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OZET

Aslan T. Sican laminektomi modelinde halofuginonun epidural fibrozis iizerine
etkisinin incelenmesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Norosirurji Anabilim
Dal, Ankara, 2022. Bel agrisi toplumun %80’inin hayatinda en az bir defa
karsilastigi, hastaneye bagvurularin 6nemli bir kismini olusturan, yasam kalitesini
diistiren, 1s glicii kaybina neden olan 6nemli bir saglik problemidir. Bel agrilarinin en
sik nedeni olan lomber disk hernisi medikal ve/veya cerrahi tedavi gerektirir. Spinal
cerrahi sonrasi bel ve bacak agrisi gibi yakinmalarin devam ettigi basarisiz bel
cerrahisi sendromunun en sik sebebi epidural fibrozistir. Noral doku etrafinda skar
dokusuna neden olup basi yapar ve sinir koklerinin beslenmesini bozarak radikiiler
agriya yol acar. Giinlimiizde epidural fibrozisi engellemeye veya azaltmaya yonelik
bir¢ok calisma yapilmasina ragmen kesin ¢éziim bulunamamistir. Halofuginon,
Dichroa febrifuga bitkisinden elde edilen februfigin isimli alkaloidin analogudur.
Veteriner hekimlerin antiprotozoon olarak kullandigi bu ilacin in vivo ve in vitro
caligmalarda oral ve/veya sistemik yoldan uygulandiginda tip 1 kollajen sentezini
inhibe ettigi ve antifibrotik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada,
sicanlarda olusturulan lomber laminektomi modelinde lokal olarak uygulanan
Halofuginon’un antifibrotik etkisinin arastirilmasi amacglanmistir. Calismada, 3 ayr1
grup ve her grupta 7 adet Wistar Albino erkek si¢can (n=7) olacak sekilde toplam 21
adet sigan kullanilmistir. 7’°si laminektomi yapilan kontrol grubu, 7’si laminektomi
sahasina hidrojel yerlestirilen grup ve 7’si laminektomi sahasina Halofuginon yiikli
hidrojel yerlestirilen grup olarak ayrilmistir. Post-operatif 21. giinde sakrifiye edilen
siganlarin laminektomi sahasmnin 1 cm altindan ve iistiinden olacak sekilde spinal
kolon, vertebral kolon, paravertebral kaslar ve fasyayi iceren dokulari alinmstir.
Serum fizyolojik ile yikanip bir hafta boyunca formaldehit sollisyonunda bekletilmis
ve dekalsifikasyon sonrasi dehidrate edilip parafin bloklara alinmistir. Seri kesitler
elde edildikten sonra hematoksilen-eozin (HE) ile Masson’un trikrom boyasi ile
boyanip epidural fibrozis alan1 ve fibrozisin adezyon derecesi analiz edilmistir.
Calismanin sonuglarinda 6ne ¢ikan noktalar ise kontrol grubunda yogun fibrozis ile
aktif fibroblastlarin oldugu, hidrojel grubunda mekanik bir bariyer olusturarak fibrozis
olusumuna engel olabilecek membranéz bir yapmin oldugu ve hidrojel ile

Halofuginon grubunda da fibr6z dokunun dagiliminin diisiik olmasi yan1 sira bazi



bolgelerde dikkati ¢eken vaskiiler yapilarda genisleme ile aktif osteoblastlarin varligi
mevcuttu. Bunun yaninda her {i¢ grupta da infiltratif iltihabi hiicre goriilmedi, yabanci
cisim reaksiyonu olugmadi ve laminektomi alanin1 doldurabilecek yeni kemik olusumu
gbzlenmedi. Her ii¢ grup istatistiksel olarak milimetre kare cinsinden epidural fibrozis
alan1 degerlendirildiginde anlamli bir farkin olmadig1 saptandi. Fibrozis adezyon
derecesi acisindan ise kontrol grubu ile hidrojel ile Halofuginon grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Lomber laminektomi, si¢an, epidural fibrozis, Halofuginon

Bu ¢alisma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

(HUBAP) (Proje numarasi: THD-2021-19672) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Aslan T. Investigation of the effect of halofuginone on epidural fibrosis in a rat
laminectomy model, Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of
Neurosurgery, Ankara, 2022. Low back pain is an important health problem
encountered by 80% of the society at least once in their life, constituting an important
part of hospital admissions, reducing the quality of life and causing loss of workforce.
Lumbar disc herniation, which is the most common cause of low back pain, requires
medical and/or surgical treatment. Epidural fibrosis is the most common cause of
unsuccessful back surgery syndrome, in which complaints such as low back and leg
pain continues after spinal surgery. It causes scar tissue around the neural tissue and
compresses it and causes radicular pain by disrupting the nutrition of the nerve roots.
Today, although many studies have been conducted to prevent or reduce epidural
fibrosis, no definitive solution has been found. Halofuginone is an analogue of the
alkaloid februfigin obtained from the plant Dichroa febrifuga. This drug, which is used
by veterinarians as an antiprotozoan, has been shown to inhibit type 1 collagen
synthesis and have an antifibrotic effect when administered orally and/or systemically
in in vivo and in vitro studies. In this study, it was aimed to investigate the antifibrotic
effect of locally applied Halofuginone in the lumbar laminectomy model created in
rats. In the study, a total of 21 rats were used in 3 separate groups and 7 Wistar Albino
male rats (n=7) in each group. Seven of them were divided into the control group that
underwent laminectomy, 7 of them were divided into the group in which hydrogel was
placed in the laminectomy area, and 7 of them were divided into the group in which
Halofuginone-loaded hydrogel was placed in the laminectomy area. Tissues including
spinal column, vertebral column, paravertebral muscles and fascia were taken from
rats sacrified on the post-operative 21st day, 1 cm above and below the laminectomy
site. They were washed with saline, kept in formaldehyde solution for a week, and
after decalcification, they were dehydrated and taken into paraffin blocks. After the
serial sections were obtained, the area of epidural fibrosis and the degree of adhesion
of the fibrosis were analyzed by staining with hematoxylin-eosin (HE) and Masson's
trichrome stain. The prominent points in the results of the study are that there are
intense fibrosis and active fibroblasts in the control group, a membranous structure

that can prevent fibrosis formation by forming a mechanical barrier in the hydrogel



Wl

group, and the low distribution of fibrous tissue in the hydrogel and Halofuginone
groups, as well as the enlargement of the vascular structures in some regions. active
osteoblasts were present. In addition, there was no infiltrative inflammatory cell, no
foreign body reaction, and no new bone formation that could fill the laminectomy area
was observed in all three groups. When the epidural fibrosis area in square millimeters
was evaluated statistically in all three groups, it was determined that there was no
significant difference. In terms of the degree of fibrosis adhesion, it was found
statistically significant between the control group and the hydrogel + Halofuginone

groups.

Keywords: Lumbar laminectomy, rat, epidural fibrosis, Halofuginone

Supported by HUBAP (Project number: THD-2021-19672).
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1. GIRIS

Hastaneye bagvuru sebeplerinden ikinci sirada gelen bel agrisi, toplumun en az
%80’inin karsilastigi, is gilicii kaybina sebep olan, yasam kalitesini 6nemli derecede
etkileyen, olduk¢a yiiksek tedavi maliyeti ile de dikkat ¢ceken Onemli bir saglik
problemidir (42, 43). Bel agrisinin en sik sebeplerinden biri lomber disk hernisidir ve
bunlarin %5-15’1 cerrahi tedavi gerektirir (44-48). Spinal cerrahi sonrasi bel ve bacak
agris1 gibi sikayetlerin devam etmesi ile tanimlanan basarisiz bel cerrahisi

sendromunun siklig1 %15tir (19, 20, 40, 49).

Epidural fibrozis, basarisiz bel cerrahisi sendromunun 6nemli sebeplerinden
biridir. Noral doku etrafinda olusan skar dokusunun neden oldugu hasar ve radikiiler
agr1 yasam kalitesinde ciddi azalmaya, is giiclinde azalmaya analjezik kullaniminda
artmaya ve yeniden ameliyat olmaya kadar giden bir siirece neden olabilmektedir.
Ayrica epidural fibrozis yeniden opere edilmesi gereken durumlarda
komplikasyonlara yol agabilmekte ve dural yirtiklarin meydana gelmesi, ameliyat

stiresinin uzamasi ve enfeksiyon riskinin artmasi gibi durumlar ortaya ¢ikabilmektedir.

Epidural fibrozisin 6nlenmesinde bir¢ok klinik ve deneysel ¢calisma yapilmistir.
Yag grefti (50, 71), steroid (51), vikril mes (52, 60), fibrin yapistiric1 (53, 54, 64),
ADCON-L (55-59, 70), metil akrilat (61), iirokinaz (62), temozolamid (63), hiperbarik
oksijen tedavisi (65), mitomycin-C (66-69), 5-fluorouracil (69, 70), siklosporin A (69),
sodyum hyaluronat (72), gelfoam (73), gore-tex (74) ve buna benzer daha birgok

madde ve yontem kullanilmistir. Fakat net bir sonug elde edilememistir.

Dichroa febrifuga bitkisinden elde edilen februfigin isimli alkaloidin analogu
olan Halofuginon veteriner hekimler tarafindan antiprotozoon ilag olarak
kullanilmaktadir. In vivo ve in vitro ¢alismalarda antifibrotik etkiye sahip oldugu
birgok calisma mevcuttur (21, 22). Ilacin oral, sistemik veya topikal yoldan uygulanan
bu ilacin tip 1 kollajen sentezini ve metalloproteinaz-2 sentezini azaltarak antifbrotik
etkisi ortaya konulmustur (31-33). Ayrica anti-inflamatuar, anti-tiimoral, anti-

metastatik, anti-anjiyojenik, anti-oksidan etkilerinin oldugu gosterilmistir (23-29).



Calismamizda Halofuginon isimli ilacin cerrahi sahaya hidrojel i¢inde belirli
bir dozda yerlestirilmesi ve 21 giinliik siirede hidrojel i¢inde yavas salinimli etkisi
oldugu varsayilarak lokal olarak antifibrotik etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.
Ayrica hiicre kiiltiirii calismalarinda ilacin sitotoksisite tayini yapilmig olup hidrojele
yiiklenmistir. Literatiir taramasinda bu ilacin lokal olarak cerrahi sahaya uzun siireli

maruziyeti ve antifibrotik etkisinin arastirildigi herhangi bir ¢alisma olmadig1 tespit
edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Omurga Anatomisi

Vertebral kolon 7'si servikal, 12'si torakal, 5'i lomber, 5'i sakral ve 4'li koksigeal
toplam 33 vertebranin iist iiste dizilmesiyle olusmus kavisli bir siitundur. Ik iki
servikal segment hari¢ her presakral segment birbirinden fibrokartilagindz yapidaki
intervertebral diskler araciligiyla birbirinden ayrilir. Bu siitunun olusturdugu vertebral

kanal1 spinal kord ve sinirler i¢in koruyucu bir yap1 olusturur.

Vertebral kolonun baska bir gérevi de basin, gdvdenin ve i¢ organlarin
agirhigini tasimak, viicudun dik durmasini saglamaktir. Ayni1 zamanda yasam boyunca
hematopoezisin 6nemli bir kismi burada gergeklesmektedir. Vertebral kanalin
uzunlugu erkeklerde 70-76 cm, kadinlarda 60-65 cm civarlarindadir ve bu kemik

stitunun uzunlugunun yaklasik %25’ini discus intervertebralis’ler olusturur. (1)



Carvical
vertebrae  —|
1-7

Thoracic
veriebrae  —
1-12

Sekil 2 Vertebral kolon A. Anterior gériiniim B. Posterior gériiniim C. Lateralden gériiniim (2)

Vertebral kolonu olusturan tipik bir vertebra iki boliimden olusur: Corpus
vertebrae ve Arcus vertebrae. Corpus vertebrae 6n tarafta bulunur, kisa silindir
seklindedir ve kenarlar1 kompakt, geri kalan kismi ise spongiéz kemik yapisindadir.
Aralarinda bulunan discus intervertebralisler araciligiyla komsu corpus ile eklem
yaparlar. Kompakt kisimda besleyici damarlarin corpus vertebrae’ya ulasmasini
saglayan foramen nutricium’lar mevcuttur. Arcus vertebrae ise arka tarafta bulunur,
ince yapidadir ve govdeye tutanan kisim pediculus arcus vertebrae, daha arkadaki

kisim ise lamina arcus vertebrae olarak adlandirilmaktadir.
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Sekil 3 L2 vertebra, superior gériiniim (3)
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Sekil 4 T12 vertebranin lateralden gériiniimii (4)

Corpus vertebrae ve arcus vertebrae arasinda foramen vertebrale adini alan
yap1 bulunur ve bunlarn ist iste dizilmesiyle canalis vertebralis olusur. Bu kanal
medulla spinalis’e ev sahipligi yapar, travmalara kars1 korur. Arcus vertebrae tizerinde
processus articularis superior, processus articularis inferior, processus transversus
ve processus spinosus denilen ¢ikintilar yer almaktadir. Pediculus arcus

vertebralis’lerin hem iist hem alt yiziinde bulunan gentikler insicura vertebralis



superior ve insicura vertebralis inferior olarak adlandirilir. Bu ¢entikler omurlarin
birbiriyle eklem yapmasi ile karsilikli olarak bir delik halini alir ve nervi spinales’lerin
gectigi foramen intervertebrae’yi olusturur. Lamina ve pedikiiliin birlestigi yerde,
yukarida processus articularis superior ve asagida processus articularis inferior
birbiri ile sinoviyal tipteki articulationes zygapophysiales, diger adiyla faset eklemleri
olusturmak icin birlesir. Bu eklemlerin horizontal kismi fleksiyonu kisitlar, tam
fleksiyonda ise musculus erector spinae kaslarmin etkisi ortadan kalktigindan
gbovdenin dengesini, stabilitesini bu eklemler saglamaktadir. Eklemin sagittal kismi ise
lomber vertebralarin kombine rotasyon hareketini 10-15 dereceye kadar
kisitlamaktadir. (1, 5) Processus transversus adi verilen ¢ikintilara ise omurganin
stabilizasyonu, govdenin dik durmasinda gorevli musculus semispinalis, musculus
longissimus, musculus iliocostalis, musculus multifidus ve musculus intertransversae

gibi erektor kaslar tutunmaktadir.
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Sekil 5 L3 ve L4 vertebra, posterior gériiniim (3)
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Sekil 6 Lomber vertebralar, sol lateral gériiniim (3)

Omurganin stabilizasyonundaki bir diger 6nemli anatomik faktor ise ligamentlerdir.

(5)

Longitudinal ligamentler

Posterior longitudinal ligament (PLL); oksipital kemigin foramen
magnumunun arka kenarindan baglayip sakruma tutunarak sonlanan,
vertebral kanalin 6n duvart boyunca uzanan, duyusal sinir
sonlanmalarindan zengin bir ligamenttir. Vertebranin ug¢ plagr ve
intervertebral diskin posterior boliimiinde, anulus fibrozusun en digtaki
lamelleri ile karisarak kollajen liflerinden olusan ince bir fibroz tabaka
halinde yapisir. Ayrica ventral internal vendz pleksus igin

osseomembrandz bir kompartman olusturan niteliktedir.



e Anterior longitudinal ligament (ALL); oksipital kemigin faringeal
tiiberkiilii ile atlastan baslayip vertebral kolonun anterioru boyunca
seyreden, sakrumun On yliziine tutunarak sonlanan, intervertebral

disklere gevsek bir bag dokusu ile tutunan bir ligamenttir.

- Ligamentum flavum: Vertebral arkuslar1 birbirine baglayan, laminalar arasinda

yer alan, elastik liflerden olustugu i¢in sar1 renkte goriinen ligamentlerdir.

- Intertransversal, interspinoz ve supraspinoz ligamentler

Inferior articular process

Capsule of zygapophysial joint
(partially opened)

Anterior

longitudinal ligament Superior articular process

Transverse process

Lumbar vertebral body

Spinous process

" Ligamentum flavum
Intervertebral disc

Interspinous ligament

Anterior
longitudinal ligament

Posterior
longitudinal ligament ———

Sekil 7 Omurganin Ligamentleri (6)
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Sekil 8 Ligamentum flavum (7)

Discus intervertebralis iki corpus vertebrae arasinda bulunan, C2 vertebradan

sakruma kadar uzanan, toplamda 23 adet olan ve fibrokartilagindz yapida olmasi

nedeniyle hareket sirasinda olusacak stresi baskilayan, yastik gorevi goren bir
dokudur.

Intervertebral diskin ortasnda bulunan Nucleus pulpozus dogumda
proteoglikan iceren bir jelatindoz matriks i¢indeki notokord hiicre
kalintilarindan olusur, {iglincii yildan sonra notokord hiicreleri kaybolarak
proteoglikan sentezleyen fibroblast ve kondrositler yer alir, besinci yildan
sonra ise notokord hiicreleri goriilmez. Disk voliimiiniin %40’ 11 olusturur ve
elastin lif ile tip 2 kollajenden zengindir. Eriskinlerde avaskiiler olmasi
nedeniyle anulus fibrozus ve kikirdak ug¢ plaklar etrafindaki kapillerlerden

difiizyon yolu ile beslenir.

Intervertebral diskin etrafinda ise daha sert yapidaki anulus fibrozus konsantrik
fibrokartilagindz lamellerden olusmaktadir. Dis tabakasi neredeyse tamamen

fibroz 6zellikte olup vertebra korpusuna “Sharpey lifleri” aracilidiyla, anterior
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ve posterior longitudinal ligamentlere yapismaktadir, i¢ tabakasi ise kikirdak

ug plagin kollajen fibrilleri ile birlesmektedir.

e Kikirdak ug plaklar hyalin kikirdak yapisindadir, altindaki kemik dokuya ince
bir kalsifiye tabaka ile tutunur. Yasla birlikte u¢ plaklarin biiyiime zonu incelir,

kemik doku ile yer degistirir. (8)

Nucleus pulpozus her bir vertebra korpusunun arasinda yer aldigindan anulus
fibrozusu da belirli bir gerilim altinda tutar, vertebral kolona aksiyel bir yiik geldiginde
anulus hafifce bombeleserek hareket esnasinda olusan stresin absorbsiyonunu, olusan

basincin esit ve dengeli dagitilmasini, omurga hareketlerinin kontrollii olmasini saglar.
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Sekil 8 intervertebral disk (3)
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Sekil 9 Intervertebral disk, anulus fibrozus, nucleus pulposus, vertebral end plate, apofizer
halka (9)
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Sekil 11 Vertebranin arteriyel dolasimi (10)
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Internal vertebral (epidural) venous plexus

External
vertebral venous
plexus

Intervertebral vein

Internal vertebral
(epidural) venous
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External vertebral venous plexus

Basivertebral vein

External vertebral venous plexus
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Sekil 12 Vertebranin venéz dolasimi (11)
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2.2. Lomber Bolge Cerrahisi — Laminektomi

Laminektomi islemi spinal meninkslerin, spinal kordun, sinir koklerinin ve
intraspinal lezyonlarin ortaya konulabilmesi i¢in bir veya birden fazla laminanin
parsiyel veya total olarak ¢ikarilmasit olarak Love ve ark. (12) tarafindan
tanimlanmistir. Norosirurji pratiginde spinal stenoz, intervertebral disk, primer veya
sekonder spinal tiimorler, vaskiiler malformasyonlar, enfeksiyonlar (peridural apse),
spinal kanali tehlikeye atan kirik ve hematom gibi durumlarda sik uygulanan cerrahi

bir prosediirdiir.

Laminektomide geleneksel acik yaklagimda ilk adim, uygun pozisyon verilen
hastaya ilgili bolgeye orta hattan yapilan cilt ve cilt alt1 dokularin insizyonu ile baslar.
Spindz prosesler kolayca palpe edilene kadar dorsal fasyaya dogru ilerlenir.
Dorsolomber fasyanin ve supraspindz ligamentin orta hattan insizyonu ile devam
edilir. Kanamay1 azaltmak ve post operatif kas atrofisini engellemek adina kaslarin
periost ile diseksiyonu onemlidir. Paravertebral kaslar ve ligamentler subperiostal
olarak spindz proseslerden laminalara dogru ve faset eklemlerin lateral laminar sinir1
goriilene kadar siyrilir. Arteriyel kanama olmadigi silirece spindz proseslerden ve
laminalardan ayrilmis olan kaslardan olan kanamayi1 durdurmak i¢in gazli bez ile
tampon yapmak yeterli olur. Ardindan yumusak dokular faset eklemlere kadar
lateralize edilip ekartor konulur. Ligamentum flavum {ist laminadan diseke edilerek
kemik c¢ikarma yani laminektomi agamasina gelinir. (12, 13) Kerrison Rongeurs
ve/veya yliksek hizli drill ile spindz prosesler ve dorsal lamina eksize edilir.
Laminektomi esnasinda instabilite riskini azaltmak adina pars interarticularis ile faset
eklemin %50’sinden fazlasinin zarar gormemesine dikkat edilmelidir. Dural kese, inen

ve ¢ikan sinir koklerinin goriilmesiyle dekompresyon islemi tamamlanir.
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Sekil 13 A) Normal posterior vertebral ark B) Hemilaminektomi C) Laminektomi (14)

Disc

Spinal Cord

Spinal Nerve

Removal
of Lamina

Sekil 14 Laminektomi

Laminektomi tek tarafli laminotomi ile karsilastirildiginda ve genis posterior
laminektomi uygulanan vakalarda cerrahi olarak indiiklenen spinal instabilitenin
gosterildigi calismalar mevcuttur. (15, 16). Bu ylizden fiizyon teknikleri
uygulanmadan spinal instabilitesi olan vakalarda kontraendikedir. Siddetli kifoz,

skolyoz, dejeneratif spondilolistezis gibi durumlarda ise rélatif kontraendikedir.
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Diisiik komplikasyon riski dolayisiyla laminektomi islemi giivenli bir prosediir
sayilabilir. En sik goriilen komplikasyonlar1 dural kesenin yirtilmasi, sinir koklerinin
ve omuriligin hasarlanmasidir. Yash hastalarda duranin frajil olmasi nedeniyle dural
yaralanmalar daha sik goriilir. Ayrica yapilan c¢aligmalarda dural yirtik oraninin
kompresyon siddeti ile arttig1 ve en yaygin risk faktoriiniin skar, epidural fibrozis gibi
nedenlerle yeniden opere edilen vakalarda goriildiigii rapor edilmistir. (17) Dural
yaralanma sonrast BOS sizintis1 hastalarda bas donmesi, ortostatik bas agrisi, mide
bulantis1 gibi durumlara yol agabilir. Semptomlar1 hafifletmek i¢in yatak istirahati,
kafein veya asetazolamid iceren ilaclar kullanmilabilir. Dogrudan dura onarimi veya
dural yama ile cerrahi olarak miidahale edilebilir. Ayrica yara yeri enfeksiyonu ve yara

yeri dehissansi da goz oniinde bulundurulmasi gereken diger komplikasyonlardandir.
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2.3. Basarisiz Bel Cerrahisi Sendromu

Bel agris1 toplumun %80’inin hayatinda en az bir defa karsilastigi, hastaneye
bagvurularin 6nemli bir kismini olusturan, yasam kalitesini diisiiren, i giicii kaybina
neden olan énemli bir saglik problemidir. Lomber disk hernileri genellikle gegmeyen

bel agrilarinin en sik nedenidir, medikal ve/veya cerrahi tedavi gerektirirler.

Basarisiz bel cerrahisi sendromu (BBCS), diger adiyla postlaminektomi
sendromu spinal cerrahi sonrasi bel, bacak agris1 gibi yakinmalari devam eden veya
tekrarlayan heterojen hasta grubunu tanimlamaktadir. Norosirurji kliniklerinde sik
uygulanan lomber laminektomi operasyonu ig¢in dogru hasta grubu, dogru tani ve
endikasyon gerekir. Bagarili bir spinal cerrahi i¢in hastanin ve cerrahin beklentilerinin
karsilanmasi, hastanin agrilarinin ve eslik eden yakinmalarmin belirgin olarak
azalmasi, fonksiyonelligin yeniden saglanmasi, yasam kalitesinin artirilmasi, ise geri
dontislin saglanmasi, ila¢ kullaniminin azaltilmasi ve hatta kesilmesi gibi durumlar s6z

konusudur.

Spinal cerrahi sonrasi vakalarin yaklasik %20-40’1mnin olumsuz sonuglandigi ve

bu vakalarin da %1-10’unun eskisinden daha kotii hale geldigi belirtilmektedir (18).

Basarisiz bel cerrahisi sendromunun sikligi %15 civarindadir (19, 20)
Yakinmalarin ortaya ¢ikis zamanina gore ¢ok erken donem, erken donem, orta donem

ve ge¢ donem olarak siiflandirilabilir (Tablo 2).

En sik nedeni foraminal stenozdur ve bunu psddoartroz, tekrarlayan disk
herniasyonu, iyatrojenik instabilite, yetersiz dekompresyon, yanlis mesafeye cerrahi
uygulanmasi, yetersiz diskektomi, basi yapan fragmanimn tam ¢ikarilamamasi, sinir

kokiiniin yaralanmasi, yetersiz filizyon, enfeksiyon, araknoidit, epidural fibrozis izler.
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Basarisiz bel cerrahisi sendromunda en énemli unsur, en iyi tedavi bu duruma
yol acmamaktir. Preoperatif donemde detayli anamnez, klinik muayene ve
goriintiileme yontemlerinin birbiriyle uyumlu olmasi bu sendromun meydana gelme

olasiligin1 azaltmaktadir.

1-Cok erken donem (yakinmalari hic gecmemis)

A-Hasta beklentisinin yiiksek olmasi
B-Yanlis tan1 (tlimor, enfeksiyon, osteomiyelit, metabolik hastalik vb)
C-Yanlis hasta se¢imi

D-Cerrahi teknik hatalar (yanlis seviye veya taraf ameliyati, yetersiz

dekompresyon vb)

2-Erken donem (birkac giin veya hafta icinde tekrarlayan agri)

A-Yanlis hasta se¢imi
B-Cerrahi komplikasyonlar (enfeksiyon, psddomeningosel vb)
C-Tekrarlayan disk herniasyonu

D-Bel kaslarinda giigsiizliik

3- Orta donem (birkac hafta veya ay icinde tekrarlayan agri)

A-Tekrarlayan disk herniasyonu

B-Dura ve sinir kokli c¢evresinde postoperatif skar dokusu (epidural

fibrozis) olusmasi
C-Psodoartroz

D-Araknoidit

4-Gec donem (avlar veya villar icinde tekrarlayan agri)

A-Disk herniasyonu
B-Yeni seviyelerde stenoz veya rekiirren stenoz
C-instabilite

D-Sekonder kazang

Tablo 3 Basarisiz bel cerrahisi sendromu nedenlerinin zamana gore smiflandiriimasi
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2.4. inflamasyon

Inflamasyon, vaskiilarize dokularin enfeksiyonlara ve doku hasarina tepkisidir.
Sorun yaratan uyarana karsit dolasimdan hiicreleri ve konak savunma molekiillerini
ihtiyag duyulan bolgelere getirir. Zararl bir tepki gibi goriinse de aslinda inflamasyon
hayatta kalmak icin gerekli olan koruyucu bir tepkidir. Savunma mediyatorleri
fagositik l0kositleri, antikorlar1 ve kompleman proteinlerini igerir. Bunlarin ¢ogu
normalde kanda dolasir, normal dokulara zarar vermezler. Fakat tehdit aninda ilgili

bolgeye hizla toplanabilirler, tetikte beklerler.

Inflamasyon olmadan, enfeksiyonlar kontrol edilemez, yaralar asla iyilesmez

ve yaralanan dokular kalici iltihapli yaralar olarak kalabilir.

Tipik bir inflamasyon cevabindaki adimlar su sekildedir;
e Ekstravaskiiler alandaki yabanci, rahatsiz edici ajan, nekrotik doku konak
hiicreleri ve molekiiller tarafindan taninir.
e Lokositler ve plazma proteinleri, dolasimdan ilgili bolgeye getirilir.
e Lokositler ve proteinler aktive edilir ve yabanci ajani ortadan kaldirmak,
yok etmek icin birlikte calisirlar.
e Reaksiyon kontrol altina alinir ve sonlandirilir.

e Hasarli doku iyilestirilir.

Inflamasyonun kardinal belirtileri olarak da adlandirilan ana belirtileri 1s1
(Latince kalor), kizariklik (rubor), sislik (tumor), agr1 (dolor) ve fonksiyon kaybidir
(functio lasea). Bu belirtilerin ilk dérdii 2000 yildan daha uzun bir siire nce {inlii De
Medicina metninin yazari Celcus adinda Romali ansiklopedi yazari tarafindan
tanimlanmistir. Besinci belirti ise 19. yiizyilin sonlarinda “modern patolojinin babas1”
olarak bilinen Rudolf Virchow tarafindan eklenmistir. Bu belirtiler vaskiiler
degisiklikler ile 16kositlerin toplanmasi ve aktivasyonunun sonuglar1 olarak ortaya

cikar.
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Inflamasyonun nedenleri;

e Enfeksiyonlar (bakteriyel, viral, fungal, parazitik) ve mikrobiyal toksinler.

e Doku nekrozu hiicre 6liimii nedenine bakilmaksizin inflamasyona neden
olur.

e Yabanc cisimler (kiymik, kir, siiturler) ya kendileri ya da travmatik doku
hasarina yol actiklar1 i¢in ya da mikrop tasidiklari i¢in inflamasyona neden
olabilirler.

e Immun reaksiyonlar (hipersensitivite)

Inflamasyon akut ve kronik olmak iizere iki baslik altinda incelenir.

2.4.1 Akut inflamasyon

Enfeksiyona ve doku hasarina karsi ilk ve hizli cevap akut inflamasyon olarak
adlandirilir. Dakikalar ve saatler icerisinde gelisir, kisa siirelidir, birkac saat veya
birka¢ giin siirer. Sivi ve plazma proteinlerinin (6dem) eksudasyonu ve Ozellikle
notrofiller (polimorfoniikleer 16kosit) olmak {izere I6kositlerin gogiidiir. Akut
inflamasyon, patojenleri ortadan kaldirma amacma ulastiginda, reaksiyon azalir ve
rezidii yaralanma onarilir. Fakat ilk tepki uyarani temizleyemezse, reaksiyon kronik
inflamasyona ilerler. Kronik inflamasyon akut inflamasyonu takip edebilir veya de
novo ortaya c¢ikabilir. Daha uzun siirelidir. Daha fazla doku yikimi, lenfosit ve

makrofajlarin varligi, kan damarlarinin proliferasyonu ve fibrozis ile iligkilidir.

Akut inflamasyonun ii¢ ana komponenti vardir:

1) Kan akimimnin artmasi i¢in kiigiik damarlarda, 6zellikle histaminin rol aldigi,
vazodilatasyon,

2) Plazma proteinlerinin ve 16kositlerin dolasimdan dokuya gegebilmesi i¢in
vaskiiler gecirgenligin artmasi,

3) Mikrosirkiilasyondan 16kositlerin ve plazma proteinlerinin yaralanma odagina
getirilmesi (transmigrasyon) ve suc¢lu ajani1 ortadan kaldirmak igin aktive

edilmesi.
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Vaskiiler sistemden sivilarin, proteinlerin ve kan hiicrelerinin interstisyel
dokulara veya viicut bosluklarina kagisi ile olusan eksuda, yliksek protein
konsantrasyonuna sahip ve hiicresel artiklar igeren ekstravaskiiler bir sividir. Varligi,
tipik olarak bir inflamatuar reaksiyon sirasinda kiicik kan damarlarinin

gecirgenliginde bir artis oldugu anlamina gelir.

Transuda ise diisiik protein igerigine sahip, hiicresel materyalin ¢ok az oldugu
veya hi¢ olmadigi, diisiik 6zgiil agirliga sahip bir sividir. Aslinda, normal vaskiiler
gecirgenlige sahip damarlar arasinda ozmotik veya hidrostatik dengesizligin bir

sonucu olarak {iretilen kan plazmasinin bir ultrafiltratidir.

Odem, interstisyel dokuda veya seréz bosluklarda fazla s1v1 oldugunu gésterir;
eksuda veya transuda olabilir. Piiriilan bir eksuda olan iltihap, 16kositler (¢ogunlukla
notrofiller), olii hiicrelerin kalintilar1 ve c¢ogunlukla mikroplar agisindan zengin

inflamatuar bir eksudadir.

Tipik inflamatuar reaksiyonlardaki en 6nemli 16kositler, fagositoz yapabilen
notrofiller ve makrofajlardir. Notrofiller kemik iliginde tiretilir ve hizla iltihaplanma
bolgelerine alinir. Makrofajlar ise daha yavas yanit verirler. Bu I6kositler, bakteri ve
diger mikroplarin yani1 sira nekrotik doku ve yabanci maddeleri alir ve yok eder.

Makrofajlar ayrica onarima yardimci olan biiylime faktorleri {iretir.
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Sekil 15 Lokositlerin damar liimeninden dokuya gegisi, adezyon molekiilleri ile sitokinlerin aracilik ve kontrol
ettigi cok asamali siire¢ (82)

Akut inflamasyonun ¢ogu formunda, nétrofiller, ilk 6 ila 24 saat boyunca
inflamatuar infiltratta baskindir ve 24 ila 48 saat iginde kademeli olarak monosit tiirevli
makrofajlar ile degistirilir. Makrofajlar sadece daha uzun siire hayatta kalmakla
kalmaz, ayni zamanda dokularda cogalabilir ve bdylece uzun siireli inflamatuar

reaksiyonlarda baskin popiilasyon haline gelirler.



22

ACUTE INFLAMMATION RESOLUTION
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Sekil 16 Akut inflamasyonun sonuglari: rezolusyon, fibrozis ile iyilesme veya kronik inflamasyon (82)

Akut inflamasyonun sonuglari:

1) Rezolusyon: Tiim inflamatuar reaksiyonlar, su¢lu ajani ortadan kaldirmay1
basardiktan sonra, akut inflamasyon bodlgesinin normale donmesiyle sona
ermelidir. Hasar sinirli veya kisa dmiirlii oldugunda, ¢cok az doku tahribati
oldugunda ve hasarli parankimal hiicreler yenilenebildiginde olagan
sonugtur. Rezolusyon, makrofajlar tarafindan hiicresel kalintilarin ve
mikroplarin uzaklastirilmasini ve lenfatikler tarafindan 6dem sivisinin

emilmesini igerir.

2) Bag dokusu replasmani (yara izi veya fibroz) ile iyilesme: Bu, 6nemli doku
tahribatindan sonra, inflamatuar yaralanma, yenilenemeyen dokular1
icerdiginde veya dokuda veya yeterince temizlenemeyen serdz bosluklarda
bol miktarda fibrin eksudasyonu oldugunda ortaya c¢ikar. Tim bu
durumlarda bag dokusu, hasar veya eksuda alanina dogru biiyiir ve onu bir

fibr6z doku kiitlesine dontistiiriir.
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3) Kronik inflamasyona yanitin ilerlemesi: Zararli ajan kalici oldugunda veya
normal iyilesme siirecinde aksaklik oldugu takdirde akut inflamatuar yanit

tam olarak ¢oziilemez. Akut inflamasyon kroniklesir.

2.4.2 Kronik inflamasyon

Kronik inflamasyon, ¢oziilmemis akut inflamasyonu takip eden veya de novo
baslayan, kalic1 uyaranlara kars1 uzun stireli (haftalar veya aylar) bir konak yanitidir.
Inflamasyon, doku hasari, skar ile onarim ve immiin yanit ile karakterizedir.
Makrofajlar, lenfositler, plazma hiicreleri, eozinofiller, mast hiicreleri ve diger

l6kositler kronik inflamasyonda goérev alirlar.

Makrofajlar ve lenfositler (6zellikle T lenfositler) tarafindan iiretilen sitokinler
(TNF, IL-1, kemokinler ve digerleri) ve eikosanoidler kronik inflamasyonda rol
oynamaktadir. Bu hiicreler arasindaki ¢ift yonlii etkilesimler, inflamatuar reaksiyonu
biiyiitme ve uzatma egilimindedir. inflamatuar reaksiyonlarin baslatilmasi, yayilmasi

ve smirlandirilmasinda 6nemli rol oynar.

Persistan enfeksiyonlar (mikobakteriler, belirli viriisle mantarlar, parazitler),
asir1 duyarlilik hastaliklar1 ve eksojen veya endojen toksik ajanlara uzun siire maruz

kalmak kronik inflamasyon nedenleridir.

Kronik inflamasyonda inflamatuar hiicreler tarafindan indiiklenen doku
yikimimin ardindan anjiyogenez (kiiciik kan damarlarinin g¢ogalmasi) baslar ve
ozellikle fibrozis ile gerceklestirilen hasarli dokunun bag dokusunun degistirilmesiyle

iyilesme yoluna gidilir.
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2.4.3 Doku onarimi

Nedeni ne olursa olsun meydana gelen inflamasyonun olusturdugu hasarin
onarilmasi organizma igin kritiktir. inflamasyon nedeni ortadan kaldirmakla beraber
onarim siirecini de baslatir.

Hasarli dokularin onarimi iki yoldan gerceklesir:

1) Rejenerasyon
2) Skar formasyonu

Yaralanma sonras1 hem rejenerasyon hem de skar formasyonu degisen derecelerde
iyilesmeye, onarima katkida bulunmaktadir. Her iki siire¢ de hiicre proliferasyonunu,

ekstraseliiler matriks (ECM) ve hiicreler arasindaki yakin etkilesimleri igermektedir.

NORMAL

I I
Mild, superficial injury Severe injury

o

@@ o

1

REGENERATION

=~ =0

@

Sekil 17 Doku onarim mekanizmalari: rejenerasyon ve skar olusumu (82)
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2.4.4 Rejenerasyon

Dokudaki kok hiicrelerinin ¢cogalmasiyla veya proliferasyon yetenegine sahip
yaralanmamus hiicrelerin cogalmasiyla meydana gelen doku iyilesmesine rejenerasyon
denir. Memelilerde hasarli dokularin ve organlarin yenilenme kapasitesi sinirlidir ve
cogu dokunun yalnizca bazi bilesenleri kendilerini tamamen yenileyebilir. Siirekli
boliinebilen, kendini yenileyebilen hiicreler [labil hiicreler (deri, mukoza,
hematopoietik doku gibi); cogalma yetenegine sahip fakat doku kayb1 veya yaralanma
sirasinda boliinebilen hiicreler stabil hiicreler (karaciger, bobrek, pankreas gibi
parankimal organlar, epitel hiicreleri, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri); boliinmeyen

hiicreler permanent hiicreler (ndronlar, iskelet ve kalp kasi) olarak adlandirilmaktadar.

Yarali hiicrelerin ve dokularin rejenerasyonu, biiylime faktorleri tarafindan
yoOnlendirilen, biiyiik oranda ekstraseliiler matriksin biitiinliigiine ve kok hiicrelerden
olgun hiicrelerin gelismesine bagli olarak hiicre proliferasyonunu ig¢erir. Doku onarimi
sirasinda birka¢ hiicre tipi c¢ogalir. Bunlar normal dokuyu diizeltmeye calisan
yaralanmis doku kalintilarindan, onarmm siireci i¢in gerekli olan besinleri saglayan yeni
kan damarlar1 olusturmak icin vaskiiler endotelyal hiicrelerden ve rejenerasyon ile
diizeltilemeyen dokular1 skar ile doldurmak ig¢in fibr6z dokunun kaynagi olan

fibroblastlardan olusur.

2.4.5 Skar (fibrozis) ile onarim

Yaralanan dokular rejenerasyon yapamiyorsa, hasar siddetli veya kronikse
veya dokunun destekleyici yapilari, ana c¢atisi hasar gormiigse, rejenerasyonu
tamamlayamiyorsa bag dokusunun birikmesi ve skar olusumu ile onarim gergeklesir.
Skarla onarimdaki temel adimlar; pihtt olusumu, inflamasyon, anjiyogenez ve
graniilasyon dokusu olusumu, fibroblastlarin gogii ve proliferasyonu, kollajen sentezi

ve bag dokusunun yeniden sekillenmesidir.
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Sekil 18 Fibrozis mekanizmalari (82)
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Sekil 19 Skar olusumu ile onarim adimlari (A) Hemostatik tikag ve inflamasyon. (B) Epitel hiicrelerinin ¢cogalmasi;
anjiyogenez, ¢cogalan fibroblastlar ile grandilasyon dokusunun olusumu. (C) Fibréz skar olusturmak igin yeniden sekillenme.
(82)
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Yaralanmadan birka¢ dakika sonra, kanamayi durduran ve inflamatuar
hiicrelerin infiltrasyonu i¢in zemin hazirlayan trombositler hemostatik bir tikag
olusturur. Ardindan kompleman aktivasyon yikim iiriinleri, aktive trombositlerden
salinan kemokinler ve diger aracilar tarafindan 6 ile 48 saat boyunca nétrofilleri ve

monositleri yaralanma bolgesine getirilirler.

10 giin kadar epitel hiicreleri yaray1 kapatmak i¢in gé¢ ederler. Endotelyal ve
diger vaskiiler hiicreler, mevcut damarlardan yeni kan damarlarinin gelisme siireci
olan anjiogenez i¢in ¢ogalirlar. Fibroblastlar gogalarak yaralanma bdlgesine gog
ederler ve yaralanmadan sonraki 3.-5. giinlerde kollajen sentezi baglar. Cogalan
fibroblastlar, gevsek bag dokusu, yeni kan damarlar1 ve daginik inflamatuar hiicrelerin
kombinasyonu ile pembe renkte, yumusak ve diisiik direngli graniilasyon dokusunu
olusturur. Fibroblastlarin olusturdugu bag dokusu yeniden sekillenme (remodeling)
stirecine 2 ile 3 hafta sonra baslar, aylar veya yillar siirebilir. Kollajenin g¢apraz
baglanmasi ve kollajen liflerinin boyutunun artmasiyla yaranin giicii artar. Onarimin
erken doneminde tip III kollajen yerini daha esnek tip I kolajene birakir. Zamanla bag
dokusu bozulur ve yara izi kigiiliir. Kollajenlerin ve diger ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin bozunmasi, yara izinin boyutu ve dogast metal iyonu igeren
metalloproteinazlar (MMP) ve doku metalloproteinaz inhibitorleri (TIMP) arasindaki
denge ile saglanir. Bu enzimler fibroblastlar, makrofajlar, noétrofiller, sinovyal
hiicreler ve bazi epitel hiicrelerinde yapilir, enzimin yapimi ve salgilanmasi biiylime

faktorleri ve sitokinler tarafindan diuzenlenir.
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2.5 Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesi primer ve sekonder iyilesme olarak siniflandirilir. Primer yara
iyilesmesi, diizgiin cerrahi insizyonlardan sonra goriilen minimal skar ile epitel
rejenerasyonunu igerir. Sekonder yara iyilesmesinde ise daha biiyiik yaralarda
rejenerasyon ve skarla iyilesme birlikte goriiliir. Iyi dikilmis cilt yaralarinda, yara

direnci 3 ayda normal cildin %70 ila %80'ine geri gelebilir.

e Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF): Bazi epitel ve fibroblastlar ig¢in

mitojeniktir.

e Platelet Tiirevi Biliyiime Faktorii (PDGF): Fibroblast, diiz kas hiicresi ve

monosit gocii artisini indiikler.

e Fibroblast biiyiime faktorleri (FGFs): Endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
uyararak anjiogenezisin tiim basamaklarinda gorev alir, ayrica makrofajlarin

ve fibroblastlarin yaralanma bdlgesine gogiinii saglar.

e TGF-B: Bag dokusu proteinlerinin sentezi ve birikimi i¢in en Onemli
sitokindir, fibroblast gogiinii ve proliferasyonunu uyarir, kollajen ve
fibronektin sentezini arttirir ve metalloproteinazlart inhibe ederek

ekstraseltuler matriksin bozulmasini azaltir.

e Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF): Hiicre dis1 matrikse plazma
proteinlerinin (fibrinojen gibi) birikimini, anjiogenezisi uyarir. Fibroblast ve

endotel hiicrelerine stroma saglar.

e Sitokinler: IL-1 ve TNF fibroblast ¢ogalimini uyarir. Fibroblastlarda

kollajen ve kollajenaz yapimini baglatir.

Tablo 2 Yara iyilesmesinde gorevli biiylime faktorleri ve sitokinler
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Yaralanmanin tipi, hacmi ve yeri iyilesme siirecini etkileyen Onemli
faktorlerdir. Enfeksiyonlar, diyabet, yetersiz protein alimi ve C vitamini eksikligi gibi
beslenme bozuklugu durumlar, glukokortikoidler, artan lokal basing gibi mekanik
faktorler, ateroskleroz gibi perfiizyon bozukluguna neden olan durumlar, ¢elik, cam
ve hatta kemik pargalar1 gibi yabanci cisimler doku onarimi, onarim siirecini bozan

lokal ve sistemik faktorlerdir.

2.6 Epidural Fibrozis

Basarisiz bel cerrahisi sendromunun 6nemli bir kismin1 olusturan epidural
fibrozis, dekompresif spinal cerrahi sonrasi kauda ekuina seviyesinde, dural kesenin
veya koklerin etrafinda skar dokusu olugmasi olarak tanimlanmaktadir. Akut ve/veya
kronik irritasyon ile noral dokuya basi yaparak ve sinir kokiiniin beslenmesini bozarak
radikiiler agriya yol agmaktadir. Birkac hafta ile ay icerisinde tekrarlayan ve progresif
artan agr1 ile prezente olur. Etiyolojide asir1 kanama, asir1 kas ve sinir koki
ekartasyonu, cerrahi sahanin biiyiikliigii, nekrotik dokular, enfeksiyon, yabanci doku

reaksiyonlar1 gibi inflamasyonu tetikleyen durumlar su¢lanmistir.

Lomber disk cerrahisinde altin standart mikrodiskektomidir ve cerrahi teknigin
daha kii¢iik insizyon, daha az doku hasari, daha az kas diseksiyonu, 6lii boslugun
kiigiik olmasi ve erken mobilizasyon gibi avantajlar1 bulunmaktadir; fakat agik girisim
olmas1 nedeniyle epidural fibrozise sebep olmaktadir. Niiks disk ile epidural fibrozisi
ayirt etmek i¢in kontrastli magnetik rezonans goriintiileme en duyarl tetkiktir. Niiks
disk avaskiiler ve sadece cevresinde ince skar dokusu ile vaskiilarizasyona bagli
kontrast tutulumu olur. Epidural fibrozis de ise skar dokusunda homojen kontrast

tutulumu olur.

Tekrarlayan spinal cerrahilerde 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikan
epidural fibrozis, skar dokusu nedeniyle anatomik yapilarin diseksiyonunu
zorlagtirmaktadir. Bu durum ameliyat siiresinin uzamasina, dural yirtik ile beraber
BOS kagaklarinin olugmasina, vaskiiler ve noral yapilarin hasarlanma riskinin

artmasina, kanama ile enfeksiyon gibi komplikasyonlarin artmasina neden olur.
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Epidural fibrozisi 6nlemek adina birgok klinik ve deneysel calisma yapilmis

olmasina ragmen net bir sonug halen elde edilememistir.

2.7 Halofuginon

Halofuginon (7-Bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidinyl)-2-
oxopropyl]-4(3H)-quinazolinone), Dichroa febrifuga bitkisinden elde edilen
februfigin isimli alkaloidin analogudur. 196011 yillarda aslinda antimalaryal ilag
gelistirme asamasinda ortaya cikmustir. Fakat gastrointestinal sistem o6zellikle
karaciger iizerindeki toksisitesi ile ishal ve kusma gibi yan etkileri nedeniyle
antimalaryal ila¢ olarak kullanilamayan Halofuginon, veteriner hekimler tarafindan
uzun yillardir kiimes hayvanlarinda koksidiyoz enfeksiyonlarinin tedavisinde ve
profilaksisinde kullanilmaktadir. (21, 22) in vivo ve in vitro ¢aligmalarda antitiiméral,
antianjiyojenik, antimetastatik, antiinflamatuar, antiproliferatif, antioksidan etkilerinin
yani sira bu ilacin oral, sistemik ve/veya topikal yoldan uygulandiginda antifibrotik

etkiye sahip oldugu gosterilmistir (23- 29).

Sekil 20 Halofuginonun Molekdiiler Yapisi C16H2103N3

Halofuginon, fibroz dokunun kaynagi olan fibroblastlar {izerinde al geninin
ekspresyonunu azaltarak hem tip | kollajen hem de metalloproteinaz-2 sentezini
azaltigi gosterilmistir (31, 32, 33). Fakat tip II ve III kollajen sentezini

etkilememektedir ve yara iyilesmesi bu nedenle yeterli diizeyde olmaktadir (31).

Ekstraseliiler matriks dongiistinde TGF-f, matriks metalloproteinazlar (MMP)
ve doku matriks metalloproteinaz inhibitorii (TIMP) rol alirlar (22, 34). Bu siirecte
inflamatuar yanitta 6nemli bir rol oynayan NF-kB, matris metalloproteinazlarin ve

inflamatuar faktorlerin sentezine aracilik eden ana yollardan biridir. Halofuginonun


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Halofuginone.png
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NF-kB sinyal yolunu inaktive ederek proinflamatuar sitokinin seviyesini azalttig1 bazi
calismalarda gosterilmistir (35). Ayrica Halofuginon TGF-fB’nin seviyesini veya
reseptor genini etkilemeyip, bu yolaklar iizerindeki Smad3 fosforilasyonun
engelleyerek ve inhibitér oOzellikte Smad7 diizeyini artirarak fibrotik dokuda
ekspresyonu fazla olan TGF-f sinyal yolunun inaktivasyonunu saglamaktadir (32, 35,
36, 37).

3.GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlar: ve Barinma Kosullar

Siganlar iizerinde uygulanan deney protokolii, ulusal ve uluslararasi hayvan
deneyleri mevzuatina ve kilavuzlarina uygun olup; Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 22.06.2021 tarihli, 2021/31 kayit numarali ve

2021/05-01 karar numarast ile onaylanmuistir.

Bu arastirma, Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Calismada, agirhig 150-200 gram arasinda degisen, 4 aylik,
toplam 21 adet Wistar Albino erkek sigan kullanilmistir. Siganlar saydam pleksiglas
kafeslerde, biyolojik ritme uygun olarak 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda,
24-26 °C oda sicakliginda, %50-60 nem orani ve su ile standart sigan yemine sinirsiz
erisim saglanarak barindirilmistir. Calisma 6ncesinde siganlar adaptasyon icin 7 giin

barmacaklar1 ortamda izlenmislerdir.
3.2 Halofuginon Antifibrotik Doz Tayini
L929 hiicreleri, %10 FBS ve %] penisilin/streptomisin igeren DMEM/12

kullanilarak standart kosullarda kiiltlirlendi. Kiiltiir ortamlar1 iki glinde bir yenilendi

ve deneysel protokol uygulanana kadar alt kiiltiirlendi.
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3.2.1 Deneysel tasarim

Kiiltiirlenmis L.929 (2x10* hiicre/ml) fare fibroblastik hiicreleri, MTT testi i¢in
96 kuyucuklu kiltir plakalarina ekildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra, deney
protokolii uygulanmadan dnce, hiicreler PBS ile yikandi. Kontrol kiiltiir ortami olarak
DMEM/F12 (%10 FBS ve %1 P/S igeren) ve %0.1 DMSO (dimetilsiilfoksit) i¢inde
¢ozdiiriilen Halofuginon’un 6 farkli konsantrasyonu DMEM igerisinde hiicrelere
uygulandi. Tiim kuyucuklar ilgili soliisyonlarla (200 mikrolitre) dolduruldu. Deneyler
kendi i¢inde 6 tekrarli olacak sekilde diizenlendi. Kiiltiir standart kosullarda (37°C)
24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi.

3.2.2 MTT analizi

Inkiibasyonu takip eden 24., 48. ve 72. saatlerde hiicrelerin canliligt MTT testi
kullanilarak 6l¢iildii. MTT testi, canlili1 tanimlamak i¢in Mosmann (1983) tarafindan
standartlastirilmis kolorimetrik bir yontemdir. Bu nedenle tasarlanan inkiibasyon
stirelerinin sonunda soliisyonlar kaldirildi ve hiicrelere %10 taze kiiltiir ortaminda
MTT ilave edildi. Etiivde standart kosullar altinda dort saat inkiibe edildi. 4 saat
inkiibasyon sonunda formazon kristallerini ¢ozmek i¢in 0.1 N HCL igeren izopropanol
alkol hiicrelerin tizerinde ecklendi. Absorbans, bir spektrofotometre mikroplaka
okuyucusunda (uQuantTM, Biotek® Instruments Inc, ABD) 570 nm dalga boyunda

Olciildii. Tiim gruplarda canlilik yiizde olarak verildi.

Hiicre canlilig1 agagidaki denklem kullanilarak hesaplandi:

Hiicre canlilig1 (%) = (Deneysel grup/Kontrol) x 100
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3.2.3 Sonug¢

Yapilan canlilik analizi sonucunda elde edilen yiizde grafikte Halofuginon’un
6 farkli konsantrasyonunun (10'7, 108 1079, 1010, 1012, 10'12) kontrole gore yiizdelik

farki gortilmektedir.
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Sekil 21 Halofuginon 'un antifibrotik doz tayininde hiicre canlilik yiizdesini gésteren grafik

6. konsantrasyon olan 10'*? Halofuginon igeren solusyonun &zellikle 72. saatin
sonunda %350 letal oldugu goézlenmistir. Bu sonuctan yola ¢ikilarak hazirlanan

hidrojellerin igerisine bu konsantrasyon eklenmistir.

3.3 Hidrojellerin Hazirlanmasi

3.3.1 Bos Hidrojellerin Hazirlanmasi

Yapilan 6n caligmalar sonrasi hidrojel sentezi optimize edilmistir. Bu
baglamda %10’ luk (w/v) jelatin ¢ozeltisi ve %0.05’lik (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Her iki ¢ozeltide de ¢oziicii olarak distile su kullanilmistir. Hazirlanan
jelatin ¢ozeltisi flow kabin igerisinde 0,80 um filtreden gegirilerek yeni bir steril

falkona aktarilmistir. Ayni sekilde gluteraldehit ¢ozeltisi ise 0,20 um filtreden
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gegirilerek yeni bir steril falkona aktarilmistir. Boylece her iki ¢ozeltinin de sterilitesi

saglanmistir.

Final hacimde %80 (v/v) steril gluteraldehit ve %20 (v/v) jelatin ¢ozeltisi
olacak sekilde jelatin ¢ozeltisi lizerine gluteraldehit ¢ozeltisi eklenmis ve tamamen
homojenize olana kadar vortekslenmistir. Hazirlanan hidrojel steril enjektor (1 mL’
lik) icerisine g¢ekilerek tamamen aliiminyum folyo ile kaplanmis ve +4°C’de 1 giin
boyunca yavas capraz baglanma reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in bekletilmistir.
Ertesi giin hazirlanan hidrojel sicanlarda laminektomi yapilan alana 0.04 mL enjekte

edilmistir.

3.3.2 Halofuginon Yiiklii Hidrojellerin Hazirlanmasi

Jel igerisindeki final Halofuginon dozu hiicre kiiltiiriinde elde edilen in vitro
sitotoksisite testi sonuglarma gore % 50 hiicre kaybi yaratan doz olan 1072 uM olarak

belirlenmistir.

Halofuginon yiiklii hidrojellerin hazirlanmast i¢in %10’luk (w/v) jelatin
cozeltisi ve 9%0.05° lik (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Her iki ¢ozeltide de
¢Oziicii olarak distile su kullanilmistir. Hazirlanan jelatin ¢ozeltisi flow kabin
igcerisinde 0,80 pum filtreden gecirilerek yeni bir steril falkona aktarilmistir. Aym
sekilde gluteraldehit ¢ozeltisi ise 0,20 um filtreden gegirilerek yeni bir steril falkona

aktarilmistir. Boylece her iki ¢ozeltinin de sterilitesi saglanmustir.

Halofuginon ¢ozeltisi ise konsantrasyonu 102 uM olacak sekildle DMSO
icerisinde ¢oziilmiis ve final konsantrasyonu 10! uM olacak sekilde DMEM besiyeri

ile seyreltilerek flow kabin igerisinde hazirlanmaistir.

Tiim ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra final hacimde %1(v/v) Halofuginon (10712
uM), %19 (v/v) jelatin ve %80 (v/v) gluteraldehit olacak sekilde steril jelatin ¢ozeltisi
lizerine Halofuginon eklenip vortekslenerek homojenize edilmistir. Daha sonra

lizerine belirlenen hacimde gluteraldehit eklenerek yeniden homojenize olana kadar
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vortekslenmistir. Hazirlanan ilag yiiklii hidrojel steril enjektdr (1 mL’lik) igerisine
cekilerek aliiminyum folyo ile tamamen sarilmistir. ilag yiiklii hidrojeller +4°C” de 1
giin boyunca yavas ¢apraz baglanma reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in bekletilmistir.
Ertesi giin hazirlanan Halofuginon yiikli hidrojel siganlarda laminektomi yapilan

alana 0.04 mL enjekte edilmistir.

3.4 Deney Gruplar

Calismada toplam 21 adet Wistar Albino cinsi si¢an kullanilmistir ve her biri

7’ser adet rastgele secilen denekten olusan ii¢ gruba ayrilmistir.

e Grup 1 (Laminektomi grubu n=7): Bu gruptaki sicanlara tek mesafe
lomber laminektomi yapilip primer kapama islemi yapildi. Denekler 21

giin takip edildi.

e Grup 2 (Hidrojel grubu n=7): Bu gruptaki siganlara tek mesafe lomber
laminektomi yapilip cerrahi sahaya hidrojel konuldu, primer kapama

islemi yapildi. Denekler 21 giin takip edildi.

e Grup 3 (Halofuginon grubu n=7): Bu gruptaki sicanlara tek mesafe
lomber laminektomi yapilip cerrahi sahaya Halofuginon yiiklii hidrojel

yerlestirildi, primer kapama islemi uygulandi. Denekler 21 giin takip
edildi.

3.5 Cerrahi Teknik
3.5.1 Preoperatif Hazirhk
Cerrahi islemden hemen Once her bir denek hassas terazide tartildiktan sonra

genel anestezi i¢in 35 mg/kg dozunda Ketamine hydrochloride (Ketalar flakon, 50
mg/1 ml, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg dozunda Xylazine hydrochloride
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(Xylazin Bio %2, 50 ml flakon, Bioveta, Cek Cumbhuriyeti) hazirlandi. Siganin sag
arka bacagina intramiiskiiler enjeksiyon yapildi ve anestezi derinligi parmak kistirma

yontemi ile kontrol edildi. Anestezi altinda, her siganin lomber bolgedeki killar1 tirag

edildi.

Operasyon esnasinda deneklerin genel durumlari, viicut sicakliklari, nabizlari
ve oksijenizasyonlar1 takip edildi. Cerrahi Oncesinde veya sonrasinda antibiyotik
profilaksisi yapilmadi. Kullanilan cerrahi aletler otoklav ile sterilize edildi. Calismanin

timi ayn1 aragtirmaci tarafindan yapildu.

Sekil 22 Deneyde kullanilan cerrahi aletler
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Sekil 23 Deneyin yapildigi ameliyat masasi

Sekil 24 Deneyin yapildigi laboratuvar diizeni
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3.5.2 Deney Asamasi

Sicanlar genel anestezi altinda, prone pozisyonda, lomber bdlgelerini
desteklemek amaciyla karin bolgesine rulo haline getirilmis spang konularak ameliyat
masasina sabitlendi. Cerrahi saha povidon iyot soliisyonu ile aseptik olarak hazirland1.
Lomber spindz prosesler iizerinden 5 cm lik orta hat cilt insizyonu yapildi ve
sakrumdan sayilarak L[4 vertebra tespit edildi. Bilateral paravertebral adele

diseksiyonu sonrast tek mesafe laminektomi ve flavektomi yapildi.

Grup 1’deki siganlara lomber laminektomi yapilip hemostazi takiben fasya ve
kas tabakasi 3/0 yuvarlak igneli ipek ile kapatildi. Cilt 3/0 keskin igneli vicryl kapatilip

povidon iyot soliisyonu ile pansuman yapildi.

Grup 2’deki sicanlara lomber laminektomi yapilip hemostaz1 takiben cerrahi
sahaya 0.04 ml hacminde hidrojel yerlestirildi. Fasya ve kas tabakasi tabakasi 3/0
yuvarlak igneli ipek ile kapatildi. Cilt 3/0 keskin igneli vicryl kapatilip povidon iyot

sollisyonu ile pansuman yapildi.

Grup 3’teki siganlar lomber laminektomi yapilip hemostazi takiben cerrahi
sahaya 0.04 ml hacminde, 10*? uM Halofuginon (Halofuginone hydrobromide, Sigma
Aldrich, Almanya) igeren hidrojel yerlestirildi. Fasya ve kas tabakasi tabakasi 3/0
yuvarlak igneli ipek ile kapatildi. Cilt 3/0 keskin igneli vicryl kapatilip povidon iyot

sollisyonu ile pansuman yapildi.
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Sekil 25 Deney pozisyonu ve cerrahi saha hazirligi

Sekil 26 Bilateral paravertebral adele diseksiyonu sonrasi lomber vertebralarin
gorinimu
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Sekil 27 Lomber laminektomi sonrasi spinal kordun gériinimii

Sekil 28 Laminektomi sahasina hidrojel yerlestirilmesi
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Sekil 29 Kas ve fasyanin ipek dikis ile kapatiimasi

3.5.3 Postoperatif Takip

Cerrahi sonrasi her denek ayr1 kafeslere alind1 ve analjeziyi saglamak amaciyla
1 mg/kg tek doz subkutan Meloksikam (Bavet Meloxicam, 5 mg/1 ml, Bavet lac,
Istanbul, Tiirkiye) uygulandi. Giinliik yara bakimlar1 yapildi. Giinliik beslenme,

aktivite ve genel saglik durumlar1 kontrol edildi.

3.5.4 Sakrifikasyon

Denekler cerrahi sonrasi 21. giinde yiiksek doz anestezi verilerek sakrifiye
edildi. Ardindan siganlar prone pozisyonda ameliyat masasina sabitlenip karin
bolgelerinden rulo haline getirilmis spang ile lomber bolgeleri desteklenerek eski
insizyonu agild, fasyaya ulasildi. Isaretlenmis cerrahi sahanin 1 cm iistiinden ve 1 cm
altindan olacak sekilde spinal kolon, vertebral kolon, paravertebral kaslar ve fasya bir

biitiin halinde ¢ikarild.
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3.6 Histolojik Degerlendirme ve Analiz

Laminektomi sonrasi vertebral kolon ve iliskili yapilar bir biitiin olarak
alindiktan sonra dokular serum fizyolojik ile yikandi. Ardindan %210 fosfat tamponlu
formaldehit soliisyonunda 3 giin fikse edildi. Daha sonra Decastro soliisyonu ile 10
giin sireyle dekalsifikasyon gergeklestirildi (37). Dekalsifikasyondan sonra
dehidratasyon islemlerinden geg¢irilerek rutin takibi tamamlandi ve parafine gémiildii.
Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom (Micron 365 HM, Germany) ile 5-6 um
kalinhiginda seri kesitler alinarak hematoksilen-eozin ve 06zellikle kollajen ig¢in

Masson’un trikrom boyast ile boyandi (38).

Fibroblastlarin proliferatif durumunu ve kollajen demetleri ile fibrozisi daha
iyl degerlendirmek i¢cin Masson’un trikrom boyasi ile boyama yapildi. Kollajen
yogunlugu LAS-X programi (Leica Application Suite X, Germany) ile degerlendirildi.
Goriintli analiz programu ile kontrol grubu, hidrojel grubu ve hidrojel + Halofuginone
grubuna ait ti¢ farkli bolge secilerek fibrozis alani 6l¢timleri mikrometrekare cinsinden
yapildi. Yapilan bu ii¢ farkli 6l¢limiin ortalamasi alinarak milimetrekare cinsinden

degerleri saptandi. Sonuglarin analizi istatistiksel paket yazilimi ile yapildi.

Isik mikroskobu (Leica DM6B, Germany) ile peridural ve komsu doku
adezyonu degerlendirildi. Histopatolojik evrelemede epidural fibrozis alani, fibrozisin
adezyon derecesi, iltihabi hiicre infiltrasyonu, yabanci cisim reaksiyonu ve yeni kemik

olusumu Like Lou ve ark. (39) protokolii modifiye edilerek degerlendirildi.

Seri kesitler incelenerek fibrozis adezyon derecesinin evrelendirmesi
gergeklestirildi (40, 41).

Evre 0: Dura mater’i etkileyen fibrozis yok.

Evre 1: Fibroz dokuyla dura mater arasinda ince fibréz bantlar var.

Evre 2: Laminektomi bolgesinin 2/3 iinden az alanda devamli adezyon var.
Evre 3: Laminektomi bolgesinin 2/3iinden daha genis alanda fibréz dokunun

adezyonu var ve/veya fibroz doku sinir kdklerine ve paravertebral kaslara ulasiyor.
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3.7 istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde Windows i¢in IBM-
SPSS paket yazilimi kullanildi. Fibrozis alanlarinin milimetre kare cinsinden dlgiilen
degerleri kontrol, hidrojel ve hidrojel + Halofuginon gruplar1 arasinda Kruskall Wallis
testi kullanilarak karsilastirildi.

Ayni gruplar fibrozis adezyon derecesi evrelendirilmesi agisindan ki-kare testi
kullanilarak karsilastirildi. Tiim analizlerde p degeri 0.05’in altindaki degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

Cerrahi islem sirasinda ve cerrahi sonrasi 21 giinliik takipte 6len veya herhangi
bir nedenle ¢alisma dis1 birakilan hayvan olmadi. Post operatif donemde higbir denekte
norolojik kayip ve yara yerinde enfeksiyon saptanmadi. Sakrifikasyon sonrasinda
makroskopik degerlendirmede ameliyat sahasi a¢ildiginda cilt alt1 ve fasyada da

enfeksiyona dair goriiniim saptanmadi, BOS kacgagi tespit edilmedi.

4.1 Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait deneklerin mikroskobik incelemelerinde yogun fibrozis
gbzlemlendi. Fibroz doku sublaminar alana, sinir koklerinde ve paravertebral kaslara
kadar uzanmaktaydi (Sekil 30, 31, 32, 33). Laminektomi sahasinin yakinindaki
vertebral kolonda Kkollajen fibriller ve aktif fibroblastlara rastlandi (Sekil 34, 35).
Infiltratif iltihabi hiicre goriilmedi. Yabanci cisim reaksiyonu ile ilgili makrofaj ve

mononiikleer hiicre yogunlugu goériilmedi.
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Sekil 30 Kontrol grubunda hematoksilen-eozin ile boyamada laminektomi alaninda fibréz doku (F) varlgi
izlenmektedir. Medulla spinalis (M).

Sekil 31 Kontrol grubunda hematoksilen-eozin boyamada beyaz oklar fibréz doku (F) adezyonunu
gdstermektedir. Medulla spinalis (M).
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Sekil 32 Kontrol grubunda Masson'un trikrom boyasi ile boyamada Medulla spinalis (M) ve fibrozis (F)
goriilmektedir.

Sekil 33 Kontrol grubunda hematoksilen-eozin ile boyamada beyaz oklar spin6z kisimda fibréz doku
adezyonunu géstermektedir.
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Sekil 34 Kontrol grubunda Masson'un trikrom boyasi ile boyamada Medulla
spinalis ve etrafinda olusmus fibrozis icerisinde aktif fibroblastlar beyaz
oklarla gésterilmistir.

Sekil 35 Kontrol grubunda Masson'un trikrom boyasi ile boyamada fibrozis dokusu
icinde aktif fibroblastlar beyaz oklarla gésterilmistir.
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4.2 Hidrojel Grubu

Cerrahi sahaya hidrojel yerlestirilen deneklerin mikroskobik incelemelerinde
laminektomi yakinindaki bolgede vertebral kolonun ¢ogunda kollajen fibriller ve aktif
fibroblastlardan olusan fibrozis goriildii (Sekil 36, 37). Hidrojel ¢evresindeki fibroz
doku; hem dura matere komsu alanda hem de paravertebral kaslarin arasina dogru,
bazilarinda ise bosluklar1 asir1 doldurucu nitelikte oldugu goriildii (Sekil 36, 37, 38).
Ayrica bazi deneklerde hidrojelin mekanik bariyer olusturabilecegi membrandz bir
yapiya rastlandi (Sekil 39). Fibr6z doku bir kisimda fibroz bantlar seklinde komsu
bolgeleri doldururken, sinir kdklerine de ulastigi birkag 6rnekte goriildii (Sekil 37, 40,
41). Hidrojele bagh yabanci cisim reaksiyonunu diisiindiirecek yogun hiicre
infiltrasyonu ve yeni kemik olusumunu diislindiiren yeni kemik trabekiilleri

goriilmedi.

Sekil 36 Hidrojel grubunda Masson'un trikrom boyasi le boyamada Medulla
spinalis (M) ve etrafinda fibr6z bantlar beyaz oklarla gésterilmistir.



Sekil 38 Hidrojel grubunda Masson'un trikrom boyasi ile boyamada
Medulla spinalis (M) ve etrafindaki fibréz bantlar beyaz oklarla
gOsterilmistir.
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Sekil 39 Hidrojel grubunda Masson'un trikrom boyasi ile boyamada Medulla
spinalis (M) etrafinda fibréz bantlar ve hidrojelin olusturdugu bariyer
gériilmektedir. Ustteki resimde fibrozis dokusu (F) gériilmektedir.

Sekil 40 Hidrojel grubunda hematoksilen-eozin ile boyamada Medulla spinalis
(M) ve etrafindaki fibréz bantlar beyaz oklarla gésterilmistir.
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Sekil 41 Hidrojel grubunda hematoksilen-eozin ile boyamada Medulla spinalis (M) ve
etrafindaki fibréz doku adezyonu beyaz oklarla gésterilmistir.

4.3 Hidrojel ile Halofuginon Grubu

Laminektomi sahas1 yakiindaki vertebral kolonda ve komsu bdlgelerinde
fibr6z doku dagilimi oldukg¢a diisiikk olarak degerlendirildi. Bu fibréz doku
paravertebral adele yakinina kadar uzansa bile kaslara yapisiklik géstermiyordu (Sekil
42, 43). Sinir koklerine ve paravertebral adelelere kadar uzanan kollajenden zengin
fibroéz yap1 ¢cogunlukla belirgin degildi (Sekil 44, 45, 46, 47). Baz1 bolgelerde kapiller
ve damarlarda genisleme dikkati ¢ekti (Sekil 45). Kemik rejenerasyonunu diisiindiiren
kemik olusumlar vertebra komsuluginda kemik trabekiilleri ve aktif osteoblastlar
goriildi (Sekil 42). Hidrojel ile birlikte Halofuginone verilen grupta mekanik bariyer
olusturabilecek membrandz yapiya sadece bir denekte rastlandi (Sekil 48). Bu yapida
genislemis damarlar dolgun ve dokunun damarlanmasi belirgindi (Sekil 45, 48, 49).
[ltihabi polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu ve yabanci cisim reaksiyonunu

diisiindiirecek mononiikleer hiicre ve makrofajlar goriilmedi.



Sekil 42 Hidrojel ile Halofuginone grubunda Masson’un trikrom boyasi ile boyamada
paravertebral kaslar (PK) ve Medulla spinalis (M) ile yeni kemik olusumu ti¢gen ok ile
gosterilmistir.

Sekil 43 Hidrojel ile Halofuginone grubunda Masson'un trikrom boyasi ile boyamada
paravertebral kaslar (PK) ve fibrozis (F) varligi gbsterilmistir.
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Sekil 44 Hidrojel ile Halofuginone grubunda Masson'un trikrom boyasi ile boyamada fibréz doku
adezyonu beyaz oklarla gésterilmistir.

Sekil 45 Hidrojel ile Halofuginone grubunda Masson'un trikrom boyasi ile boyamada beyaz oklarla
gosterilen damarlanmada artis ve kollajen fibriller (KF) gésterilmistir.



Sekil 46 Hidrojel ile Halofuginone grubunda hematoksilen-eozin boyamada Medulla spinalis
(M) etrafinda ince kollajen fibriller beyaz oklarla gésterilmistir.

Sekil 47 Hidrojel ile Halofuginone grubunda hematoksilen-eozin boyamada Medulla spinalis (M)
etrafinda kollajen fibriller beyaz oklarla gésterilmistir.
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Sekil 48 Hidrojel ile Halofuginone grubunda hematoksilen-eozin boyamada Medulla spinalis
etrafinda vaskiilarize membranéz doku (*) ve kollajen fibriller beyaz oklarla gésterilmistir.

Sekil 49 Hidrojel ile Halofuginone grubunda hematoksilen-eozin boyamada Medulla spinalis
(M) etrafinda kollajen fibriller beyaz oklarla gésterilmistir.
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Gorilintii analiz programi ile kontrol grubu, hidrojel grubu ve hidrojel ile

Halofuginone grubunun fibrozis alani 6lgtimleri mikrometre cinsinden elde edilmistir.

Yapilan ti¢ farkli 6l¢limiin ortalamasi alinarak milimetre kare cinsinden bu degerler

tablo 3’te gosterilmistir. Tablo 4 ve 5’te istatistiksel degerlendirme sonuglar

verilmigtir.

Siganl | Sican2 | Sican3 | Sican4 | Sican5 | Sican6 | Sican7
Kontrol Grubu 1.119 |0.820 |2.034 |1.419 |1.474 |1.457 |1.570
Hidrojel Grubu 1.233 | 0548 [2.129 [0.701 |0.928 |1.163 |1.251
Hidrojel + 1.222 |0.717 |1.842 |1.678 |1.383 | 1.316 | 1.030
Halofuginone
Grubu
Tablo 4 Olgiilen fibrozis alaninin gruplara gére dagilim: (mm?2)
Ortalama
Grup Ortanca | %25 %75 |En kiiclik En biiylik,  sira
Kontrol 1.457 1.119 1.57 0.82 2.034 | 13.2857
Grubu
Hidrojel 1.163 0.701 | 1.251 | 0.548 | 2129 | 8.2857
Grubu
Hidrojel + 1.316 1.03 1.678 | 0.717 1.842 | 11.4286
Halofuginone
Grubu

Tablo 4 Fibrozis alanlarinin gruplara gore tanimlayici istatistikleri tablosu

Degisken

s.d.

Test istatistigi (Ki-kare)

p degeri

Si¢an

2

2.3228

0.313

Tablo 5 Kruskal-Wallis testi sonuglari

Fibrozis alanlarinin gruplara gore karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi

kullanilarak bulunan p degeri 0.313 olup istatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml

bir fark bulunmamustir.
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Fibrozisin adezyon derecesinin gruplara gore dagilimi incelendiginde her ii¢
grupta kollajen fibril olusumu ve paravertebral adele ile sinir koklerine dogru uzanan

adezyon olusumu degerlendirilerek evrelendirme yapilmistir (Tablo 6).

EVREO | EVRE1 |EVRE2 |EVRE3 | TOPLAM
Kontrol Grubu 7 7
Hidrojel 3 4 7
Grubu
Hidrojel + 2 3 2 7
Halofuginone
Grubu

Tablo 6 Fibrozisin Adezyon Derecesinin Gruplara Goére Dagilim1

EVRELER
El E2 E3 Toplam

GRUPLAR | Kontrol Say1 0 0 7 7
Satir % 0 0 100 100

Hidrojel Say1 0 3 4 7
Satir % 0 42.86 57.14 100

Hidrojel + [Say1 2 3 2 7
Halofuginone Satir % 28.57 42.86 28.57 100

Toplam  Sayi 2 6 13 21
Satir % 9.52 28.57 61.90 100

Tablo 7 Gruplarin evrelere gore karsilastirilmasi

Test Test istatistigi (Ki-kare) s.d. p degeri
Olabilirlik orani 12.241 4 0.016

Tablo 8 Ki-kare testi sonuglari

Fibrozis adezyon derecelendirilmesinin evrelemesinde gruplar arasinda
yapilan ki-kare testi sonuglarina gore ki-kare anlamlilik testi p degeri 0.016 bulunmus

olup istatistiksel olarak anlamlidir.
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Test istatistigi

Karsilastirma (Ki-kare) s.d. p degeri p_adjusted
S1-S2 2
S1-S3 7.7778 2 0.020* 0.041
S2-S3 2.6667 2 0.264 0.527

Tablo 9 Gruplar arasi ki-kare testi sonuglari

Fibrozis adezyon derecelendirilmesinin evrelemesinde gruplar arasinda

yapilan ki-kare testi sonuglarina gore kontrol grubu ve hidrojel + Halofuginon grubu

arasinda yapilan karsilastirmada p degeri 0.020 bulunmus olup istatistiksel olarak

anlaml kabul edilmistir.

Kontrol

BEvrel EBEvre?2 ®mEvre3

Hidrojel

Hidrojel+Halofuginon

Tablo 10 Evrelerin gruplara gore dagilimi
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5. TARTISMA ve SONUC

Toplumun biiyiilk bir c¢ogunlugunda goriilen, hayatinin bir doéneminde
karsilastig1 ve list solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra hastaneye en sik ikinci
bagvuru sebebi bel agrisidir. En sik sebebi mekanik bel agrisi olmakla birlikte her yasta
goriilmektedir. En sik goriilen grup olan geng calisan niifusun yasam tarzi, ¢aligma
kosullar1 ile siklig1 korelasyon gdstermektedir. Radyolojik tam1 yoOntemlerinin

gelismesi ile birlikte bel agrisinin sebepleri ¢ogunlukla ortaya konulmaktadir.

Lomber disk hernisi bel agrisi sebeplerinin %2-3’likk kismini olusturmaktadir
ve bunlari %35 ile %15 arasinda degisen oranlarda cerrahi tedavi gerektirmektedir.
Dogru tani, dogru hasta se¢imi, dogru endikasyon ve cerrahi yontem ile tatmin edici
sonuglarin alindigr bir durumdur. Cerrahi sonrasinda hastalarin %15’inde goriilen
basarisiz bel cerrahisi sendromu olarak tanimlanan, bel ve bacak agrisinin devam ettigi

ve hatta sikayetlerin siddetlendigi durum ortaya ¢ikmaktadir.

Basarisiz bel cerrahisi sendromunun nedenleri arasinda foraminal stenoz,
yetersiz veya yanlis mesafeye uygulanan dekompresyon cerrahisi, instabilite, sinir

koklerinin yaralanmasi, enfeksiyon ve epidural fibrozis bulunmaktadir.

Spinal cerrahi sonrasinda néral dokunun etrafinda skar dokusunun olugmasiyla
hem mekanik etki ile irritasyon, basi ve vaskiilarizasyonun bozulmasina bagli olarak
gelisen durum epidural fibrozis olarak adlandirilmaktadir. Epidural fibrozis
olusumunu engellemeye yonelik bir¢ok klinik ve deneysel calisma yapilmis olmasina

ragmen klinik pratikte uygulanabilir bir sonug elde edilememistir.

1960’larda veteriner hekimlikte antiprotozoon ilag gelistirme asamasinda
ortaya c¢ikan, 1975’te ilk olarak tanimlanan Halofuginon, Dichroa febrifuga
bitkisinden elde edilen februfigin isimli alkaloidin analogudur. 1990’larda diisiik
dozlarda tip 1 kollajen sentezini inhibe ettigi kesfedilmistir (75, 76).
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Bir calismada si¢anlarda intravendz yoldan uygulandiginda ilacin beyin
disinda tiim dokulara dagildig1 gosterilmistir. Ilacin hicbir metaboliti plazma veya
dokularda 6l¢iilememistir. Sadece ¢ok yiiksek dozlarda toksik oldugu saptanmistir
(78).

Bu ilacin insanda ilk kullanim1 Pines ve Nagler’in 1999°da yaptig1 ¢alismada
yaymlanmistir.  Ekstraseliiler =~ matriksin ~ olusumunda  gorevli  fibroblast
fonksiyonlarmin azalmasi1 ile anjiyojenez ve neovaskiilarizasyonu baskilamasi
nedeniyle sistemik veya topikal uygulamada fibrozisi azalttig1 gosterilmis ¢alismalar
mevcuttur (28, 35, 79). Ciddi cilt fibrozu ve kontraktiirleri ile karakterize keloidlerde,
skleroderma, kutandz kronik graft versus host hastaligina sahip bir hastalarda topikal
yoldan uygulanmis ve ciltte kollajen sentezinde belirgin bir azalma oldugu
gosterilmistir  (77,81). Gastrointestinal sistemi ilgilendiren fibrozis ile giden
hastaliklarinda ve bu sistemin kanserlerinde kullanilabilece§ine dair c¢aligmalar
mevcuttur (36). Progresif kas fonksiyonlarinda ve miktarinda azalma ve fibrozis ile
karakterize Duchenne Muskuler Distrofi hastaliginda antifibrotik tedavi olarak

kullanilmasina yonelik ¢alismalar da halen devam etmektedir (80).

Biz bu caligmamizda daha once sistemik, oral ve kisa siireli topikal
uygulamalarda antifibrotik etkisi oldugu gosterilmis Halofuginon isimli ilac1 cerrahi
sahaya hidrojel igine yerlestirerek lokal olarak antifibrotik etkisini arastirmayi
amacladik. 21 adet sican esit li¢ gruba ayrilarak yapilan deneyde kontrol grubunda
yogun fibrozis ile birlikte dura matere adezyon derecesinin evre 3 oldugunu, hidrojel
grubunda mekanik bir bariyer olusarak kontrol grubuna nispeten yapisikligin az

oldugu ve fibroz dokunun dagiliminin diisiik oldugunu gordiik.

Hidrojel icine yerlestirilmis olan ve hiicre kiiltlirlinde yapilan sitotoksisite
caligmalarinda fibroblast aktivitesinin %350’sini baskilayacak kadar konulan
Halofuginon dozu ile yapilan deneylerde, adezyon derecesi evrelemesinde diger
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu saptadik. Fibroz

dokunun dagilimimin yine hidrojel grubunda oldugu gibi diisiik oldugunu gordiik.
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Ayrica Halofuginon yerlestirilen grupta dikkate deger bigimde dokunun

vaskiilarizasyonunda artis ve aktif osteoblastlarin oldugunu gordiik.

Fibrozis alanlarinin hesaplanmasinda her ii¢ grupta farkli ti¢ bolge belirlenerek
ve bunlarin ortalama milimetre kare cinsinden alinan degerleri istatistiksel olarak

karsilastirdigimizda anlamli fark olmadig1 saptadik.

Halofuginon verilen grubun histolojik degerlendirme sonuclar1 géz Oniine
alindiginda epidural fibrozis olusumunun, fibrotik doku dagiliminin ve yapisal
karakterinin daha selim olduguna dair bulgular s6z konusudur. Adezyon derecesine
gore yapilan evreleme sonuglarinin klinik olarak epidural fibrozis alan 6l¢limiinden
daha 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz. Epidural fibrozis ¢alismamizda néral doku
etrafindaki kollajen fibril olusumu ve paravertebral adele ile sinir koklerine dogru
uzanan adezyon olusumu degerlendirilerek yapilan evreleme insanda olusan epidural
fibrozise bagh klinik bulgulari daha i1yi temsil etmektedir. Bu nedenle ¢alismanin
degerlendirilmesinde iki bagimsiz histolog tarafindan yapilan evrelendirme epidural
fibrozis alan ol¢limiinden her ne kadar non-parametrik olsa da daha degerli kabul

edilmistir.

Her ti¢ grupta da deneklerde herhangi bir norolojik hasar, yara yeri enfeksiyonu
gormedik. BOS kacagina rastlamadik. Yara yerinin iyilesmesi konusunda da her ii¢
grupta farkliik gormedik. Halofuginon’un tip 2 ve tip 3 kollajen sentezini
etkilemediginden yara iyilesmesinin yeterli diizeyde oldugunun baska bir kaniti

oldugunu gordiik (31).

Literatiir taramasinda cerrahi sahaya lokal olarak uygulanip uzun siire sahada
kalabilecek doz konusunda herhangi bir ¢alisma olmayip, bizim ¢alismamiz bir ilk
olmaktadir. Daha sonraki calismalar i¢in deneyimizde kullandigimiz Halofuginon
dozundan farkli miktarlarda epidural fibrozisin Onlenmesine yonelik calismalara
Onayak olabilecegini diistinmekteyiz. Ancak klinik pratikte epidural fibrozisi ve

adezyonu azaltmak adina hig siiphesiz ek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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