy was performed and no
substance was applied, (2) Saline group (n=11) which underwent
intraoperative washing with 50 ml saline after laminectomy, (3) topical ozone
group (n=12) underwent intraoperative washing with 50 ml ozonated distilled
water after laminectomy, (4) intraperitoneal ozone group (n=12) in which
ozone was administered intraperitoneally (0.7 mg/kg) for seven consecutive
days postoperatively. At the end of 4 weeks, all subjects were sacrificed.
Histopathological and biochemical data obtained from the tissues were

analyzed in terms of EF.

There was no statistical significance between groups regarding EF,
spinal cord retraction, inflammation, and fibroblast density (respectively;
p=0,728, p=0,813, p=0,152, p=0,226). hydroxyproline (HP) levels of tissues

was higher in the topical ozone group compared with the intraperitoneal ozone
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group (p=0,007); however, there was no statistical significance among other
groups (p>0,05).

In conclusion, intraperitoneal ozone application is superior to its topical
application in the prevention of EF. However, further experimental studies are

warrented, using different treatment protocols.

Keywords: Adhesion, epidural fibrosis, hydroxyproline, laminectomy,

ozone.



GiRrRiS

Basarisiz bel cerrahisi sendromu (BBCS) omurga cerrahisi gegiren
bireylerde radikuler agri paterni olsun ya da olmasin devam etmekte olan bel
ve bacak agrilarini ifade eden, kabul gormus bir klinik antitedir (1). Leveque ve
ark. (2) BBCS’ yi anatomik olarak basarili lomber cerrahiye ragmen devam
eden kalici, tekrarlayan bel ve bacak agrisi olarak tanimlamigtir. BBCS

insidansi literatirde %20-40 arasinda bildirilmigtir (3).

Epidural fibrozis (EF), cerrahi manipllasyon sonrasinda epidural
boslukta olusan yogun, fibr6z skar dokusudur. Dura mater ve sinir kdklerinde
yapisikliklara yol agmaktadir (4). Postoperatif donemde agrisiz bir sureg
sonrasinda, bel vel/veya bacak agrilari zaman igerisinde, yavas yavas

gelisiyorsa etyolojide EF akla gelmelidir (5).

EF olusum mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamustir. ilk olarak
1948 yilinda Key ve Ford (6), tarafindan annulus fibrozisin zarar gormesi
seklinde aciklanmigtir. 1974 yilinda LaRocca ve Macnab (7), dura
komsulugundaki erektér spina kas kitlesindeki travma sonucunda
fibroblastlarin ve rezidi hematomun grandlasyon dokusu olusturdugunu ve
EF’ ye yol actigini 6ne surmuslerdir. Fibrinojenin fibrine donligumu ile yogun
fibroz doku olugsmasi, cevre yapilari sikigtirmasi, operasyon esnasinda
bdlgede kalan mikroskobik pamuk kalintilarinin fibrinojenik etki olugturmasi EF

nedenleri arasinda gosterilmistir (8, 9).

EF' ye sekonder skar dokusunun olusumu 3 asamada
siniflandinimistir. Birinci asama; hemostaz, pihtilasma sureci, kemokinlerin
salinimi, makrofagosit, fibroblast agregasyonu ile olusan lokal enflamatuar
yanittan olusur ve postoperatif ilk 3-5 giinii icermektedir. ikinci asama; fibrosit
farkhlagsmasi, kollajendz liflerin olusmasi ve grantlasyon dokusunun olugmasi

ile meydana gelir ve 2-3 hafta surer. Bu asama transforme edici biyime
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faktoru-beta (TGF-B), interlokin-6 (IL-6) ve fibroblast biyume faktéri (FGF)
gibi sitokinler tarafindan diizenlenmektedir. Uciincii ve son agama ise aylar ya
da vyillar suren fibr6z bag dokusunun ve skar dokusunun olustugu

rekonstriksiyon surecinden olusur (10).

EF’ nin azaltiimasi ve 6énlenmesi amaciyla bir¢ok cerrahi yontem ve
tibbi tedavi denenmis; deneysel ve klinik calisma yapilmistir. Literatlr
incelendiginde bunlar; cerrahi teknikler, biyolojik ve dogal polimerik
materyeller, hemostatik ajanlar, sentetik polimerik materyeller ve farmakolojik

ajanlar olarak siniflandirilabilir.

1. Cerrahi teknikler: Mikrocerrahi yontem ile minimal invaziv cerrahi ve
postoperatif hematom olusumunun Onlenmesi (11), spinal cerrahide
endoskopik yontemlerin tercih edilmesi (12), endoskopik/perkitan adezyolizis
(9, 13), ses dalgalarindan vyararlanilan ekstrakorporeal sok dalgasi
tedavisi (14), pudra ve pamuk gibi yabanci maddelerin salin irrigasyonu ile
laminektomi sahasindan uzaklastiriimasi (15, 16), dusik doz eksternal
radyasyon tedavisi (17), cerrahi esnasinda bipolar koter kullaniminin
sinirlandiriimasi  (18), lomber mikrodiskektomi cerrahisinde ligamentum

flavumun korunmasi (19), yapay lamina implantasyonu (20).

2. Biyolojik ve dogal polimerik materyeller: Yag grefti (21-24),
amniyotik membran (25, 26), trombositten zengin plazma (PRP) (27), umblikal
kord mezenkimal kok hicresi (28), tim omurgalilarda bulunan yliksek molekdil
agirhikh hiyaltronik asid (29), kabuklulardan elde edilen kitosan (30), ipek
bocegdi kozalarindan ekstrakte edilebilen polietilen glikol (31), subkutan yag

dokusundan elde edilen adip6z kaynakli kok hicreler (32).

3. Hemostatik ajanlar ve sentetik polimerik materyeller: Spinal
cerrahide hemostaz amaciyla yaygin olarak kullanilan FloSeal (jelatin
granulleri ve trombin), Helitene (emilebilir kollajen), Tisseel (fibrin 6rticl),
Surgicell (oksitlenmig seluloz polimer) gibi hemostatik matriks ajanlari (33),
spongostan (34), dekstran sulfat ve jelatin karisimdan olusan ADCON-L (35),
polylactic-co-glycolic asit (PLGA) membran (36), polytetrafluoroethylene

2



(PTFE) (37), multi-amino acid copolymer (MAACP)/nano-hydroxyapatite
(nHA) (10), karboksimetilselliloz (38) gibi EF olusumunda biyofiziksel bariyer

gOrevi yapan ve kombine tedavilerde kullanilan sentetik polimerler.

4. Farmakolojik ajanlar ve diger yontemler: Antienflamatuar
(Deksametazon, metilprednizolon, ibuprofen) (39-41), antikoagulan (42),
fibrinolitik (43), antineoplastik ajanlar (44), sitikolin (45), rifampisin, gentamisin
(46), borik asit (47), mitomisin-C (48), curcumin (49), interferon-beta-1a (IFN-
B-1a) (50).

Yunanca “ozein = koku verici” kelimesinden gelen Ozon (Os) gazinin
tibbi kullanimi giderek yayginlasmakta olup, laparotomi (51) ve histerektomi
(52) deneysel modellerinde, abdominopelvik cerrahi sonrasinda olusan periton
ici yapigikliklar azaltici etkisi gosterilmistir. 1840 yilinda Christian Friedrich
Schonbein tarafindan suyun elektrolizi ile kesfedilmis olup, 3 oksijen
atomundan olusan, suda ylksek oranda ¢dzlnen, renksiz, keskin kokulu gaz
formunda inorganik bir molekildur (53). Oksijene (O2) gére 1,6 kat daha
yogundur ve suda oksijenden 10 kat daha fazla ¢oziinmektedir. Stratosferde
zararli B ve C ultraviyole isinlarini absorbe ederek faydali olmasina ragmen,
ozon inhalasyonu akcigerlere direkt toksik etki gostermektedir (55-56). Bu
durum medikal kullanimda tartigsmali bir ajan olmasina yol agmaktadir. Tibbi
ozon, ilk olarak patenti 1896 yilinda Nicola Tesla tarafindan alinan tibbi ozon
jeneratorid ile saf oksijenin yuksek voltaj gradyanindan (5-13 mV)
geciriimesiyle elde edilmistir (57). “302 + 68.4 Kcal — 203 “ reaksiyonunun
sonunda %95 O2 ve %5 Os ‘ten olugan gaz karigimi olusur. Saf oksijen yerine
hava kullanilmasi durumunda nitrojen dioksit (N202) olugsacagindan; tibbi
kullanimda saf oksijenden elde edilmesi zorunludur. Yari émru 20°C' de 40
dakika; 0°C' de yaklasik 140 dakikadir. Bu nedenle hazirlandiktan sonra kisa
sure icinde kullaniimasi gerekmektedir (54, 56, 58).

Ozon, vicut sivilar ile temas eder etmez reaksiyona girmektedir.
Saniyeler iginde ¢oklu doymamis yag asitleri, indirgenmis glutatyon, albdmin,
tiyol bilesikleri, askorbik asit, Urik asit gibi ¢ift bagh karbon atomu igeren

molekillerle "Criegee mekanizmasi” denilen iyonik yolla etkilesime gider ve
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bu molekuller elektron verici gibi davranarak oksidasyona ugrar. Reaksiyon
sonunda fizyolojik kosullarda (pH<7.4) “"ozon peroksit” denilen kisa zincirli
“hidroksi-hidroperoksit” olusur ve glutatyon yoluyla farmakolojik etkilerin

olusmasinda ikincil haberci rolu Ustlendigi dustinulmektedir (Sekil-1) (59-61).

R/

Sekil-1: Hidroksi-hidroperoksit.

Dezenfeksiyon amacinin yanisira diyabetik ayak Ulserlerinde (62),
yanik yaralarinda (63), agiz i¢i yara iyilesmesinde (64), sinir iyilesmesinde
(65), bel agrisinda paravertebral adelelere enjekte edilmek ve lomber disk
herniasyonunda disk igine ozon verilmek suretiyle (66, 67) ozon kullanimi son
yillarda giderek yayginlagsmakta ve bu alanlarda yapilan klinik ve preklinik

calismalar artmaktadir.

Ozon tedavisinin, COVID-19 tedavisinde, nukleer faktor-eritroid-2 ile
iligkili faktor-2 (NRF-2) yoluyla virus replikasyonunu onledigi, interlokin-1 beta
(IL-1B) ve interlokin-18 (IL-18) sitokinlerinin tretiminden sorumlu sitozolik bir
kompleks olan “NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3” (NLRP3)
modulasyonu yoluyla antienflamatuar etki ile akciger enflamasyonunu azaltici
etkisi oldugu, interferon-gamma (IFN-y), interlokin-2 (IL-2) ve timor nekroz
faktor-alfa (TNF-a) dretimini artirarak hlcresel ve humoral immin sistemi

module edici etkisi oldugu raporlanmigtir (68—70).

Ozon tedavisinin fibrozisi azaltici etkisi; safra yolu tikanikligina bagli
hepatik fibroziste (71), TGF-f1/Smad7 yolunun modulasyonu ile renal
fibroziste (72), uterus adezyonlarinda (52), periton ic¢i yapisikliklarda (51)

etkinligi gosterilmistir.



Oksijen, azot protoksit (N20), hiperbarik oksijen (HBO) gibi gazlar uzun
yillardir klinisyenler tarafindan kullaniimaktadir. Bu c¢aligmada, ulagsim ve
uygulama kolayligi gdéz énlne alinarak, klinik rutin kullanima girme potansiyeli
olan ve guinumuzde popdularitesi giderek artan ozonun, EF ve dural adezyonlar
Uzerine olan etkisinin deneysel olarak gosteriimesi amaclanmigtir. Klinik
caligsmalarda ozon tedavisi etkinligi, agri skorlari, fonksiyonel skalalar ve
radyolojik goruntilemeler ile degerlendiriimektedir (73-77). Bu c¢alisma,
ozonun BBCS’ nin primer nedenlerinden olan EF (zerindeki etkilerini,
histopatolojik ve biyokimyasal veriler ile gostermeyi hedefleyen ilk ¢alisma
olma niteligine sahiptir.



GEREC VE YONTEM

Calismamiz T.C. Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 05.03.2021 tarih ve 2021-03/10 numarali karariyla onaylandi.

Calisma, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Deney Hayvanlari
Yetigtirme ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda yapildi. Calismaya 12
haftalik 250-300 gr agirliginda, toplam 48 adet, Sprague-Dawley erkek si¢an
alindi. Denekler doért gruba ayrildi:

Grup 1 (n=12) Kontrol Grubu: Laminektomi yapilip mesafeye

herhangi bir madde uygulanmayan grup.
Grup 1a: 6 denek biyokimyasal analiz
Grup 1b: 6 denek histopatolojik analiz

Grup 2 (n=12) Serum Fizyolojik (SF) Grubu: Laminektomi
yapildiktan sonra 50 ml %0,9 NaCl ile 5 dakika boyunca intraoperatif yikama

yapilan grup.
Grup 2a: 6 denek biyokimyasal analiz
Grup 2b: 6 denek histopatolojik analiz

Grup 3 (n=12) Topikal Ozon (T-Ozon) Grubu: Laminektomi
yapildiktan sonra 50 ml ozonlanmisg distile su ile 5 dakika boyunca intraoperatif

yikama yapilan grup.
Grup 3a: 6 denek biyokimyasal analiz

Grup 3b: 6 denek histopatolojik analiz



Grup 4 (n=12) intraperitoneal Ozon (iP-Ozon) Grubu: Laminektomi
yapilip her hangi bir madde uygulanmadan mesafenin kapatilip; postoperatif
1. saat baslanarak ardisik 7 giin boyunca intraperitoneal yolla gaz formunda

ozon uygulanan grup ( 0,7 mg/kg).
Grup 4a: 6 denek biyokimyasal analiz

Grup 4b: 6 denek histopatolojik analiz

Cerrahi Prosedur

Cerrahi profilaksi amaciyla her denege cerrahiden yarim saat dnce 20
mg/kg dozunda sefazolin sodium (Cezol, Deva Holding A.S., istanbul-Tiirkiye)
intraperitoneal yolla uygulandi. inhalasyon yoluyla sevofluran (Sevorane,
Abbott, ingiltere) verilerek genel anestezi saglandi. Her bir denek operasyon
masasina prone pozisyonda sabitlendi. Operasyon sahasi %4 klorheksidin
Glukonat emdiriimis cerrahi firca (Medbar, izmir, Tirkiye) ile 10 dakika
firgalandi ve povidon iyot (Isosol, Merkez-ilag, istanbul-Turkiye) ile cerrahi alan
temizligi tamamlandi. L6 seviyesini isaret eden iliak krista (iK) palpe edilerek,
alt sinir iK' ye denk gelecek sekilde yaklasik 4 cm boyutunda orta hat vertikal
cilt insizyonu yapildi. Cilt alti dokular doku makasi ile kint diseke edilerek
paravertebral fasya ortaya konuldu. L2-6 mesafeleri arasindaki paravertebral
fasya ve adeleler kraniyokaudal yonde kesilerek laterallere diseke edildi.
Spindz progesler ve interspindz adeleler yuzeysel olarak doku makasi ile
kesildi. Paravertebral adeleler kuguk cilt ekartort kullanilarak laterallere ekarte
edildi. L5-6 seviyesi bulunarak mikroskop altinda (Opmi I-DFC, CARL ZEISS,
Jena, Almanya) drill yardimiyla (Maestro MT-DM-130A, Almanya) laminektomi
yapildi. Laminektomi esnasinda dura mater korundu (Sekil-2). Kontrol ve
intraperitoneal ozon gruplarinda mesafe laminektomi sonrasinda herhangi bir
yikama ve uygulama yapilmadan kapatildi. SF grubunda mesafe 50 ml %0,9

NaCl ile, topikal ozon grubunda 50 ml ozonlanmis steril distile su (Polifarma,
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Turkiye) ile yikandi. Kanama kontrolu steril gazlar ile tampon yapilip
koagulasyon beklenerek yapildi. Laminektomi sahasinin proksimal ve distal
sinirlari emilmeyen ipek siturler yardimiyla isaretlendi. Kanama kontrolU
saglandiktan sonra anatomisine uygun olarak; fasya 3/0 poliglactin emilebilen
sutur materyeli ile (Vicryl, Ethicon, Somerville, NJ, ABD), cilt stapler ile
(Covidien, ABD) kapatildi. Povidon iyot ile cerrahi yara pansumani yapildi.
Postoperatif analjezi saglamak amaciyla tek doz subkutan yolla buprenorfin

(0.05 mg/kg) uygulandi.

Tum denekler kulak isaretlemesi ile numaralandirildi ve ddorderli
gruplar halinde kafeslerine alindi. Operasyon sonrasinda deneklerin timu
Basso Beattie Bresnahan (BBB) davranis degerlendirme skalasi ile I6komotor
beceriler agisindan kontrol edildi (78, 79). Standart yem ve suyla ad libitum
beslenen ve bakimlari yapilan denekler 4 hafta yasatildi. 4. haftanin sonunda
genel anestezi altinda servikal dislokasyon uygulanarak sakrifiye edildi. Cilt,
cilt alti ve operasyon sahasi enfeksiyon agisindan kontrol edildikten sonra
daha 6nceden isaretlenen laminektomi sahasini i¢ine alacak sekilde vertebral

kolon blok halinde c¢ikarildi.

Sekil-2: Mikrocerrahi laminektomi goruntisi

Tek mesafe laminektomi yapilmis; dura mater gorulmekte. PA: Paravertebral
adeleler, L: Lamina, DM: Dura mater.



Ozonun Hazirlanmasi

Ozon, UV spektrofotometri ile ozon konsantrasyonunu ve gazin akis
hizini es zamanl kontrol eden ozon jeneratoru (Salutem Medikal Ozon Cihazi,
Has Medikal, Turkiye) kullanilarak dretildi. Ozon akig hizi, 60 pg/ml
konsantrasyonda %97 O2 /%3 Os gaz karisimina karsilik gelen 3 L/dk olarak
sabit tutuldu. Gaz formundaki ozon, derinligi yaklasik 40 cm olan cam fanus
icindeki 1 L steril distile su icinden 15 dakika boyunca gegirilerek ozonlanmig
distile su elde edildi. Ozon konsantrasyonunun tutarliligini saglamak amaciyla
oda sicakligi 24°C' de sabit tutuldu. Tek kullanimlik silikonla islenmis propilen
enjektorler ve steril Tygon polimer tapler (ozona direngli) kullanildi. Topikal
uygulama ozonlu su hazirlanmasini takiben 10 dakika iginde gergeklestirildi.
Sistemik uygulamada ozon, ozon jeneratériinden tek kullanimlk ozona direncli
enjektor ile gaz formunda cekilerek bekletimeden deneklere intraperitoneal

olarak uygulandi.

Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dal’ nda, deney protokolinden bagimsiz iki patolog
tarafindan yapildi. Blok halinde ¢ikarilan vertebral kolon %10’ luk tamponlu
formaldehit solisyonunda fikse edildikten sonra Decal (esit miktarlarda %10
formik asit + %8 HCL) solusyonu igerisine alindi. 3 gunin sonunda
dekalsifikasyon iglemi tamamlanan materyal spinal korda transvers sekilde 5
mm kalinlkta dilimlendi ve proksimalden distale dogru sirasiyla kasetlendi.
Kasetler akarsuda 3 saat yikandiktan sonra ototeknikonda rutin doku takip
isleminden gegcirildi. Parafin bloklardan 3 mikronluk kalinlikta mikrotom ile
(Leica RM 2145, Wetzlar, Almanya) kesitler alinip hematoksilen eozin (H&E)

boyasi ile boyandi.



HE boyali kesitlerin incelenmesi sonucu histokimyasal boyama
(masson trikrom) icin her olguda lezyon morfolojisini en iyi temsil eden ve
degerlendirmeye en uygun preparatlar segildi. Bu preparatlarin bloklarindan 3
mikrometre kalinhginda kesitler hazirlanarak lamlara alindi ve bu lamlar

etlivde bir saat bekletildi. Masson Trikrom (MT) boyasi ile boyandi.

Her bir 6rnek fibrozis yayginligi, dural adezyon derecesi, fibroblast
hacre yogunlugu, yabanci cisim reaksiyonu, granulasyon dokusu,
enflamasyon ve medulla spinalis retraksiyonu (MSR) acisindan 1sik

mikroskobunda degerlendirildi.

Doku adezyonunun derecesini degerlendirmek igin Topsakal ve ark.’
In (80) kullandigi alti parametre (medulla spinalis retraksiyonu, peridural
fibrozis, inflamasyon, yabanci cisim reaksiyonu, dural adezyon ve granulasyon
dokusu) tum gruplarda sirali bir Olgek olusturularak ve her denek

evrelendirilerek incelendi (Tablo-1).

Tablo-1: Adezyon derecesi evrelendirme 0Olgegi (80).

Evre 0 Yok
Evre 1 Minimum
Evre 2 Orta Derecede
Evre 3 Yogun

Duradaki fibrozis ve adezyon derecesi He ve ark.” in (81) tanimladigi

siniflamaya gore derecelendirildi (Tablo-2).

10



Tablo-2: Fibrozis ve adezyon derecesi evrelendirme kriterleri (81).

Evre 0 Dura materde fibroz doku/ skar dokusu yok.

Evre 1 Dura mater ve fibr6z doku arasinda ince fibréz bant/bantlar var.

Evre 2 Laminektomi defektinin toplam alaninin 2/3’ Gnden azinda yapisiklik
mevcut.

Evre 3 Laminektomi defektinin toplam alaninin 2/3’ tinden ¢odunda ve/veya sinir
koklerine uzanan yapisiklik mevcut.

Epidural bosluktaki fibroblast ve enflamatuar hicre yogdunlugu,
laminektomi alaninin iki sinirlnda ve merkezinde x400 buyltmede 6lculerek
ortalamalari hesaplandi. Hicre yogunluklari Hinton ve ark.” in (82) tanimladigi
sekilde derecelendirildi (Tablo-3).

Tablo-3: Fibroblast hucre yogunlugu derecelendirilmesi (82).

Evre 1 100’ den az fibroblast
Evre 2 100 — 150 arasi fibroblast
Evre 3 150’ den fazla fibroblast

Ek olarak her bir denek incelenirken araknoid tutulumun varligi not
edildi.
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Biyokimyasal Analiz

Biyokimyasal analiz Hacettepe Universitesi Tip Fakltesi Biyokimya

Anabilim Dali’ nda yapildi.

Kollajen yikimi sonucu ortaya g¢ikan bir aminoasit olan hidroksiprolin
(HP) fibrozis belirteci olarak kullanildi. Biyokimyasal analiz, elde edilen

dokularda kollajenden hidroliz edilen hidroksiprolin élgimune dayandirildi.

Her bir denegin laminektomi defektine denk gelen seviyedeki epidural
dokusu yaklasik 0.5x0.5x0.5 cm boyutlarinda olacak sekilde ¢ikarilarak ayri
ayri Eppendorf tlplere konuldu ve -80 °C’ de derin dondurucuda muhafaza
edildi. Soguk zincir ile transport edildi. Dokularin islak agirliklari hassas
terazide tartilarak kaydedildi. Dokular 6N hidroklorik asit (HCI) ile hidroliz
tuplerinde homojenize edildi ve ardindan 110 °C’ de 16 saat boyunca etlivde
bekletildi. Homojenatlarda HP oOlgimU sivi kromatografisi-ardisik  kutle
spektrometrisi (LC-MS/MS) ile gergeklestirildi. HP sonuglart miligram doku
basina umol/L cinsinden verildi.

istatistiksel inceleme

Calismada her bir grupta bulunmasi gereken denek sayisi kaynak
esitlik yontemi kullanilarak hesaplandi. Buna gore ¢alisma tasarimi da dikkate
alinarak, iki kademeli olarak ydrutilmesi planlanan tez ¢calismasinda her bir
surecte farkli hayvanin kullaniima kisiti da g6z énunde bulundurularak grup
basina dusen birim sayisi 12 ve toplamda ise n=48 hayvan olarak belirlendi
(83).

Verilerin normal dagilima uygun olup olmadigi Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Surekli degiskenler icin tanimlayici istatistikler normal dagilima

uygunluk gostermeyenlerde “medyan (min:max)” olarak verildi. Kategorik
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degiskenler icin tanimlayici istatistikler frekans ve yuzde [n(%)] olarak verildi.
Surekli degiskenlerin bagimsiz ¢oklu grup analizlerinde normal dagihma
uygunluk gostermeyenler icin Kruskal Wallis H Testi ve altgrup analizleri igin
de Dunn-Bonferroni testi kullanildi. Kategorik verilerin karsilastirmalarinda ise
Fisher-Freeman-Halton testi kullanildi. Caligmanin analizleri SPSS (IBM Corp.
Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 26.0. Armonk, NY:
IBM Corp. ABD) programinda yapilmis olup, istatistiksel kargilastirmalarda tip

| hata orani a=0,05 olarak kabul edilmigtir.
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BULGULAR

Histopatolojik inceleme esnasinda topikal SF uygulanan SF grubundaki
1 denekte dura defekti gorulmesi Uzerine denek deney digi birakildi. Calisma
47 denek ile tamamlandi.

Deneyi tamamlayan deneklerin  higbirinde  BBB  davranig
degerlendiriimesine gore postoperatif ddnemde norolojik defisit gozlenmedi.

4. haftanin sonunda deneklerin sakrifiye edilmesi sonrasinda cilt, cilt alt

dokular ve cerrahi saha kontrol edildi. Hi¢gbir denekte enfeksiyon gézlenmed..

Histopatolojik Sonuclar

Dekalsifikasyon iglemi sonrasinda MT ve HE boyalari ile boyanan tum
kesitler incelendi.

Deneyden bagimsiz iki patolog tarafindan tim érneklerin incelenmesini
takiben evrelendirme yapildi.

Kontrol grubunda (Grup 1) epidural fibrozis ve adezyon derecesi 2
denekte evre 2 (%33,3); 4 denekte evre 3 (%66,7) olarak gozlenirken; SF ile
irrigasyon yapilan grupta (Grup 2) 1 denekte evre 1 (%20), 2 denekte evre 2
(%40), 2 denekte evre 3 (%40) olarak saptandi (Sekil-3). Laminektomi
sahasina topikal ozon uygulanan grupta (grup 3) 2 denekte evre 2 (%33,3),
diger 4 denekte evre 3 (%66,7) fibrozis gozlenirken (Sekil-4); intraperitoneal
yolla ozon uygulanan grupta (Grup 4) sadece 1 denekte evre 2 (%16,7); diger
tum deneklerde (%83,3) evre 3, yogun epidural fibrozis oldugu goruldu (Sekil-
5). Fibrozis/Adezyon derecesi bakimindan histopatolojik deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,728).

Adezyon olusumuna sekonder olugan medulla spinalis retraksiyonu
(MSR) agisindan drnekler karsilastirmali olarak incelendi. Kontrol grubunda 2
denekte (%33,3) hic MSR gozlenmezken; 2 denekte (%33,3) minimal, 1
denekte (%16,7) orta derecede ve 1 denekte (%16,7) yaygin MSR go6zlendi.

SF ile intraoperatif yikama yapilan grupta 4 denekte (%80) minimum dizeyde
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ve 1 denekte (%20) orta derecede MSR oldugu goruldu. Buna karsilik; topikal
ozon uygulanan grupta 3 denekte (%50) minimum dizeyde, 2 denekte (%33,3)
orta duzeyde, 1 denekte (%16,7) yaygin MSR goézlenirken; intraperitoneal
ozon grubunda 2 denekte (%33,3) minimum, 1 denekte (%16,7) orta derecede
ve 2 denekte (33,3) MSR gozlendi. 1 denekte (%16,7) hic MSR go6zlenmedi.
MSR bakimindan histopatolojik deney gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p=0,813).

Kontrol grubunda 3 denekte (%50) minimal enflamasyon gozlenirken; 2
denekte (%33,3) orta derecede ve 1 denekte (%16,7) yaygin enflamasyon
g0Ozlendi. SF irrigasyon grubunda ise 2 denekte (%40) minimal, 2 denekte
(%40) orta derecede ve 1 denekte (%20) yaygin enflamasyon goruldu. Tedavi
gruplarindan topikal ozon grubunda 1 denekte (%16,7) minimal enflamasyon
gorilirken; 5 denekte (%83,3) yaygin enflamasyon goriildi. intraperitoneal
ozon grubunda ise 2 denekte (%33,3) minimal, 4 denekte (%66,7) yaygin
enflamasyon goruldi. Enflamasyon agisindan da histopatolojik deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,152) ($ekil-6). Dura
materdeki fibrozis, adezyon, medulla spinalis retraksiyonu, peridural fibrozis
ve enflamasyon evrelendirme sonuglari ve p degerleri tim denekler igin tablo

4’ te verilmigtir.
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Tablo 4: Fibrozis, adezyon, medulla spinalis retraksiyonu, peridural fibrozis,
enflamasyon sonuglari.

KONTROL SF T - OZON iP - OZON p degeri*
(n=6) (n=5) (n=6) (n=6)

Fibrozis/Adezyon 0,728
Derecesi

Evre 1 0 (%0,0) 1 (%20) 0 (%0,0) 0 (%0,0)

Evre 2 2 (%33,3) 2 (%40) 2 (%33,3) 1 (%16,7)

Evre 3 4 (%66,7) 2 (%40) 4 (%66,7) 5 (%83,3)
Medulla Spinalis 0,813
Retraksiyonu

Minimum 2 (%33,3) 4 (%80) 3 (%50) 2 (9%33,3)

Orta Derece 1 (%16,7) 1 (%20) 2 (%33,3) 1 (%16,7)
Yogun 1 (%16,7) 0 (%0,0) 1 (%16,7) 2 (%33,3)

Peridural 0,226
Fibrozis

Minimum 0 (%0,0) 1 (%20) 3 (%50) 1 (%16,7)
Orta Derece 1 (%16,7) 3 (%60) 2 (%33,3) 3 (%50)
Yogun 5 (%83,3) 1 (%20) 1 (%16,7) 2 (%33,3)

Enflamasyon 0,152
Minimum 3 (%50) 2 (%40) 1 (%16,7) 2 (%33,3)
Orta Derece 2 (%33,3) 2 (%40) 0 (%0,0) 0 (%0,0)

Yogun 1 (%16,7) 1 (%20) 5(%83,3) 4 (%66,7)

Veriler deney hayvani sayisi frekans-ylzde {n(%)} seklinde yazilmistir.
*: Fisher-Freeman-Halton Testi kullaniimistir.

SF: Serum Fizyolojik (Grup 2).

T — OZON: Topikal Ozon Grubu (Grup 3).

iP — OZON: Intraperitoneal Ozon Grubu (Grup 4).

Yabanci cisim reaksiyonu, dural adezyon ve granulasyon dokusu
agisindan degerlendirildiginde de benzer sekilde gruplar arasinda anlamli
farkhlik saptanmadi (sirasiyla p= 0,214; p= 0,120; p= 0,351) (Tablo-5).
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Tablo-5: Yabanci cisim reaksiyonu, dural adezyon ve granilasyon dokusu

sonuglart.
KONTROL SF T - OZON iP - OZON p degeri*
(n=6) (n=5) (n=6) (n=6)
Yabanci Cisim 0,214
Reaksiyonu
Minimum 2 (%33,3) 4 (%80) 5 (%83,3) 3 (%50)
Orta Derece 2 (%33,3) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 3 (%50)
Yodun 2 (%33,3) 1 (%20) 1 (%16,7) 0 (%0,0)
Dural Adezyon 0,120
Minimum 0 (%0,0) 2 (%40) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
Orta Derece 2 (%33,3) 0 (%0,0) 1 (%16,7) 0 (%0,0)

Yojun 4 (%66,7) 3 (%60) 5 (%83,3) 6 (%100)

Granilasyon 0,351
Dokusu

Minimum 1 (%16,7) 4 (%80) 1 (%16,7) 1 (%16,7)
Orta Derece 3 (%50) 1 (%20) 2 (%33,3) 2 (%33,3)

Yojun 2 (%33,3)  0(%0,0) 3 (%50) 3 (%50)

Veriler deney hayvani sayisi frekans-ylizde [n(%)] seklinde yazilmistir.
*: Fisher-Freeman-Halton Testi kullaniimistir.

SF: Serum Fizyolojik (Grup 2).

T — OZON: Topikal Ozon Grubu (Grup 3).

iP — OZON: Intraperitoneal Ozon Grubu (Grup 4).

Fibroblast hicre yogunlugu mikroskop altinda ortalama fibroblast
sayisina gore belirlenerek evrelendirme yapildi. Kontrol grubunda 3 denekte
(%50) evre 1, 1 denekte (%16,7) evre 2; SF grubunda 1 denekte (%20) evre
1, 3 denekte (%60) evre 2 fibroblast hiicre yogunlugu gozlendi. Topikal ozon
tedavi grubunda 1 denekte (%16,7) evre 1, 1 denekte (%16,7) evre 2;
intraperitoneal grupta evre 1 gozlenmezken, 1 denekte (%16,7) evre 2
dizeyde hlcre yogunlugu oldugu goruldu. Evre 3 fibroblast hiicre yogunlugu
ise kontrol grubunda 2 denekte (33,3), SF grubunda 1 denekte (%20); tedavi
gruplarinda topikal ozon uygulanan grupta 4 denekte (%66,7), intraperitoneal
ozon uygulanan grupta ise 5 denekte (%83,3) oldugu goéruldi ancak buna
ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p=
0,226) (Tablo-6) (Sekil-7).
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Tablo-6: Mikroskopik fibroblast hicre yodunlugunun gruplara goére
evrelendirme sonuglari.

KONTROL SF T - OZON iP - OZON p degeri*
(n=6) (n=5) (n=6) (n=6)

Fibroblast 0,226
Hticre
Yogunlugu

Evre 1 3 (%50) 1 (%20) 1 (%16,7) 0 (%0,0)

Evre 2 1 (%16,7) 3 (%60) 1 (%16,7) 1 (%16,7)

Evre 3 2 (%33,3) 1 (%20) 4 (%66,7) 5 (%83,3)

Veriler deney hayvani sayisi frekans-ylizde [n(%)] seklinde yazilmistir.
*: Fisher-Freeman-Halton Testi kullaniimistir.

SF: Serum Fizyolojik (Grup 2).

T — OZON: Topikal Ozon Grubu (Grup 3).

iP — OZON: Intraperitoneal Ozon Grubu (Grup 4).

Sekil-3: SF grubunda Evre 1 Epidural Fibrozis ve dural adezyon. Medulla
spinalis retraksiyonunun olmadigi goruluyor. A: HEX40, B: MTX40. DM:
Dura mater (siyah ok), K: Kemik, EF: Epidural fibrozis.
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Sekil-4: Topikal ozon grubunda Evre 3 Epidural fibrozis ve dural adezyon.
Medulla spinalis retraksiyonu gorulmuyor. Duranin laminektomi sahasi
boyunca fibrotik dokularla yapigsmis oldugu goéruliyor. A: HEX40, B: MTX40.
DM: Dura mater (siyah ok), K: Kemik, EF: Epidural fibrozis.

Sekil-5: intraperitoneal ozon grubunda Evre 2 epidural fibrozis ve Evre 3
dural adezyon. Medulla spinalis retraksiyonu dikkat cekmekte (beyaz ok). A:
HEX40, B: MTX40. DM: Dura mater (siyah ok), MSR: Medulla Spinalis
Retraksiyonu (beyaz ok), K: Kemik, EF: Epidural fibrozis.
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Sekil-6: A: Grup 2' de Evre 1, B: Grup 3'te Evre 2, C: Grup 4' te Evre 3
enflamasyon gorilmekte.

Sekil-7: A: Grup 1'de Evre 1, B: Grup 3' te Evre 2, C: Grup 4' te Evre 3
fibroblast hicre yodunlugu gortlmekte.

Biyokimyasal Sonuclar

Kollajen yikim GrtinG olan hidroksiprolin (HP) duzeyleri fibrozis belirteci
olarak kullanildi. Medyan HP duzeyleri miligram doku basina; kontrol
grubunda 7,70 pmol/L (minimum—maksimum: 3,29-16,39), SF grubunda 4,70
gmol/L  (minimum-maksimum: 2,29-16,62), topikal ozon grubunda 16,92
gmol/L (minimum—maksimum: 7,24-34,77), intraperitoneal ozon grubunda
3,87 umol/L (minimum-maksimum: 1,82—6,14) olarak bulunmustur (Tablo-7)
(Sekil-8).
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Tablo-7: Hidroksiprolin dizeyleri.

KONTROL SF T - OZON iP - OZON p
(n=6) (n=5) (n=6) (n=6) degeri*
Hidroksiprolin
Diizeyi* 7,70 4,70 16,92 3,87 0,006
(umol/L) (3,29-16,39) (2,29-16,62) (7,24 —34,77) (1,82 - 6,14)

Veriler, medyan(minimum:maximum) seklinde yazilmistir.
*: Kruskal-Wallis H Test

_L: Hidroksiprolin diizeyleri mg doku bagina umol/L cinsinden verilmigtir.
SF: Serum Fizyolojik (Grup 2).

T — OZON: Topikal Ozon Grubu (Grup 3).

iP — OZON: intraperitoneal Ozon Grubu (Grup 4).

Sekil-8: Hidroksiprolin dizeylerinin gruplara gore kargilastirmali kutu grafigi.

M Kontrol B SF M T-Ozon [ IP-Ozon

Hidroksiprolin Dizeyler
(pmol/L )

x: Ortalama deger, o: Aykiri deger

SF: Serum Fizyolojik (Grup 2).

T — OZON: Topikal Ozon Grubu (Grup 3).

iP — OZON: intraperitoneal Ozon Grubu (Grup 4).

Olglilen HP degerleri belirlenen biyokimyasal deney gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi. Medyan HP &lgumlerinin gruplar
arasi farkhlik gdsterdiginin (p=0,006) belirlenmesi sonrasinda farki olusturan
grup ya da gruplar belilemek amaciyla; gruplar ikigerli olarak birbirleri ile
kargilastirilarak posthoc analizleri yapildi. Altgrup analizlerinde topikal ozon

grubunda medyan HP duzeyinin, intraperitoneal ozon grubuna gore daha
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yuksek oldugu belirlendi (p=0,007) ancak diger tum kontrol ve tedavi gruplari
arasinda HP duzeyi acgisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0,05) (Tablo-8).

Tablo-8: Hidroksiprolin kargilastiriimali alt grup analizleri.

ikili Gruplar p degeri*
KONTROL — SF >0,99
KONTROL — TOPIKAL OZON >0,99
KONTROL — INTRAPERITONEAL OZON 0,273
SF — TOPIKAL OZON 0,077
SF - INTRAPERITONEAL OZON >0,99
TOPIKAL OZON - INTRAPERITONEAL 0zoN ~ %:007

*: Posthoc analiz Dunn-Bonferroni test
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TARTISMA

Bel ve bacak agrilarina yonelik omurganin ¢esitli patolojileri nedeniyle
opere edilen ve laminektomi yapilan olgularda, tekrar eden ve gegmeyen
kronik agrilar icin tanimlanan BBCS'’ nin etyolojisi halen aydinlatiimaya
calisiimakta ve tedavi arayigi devam etmektedir. Tekrarlayan cerrahilerde
BBCS nedeniyle basari orani giderek azalmakta; komplikasyon oranlari
artmaktadir (1, 2, 84). Postoperatif dogal iyilesme surecinin pargasi olan EF'
nin, BBCS olgularinin %20-36’ sindan sorumlu oldugu tahmin edilmektedir.
EF' ye sekonder olusan adezyonlar, sinir kokiinde gerilmelere yol agmakta ve
beyin-omurilik sivisi aracihigiyla beslenmeyi engellemektedir. Epidural
boslukta olugan skar dokusunun direkt sinir kdktune basisi da BBCS kliniginin
olusumuna katkida bulunmaktadir (85-87). Ayrica EF sinir kokunun vaskuler
beslenmesini bozarak hipoksiye neden olmaktadir (8). EF ve kronik bel agrisi
iligkisi ilk kez Ross ve ark. (88) tarafindan tek seviye lomber diskektomi
uygulanan 197 olguda 6. ayda yapilan manyetik rezonans goruntuleme (MRG)
ile gosterilmigtir. Epidural skar dokusu miktar arttikga kronik agri olasiliginin
arttigi; skar olusumu yaygin olan olgularda kronik agrinin 3,2 kat fazla oldugu
gosterilmigtir. Benzer sekilde Bosscher ve ark. (89) lomber cerrahi geciren ve
kronik agrisi olan 78 olguyu epiduroskopi ve MRG ile incelemis ve olgularin
%383,3-91" inde siddetli EF oldugunu bildirmiglerdir.

Gunumuizde halen ¢dézimlenememis bir sorun olmaya devam eden
EF olusumunu azaltmaya yonelik minimal invaziv cerrahi teknikler, cesitli
farmakolojik ve hemostatik ajanlar, dodal ve sentetik polimerler deneysel
modellerle kanitlanmaya g¢aligiimaktadir (11-50). EF olusumunun azaltildigina
yonelik olumlu sonuglar elde edilmis ancak klinik kullanimda higbir yontem ve
ajan yaygin olarak kabul gérememistir.

Minimal invaziv cerrahi tekniklerin tercih edilmesinin, cerrahi
manipulasyonun sinirlandirilmasinin  ve hemostazin saglanmasinin EF

olusumunu azaltmada etkili olabilecegi bildirilmistir (11). Mirzai ve ark. (90)
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prospektif, randomize klinik calismalarinda cerrahi sahaya dren konulan
olgularda daha az epidural hematom ve daha az EF oldugunu MRG ile
gOstermiglerdir. Li ve ark. (91) ise ligamentum flavum (LF) korunarak yapilan
minimal invaziv yaklagsimla opere edilen olgularda EF' nin daha az olustugunu
ve kronik agri skorunda olumlu etkisi oldugunu bildirmiglerdir.

Spinal cerrahi esnasinda epidural yag dokusunun korunmasi ve otojen
greft olarak yag dokusu kullaniimasi birgok arastirmaci tarafindan incelenmis;
bazi kliniklerde rutin kullanima girmistir (21-24). Ornegin; Xu ve ark. (32)
tavsan dorsal laminektomi deney modelinde deri alti yag dokusundan elde
edilen adipOz kok hucreler ile laminektomi sahasinda yag dokusu olusumunu
indUkleyerek, yag rekonstruksiyonu yoluyla epidural skar dokusu olusumunu
azalttiklarini  bildirmiglerdir. Bir bagska c¢alismada (92) ise mikrocerrahi
yontemle diskektomi yapilan ve skar olusumunu Onlemek amaciyla
laminektomi sahasina otojen yag grefti kullanilan bir olguda, 6 yil sonra siyatalji
bulgularinin ortaya ¢iktigi, yeniden operasyona alindiginda da yag greftinin
foramen duzeyinde spinal sinir kokana sikistirdigini bildirilmistir.

Isik ve ark. (93) tarafindan yapilan deneysel laminektomi modelinde
hiyalUronik asit (HA) ve derive edilmis yuksek viskoziteli hiyaltronik asitin (HA
gel) tedavi gruplarinda, fibroblast sayisi ve hidroksiprolin degerleri kontrol
gruplarina gére anlamli derecede dusuk bulunmus; HA' nin EF olusumu
Uzerinde azaltici etkisi olabilecegini bildirmiglerdir.

Tagkapilioglu ve ark. (50) yaptiklari ¢calismada sitokin salinimini ve
otoimmun T hucrelerinin proliferasyonunu azalttigi bilinen, antienflamatuar bir
ajan olan IFN-B-1a’ nin EF Uzerindeki etkilerini arastirmis; tedavi gruplarinda
daha az fibroblast hlicre yogunlugu tespit edilmis; daha az dural adezyon ve
EF olustugunu bildirmislerdir.

Borcek ve ark. (94) deneysel laminektomi modelinde hiperbarik
oksijen (HBO) tedavisi uygulamis; EF Uzerine olumlu etkileri olabilecegini
gOstermiglerdir. Benzer sekilde Lv ve ark. (95) uzun sureli HBO ile tedavi
edilen deney grubunda TGF-f, IL-6 dlzeylerini daha dusuk olarak saptamis;
HBO’ nun antienflamatuar etki ile kollajen birikimini azaltigini ve EF Uzerine

olumlu etkileri oldugunu bildirmislerdir.
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Dogal bir gaz olan ozon, ozon jeneratoru ile saf oksijenden
uretiimekte, uzun yillardir dezenfeksiyon amaciyla ve gesitli tibbi amaglarla
kullaniimaktadir. Vicut sivilariyla temas ettiginde ¢ift bagh karbon atomlariyla
reaksiyona giren ozon, reaksiyon sonucunda olusan ‘ozon peroksit’ ile temel
olarak oksihemoglobin egrisinin saga kaymasina neden olmakta ve dokulara
oksijen salinimini artirmaktadir. Transkripsiyon faktorleri olan NRF-2 ve
Nukleer Faktor kappa B (NFkB) araciliginda sirasiyla antioksidan ve
immunmodulator etki gostermektedir (59-61).

Ozon tedavisi klinik uygulamada, lomber disk herniasyonu, kronik bel
agrisi ve BBCS’ de gunumuzde yaygin olarak kullaniimakta ve literatirde
bircok klinik ¢alisma yer almaktadir (73-77). Lomber disk herniasyonunda
secilmig vakalarda, dehidratasyon yoluyla disk hacminin azaltilarak spinal sinir
kokleri Gzerindeki basinin ortadan kaldiriimasi ve kemonukleozis temeline
dayanan intradiskal ozon-oksijen karisimi enjeksiyonlari son yillarda giderek
yayginlasan norogirisimsel bir tedavi yontemi olarak uygulanmaktadir.
intraforaminal steroid enjeksiyonlari ve mikrodiskektomi ydntemleri ile
kargilastirmali kohort calismalar yapilmigtir (73, 74). Ayrica oksijen ozon
karisiminin  periganglionik bolgede enflamatuar sitokinleri azaltarak ve
prostoglandin olusumunu dizenleyerek antienflamatuar etkinligi oldugu
bildirilmistir (73). Uygulanan ozon dozunun konsantrasyonuna ilgi ceken Niu
ve ark. (75) 80 olguya bilgisayarli tomografi (BT) esliginde intradiskal ozon
uygulamig; dusuk-orta konsantrasyonda medikal ozonun 6-12 aylik takiplerde
serum IL-6, immunglobulin G (IgG) ve immunglobulin M (IgM) ekspresyonunu
azaltarak, antienflamatuar ve analjezik etkisi oldugunu ancak yuksek
konsantrasyonlarda proenflamatuar etki gosterebilecegini bildirmislerdir.
Bunun yaninda, ozon tedavisi, akut ve kronik bel agrilarinda paravertebral
adelelere kas i¢i enjeksiyon yoluyla uygulanmakta ve bir¢cok yazar tarafindan
onerilmektedir (67, 76). Barbosa ve ark. (77) tarafindan 19 BBCS olgusuna
epiduroskopi yontemiyle medikal ozon uygulanmis; olgularin %19,34’ inde
agri1 skorunda azalma saptanmig ancak fonksiyonel skalalarda anlamli bir etki

gOzlenmemigtir.
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Pamuk, steril eldivenlerdeki pudra, pedi gibi yabanci materyallerin ve
kan Uranlerinin serum fizyolojik (SF, %0,9 NaCl) ile irrigasyonu ile laminektomi
sahasindan uzaklastiriimasinin EF olugsumunu sinirlandirmada etkili oldugu
dusundlmekte; pratikte noérosirtrji dahil olmak Uzere birgok cerrahi bransta
operasyon sonunda cerrahi sahanin antibiyotikli ya da antibiyotiksiz SF ile
yikandigi bilinmektedir (15, 16). Ornegin; Ding ve ark. (96) deneysel
laminektomi modeli tedavi grubunda cerrahi sahayl genis spektrumlu
bakterisidal etkinligi bilinen rifamisinli SF ile irrige etmis; EF olusumunun
azaltimasinda etkin olabilecegini  bildirmiglerdir. Laparotomide ve
laparoskopik cerrahide de ylkama solisyonu olarak SF yaygin olarak
kullaniimaktadir. Tarhan ve ark. (97) peritoneal adezyon sigan modelinde,
intraabdominal lavajda sik kullanilan SF ve taurolidinin batin i¢i yapisiklara
yonelik etkisini arastirmig; her iki tedavinin de fibrinolitik aktiviteyi degistirerek
adezyon olugsumunu engelleyebilecegini savunmuslardir. Ozmen ve ark. (98)
ise ozonlanmis SF' i alternatif periton irrigasyon sivisi olarak dnermislerdir.
Calismamizda ozonun antienflamatuar ve antiseptik etkileri gdéz 6nine
alinarak alternatif bir yikama solusyonu olabilecegi hipotezi ile topikal olarak
uygulanan ozonlanmig distile su ile cerrahi sahanin yikandigi tedavi grubu
olusturulmustur (grup 3). Ozonlu suyun hazirlanmasinda Viebahn-Héansler ve
ark. (99) onerileri uygulanmis; ozon SF yerine distile su icinde ¢dzduraldu.
Ozon konsantrasyonu, oda sicakhgi sabit tutularak ve hazirlanan solisyon 10
dakika icinde kullanillarak standardize edildi. Yabanci cisimlerin
uzaklastirimasi ve maksimum ozon etkinligini elde etmek amaciyla 50 ml
solisyon 5 dakika boyunca aspire edilerek cerrahi saha yikandi. Ozonun
etkinligini kiyaslamak amaciyla esit oranda serum fizyolojik (SF) ile yikama
yapilan SF grubu (grup 2) calismaya eklenmis; SF ile irrigasyonun EF tzerinde
azaltici etkisinin olup olmadigi da dikkatlice not edilmistir. Sonuglarimiza gore
SF ile irrigasyon yapilan grupta cerrahi sahaya hicbir madde uygulanmayan
kontrol grubuna gore fibrozis belirteci olan HP dizeyleri disuk bulunmus
ancak ozonlanmis distile su ile intraoperatif yilkama yapilan grupta HP
dizeyleri olduk¢a yuksek bulunmustur. Calismamizda istatistiksel olarak

anlamli sonuglar elde edilememis olsa da HP sonuclari SF ile cerrahi sahanin
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irrige edilerek, kemik tozu, pamuk pargalari gibi maddelerin cerrahi sahadan
uzaklastirimasinin EF olugumunun sinirlandiriimasinda etkin olabilecegini
disundirmastir. Rutin uygulamamizda cerrahi saha irrigasyonunda SF
uygulamamiz ve henuz klinik sonuglarimizi yayinlamamis olsak da enfeksiyon
ve fibrozis olusumunda goézlemlemis oldugumuz olumlu sonuglar nedeniyle
bu calismanin tasariminda, grup 2' de cerrahi kullanimi olmayan distile su
yerine SF uygulanmistir.

Calismamizin histopatolojik analizlerinde kontrol ve irrigasyon
gruplarinda EF ve yabanci cisim reaksiyonu agisindan belirgin farklilk
olmamasi dusunduracudur. Potubinska ve ark. (100) peritoneal adezyonlara
yonelik yaptiklari in vitro ¢calismada, %0,9 NaCl solisyonunun insan periton
mezotelyal hicrelerinde sitotoksik etkiyle hicre morfolojisini bozdugunu,
fibrinolitik aktiviteyi azaltarak batin i¢ci yapigikliklara zemin hazirladigini
bildirmislerdir. Caligmamizin sonuglarina gore SF irrigasyonu fibroziste artiga
neden olmamig ancak sonuglarimiza gére ozonlu su ile yikamanin epidural
mikrocevreye benzer bir sitotoksik etkiyle fibroziste artisa neden olabilecegi
dusundimustar.

Hedef dokularin farkhligi ¢alismamizi batin igi fibrozis/adezyon
caligmalarindan ayirmaktadir ancak epidural alanda ve peritoneal alanda
olugan cerrahi yapigikliklarin olusum mekanizmalarinin benzer yanlari
bulunmaktadir. Peritoneal adezyonlarin patofizyolojisinde peritonda olusan
mekanik defektten uzak bélgelere uzanan fibrotik bantlar gérilmekte olup, bu
nedenle olusum slrecine mezotelyal tabakada olusan mekanik, lokal
bozulmanin yaninda EF’ nin olusumuna da katkisi oldugu bilinen hipoksi,
enflamasyon, duizensiz pihtilasma sureci ve fibrinolizin  katildigi
dusundlmektedir (101). Di Flippo ve ark. (51) periton i¢i postoperatif
adezyonlarda ozonun etkinligini degerlendirmek igin sican deney modeli
olusturmus; intraperitoneal yolla verilen %100 oksijen ve oksijen ozon karigimi
gruplarini cerrahi yapisikliklar agisindan karsilastirmiglardir. 0 ve 10. gln
periton doku drnekleri degerlendiriimis ve ozon intraperitoneal yolla cerrahiden
1 saat once ve sonra bolunmus 300 pg/kg (3 ml) dozda verilmistir. Hucre igi

protein yolaklarinin dizenleyicisi olan ubikuitin-proteazom sisteminin (UPS)
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adezyonlarin olugmasinda etkinligini gosterilmig; ozon tedavisinin UPS’ i
duzenleyerek lokal enflamatuar vyaniti ve periton ici yapisikliklari
azaltabilecegini bildirmislerdir. Uterus adezyonlarina yonelik Uysal ve ark. (52)
tarafindan yapilan deneysel calismada ozon tedavi grubunda cerrahiden
sonra ardigik 3 gun boyunca 60 pg/ml konsantrasyonda, 0.7 mg/kg dozda
ozon tedavisi intraperitoneal yolla uygulanmigtir. Cerrahi yapigikliklarda ozon
tedavisinin etkinligini TNF-a ve oksidan/antioksidan dengesini diizenlemesi
yoluyla  gercgeklestirdigini  bildirmiglerdir.  Abdominopelvik  adezyon
caligmalarinda (51, 52) farkli doz ve tedavi sureleri tercih edilmis olmasi dikkat
cekmektedir. Ancak iki calismada da ozonun adezyon olusum surecine azaltici
etkisi oldugu bildirilmigtir.

Ozonun noroprotektif etkileri in vitro beyin iskemi modelinde
gOsterilmigtir (102). Periferik sinir iyilesmesi deney modellerinde de ozon
caligmalari yapilmigtir. Ozbay ve ark. (103) fasial sinir hasari olusturduklari
deneysel calismalarinda, ozon tedavisinin fonksiyonel iyilesmede olumlu
sonuglari olabilecegini bildirmiglerdir. Siyatik sinir hasari Uzerine ¢alisan
Somay ve ark. (65) ise; ozonla tedavi edilen deney grubunda fibrozis, vaskuler
konjesyon, ddem ve vokuolizasyon agisindan olumlu sonuglar elde ettiklerini
ancak Schwann hucre sayisinda anlamh bir fark bulamadiklarini
bildirmislerdir. Benzer sekilde Ogit ve ark. (104) siyatik sinir kesisi deney
modelinde tedavi grubunda plazma antioksidan duzeylerinin, Schwann
hicrelerinin, sitoplazmik organellerin ve myelinize aksonlarin sayisinin
arttigini; ozon tedavisinin periferik sinir iyilesmesinde fonksiyonel agidan da
etkili olabilecegini bildirmiglerdir. Somay ve ark. (65) sicanlara 10 glin sureyle
0,7 mg/kg ozon rektal yolla gaz formunda uygulamis; 4. haftanin sonunda
sonuglari degerlendirmigtir; Oglt ve ark. (104) ise 2 ay boyunca giinlitk 30-50
pMg/ml konsantrasyonda 5 ml ozonu intraperitoneal olarak uygulamigtir.
Yazarlarin farkh verilis yollari ve dozajlari tercih etmis olmalarina ragmen her
iki calismada da olumlu sonuglar elde edildigi gorilmektedir.

Gurkan ve ark' in (105) laminektomi sonrasinda cerrahi klipleme
yontemiyle sicanlarda medulla spinalis travma modeli olusturmus;

metilprednizolon, intraperitoneal ozon ve kombine tedavi gruplarinda
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noroprotektif etkiyi test etmislerdir. Ozon, cerrahiden 1 saat sonra 60 ug/ml
konsantrasyonda, 0,7 mg/kg dozunda intraperitoneal yolla uygulanmis; 7
gunin sonunda kombine tedavi verilen grupta serum IL-6 seviyesinin, sadece
ozonla tedavi verilen gruba gére anlamh derecede disuk oldugunu, oksidan
stresini azaltmada ise ozon grubunun 4stin oldugunu bildirmiglerdir.
Antienflamatuar ve norodavranigsal iyilesme igin ozon ve metilprednizolon
kombine tedavisinin daha etkin sonuglara yol acabilecegini gostermislerdir.
Ancak ozonun tek basina verildiginde hasarin histopatolojisinde ve klinik
gidisatta etkinligi gosterilememigtir. Calismamizda sinir hasari modeli
olusturulmamis; EF’ yi degerlendirmek amaciyla laminektomi cerrahi modeli
olusturulmustur ancak ozonun enflamasyona olan etkisi bakimindan Gurkan
ve ark.” In ¢calismasi (105) ile ortak 6zellikleri bulunmaktadir. Bu nedenle yan
etki gorilmemis olmasi da g6z 6nune alinarak caligmamizda ozon dozu
mevcut calismaya gore belirlenmigtir. Ancak uzun doénemli etkisi
arastinldigindan ve pratikte ozon seanslar halinde uygulandigindan, tedavi tek
sefer degil; 7 seans olarak uygulanmistir. Klinik kullanima uyarlanabilirligi
bakimindan 7 doz ile sinirlandirnimigtir. Calismamizda istatistiksel olarak
anlamli olmasa da sistemik ozon uygulamasinin fibrozis olusum riskini azaltma
egilimi oldugu gorulmustar.

EF’ nin degerlendirimesinde HP dlzeylerine bakilmis olmasi
calismamizin Ustln yanlarindan biridir. EF' nin degerlendirildigi daha 6énceki
laminektomi deney modeli galigmalarinda (93, 106, 107) epidural bosluktaki
HP duzeyleri spektrofotometri ile degerlendirilmis olup; ilk kez ¢alismamizda
LC-MS/MS methodu kullaniimistir. Bu nedenle HP sonuglarimiz literatirden
daha farkh ve daha yuksek bulunmustur.

Ozon tedavisinin laminektomi deney modelinde EF Gzerine etkinliginin
daha Onceki calismalarda arastirlmamis olmasi, doz ve tedavi stresinin
belirlenmesi bakimindan glglik olusturmustur ancak ozon tedavisinin bilinen
antienflamatuar ve antifibrotik etkileri géz o6ntne alindiginda farkhi doz
uygulamalari ve tedavi sureleri ile tedavi protokoli duzenlenmesinde bu

calismanin literature katkisi olabilecegini dusunmekteyiz.
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Sonug¢ olarak; EF olusumun azaltimasinda sistemik ozon tedavisi
tercih edilmelidir. Cerrahi sahanin irrigasyonunda topikal ozon uygulamasi
onerilmemekte ancak SF irrigasyonu ile intraoperatif irrigasyon umut
vaadetmektedir. Farkl tedavi protokolleri dizenlenerek ileri deneysel

caligmalara ihtiyag vardir.
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EK-1: Kisaltmalar:

ABD:
BBB
BBCS
BT

cm

DM

EF
FGF
HA

HA gel
HBO
HCL
HE

HP
IFN-y
IFN-B-1a
19G
IgM
IL-18
IL-1B
IL-2
IL-6

iIK

iP
iP-Ozon
K

Kcal
kg

: Amerika Birlesik Devletleri
: Basso Beattie Bresnahan
: Basarisiz Bel Cerrahisi Sendromu
: Bilgisayarl tomografi
: Santimetre
: Dura mater
: Epidural Fibrozis
: Fibroblast buytime faktort
- Hiyaluronik asit
: Derive edilmis yuksek viskoziteli hiyaluronik asit
: Hiperbarik oksijen
: Hidroklorik asit
: Hematoksilen eozin
: Hidroksiprolin
. interferon-gamma
. interferon-beta-1a
: immunglobulin G
: immunglobulin M
- interlokin-18
- interlkin-1 beta
- interlokin-2
 interlékin-6
: [liak krista
- intraperitoneal
: Intraperitoneal ozon
: Kemik
- Kilokalori

- Kilogram
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L : Lamina

L6 : 6. lomber vertebra

LC-MS/MS : Sivi kromatografisi-ardisik kutle spektrometrisi
LF : Ligamentum flavum

MAACP/nHA : Multi-amino acid copolymer/ nano-hydroxyapatite

mg : Miligram

ml . Mililitre

MRG : Manyetik rezonans gorintileme

MSR : Medulla spinalis retraksiyonu

MT : Masson trikrom

mV : Milivolt

N20 : Azot protoksit

N202 . Nitrojen dioksit

NacCl : Sodyum Klorur

NFkB : NUkleer Faktér kappa

NLRP3 : NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3
NRF-2 : NUkleer faktor-eritroid-2 ile iligkili faktor-2
O2 : Oksijen

O3 : Ozon

PA : Paravertebral adeleler

PLGA : Polylactic-co-glycolic asit

PRP : Trombositten zengin plazma

PTFE . Polytetrafluoroethylene

SF : Serum fizyolojik

SP : Spin6z proges

TO : Tibbi Ozon

T-Ozon : Topikal ozon

TGF-B : Transforme edici blyume faktorl -beta
TNF-a : TUMOr nekroz faktor-alfa

UPS : Ubikuitin-proteazom sistemi

uv : Ultraviyole

Mg : Mikrogram
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