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OZET

Bulut iU, Ratlarda Laminektomi Sonrasi Gelisen Peridural Fibrozisin
Onlenmesinde Tramadol ve Levetirasetam Etkilerinin Arastirilmasi, Kirikkale

Universitesi Tip Fakiiltesi Norosiriirji AD Uzmanlk Tezi, Kirikkale, 2022.

Amac: Ameliyat sonras1 ge¢ donemde olusan peridural fibrosiz dokusu noral
olusumlarin ve sinir koklerinin etrafin1 sarip radikiiler semptomlara ve bu
semptomlara yonelik yeniden o bdlgeye cerrahi girisim uygulama zorunluluguna
neden olabilir. Peridural skar dokusu yeniden ameliyat yapilmasi zorunlulugu ortaya
ciktiginda dura ve sinir kokii yaralanmasi gibi komplikasyonlarin riskini artirir.
Peridural fibrozisi Onleyebilmek veya diizeltebilmek igin birgok ilag ve yontem
denenmis ancak etkinligi kabul edilmis bir tedavi metodu hentiz olusturulamamustir.
Bu c¢alismada tramadol hidrokloriir ve levetirasetam isimli farmakolojik ajanlarin
ratlarda olusturulan peridural fibrozisi 6nlemeye yonelik etkileri arastirildi.

Metod: Calismada 32 tane 300-350 gr agirliginda erkek Wistar albino rat su
sekilde gruplara ayrildi: Sham grubu (cerrahi girisim uygulandi ve higbir
farmakolojik ajan verilmedi, n=6+2); MP grubu (cerrahi girisim uygulandi ve 14 giin
sireyle 10 mg/kg/giin metilprednizolon sodyum siiksinat intraperitoneal verildi;
n=6+2); TRA grubu (cerrahi girisim uygulandi ve 14 giin siireyle 0,6 mg/kg/giin
tramadol hidrokloriir intraperitoneal verildi; n=6+2); LEV grubu (cerrahi girisim
uygulandi ve 14 giin siireyle 15 mg/kg/giin levetirasetam intraperitoneal verildi;
n=6+2). Sedasyon anestezi altinda tiim deneklere torakal 9, 10 ve 11 standart
laminektomi uygulandi ve ardindan 14 giin stireyle ilag tedavileri uygulandi. Cerrahi
islemden 4 hafta sonra tiim hayvanlara 6tenazi uygulanip omurgalar1 blok sekilde
cikarilip laminektomi alaninin ortasindan gececek sekilde ikiye bdliindii. Proksimal
parca histopatolojik incelemeler ve distal par¢a biyokimyasal incelemeler ig¢in
saklandi.

Bulgular: Histopatolojik preparatlarda hemotoksilen eozin boyama
kullanilarak peridural fibrozisin yogunlugu ve Masson-Trikrom boyama kullanilarak
olusan kollajenin yogunlugu derecelendirildi. Immiinohistokimyasal preparatlarda
COL1A1 ve ACTA2 boyama yapilarak kollajen ve o-SMA yogunluklar
derecelendirildi. ELISA yontemi kullanilarak TNF-a, IL-6, TGF-8, CTGF, kaspaz 3,
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GSH/GSSG diizeyleri saptandi. Western blot teknigi kullanilarak pAMPK, mTOR,
pmTOR ve pmTOR/mTOR diizeyleri 6l¢iildii. Histopatolojik incelemelerde peridural
fibrozis diizeyinin en fazla Sham ve LEV grubunda olustugu; TRA ve MP
gruplarinda ise daha diisiik diizeyde oludugu saptandi. Masson-Trikrom boyamada
Sham ve LEV gruplarindaki kollajen yogunluk derecelerinin MP ve TRA gruplarina
gore fazla oldugu goriildii. Immunhistokimyasal boyama sonrast Sham ve LEV
gruplarinda olgiilen COL1A1 H-SCORE degerlerinin MP ve TRA gruplarindan daha
yiiksek oldugu saptandi. ACTA2 i¢in H-SCORE degerlerinin gruplar arasinda farkl
olmadig1 saptandi. Biyokimyasal incelemelerde TNF-a, IL-6, GSH/GSSH, kaspaz-3,
TGF1B ve CTGF diizeylerinin Sham-MP, Sham-ELP, Sham-OXT, MP-ELP, MP-
OXT ve ELP-OXT gruplar arasinda farkli oldugu goriildii. Western blot analizleri
sonunda p-AMPK degerlerinin Sham-MP, Sham-TRA ve Sham-LEV gruplan
arasinda farkli oldugu goriildii. pmTOR ve pmTOR/ mTOR degerlerinin Sham-MP,
Sham-TRA, Sham-LEV, MP-TRA ve MP-LEV gruplar arasinda farkli oldugu
saptandi. mTOR degerlerinin Sham-MP, Sham-TRA, Sham-LEV ve TRA-LEV
gruplar1 arasinda farkli oldugu bulundu. Histopatolojik ve immiinhistokimyasal
incelemeler sonunda metilprednizolon ve tramadolun peridural fibrozis derecelerini,
kollajen yogunluk diizeylerini ve kollajen olusumunu azaltabildikleri saptandi. Her
tic ajanin da TNF, IL-6, kaspaz-3, TGFP ve CTGF diizeylerini azaltarak peridural
fibrozisi azaltmada antienflamatuar ve antiapopitotik etkinliklerinin oldugu goriildii.
Her ii¢ ajanin da GSH/ GSSG diizeylerini arttirarak antioksidan etkinlik gosterdigi
saptandi. Her {i¢ ajanin da pAMPK degerlerini artirarak, pmTOR diizeylerini
azaltarak otofajiyi ve buna bagli dokunun rejenerasyonunu artirdigt ve bdylece
peridural fibrozisi azalttiklar1 bulundu.

Sonu¢: Sonug¢ olarak her {i¢ ajanin da antienflamatuar, antioksidan,
antiapopitoitk ve gii¢lii otofaji iliskili doku rejenerasyonu etkilerinin oldugu ve bu
etkileri sayesinde ratlarda uygulanan laminektomi modelinde olusan peridural
fibrozisi azaltabildikleri bulundu.

Anahtar kelimeler: Peridural, Epidural, Fibrozis, Post-laminektomi, Postoperatif,
Spinal, Adezyon, Norosirurji, Laminektomi, Dura, Bariyer

Destekleyen Kurumlar: Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Proje (BAP)
Koordinasyon Birimi (BAP Numarasi: 2021/ 004)



ABSTRACT

Bulut, IU, Investigation of the Effects of Tramadol and Levetiracetam in
Prevention of Peridural Fibrosis After Laminectomy in Rats, Kirikkale
University, Faculty of Medicine, Department of Neurosurgery, Specialization

Thesis, Kirikkale, 2022.

Purpose: Peridural fibrosis tissue, which occurs in the late postoperative
period, may cover the neural tissues and nerve roots and cause radicular symptoms
and the necessity of applying surgical intervention to that area for these symptoms.
Peridural scar tissue increases the risk of complications such as dural and nerve root
injury when reoperation is required. Many drugs and methods have been tried to
prevent or reduce peridural fibrosis, but a treatment method whose effectiveness has
been accepted has not been established yet. This study investigated the effects of

tramadol hydrochloride and levetiracetam on preventing peridural fibrosis in rats.

Method: In this study, 32 male Wistar albino rats weighing 300-350 g were
divided into groups as follows: Sham group (surgical intervention was performed but
no pharmacological agent was administered, n=6+2); MP group (surgical
intervention was performed and 10 mg/kg/day methylprednisolone sodium succinate
was administered intraperitoneally for 14 days; n=6+2); TRA group (surgical
intervention was performed and 0.6 mg/kg/day tramadol hydrochloride was
administered intraperitoneally for 14 days; n=6+2); and LEV group (surgical
intervention was performed and 15 mg/kg/day levetiracetam was administered
intraperitoneally for 14 days; n=6+2). Thoracic 9, 10, and 11 standard laminectomies
were performed on all subjects under sedation anesthesia, followed by drug
treatments for 14 days. Four weeks after the surgical intervention, all animals were
euthanized and their spinal columns removed as a block, divided into two parts
passing through the middle of the laminectomy area. The proximal part was used for

histopathological evaluations and the distal part for biochemical investigations.

Results: In histopathological specimens, the intensity of peridural fibrosis
was graded using hematoxylin-eosin staining and the density of collagen was graded

using Masson-Trichrome staining. In immunohistochemical specimens, collagen and
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alpha-SMA densities were graded by staining with COL1Al and ACTA2,
respectively. TNF-a, IL-6, TGF-B, CTGF, caspase-3, and GSH/GSSG levels were
determined using the ELISA method. The levels of pAMPK, mTOR, pmTOR, and

mTOR/p-mTOR were measured using the western blot.

Histopathological and immunohistochemical evaluations revealed that
methylprednisolone and tramadol were able to reduce the degree of peridural
fibrosis, collagen density levels, and collagen formation. All three agents showed
anti-inflammatory and antiapoptotic properties in reducing peridural fibrosis by
decreasing TNF, IL-6, caspase-3, TGFp, and CTGF levels. Additionally, they also
showed antioxidant activity by increasing GSH/GSSG levels. Finally, they
maintained autophagy and related tissue regeneration in reducing peridural fibrosis

by increasing pAMPK values and decreasing pmTOR levels.

Conclusion: In conclusion, it was concluded that all three agents have anti-
inflammatory, antioxidant, anti-apoptotic, and autophagy-related tissue regeneration
properties, and thanks to these effects, they can reduce peridural fibrosis in the

laminectomy model in rats.

Keywords: Peridural, Epidural, Fibrosis, Post-laminectomy, Postoperative,

Spinal, Adhesion, Neurosurgery, Laminectomy, Dura, Barrier

Supporting Institutions: Kirikkale University Scientific Research Project

(BAP) Coordination Unit (BAP Number: 2021/ 004)
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1. GIRIS

Dokularin  biitiinligli ve isleyisinin bozulmasina yara, bozulmus doku
biitiinliiglinlin tekrardan kazanilmasina ve isleyisin saglanmasina ise yara iyilesmesi
denir. [1] Yara iyilesmesi, ameliyat sonrasi dokularin anatomik yapisinin
korunmasinda olduk¢a Onemlidir. Cerrahi travma sonrasi istenen yara iyilesmesi
cerrahi girisim Oncesine en ¢ok benzeyen anatomik biitlinliiktiir. Hastanin yasi,
kronik hastaliklari, kullandig ilaglar, beslenme durumu gibi sistemik faktorlerin yani
sira dokunun kan akimi, yara yerinde yabanci cisim varligi, enfeksiyon, uygulanan
cerrahi teknik gibi lokal faktorler de yara iyilesmesini etkiler. [2-4] Cerrahi travma
sonrasinda cerrahi alanda bag ve kan dokusu bilesenleriyle yeni bir skar yani nedbe
dokusu olugmaktadir. [5,6] Omurgaya uygulanan cerrahi girisimler sonrasi olusan
skar dokusuna “peridural fibrozis” adi1 verilir. Olusmus fibrotik skar dokusu noral
doku ¢evresinde adezyon olusumuna neden olarak cerrahi girisim dncesinde mevcut
olana benzer noral sikigma semptomlar1 ortaya gikarabilir. Bu siirecin sonunda ek
cerrahi girisim(ler) gerekebilir ve girisimler hastada ciddi ve tehlikeli
komplikasyonlara neden olabilir. [7] Peridural fibrozisin gelismesinde lomber spindz
proges ve laminanin alindig1 bolgedeki kas dokusu kaynakli fibroblastlarin ve cerrahi
girigsim esnasinda olusan kanamanin 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. [8] Peridural
fibrozis olugma riskini en aza indirmek ve skar dokusunun fazla miktarda olusmasini
engellemek i¢in bugiline kadar pek ¢ok biyolojik ve medikal ajan kullanilmis ancak

kesin basar1 saglayan net bir yontem heniiz bulunamamustir. [7,9]

Gliniimiizde metilprednizolon halen hipertrofik skar olusumunun 6nlenmesinde
ve/ veya tedavisinde kullanilan ilk secenek ilagtir. Bu ajan biiyiime faktorleri ve
sitokin diizeyilerini azaltarak monosit, fibroblast ve monositlerin aktive edilmesini
Onler ve bdylece yara yerinde kollajen tliretimini baskilar. Ancak bu immiinsiipresif
etkisi nedeni ile enfeksiyona yatkinlik olusturdugu ve yara iyilesmesini geciktirdigi
de bilinmektedir. [10-12] Ayrica epitelyal migrasyonu ve kontraksiyonu baskiladigi

ve yaranin tensil kuvvetini azalttig1 da literatlirde gosterilmistir. [13-17]

Tramadol akut ve kronik agri tedavisinde kullanilan santral etkili bir opioid
bilesiktir. Bu etkilerini “mu” ve “kappa” reseptorleri araciligiyla yapmaktadir.
Tramadolun bir takim sitokin ve kemokinlerin salinimini azaltarak 6dem azaltici ve

antiinflamatuar Ozelliklere sahip oldugu gdsterilmistir. [18,19] Yapilan son

1



caligmalarda “kappa” reseptdriiniin uyarilmasiyla immiinsupresif etki ortaya ¢ikmasi
arasinda korelasyon oldugu gosterilmis ve lokosit ve astrosit zarlarinda da bu
reseptorlerin varligi ortaya konmustur. Ancak bu anti-enflamatuar yollar bu
caligmalarda tam olarak agiklanmamistir. [18] Diger yandan tramadolun peridural
fibrozis olusumu {izerine olan etkileri hakkinda literatiirde heniiz yeterli bilimsel veri

bulunmamaktadir.

Antiepileptik bir ilag olan levetirasetam a-etil-2-okso-1-pirolidin asetamidin S-
enantiomeri, pirasetamin etil analogunun S-kimyasal bilesenidir. Antiepileptik diger
ilaglarla kimyasal olarak benzememektedir. [20,21] Levetirasetamin N-tipi yiiksek
voltajlt kalsiyum kanallarin1 kapatip hiicre i¢i kalsiyum seviyesini azalttigi ve
gamma- aminobutirik asit (GABA) ve glisin ile diizenlenen akimlardaki azalmay1
tersine ¢evirdigi bilinmektedir. [20,22,23] Baz1 hayvan deneylerinde levetirasetamin
noroprotektif etkileri bildirilmistir. [24,25] Ratlarda yapilan caligmalarda beyin
hasar1 sonrasi levetirasetamin pozitif etkileri gosterilmistir. [26] Oliver ve ark
levetirasetamin ratlarda epilepsi sonrast hipokampiiste oksidatif stresi azaltigimi
gostermislerdir. [27] Kim ve ark levetirasetamin status epileptikustaki si¢anlarda

beyin dokusunda apopitozisi ciddi anlamda dnledigini gostermislerdir. [28]

Bu deneysel calisma ratlarda olusturulan laminektomi modelinde hem gelisecek
peridural fibrozisi azaltmada/ Onlemede tramadol ve levetirasetam etkilerini
arastirmak hem de bu ajanlarin peridural fibrozisi azaltmada/ Onlemede

metilprednizolona olan olasi iistiinliiklerini test etmek {lizere yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara Iyilesmesi

Yara, anatomik veya fonksiyonel olarak doku ya da organ biitiinliigiiniin,
isleyisinin bozulmasi anlamina gelir. Dokunun anatomik biitiinliigii ve fonksiyonel
Ozelliklerini tekrar kazanmasi siirecine yara iyilesmesi denilmektedir. [1,29] Yara
tyilesmesi arzu edilen tam bir iyilesme halinde olmayabilir, tam bir rejenerasyonu
olmayip skar dokusu ile iyilesme goOsteren fibrotik bir doku olusabilir. Yara
iyilesmesi, akut ve kronik seklinde inflamasyon siirecleri ile iyilesme gosterebilir.

[30]

2.2. Akut inflamasyon

Yara iyilesmesinde akut inflamasyon siirecinde inflamasyon, proliferasyon ve

matiirasyon fazlari rol alir.

2.2.1. inflamatuar Faz

Birinci agamada; yaralanma sonrasi yara yerindeki hasarli damarlar biiziistir;
tromboplastik {riinler ortama yayillmaya baslar. Hasarli bolgede trombositler
birleserek tika¢ olusturur. Ekstrinsik ve intrinsik pihtilasma sistemleri protrombini
trombine doniistiirmeye baslar. Daha sonra aktive trombin, fibrinojeni fibrine ¢evirip

trombus olusumu ve nihayetinde hemostaz saglanir.

Trombositler, inflamatuar hiicrelerden fibroblast aktivasyon faktorlerinin ve
vazokonstriktorlerin sitoplazma disina saliverilmesini saglar. Notrofiller bolgeye ilk
gelmeye baglayan ve inflamasyonu baslatan inflamatuar hiicrelerdir. [30] Lokositler
ilk 6nce damar duvarina hareket ederler (marginasyon), sonrasinda damar endoteline
tutunur ve yuvarlanir (rolling). Endotele tutunan lokositler, endotele yapisarak
adezyonu gerceklestirmis olur. Adezyon, endotel disindaki endotelyal lokosit
adezyon molekiil-1 (ELAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1),
interselliiller adezyon molekiil-1 (ICAM-1) ve CD34 ile lokositlerde bulunan
reseptorlerin (sialyl Lewis X, L-selectin gibi) kaynasmasi sonucu gergeklesir. [31-34]



Adezyon sonrasinda I6kositler ortama kollejenaz salarak damar disina hareket ederler
(transmigrasyon). Eozinofil, monosit, bazofil ve noétrofil benzer etki ile hareket
ederler. Permeabilitenin artmasi sonucu Idkositler ve proteinden zengin sivi
(eksudasyon) intertisyel aralia c¢ikar. Damar disina hareket eden lokositler
kemotaktik ajanlarin sayesinde hasarli bolgeye go¢ ederler (kemotaksi). Bazi 16kosit
reseptorlerine kemotaktik ajanlarin baglanmasi ile lokositler aktive olur. Hasarli
bolgedeki lokositler lizozomal enzimleri ve oksijen radikalleri ve fagositozu

kullanarak hasar yapmis ajanlar1 ortadan kaldirmaya ¢alisirlar. [34,35]
Akut inflamasyonda rol alan baglica kimyasal ajanlar sunlardir:
Vazoaktif aminlerden histamin ve serotonin permeabiliteyi artirir. [36]

Plazma proteazlar1 ise Hageman faktorii, trombin, fibrin, Faktor X ile pihtilasma
sisteminin; vazoaktif kinin Uretimi ile kinin sisteminin; C3a ve C5a lretimi ile
kompleman sisteminin; plazmin aktivasyonu ile fibrinolitik sisteminin aktivasyonunu

baslatir.

Hageman faktorii plazmada inaktif sekildedir ve aktive olmus trombositlerle

etkilesince aktive olur. [37]

Diger yandan lipid kokenli mediatorlerden l0kotrienler ve prostaglandinler

inflamatuar uyari ile olusan poliansatiire yag asitleridir. [38]

Trombosit aktive edici faktor (PAF) 10kosit toplanmasi, adhezyonu ve
kemotaksisini, damar gegirgenligi artisini saglar. [39]

Nitrik Oksit (NO) ise damarlarda vazodilatasyon yapar ve trombositlerin
agregasyon ve adhezyonuna sebep olur. [40,41]

Lokosit ve makrofajlardan salinan [6kositik lizozomal enzimler kemotaktis ve
damar gecirgenligi artirir. [34,35]

Serbest oksijen radikalleri lokositler tarafindan hiicre disina salimir. Damar

gecirgenligini artirirarak 16kosit transmigrasyonunu saglarlar. [40,41]

Transferrin, seruloplazmin, glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve katalaz
enzimi antioksidan mekanizmalar olup serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirir.

[38]



Sitokinler i¢in lenfokin, biiylime faktorii, koloni stimiile edici faktor, interferon ve

tiimor nekroz faktorii 6rnekleri sayilabilir. [37]

[lk ii¢ giinde monosit baskinlig1 sz konusudur. Monositler makrofajlara doniisiir.
Makrofajlar, sitokin ve biiylime faktorii salgilayarak bakteri yikim {iriinlerini fagosite

eder. [40,41]

2.2.2. Proliferasyon Fazi

Yara iyilesmesinin ikinci asamasi proliferasyon fazi olup yaralanmanin 4 ila 12
giinleri arasinda ortaya ¢ikar. Bu fazda graniilasyon, fibroplazi, kontraksiyon ve

epitelizasyon gergeklesir.

Graniilasyon dokusu olusumu: Hasarlanmadan dort giin sonra, ekstraselliiler
matriks (ECM), graniilasyon dokusuyla yer degistirir. Kollajen ve kan damarlari,
graniilasyon dokusu olusumuna katkida bulunur. [42] Fibroblastlarin kontraktil

davranig1 sonucu yara kontraksiyonu ortaya ¢ikar.

Migrasyon: Fibroblast migrasyonuna yardimci sitokinler arasinda “transforme
edici biiylime faktorii-beta” (Transforming Growth Factor-f, TGF-f), “trombosit
kokenli biiyiime faktorii” (Platelet Derived Growth Factor, PDGF), “ndral biiyiime
faktori” (Neural Growth Factor, NGF), “Cysteine-zengin anjiyojenik indiikleyici-
61” (Cysteine-rich angiogenic inducer-61, Cyr-61) ve “bag dokusu biiyliime faktorii”
(Connective Tissue Growth Factor, CTGF) bulunur. [43] Hiicre ylizeyindeki
integrinler, ECM ve fibroblastlar arasinda tutunmayi saglar. [44] Integrin ligandlar:
biliylime faktorleri, kollajen ve elastini kapsayan ECM bilesenleridir. Fibroblastlar
yara bolgesine goc¢ ederken engelleri bazi matriks metalloproteinazlari (MMP)
yardimiyla asarlar. Anjiogenez ve fibroblast hareketinde gorevi olan MMP’ lerin
ECM’yi yikim gorevleri de vardir. Bugiine degin 24 ¢esit MMP tanimlanmustir. [45]
MMP-19 TNF-a tarafidan, MMP-1, MMP-2 ve MMP-3 ise TGF-f tarafindan

uyarilirlar.

ECM iiretimi ve biiyiime faktorlerinin salinmasi: Fibroblastlar biiyiime
faktorlerinin  yapimindan ve glikozaminoglikan, kollajen, proteoglikan gibi
ekstraseliiler matriks bilesenlerini sentezlemekten sorumludur. Doku hasar1 sonrasi
ticiincii ila besinci giinlerde baslayan kollajen tiretimi TGF-B, IGF-1, PDGF, Cyr-61,
“sfingozin-1-fosfat” (Sphingosine-1-phosphate, S1P), “epidermal biiyiime faktorii”



(Epidermal Growth Factor, EGF), “fibroblast biiyiime faktorii-2” (Fibroblast Growth
Factor-2, FGF-2), CTGF tarafindan uyarilir. [46] Ribozomlarda gergeklesen kollajen
yapiminin ilk asamasi kollajen onciilii prokollajenin yapimidir. [44] Lizinin ve
prolinin endoplazmik retikulumdaki hidroksilasyonu prokollajen sentezinde onemli
yer tutar. Bu siire¢ fibril olusumu ve prokollajen bilesenlerinin agregasyonu
acisindan 6nemlidir. Hiicre diginda fibrillerin olusumu igin prokollajen zincirleri bir

araya gelirler.

Proliferasyon fazinda meydana gelen bir diger olay ise anjiogenezdir. [47]
Endotelyal hiicreler ECM” de fibroblastlarla ayn1 sekilde yer degistirirler ve bu olay
doku hasariin ikinci giliniinde gergeklesir. Endotelyal hiicrelerin hareketinin
uyarilmast ECM, TGF-B, “vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii” (Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF), anjiopoietin ve FGF tarafindan olur. [44]
Endotelyal hiicreler ECM’ yi tasidiklari integrin reseptdrleri ile tanirlar. Integrin

reseptor sayilart TGF-B, VEGF ve FGF tarafindan artirilir.

MMP’ler bazal membranin yikiminda ve anjiogenez olusumunda gorev alirlar.
[45] MT-MMP, MMP-1, MMP-2, MMP-9, ve MMP-19 anjiogenezde gorevli olan

matriks metalloproteinazlardir. [44]

2.2.3. Matiirasyon Fazi

Yara iyilesmesinde en uzun olan asama matiirasyon fazidir. [48] Yara
matiirasyonu basamaklar1 6nce yara kontraksiyonu, sonra kizariklik, daha sonra yara
kalinliginda azalma ve nihayetinde yara kuvvetinde artma ile sonuglanir. Yara
kontraksiyonu myofibroblastlar araciligiyla yaralanma sonrasi yaklasik doérdiincii
besinci giinde olugsmaya baglar. [42,44,47] Myofibroblastlar kontraksiyon o6zelligi
gosteren aktin filamentlerini igeren fibroblastlardir. Myofibroblastlar integrin
molekiilleri araciligiyla ECM’ye yapisirlar. Matilirasyon fazinda yara kalinlhigi
azalirken yara kuvveti artar. [44] Yaralanma sonrasit yirmi birinci giine kadar

kollajen iiretimi artar, ancak bu asamadan sonra iiretimde azalma olur. [42]

ECM’de miktar1 artan kollajenin dongiisiiyle fibroblastlardaki kollajen iiretiminin
azaldig1 bilinmektedir. [49] TNF-a ve IFN-y da kollajen iiretimini azaltir. [50]
Iyilesmenin yirmi birinci giiniinde kollajen miktar1 en yiiksek boyutuna ulasmis olsa
da yara kuvveti normalin %20’si kadarina ve altinci haftada ise yara kuvveti

normalin ancak %80’1 kadarma ulasabilir. Yara kuvvetinin arttigt bu zaman
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araligindaki asil hadise kollajenin yikimi1 ve tekrardan diizene konulmasidir. [42,44]
Kollajenin yikimimin “doku metalloproteinaz inhibitéri” (Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase, TIMP) ve MMP yapimi ile iliskili olabilecegi diisiintilmiistiir.
Yara matiirasyonu MMP’lerin ve TIMP’lerin bir uyum i¢inde yapimu ile iliskilidir.
Yara matlirasyonunda zaman iginde Tip I kollajen miktarinda artis olurken Tip III
kollajen, proteoglikan ve su miktarinda azalma olur. Kollajen fibriller yeniden

sekillenir.

2.3. Kronik inflamasyon

Dokunun yaralanmasina neden olan isleyis devam ederse akut inflamasayon fazi
kronik inflamasyon fazina ilerler. Burada dikkat ¢eken hiicreler monositler olup bu
hiicreler IFN-y ile aktifleserek dokularda makrofaj formuna doniisiirler. Doku hasar1
icin hem fibrozise sebep olan bilesenlerin saliverilmesinden hem de fibrozise engel
olan kollajenaz ve elastaz gibi enzimlerin saliverilmesinden sorumludurlar. Bu
diizenin en 6nemli pargasini makrofajlar olustururlar. Bir diger 6nemli hiicre grubu
ise lenfositlerdir. Lenfositler ¢esitli sitokinleri ortama salgilayarak monosit ve
makrofajlart aktiflestirirler. Akut inflamasyon ile kronik inflamasyonun birbirinden
ayrimi doku yikimi ve fibrozis ile olur. Fibrozis siirecinde fonksiyon bozuklugunun
gerceklesmesi ekstraselliiler matriks birikmesi ve fibroblast proliferasyonu ile olur.
[34,35,51] Siirecin baska bir asamasi kollajen yapimi ve birikmesi ile olur. Ug
polipeptid sarmalindan olusan, kollajen, skar dokusunun temel bilesenidir. Kollajen
sentezi TGF-p ve Interlokim-2 (IL-2) ile artis gosterebilir. [52] Fibroblastlar
yaralanma sonrasi1 36-72 saatler arasinda mezensimal hiicre farklilagsmasiyla
olusurlar. [31,32,53] Kollajen ise yaralanma sonras1 72 ile 120 saatlerde fibroblastlar
tarafindan sentezlenir. Kollojenaz makrofaj, fibroblast ve nétrofillerden salgilanir.
Kollejenaz enzimi kollajenin sarmal yapisim1 degistirip pargalanacak duruma
getirilmesi ve yeni modellenmenin olusturulmas: igin gereklidir. Fibronektin,
trombospondin, laminin, tenasinler adheziv glikoproteinlerdendir. Monositler,
fibroblastlar ve endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen fibronektin ekstraselliiler
matriks bilesenlerini bir araya getirir, hiicre farklilagmasini ve hareketini saglar. [53]
Graniilasyon dokusunda ilk olarak tip III kollajen birikerek yerini daha sonra yetiskin

doku kollajeni olan tip I kollajene birakir. [54]



2.3.1. Hipertrofik Skar

Skar olusumunun fazla miktarda artmasi sonucu hipertrofik skar olusur. Matur
skarlarda olusan olumsuz geri doniis isleyisi ile fibroblastlarin fazla c¢ogalmasi
onlenmektedir. Bu isleyisin aksamasimin hipertrofik skar olugsmasindan sorumlu
oldugu disiiniilmektedir. Hipertrofik skarlar etrafindaki dogal dokuyu kenarlara
dogru genisleterek biiylirler, dogal dokuya ge¢mezler ve zaman i¢inde boyutlarinda
kiiciilme goriilebilir. [55,56] Hipertrofik skar etyolojisinde en bilinen risk faktorii
ailesel yatkinliktir. Hipertrofik skar tedavisinde giinlimiizde genellikle cerrahi

¢ikarma ve sonrasinda glukokortikoid ila¢ uygulamasi yapilmaktadir. [57]

Hipertrofik skar olusumunda anormal fibroblast aktivitesi, biiylime faktorleri ve
cesitli sitokin diizeylerinde artis (TGF-B1/B2, VEGF, PDGF), apoptoziste azalma ve
plazminojen aktivator inhibitorii-1 diizeyinde artma sorumlu tutulamaktadir. [47]
Fibrinin yara iyilesmesinde, kollajen sentezinde, inflamatuar hiicre migrasyonunda
ve graniilasyon dokusunun olusumunda 6nemli yeri vardir. Fibrin plazmin ile
parcalanir. Plazmin ise plazminojen aktivatér ve iirokinaz ile artarken plazminojen
aktivator inhibitorii-1 ile azaltilir. [5S8] Diger yandan apoptozis embriyonik gelisimde
doku sekillenmesi ve hiicre yenilenmesinde rol almaktadir. Yapilan ¢alismalarda
yara iyilesmesinde de oOnemli rolleri oldugu goriilmiistiir. Hipertrofik skardaki
fibroblastlarda normal skardakilere nazaran artmis miktarda p53 geni ekspresyonu
oldugu bilinmektedir. Bu da kollajen yapiminin artmasina yanit olarak apoptozisin

artis1 olarak degerlendirilmistir. [59]

2.4. Peridural Fibrozis ve Bu Fibrozisi Onlemede Kullanilan Bazi

Metotlar

2.4.1. Peridural Fibrozis

Spinal cerrahi girisimlerden sonra beklenen ve istenmeyen durumlardan biri
peridural fibrozistir. [60] Bazi calismalarda bu fibrozisin hastalarda gelisme orani
%20-47 ile ifade edilmistir. [61] Peridural fibrozis ile ameliyat sonrast agr iligkisi
klinik takip ve ameliyat sonrasi goriintiileme ile baglantili goriilmiistiir. [62]
Peridural fibrozisin paravertebral kas, periostta olusan fibr6z doku ve ameliyat
sonrasi sahada kalan hematom sonucu olustugu tahmin edilmektedir. Bu etkenler

ameliyat sahasinda kollojen sentezini artirirlar. Boylece IL-6, INF-y, TNF-a, TGF18,
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CTGF, VEGF isimli mediyatorlerce devam eden inflamatuar siire¢ fibrozisin
olugmast ile noktalanir. [63-65] Fibroblastlar ise spindz proges ¢ikintis1 ve laminadan
styrilan kas dokusu kaynakli olusur. Sonrasinda ligamentum flavum alindiginda
fibroblastlar peridural mesafeye gecerler. Olusan fibrotik doku ise paravertebral
kaslarin iyilesmesi agisindan onemlidir. Diger yandan bu fibrotik doku biiyiiyiip
noral yapilara basi yapabilir ve invaze edebilir ve bu da radikiiler semptomlara
sebebiyet verir. [62,66-68] Macnab ve Larocca tarafindan ‘“postlaminektomi
membran” diye tanimlanan skar dokusunun sahadaki yag dokusunun yikimindan,
omurga kaslarinin ve sahada kalan hematomlarin fibrotik reaksiyonu
alevlendirmesiyle ilgili oldugu bilinmektedir. [68-73] Nachemson ve ark anulus
fibrozisin hasarlanmasi sonrasi intervertebral disk araliindan protein sizmasinin da
skar olusumuna yardim ettigini ileri stirmiistiir. [66] Lomber spondilopati nedeniyle
ameliyat olan, sonrasinda agrilar1 gegmeyen ve yeniden ameliyat edilen 38 hasta ile
yapilan ¢alismada Benoist ve ark hastalarin tamaminda peridural fibrozis disinda
baska patolojik bir hadise olmadigin1 belirtmislerdir. [74] Ayrica Jonsson ve ark,
oncesinde ameliyat olmus 93 hastay1r yeniden ameliyat ettikten sonra 35 hastada
peridural fibrozis izlemislerdir. [75] Baz1 ¢alismalarda ise ameliyat sahasinda kalan
pamuk fibrillerin peridural fibrozisin olugsmasina yardim ettigi ileri stiriilmiistiir. [76-

78]

Peridural skar dokusu yeniden ameliyat yapilmasi zorunlulugu ortaya ¢iktiginda
dura ve sinir kokil yaralanmasi gibi komplikasyonlarin riskini artirir. [68] Cesitli
tedaviler ve cerrahi teknikler peridural fibrozisi azaltmak icin literatiirde
paylasilmistir. Bunlar arasinda kii¢iik cerrahi insizyon uygulamak, hemostazin tam
yapilmasi, ¢esitli farmakolojik ajanlarin lokal uygulanmasi, dura ve doku arasina
konulabilen biyolojik, sentetik ve mekanik materyallerin kullanim1 yer almaktadir.
Calisilmis bazi farmakolojik ajanlar siklosporin-a, kortikosteroidler, 5-florourasil,
metotreksat, alfa-lipoik asit, interferon-gamma, mitomisin-C, aprotinin, tacrolimus,
rekombinant plasminojen aktivatorleridir. Calisilmis bazi dural bariyerler arasinda
ise ADCON-L, vicryl mesh, zenoderm, seprafilm membran, oxiplex, gelfoam,
silastik, dacron, karboksimetilseliiloz, sodyum hyaluronat, gore-tex membran yer
almaktadir. Bu yontemler hayvan model ¢alismalarinda yeterli basar1 saglayabilmisse

de klinik kullanimda yeterli kabul gérmemistir. [66-68,79-82]



Metilprednizolon: Uzun siiredir omurilik yaralanmalar1 ve beyin 6deminde
kullanilan sentetik glukokortikoidlerden metilprednizolonun mineralokortikoid
etkisinin diisiik ve antienflamatuar etkisinin yiiksek oldugu bilinmektedir. [83,84]
Metilprednizolon siklooksijenaz ve lipooksijenaz yollarini baskilayarak arasidonik
asit bilesenlerinden proinflamatuar kollajen ve sitokin yapimini, enflamatuar sitokin
yapimini, enflamatuar hiicre migrasyonunu ve akut faz reaktan saliverilmesini
engeller. Metilprednizolonun noroprotektif etkisinin omurilik hasarinda olusan lipid
peroksidasyonun inhibisyonu ile gerceklestigi diisiiniilmektedir. Béylece hiicrenin
fonksiyonel ve anatomik yapist korunmus olur. [85-89] Kalsiyumun hiicre i¢i ve dis1
yogunlugunu ayarlayarak asit-baz oraninin dengede kalmasini saglar. Hasarlanmis
dokuda su ve sodyum birikimini azaltip potasyum salinmasinin 6niine gecer. Hiicre
i¢ci histamin etkinligini inhibe ederek damar gegirgenligini ve vazodilatasyonu ve
dolayis1 ile ekstraseliiler Odemi azalttigi bilinmektedir. [90] Yiksek doz
metilprednizolon tedavisinin hasarlanmis omurilikte kan akimini arttirdigir ve bunun
sonucunda norolojik kayiplarda azalma oldugu gosterilmistir. Biliylime faktorleri ve
sitokin diizeyilerinin azalmasiyla monosit, fibroblast ve monositlerin aktive
edilmesini  &nleyerek, kollajen iiretimini baskilar. Immiinsiipresif etkisiyle
enfeksiyona yatkinlik olusturur. Skar dokusu olugsma mekanizmasini engelledigi ve
fakat yara iyilesmesini geciktirdigi bilinmektedir. [10-12] Epitelyal migrasyonu ve
kontraksiyonu baskiladig1 ve yaranin tensil kuvvetini azalttigda gosterilmistir. [13-

17]

Tramadol: Bu farmakolojik ajan (1RS,2RS)-2-[(dimetilamino)metil]-1-(3-
metoksifenil)-sikloheksanol hidrokloriir, morfin ve kodein ile iliskili bir opioid tiirevi
analjeziktir. [91] Merkezi sinir sistemindeki secici “mii” ve “kappa” reseptorleri
tizerinden zayif etkili agr1 kesici 6zelligi vadir ve bu 06zelligi nedeni ile uzun
zamandir klinik kullanimda hastalara ameliyat sonrasinda intravendz ve/ veya oral
yoldan analjezik ilag¢ olarak uygulanmaktadir. TNF, IL-1 ve IL-6 salinimin azaltarak
0dem azaltic1 ve antiinflamatuar 6zellikleri oldugu gosterilmistir. [92] Hem lokosit
hem de astrosit membranlarinda bulunan “kappa” reseptoriiniin uyarilmasinin

immiinsupresif etkisinin oldugu bilinmektedir. [18]

Lokal anestezikler ameliyat sonrast agr1 kesici yoniiyle siklikla kullanilir. Ancak
lokal anesteziklerin, nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte yara iyilesmesi

tizerindeki olumsuz etkilerinin oldugu ¢esitli hayvan modeli c¢aligmalarinda
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gosterilmistir. [93,94] Opioidlerin ayn1 zamanda lokal anestezik etkileri de vardir.
[95,96] Noron ug plaklarinda norepinefrin geri aliminin inhibisyonuyla analjezik
etkiye de sahiptir. Tramadoliin periferik noronal hiicreler iizerinde lokal anestezik
etkileri bilinmektedir. [19,97] Cerrahi kesi bolgesine lokal tramadol infiltrasyonu
ameliyat sonrasi olusan agriy1 azaltmak i¢in uygulanmaktadir. [98] Yapilan bir klinik
calismada cerrahi kesi bdlgesine tramadol infiltrasyonu uygulanmasinin yara

tyilesmesi iizerinde olumsuz etki olugturmadigi bildirilmistir. [99]

Tramadol doz bagimli uzun stireli kullanimda ya da yliksek doz uygulamada farkli

dokulardaki hiicrelerde birikebilir ve bdylece oksidatif strese ve mitokondriyal

fonksiyon bozukluguna neden olabilir. Hiicrelerde birikmesi ve mitokondriyal
bozulma olusturmasi farkli dozlarda ortaya c¢ikabilmekte olup hiicre hasarinin
ciddiyeti biiylik 6l¢iide doza bagimlidir. [100] Tramadolun bazi inflamatuar ve
apoptotik belirteglerde artisa neden oldugu bildirilmistir. [101] Tramadolun glutatyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz seviyelerinde ciddi diislislere neden oldugu
bilinmektedir. [102] Ancak literatiirde tramadoliin yara iyilesmesi tizerindeki

etkilerinin ne oldugu net olarak bilinmemektedir.

Tramadol'tin M1 makrofaj sitokinlerinin (TNF-q, IL-6, IL-12) {iretimini inhibe
ederken, M2 makrofaj belirteglerinin (Argl, Yml, Mrcl, Fizzl) salgilanmasini
tesvik ettigi bulunmustur. [150] Diger yandan Hanci ve ark yaptiklari deneysel
caligmada cerrahi yara olusturulup higbir ilag tedavisi uygulanmayan kontrol grubu
ile tramadol yara infiltrasyon grubu arasinda kollajen {iretimi, kopma-direng
Olciimleri, 6dem, vaskiilarite ve inflamasyon skorlar1 acisindan anlamli fark
olmadigimi ortaya koymuslardir. Calismanin sonunda tramadoliin cerrahi iyilesme
sirecini olumsuz etkilemeden yara infiltrasyon anestezisinde kullanilabilecegi fikrini
ileri siirmiislerdir. [103] Ozkan ve ark yaptiklari deneysel ¢alismada yara yerine
tramadol uygulamiglar ve histopatolojik olarak yara iyilesmesinde tramadoliin
kollajen olusumu {izerine kontrol grubuna gore olumsuz etkisinin olmadigini
gostermislerdir. Bu c¢alismada biyokimyasal olarak hidroksiprolin diizeylerinin
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alismanin sonuglari,
tramadol infiltrasyonunun yara iyilesmesi tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigini
ortaya koymustur. [99]

Levetirasetam: Bu ajan ([S]-a-etil-2-okso-1-pirolidin asetamid) genis
antikonviilsan aktivite spektrumuna sahip giivenli bir antiepileptik ilagtir. [21,25,104-
11



106] Levetirasetamin antinosiseptif etkileri ile ilgili c¢esitli calismalarda yiiz
giildiiriicti kanitlar bildirilmistir. Bunlardan postoperatif agrida, diyabetik noropatide,
trigeminal nevraljide, multipl skleroz ile iliskili kronik agrida, anestezi kaynakli
hiperaljezide azaltici etkilerinin olabilecegi gosterilmistir. Bunlara karsin
levetirasetamin antinosiseptif etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
[107-112] Cesitli arastirmalarda antiepileptik 1ilaglarin hayvan modellerinde
olusturulan enflamatuar agr1 {izerinde antinosiseptif etkilerinin olabilecegi
gosterilmistir. [113-117] Diger yandan levetirasetamin hasarli noronal dokularda
TNF-a, II-1B, IL-6, iNOS diizeylerini azaltarak ve TGF-B ekspresyonunu
diizenleyerek mikroglia aktivasyonunu kontrol edebildigi ve antienflamatuar etki

gosterebildigi bildirilmistir. [118-121]

Levetirasetamin antienflamatuar etkisini JAK2/STAT3 sinyalizasyonunun LPS'ye
bagl fosforilasyonunu inhibe ederek gosterdigi rapor edilmistir. TLR4 ve MAPK
salimimlarin1 baskilayarak IL-1B, IL-6 inflamatuar sitokinlerinin salinimini azalttigi
bildirilmistir. [105,122,123] Nootropik ajan pirasetamin bir analogu olan
levetirasetam sinaptik vezikiil proteini 2A'ya (SV2A) baglanarak hiicrelere T-tipi
kanali inhibe etmeden N-tipi kanali segici olarak inhibe ederek kalsiyum akisini
diizenledigi gosterilmistir. [124-126] Bununla birlikte membran depolarizasyonunu
diizenledigi ve hiicre i¢indeki potasyum akisini azaltarak geri doniisiimsiiz hiicresel
hasar1 onledigi rapor edilmistir. [125,127-131] Levetirasetamin hipokampiiste lipid
peroksidasyonu ile baglantili olarak xCT ve iNOS ekspresyonunu degistirerek, artan
bazal endojen antioksidan yetenegini sinerjik olarak artirarak ve bazal glutamat
konsantrasyonunu azaltarak ve ardindan GSH'nin bir i¢ malzemesi olan sistin alimin1

yukar1 dogru diizenleyerek noroprotektif bir rol oynadig1 gosterilmistir. [132]

Oksidatif stres genellikle ya artan oksidan enzimlerden ya da azalan antioksidan
enzimlerden kaynaklanir ve asir1 seviyelerde serbest radikal ara {irlinlerle sonuglanir.
[133] Literatiirde antiepileptik ilaglarin (AEQ) oksidan veya antioksidan enzimler
tizerindeki etkisi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. [134,135] Antiepileptik
ve antiapoptotik ilag olarak levetirasetamin hipoksiden sonra uygulanmasinin
noronal apoptozu azalttifi rapor edilmistir. [136,137] Levetirasetam enflamatuar
reaksiyonlar1 azaltarak sinir hiicrelerinin apoptozunu hafifletebilir. Levetirasetamin
CDS8 T hiicresi tiirevli perforini inhibe ederek omurilik yaralanmasinda inflamatuar

reaksiyonlar1 azaltabildigi one siiriilmiistiir. [138] Diyabetik si¢anlarin levetirasetam
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ile tedavisinin siyatik sinirlerdeki enflamasyonu, fibrozisi ve apoptoz belirteclerini
onemli Olglide azaltabildigi ve NGF ekspresyonundaki azalmayi onledigi rapor
edilmistir. Ayrica levetirasetamin diyabetik si¢anlarda plazma lipid peroksitlerini
onemli Olgiide azaltabildigi ve toplam antioksidan kapasiteyi artirabildigi
saptanmigtir. [139] Yapilan calismalarda levetirasetamin hasarli néronal dokularda
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), GSH diizeylerini belirgin sekilde
arttirabildigi gosterilmistir. [27,135,140-142] Ayrica levetirasetamin hasarli néronal
dokularda kaspaz-3 diizeylerini azaltabildigi ve antiapopitotik etkinliginin oldugu
bulunmustur. [139] Literatlirde levetirasetam ile otofajik etkinlik arasindaki iligkiyi
inceleyen ¢ok az c¢aligmaya rastlanmistir. Yapilan bir ¢alismada hasarli néronal
dokularda levetirasetamin AMPK/Akt aktivasyonunu arttirdifi ve antiotofajik
etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. [143]
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismanin tamami Kirikkale Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu
tarafindan belirlenen kurallar dogrultusunda, gerekli onay alindiktan sonra yapildi

(Karar tarihi: 21.10.2020, Toplant1 say1 numarasi: 2020/06 ve Karar numarasi: 37).

Bu tez calismasi Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Proje (BAP)
Koordinasyon Birimi tarafindan finansal ag¢idan desteklendi (BAP Proje Numarasi:

2021/ 004)

Calisma 300-350 gram agirliginda erkek cinsiyette sekizi yedek olmak tizere
toplam 32 adet Wistar Albino rat ile yapildi. Deney oncesinde deney hayvanlarinin
deneye alinma kriterleri deneklerin geng yasta olmasi, canli, diizgiin hareketli, tiiyleri
diizgiin ve viicut biitiinliiglinlin tam olmas1 ve viicut anomalisi ve sekil bozuklugunun
bulunmamas1 olarak belirlendi. Deney hayvanlarinin deneyden ¢ikarilma kriterleri
ise cerrahi alanda veya organizmanin baska yerinde ortaya c¢ikacak enfeksiyon,
cerrahiye sekonder sakatlik (paraparezi, parapleji), kilo kaybi1 (yiyecek ve su
aliminda azalma), cerrahi yaranin izlem sirasinda agilmasi, diger hayvanlar
tarafindan cerrahi yaraya veya diger viicut bolgelerine zarar verilmesi (doku kaybina
neden olabilecek kadar ciddi diizeyde dislenmesi, tirnaklanmasi ya da yenmesi)
seklinde deney oncesinde belirlendi. Deney hayvanlar1 randomize sekilde asagidaki

gibi dort ayr1 gruba ayrildi:

Sham grubu (cerrahi girisim uygulandi ancak deneysel farmakolojik ajan

uygulanmadi; n: 6+2)

MP grubu (cerrahi girisim uygulandi ve intraperitoneal yoldan metilprednizolon

sodyum siiksinat uygulandi; n: 6+2)

TRA grubu (cerrahi girisim uygulandi ve intraperitoneal yoldan tramadol

hidrokloriir verildi; n: 6+2)

LEV grubu (cerrahi girisim uygulandi ve intraperitoneal yoldan levetirasetam

verildi; n: 6+2)
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Sedasyon anestezi i¢in intraperitoneal yoldan 40 mg/kg ketamine HCI1 (Ketalar®;
Pfizer Inc, USA) ve 5 mg/kg xylazine HCl (Rompun® %?2; Bayer HealthCare AG,
Germany) kullanildi.

3.2. Metot

3.2.1. Cerrahi Uygulama

Sedasyon anestezi altinda deneklerin sirtlar1 tiraslandiktan ve cerrahi alanin
povidon-iyot ile antisepsisi saglandiktan sonra her gruptan alti hayvana omurilige
zarar vermeden torakal 9, 10 ve 11 omurgalarimin (T9, T10, T11) laminalarma
mikroskop kullanilarak standart laminektomi prosediirii uygulandi ve spinal kord
durast agiga ¢ikarildi. Laminektomi sirasinda dura saglam birakildi ve dura altina ve
omurilige herhangi bir girisimde bulunulmadi. Cerrahi alanda hemostaz dikkatlice
saglandiktan sonra cerrahi katlar anatomiye uygun sekilde dikilerek kapatilip cerrahi
girisime son verildi (Resim 3.1). Daha sonra MP grubuna 10 mg/ kg dozda
metilprednizolon sodyum siiksinat (Prednol-L 250 mg ampiil, Gensenta Ila¢ San. Tic.
A.S., Istanbul, Tiirkiye), TRA grubuna 0.6 mg/ kg dozda tramadol hidrokloriir
(Madol 100mg/2ml ampiil, Kogak Farma Ila¢ ve Kimya Sanayi A.S., Istanbul,
Tirkiye) ve LEV grubuna 15 mg/ kg dozunda levetirasetam (Levetam 500 mg/5 ml
flakon, Polifarma ilag San. ve Tic. A.S., Istanbul, Tiirkiye) intraperitoneal yoldan
verildi. Takiben ratlar sedasyon anesteziden ¢ikarildi ve kendi kafeslerinde alt1 hafta
siire ile yasatildi. Hayvanlarin kafesleri i¢cinde 12 saat giindiiz ve 12 saat gece
ritminde serbest su ve yiyecek ulasimina ve serbest dolasimina izin verildi ve 14 giin

stire ile ilag tedavilerine devam edilip on besinci giin tedaviler sonlandirildi.

Resim 3.1 Cerrahi prosediir. Soldan saga dogru cerrahi hazirlik, laminalarin ortaya konmasi, laminektomi,
yara kapatilmasi, postoperatif norolojik muayenesi dogal rat.
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Deneyin izlem agamasinda Sham grubunda 3, MP grubunda 4 ve TRA grubunda 1
adet denek postoperatif erken dénemde beklenmedik sekilde &ldii. Olen deneklerin
yerine yedekte tutulan ve herhangi bir cerrahi islem ve veya ila¢ uygulanmamis

denekler gerekli islemler yapildiktan sonra konuldu.

Cerrahi iglemlerden dort hafta sonra tim hayvanlara (toplam 24 adet denek)
sedasyon anestezi altinda abdominal aortadan tiim viicut kani alinarak otenazi
uygulandi ve sonrasinda tiim deneklerin omurgalar1 blok sekilde ¢ikarildi. Cikarilan
omurga blogu laminektomi alaninin ortasindan gececek sekilde kesilip iki kisma
ayrildi. Bu kisimlardan proksimal parca histopatolojik incelemeler igin ve distal

parca biyokimyasal incelemeler i¢in uygun ortamlarda saklandi.

3.2.2. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik incelemeler ic¢in ayrilan dokular oda sicakliginda %10 notral
formalinde 24 saat siire ile fikse edildikten sonra %10 EDTA soliisyonu kullanilarak
dekalsifiye edildi ve ardindan parafine gomiiliip 3 pm kalinliginda kesitler alindi.
Ardindan bu kesitler hematoksilen-eosin ve Massons-Trikrom boyalar1 ile boyandi.
Histopatolojik incelemeler deney gruplarina ve deneysel farmakolojik ajanlara kor

histoloji uzmani tarafindan gercgeklestirildi.

Tim kesitler 151k mikroskobu (Olympus BXS51; Olympus, Tokyo, Japan) ile
incelenip fotograflandi. Gruplarda her bir preparatta laminektomi bolgesinde rastgele
secilen 5 ayr1 alanda 40x biiylitmede peridural fibrozis olusum diizeyi literatiirde de

kabul edilmis olan derecelendirme yontemi kullanilarak belirlendi (Tablo 3.1). [9]

Tablo 3.1 Histopatolojik derecelendirme tablosu

Skor Derece Tanmm

0 Normal Dura materde fibrozis dokusu yok

1 Hafif Dura mater ve fibrozis dokusu arasinda ince bir fibréz bant olmasi

2 Orta Laminektomi alaninin 2/3 iinden azinda araliksiz yapigma olmasi

3 Agir Laminektomi alaniin 2/3 iinden fazlasimi etkileyen biiyiik

yapisikliklar veya sinir kdkiine uzanan yapisiklik olmasi
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Histopatolojik  preparatlarda  epidural  fibrozisin  derecelendirilmesi
fibroblastlarin baskinligina gére derece 1 (100'den az fibroblast), derece 2 (100-150
arast fibroblast) ve derece 3 (150'den fazla fibroblast) olarak derecelendirildi.
Fibroblast sayis1 151k mikroskobu altinda 40x biiylitmede 3 bolgede fibroblastlar
sayilip bu sayilarin ortalamasi alinarak elde edildi (Tablo 3.2). [144]

Tablo 3.2 Fibroblast hiicre yogunlugunun Hinton kriterlerine gére derecelendirilmesi

Derece Tamm

Derece 1 <100 fibroblast
Derece 2 100-150 fibroblast
Derece 3 >150 fibroblast

3.2.3. immunohistokimyasal inceleme

Immiinohistokimyasal incelemeler igin parafine gémiilii bloklardan elde edilen 3
um kalmhigindaki doku kesitleri pozitif yiiklii lamlara yerlestirildi ve xylene ile
parafinden arindirildi ve giderek artan konsantrasyonlarda etanol soliisyonu
kullanilarak dehidrate edildi. “Antijen retrieval” islemi mikrodalgada 10 dakika
boyunca 96°C'de gerceklestirildi (10 mM/ L sitrat tamponu, pH 6). Kesitler
bloklayici serum (Ultra V Block, ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile bloke edildi.
Hazirlanan kesitler COL1A1 (COLIA1 monoclonal antibody, E-AB-22152,
Elabscience), Alfa-Diiz Kas Aktini (Alfa-SMA) (ACTA2 Monoclonal antibody, E-
AB-22155, Elabscience) ve primer antikorlar1 ile +4°C de bir gece inkiibe edildi. Her
antikor i¢in negatif kontroller eklendi. Birincil antikor ile inkiibasyonun ardindan
doku kesitleri her seferinde 5 dakika olmak {izere iki kez PBS ile yikandi ve daha
sonra “biotinylated anti-mouse” sekonder antikoru (BA-9200; Vector Laboratories,
Burlingame, CA) ile oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. PBS ile li¢ defa
yikama yapildiktan sonra antijen-antikor kompleksleri, 10 dakika boyunca bir

streptavidin-peroksidaz kompleksi (TP-060-HL; LabVision, Fremont, CA, ABD)
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kullanilarak tespit edildi. Kesitler, 3,3'-diaminobenzidin (DAB) ile inkiibe edildi ve

baglanmay1 gostermek i¢in hematoksilen ile hafifce boyandi.

Daha sonra bu preparatlardan elde edilecek H-SCORE degerleri asagida yer alan
kriterler kullanilarak hesaplandi. [151]

(0) = negatif immiinreaktivite
(1+) = zay1f immiinreaktivite
(2+) = hafif immiinreaktivite
(3+) = glicli immiinreaktivite

H-SCORE, her boyama yogunlugu kategorisindeki hiicrelerin oraninin toplaminin

tartilan yogunluk puani ile ¢arpilmasiyla su sekilde hesaplandi:
H-SCORE =} Pi(i+1)

Burada (i)=yogunluk puani ve (Pi)=hiicre oran1 olarak tanimlandi.

3.2.4. Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

Biyokimyasal analiz galismalar1 igin ayrilan dokular kuru ortamda -80 °C’ de
hemen dondurularak saklandi. Takiben donmus dokular eritilip fosfat tampon salin
solusyonu ile yikandi ve buz i¢indeki %0.9 NaCl solusyonu ile homojenize edildi
(Labor Technique, Germany). Homojenize edilmis dokular 10 dakika +4 ° C ortamda
santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant materyalde TNF-a (pg/ mg protein) (TNF-
a) (E-EL-R0019, Elabscience), IL-6 (pg/ mg protein) (E-EL-R0015, Elabscience),
dontstiiriicii biiytime faktorii-1 beta (TGF18) (E-EL-R0162, Elabscience), bag doku
biiylime faktorii (CTGF) (pg/ mg protein) (E-EL-R0259, Elabscience),
GSH/GSSG (Total Glutathione (T-GSH)/ Oxidized Glutathione (GSSG)
Colorimetric Assay Kit, E-BC-K097-M, Elabscience) ve kaspaz-3 (pmol p-NA/ug
protein) (SRB-T-81638/ Rat Caspase 3 ELISA Kit, EI648RA, BT Lab) diizeyleri
orijinal ELISA kitleri kullanilarak 6l¢iildii.

3.2.5. Western Blot

Donmus dokular eritilip homojenize edildikten sonra otofaji belirleyicileri olan p-
AMPK (phospho-AMPKa-2535, Cell Signaling Technology), mTOR (mTOR-
Antibody-2972, Cell Signaling Technology) ve pmTOR (mTOR-Antibody-2971,
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Cell Signaling Technology) protein ekspresyonu western blot teknigi kullanilarak
incelendi. Yiikleme kontrolii olarak gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH)
kullanildi.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Calismada etik kurallar geregi istatistiksel analiz yapilmasina izin verebilecek
minimum sayida deney hayvani kullanildi. Degerlerin normal ve homojen dagilip

dagilmadigini belirlemeye yonelik verilere Kolmogorov-Smirnov testi uygulandi.

Normal dagilim gosteren ¢alisma verilerinin gruplar arasindaki istatistiksel
farklilik analizinde tek yonlii varyans analizi (One-Way Analysis of Variance; One-
Way ANOVA) testi kullanild1 ve p<0.05 degeri anlaml1 olarak kabul edildi. Gruplarin
ikili karsilastirmalarinda Tukey Multiple Comparisons ve Bonferroni Correction testi

kullanild1 ve p<0.0083 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Normal dagilim gostermeyen verilerin gruplar arasindaki istatistiksel farklilik
analizlerinde Kruskal Wallis testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
Gruplarm ikili karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi ve Bonferroni Correction

testi kullanild1 ve p<0.0083 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Inceleme Bulgular

Sham grubunda yer alan ratlarda laminektomi alaninda ¢ok siddetli epidural
fibrozis izlendi. Olusan fibrotik dokunun omurilik kanalina dogru ilerledigi ve dura
matere yapistig1 izlendi. MP, TRA ve LEV gruplarinda gelisen epidural fibrozisin
daha az oldugu ve fibroz dokunun daha hafif oldugu ve dura matere kismi adezyonu

gozlendi (Resim 4.1).

Resim 4.1 Epidural fibrosiz diizeylerinin karsilagtirmali histopatolojik inceleme bulgular: (HEx10, HEx40)

Hematoksilen ve eozin boyama sonrasi elde edilen histopatolojik bulgularin
karsilagtirilmas1 sonrasinda epidural fibrozis derecelerinin gruplar arasinda farkli

oldugu saptandi (X*=19.439, p<0.001) (Tablo 4.1, Grafik 4.1).

Epidural fibrozis derecelerinin Sham-MP (Z=-2.961, p=0.003), Sham-TRA (Z=-
2.956, p=0.003), Sham-LEV (Z=-2.989, p=0.003), MP-LEV (Z=-2.797, p=0.005) ve
TRA-LEV (Z=-2.879, p=0.004) gruplar arasinda farkli oldugu bulundu (Tablo 4.2).

Masson'un trikrom boyamada Sham grubunda yiliksek yogunluklu kollajen
olusumu oldugu ancak MP, TRA ve LEV gruplarinda kollajen yogunlugunun Sham
grubuna gore daha diisiik yogunlukta oldugu gozlendi (Resim 4.2).
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Resim 4.2 Epidural fibrosiz diizeylerinin karsilagtirmali histopatolojik inceleme bulgulart (MTSx10, MTSx40)

Masson Trikrom boyama sonrasi epidural fibrozis derecelerinin gruplar arasinda
farkli oldugu bulundu (X*=19.763, p<0.001) (Tablo 4.1, Grafik 4.2). Epidural
fibrozis derecelerinin Sham-MP (Z=-2.918, p=0.003), Sham-TRA (Z=-2.945,
p=0.003), Sham-LEV (Z=-2.945, p=0.003), MP-LEV (Z=-2.884, p=0.004) ve TRA-
LEV (Z=-2.989, p=0.003) gruplar1 arasinda farkli oldugu goriildii (Tablo 4.2).

Fibroblast sayilarmin da gruplar arasinda farkli oldugu saptandi (X°=19.110,
p<0.001) (Tablo 4.1, Grafik 4.3). Fibroblast derecelerinin Sham-MP (Z=-2.929,
p=0.003), Sham-TRA (Z=-2.918, p=0.004), Sham-LEV (Z=-2.676, p=0.007), MP-
LEV (Z=-2.933, p=0.003) ve TRA-LEV (Z=-2.922, p=0.003) gruplar1 arasinda farkl

oldugu bulundu (Tablo 4.2).

Tablo 4.1 Histopatolojik inceleme bulgularinin istatistiksel analiz sonuglart

Sham MP TRA LEV
Ortalama+SS/Med Ortalama+SS/ Ortalama+SS/ Ortalama+SS/
yan Medyan Medyan Medyan
Degisken (min-mak) (min-mak) (min-mak) (min-mak) F/ X? P

Epidural fibrosiz

2.50 (2.50-3.00) 1.50 (1.33-1.83) 1.50 (1.00-1.67) 2.00 (1.67-2.17) 19.439 <0.001
derecesi
Kollajen yogunluk

2.60 (2.40-3.00) 1.50 (1.40-1.80) 1.60 (1.00-1.60) 2.00 (1.80-2.20) 19.763 <0.001
derecesi
Fibroblast yogunluk

2.67 (2.33-3.00) 1.33 (1.00-2.00) 1.50 (1.00-2.00) 2.33(2.00-2.33) 19.110 <0.001

derecesi

Kruskal Wallis test, p<0.05
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Tablo 4.2 Histopatolojik inceleme bulgularinn ikili grup karsilastirma istatistiksel analiz sonuglar

Degisken Grup (I4J) Z P
Sham / MP -2.961 0.003
Sham /TRA -2.956 0.003
Epidural fibrosiz derecesi Sham / LEV -2.989 0.003
MP/ TRA -0.258 0.796
MP/ LEV -2.797 0.005
TRA/ LEV -2.879 0.004
Sham / MP -2.918 0.004
Sham /TRA -2.945 0.003
Kollajen yogunluk derecesi Sham /LEV -2.945 0.003
MP/ TRA -0.087 0.930
MP/ LEV -2.884 0.004
TRA/ LEV -2.989 0.003
Sham / MP -2.929 0.003
Sham /TRA -2.918 0.004
Sham / LEV -2.676 0.007
Fibroblast yogunluk derecesi
MP/ TRA -0.336 0.737
MP/ LEV -2.933 0.003
TRA/ LEV -2.922 0.003

Mann-Whitney U testi ve Bonferroni Correction testi, p<0.0083
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Grafik 4.1 Hematoksilen ve eozin boyama sonrasi epidural fibrozis derecelerinin gruplar arasinda dagilim
grafigi
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Grafik 4.2 Masson Trikrom boyama sonrasi kollajen yogunluk derecelerinin gruplar arasinda dagilim grafigi
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Grafik 4.3 Fibroblast derecelerinin gruplar arasinda dagilim grafigi

4.2. immiinohistokimyasal Inceleme Bulgular

Epidural fibroziste kollajen tip 1 belirteci olan COL1A1 ile immiin boyama
sonrast Sham ve LEV gruplarinda COLIA1 immunreaktivitesinin siddetli oldugu
gbzlendi. MP ve gruplarinda ise bu immiinreaktivitenin Sham grubuna gore daha az

ve birbirlerine benzer oldugu gozlendi (Resim 4.3).
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Resim 4.3 Epidural fibrosiz diizeylerinin karsilastirmali immiinhistokimyasal inceleme bulgulari (COLIx10,
COLIx40)

Epidural fibroziste ACTA2 ile immiinboyama sonrast Sham ve OXT grubunda
ACTA2 immiinreaktivitesinin siddetli oldugu gozlendi. MP ve ELP gruplarinda ise
bu immiinreaktivitenin Sham ve OXT grubuna gore daha az ve birbirlerine benzer

oldugu gozlendi (Resim 4.4).

Resim 4.4 Epidural fibrosiz diizeylerinin karsilastirmali immiinhistokimyasal inceleme bulgulart (ACTA2x10,
ACTA2x40)

Immunhistokimyasal boyama sonrasi COL1A1 igin H-SCORE degerleri tiim
gruplar arasinda farkli bulundu (F=32.081, p<0.001) (Tablo 4.3, Grafik 4.4). ikili
grup karsilastirmalar1 sonunda COL1A1 H-SCORE degerlerinin Sham-MP (ortalama

fark=58.056, p<0.001), Sham-TRA (ortalama fark=51.667, p<0.001), MP-LEV
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(ortalama fark=-34.722, p=<0.001) ve TRA-LEV (ortalama fark=-28.333, p=0.002)

gruplari arasinda farkli oldugu saptandi (Tablo 4.4).

Diger yandan ACTA2 i¢in H-SCORE degerlerinin tiim gruplar arasinda

istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (X*=15.848, p=0.001) (Tablo 4.3, Grafik

4.5). Ikili grup karsilastirmalarinda ACTA2 H-SCORE degerlerinin Sham-MP (Z=-

2.887, p=0.004) ve Sham-TRA (Z=-2.892, p=0.004) gruplar1 arasinda farkli oldugu

bulundu (Tablo 4.4).

Tablo 4.3 Immunhistokimyasal bulgularin grup karsilastirmalarina ait istatistiksel analiz sonuglar

Sham MP TRA LEV
Ortalama+SS/ Ortalama=+SS/ Ortalama+SS/ Ortalama+SS/
Medyan (min- Medyan (min- Medyan (min- Medyan (min-
Degisken mak) mak) mak) mak) F/ X2 p
COL1ALl 118.33£13.33 60.28+4.00 66.67+8.43 95.00+£16.53 32.081* <0.001
ACTA2 168 (128-202) 97 (88-120) 87 (82-112) 112 (90-140) 15.848% 0.001
(%) F degeri. One-Way Analysis of Variance testi; (1) X* degeri. Kruskall Wallis testi, p <0.05
Tablo 4.4 Immunhistokimyasal analiz bulgularn istatistiksel analiz sonuclart
Degisken Grup (1) Ortalama fark/ Z P
Sham / MP 58.056* <0.001
Sham /TRA 51.667* <0.001
Sham / LEV 23.333* 0.012
COL1Al H-SCORE
MP/ TRA -6.389* 0.776
MP/ LEV -34.722% <0.001
TRA/LEV -28.333* 0.002
Sham / MP -2.887+ 0.004
Sham /TRA -2.892+ 0.004
Sham / LEV -2.562% 0.010
ACTA2 H-SCORE
MP/ TRA -1.771% 0.077
MP/ LEV -0.966+ 0.334
TRA/LEV -2.262% 0.024

(*) ortalama fark degeri. Tukey Multiple Comparisons testi; (1) Z degeri. Mann-Whitney U testi ve Bonferroni Correction testi,

P <0.0083
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Grafik 4.4 Gruplara ait COLIAI H-SCORE degerlerinin grafigi
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Grafik 4.5 Gruplara ait ACTA-2 H-SCORE degerlerinin grafigi

4.3. Biyokimyasal inceleme Bulgular:

4.3.1. Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) Analizi

Gruplar arasinda TNF-a (F=1962.289, p<0.001), TGF-1p (X*=21.367, p<0.001),
kaspaz-3 (F=415.059, p<0.001), GSH/GSSH (X’=21.609, p<0.001), IL-6
(X*=21.600, p<0.001) ve CTGF (X?=18.402, p<0.001) diizeyleri istatistiksel olarak
farkliydi (Tablo 4.5, Grafik 4.6). Ikili grup karsilastirmalar1 sonucunda CTGF
diizeyleri hari¢ diger biitiin biyokimyasal parametrelerin Sham-MP, Sham-ELP,
Sham-OXT, MP-ELP, MP-OXT ve ELP-OXT gruplar arasinda farkli oldugu
goriildii (p<0.0083) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.5 Tiim gruplarin ELISA yéntemiyle elde edilen biyokimyasal inceleme sonuglarimin istatistiksel analizi

Sham MP TRA LEV
Ortalama=SS/ Ortalama=£SS/ Ortalama=£SS/ Ortalama=£SS/
Medyan (min- Medyan (min- Medyan (min- Medyan (min-
Degisken mak) mak) mak) mak) F/ X* P
TNF-a 9.63+0.09 3.35+0.17 6.03£0.17 7.02+0.14 1962.289* <0.001
IL6 8.19 (7.68-8.38) 1.82 (1.75-1.93) 2.97(2.34-3.17) 4.45 (4.14-4.61) 21.600F <0.001
GSH/GSSG 1.32 (1.16-1.46) 4.62 (4.32-4.82) 5.45 (5.16-5.68) 6.74 (6.24-7.64) 21.609t <0.001
Caspase3 12.39+0.44 3.79+0.25 6.31+0.58 7.73£0.40 415.059* <0.001
TGF-1B 8.07 (7.95-8.24) 3.012.93-3.12() 4.17 (4.08-4.25) 4.00 (3.86-4.13) 21.367+ <0.001
CTGF 7.21 (6.80-7.34) 3.47 (3.28-3.74) 2.81(2.45-3.24) 3.50 (2.86-3.73) 18.407+ <0.001
(*) F degeri. One-Way Analysis of Variance testi; (1) X degeri. Kruskal Wallis testi, p <0.05
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Grafik 4.6 Gruplara ait biyokimyasal inceleme sonuglarinin grafigi
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Tablo 4.6 Biyokimyasal analiz bulgularimin ikili grup karsilastirmalarina ait istatistiksel analiz sonuglari

Degisken Grup (I/J) Ortlama fark/ Z P
Sham / MP 6.282* <0.001
Sham /TRA 3.605* <0.001
Sham /LEV 2.608* <0.001
TNF-a
MP/ TRA -2.677* <0.001
MP/LEV -3.674%* <0.001
TRA/LEV -1.000* <0.001
Sham / MP -2.8827 0.004
Sham /TRA -2.882F 0.004
Sham /LEV -2.882F 0.004
o MP/ TRA -2.882¢ 0.004
MP/LEV -2.8827 0.004
TRA/LEV -2.882% 0.004
Sham / MP -2.887% 0.004
Sham /TRA -2.887F 0.004
Sham / LEV -2.887% 0.004
GSH/GSSG
MP/ TRA -2.882% 0.004
MP/ LEV -2.8827 0.004
TRA/LEV -2.8821 0.004
Sham / MP 8.605* <0.001
Sham /TRA 6.082%* <0.001
Sham /LEV 4.667* <0.001
Caspase 3
MP/ TRA -2.523* <0.001
MP/LEV -3.938%* <0.001
TRA/LEV -1.415* <0.001
Sham / MP -2.882F 0.004
Sham /TRA -2.882F 0.004
Sham /LEV -2.882F 0.004
TGF-1B
MP/ TRA -2.882F 0.004
MP/LEV -2.882F 0.004
TRA/LEV -2.722% 0.006
Sham / MP -2.8827 0.004
Sham /TRA -2.882% 0.004
Sham /LEV -2.882F 0.004
CTGF
MP/ TRA -2.882F 0.004
MP/LEV -0.3207 0.749
TRA/LEV -2.402% 0.016

(*) ortalama fark degeri. Tukey Multiple Comparisons testi; (1) Z degeri. Mann-Whitney U testi and Bonferroni Correction
testi, p <0.0083
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4.3.2. Western Blot Analizi

Western blot analizleri sonunda pAMPK (X?=17.119, p=0.001), pmTOR
(X?=20.745, p<0.001), mTOR (F=38.288, p<0.001) ve pmTOR/ mTOR (X*=-2.887,
p=0.004) degerlerinin gruplar arasinda farkli oldugu bulundu (Tablo 4.7, Grafik 4.7).

p-AMPK degerlerinin Sham-MP (Z=-2.887, p=0.004), Sham-TRA (Z=-2.882,
p=0.004) ve Sham-LEV (Z=-2.887, p=0.004) gruplar arasinda farkli oldugu goriildii.

pmTOR degerlerinin ise Sham-MP (Z=-2.908, p=0.004), Sham-TRA (Z=-2.908,
p=0.004), Sham-LEV (Z=-2.903, p=0.004), MP-TRA (Z=-2.892, p=0.004) ve MP-
LEV (Z=-2.887, p=0.004) gruplar1 arasinda farkli oldugu saptandi.

mTOR degerlerinin Sham-MP (ortalama fark=-0.185, p<0.001), Sham-TRA
(ortalama fark=-0.129, p<0.001), Sham-LEV (ortalama fark=-0.223, p<0.001) ve
TRA-LEV (ortalama fark=-0.094, p=0.002) gruplar arasinda farkli oldugu bulundu.

Ancak pmTOR/ mTOR degerlerinin Sham-MP (Z=-2.887, p=0.004), Sham-TRA
(2=-2.887, p=0.004), Sham-LEV (Z=-2.887, p=0.004), MP-TRA (Z=-2.882,
p=0.004) ve MP-LEV (Z=-2.882, p=0.004) gruplar arasinda farkli oldugu saptandi
(Tablo 4.8).

Tablo 4.7 Tiim gruplarin western blot yontemi kullanilarak elde edilen biyokimyasal sonuglarmin istatistiksel
analizi

Sham MP TRA LEV
OrtalamaSS/ Ortalama+SS/ Ortalama£SS/ Ortalama£SS/
Degisken Medyan (min- Medyan (min- Medyan (min- Medyan (min- F/ X* p

mak) mak) mak) mak)
pAMPK 0.77 (0.64-0.92) 3.36 (3.24-3.46) 3.51(3.26-3.62) 3.27 (3.18-3.34) 17.119% 0.001
pmTOR 2.84 (2.76-2.92) 1.54 (1.48-1.62) 1.27 (1.22-1.34) 1.36 (1.26-1.42) 20.745+ <0.001
mTOR 2.44+.05 2.63+.03 2.57+.04 2.67+.04 38.288* <0.001
pmTOR/ mTOR 1.16 (1.16-1.17) 0.58 (0.56-0.63) 0.49 (0.48-0.53) 0.51 (0.46-0.55) -2.887F 0.004

(%) F degeri. One-way Analysis of Variance testi; (1) X° degeri. Kruskal Wallis testi, p <0.05
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Tablo 4.8 Western blot analiz bulgularinin ikili grup karsilastirmalarina ait istatistiksel analiz sonuglar

Degisken Grup (1) Ortalama fark/ Z p
Sham / MP -2.887% 0.004
Sham /TRA -2.882F 0.004
Sham /LEV -2.887% 0.004
pAMPK
MP/ TRA -1.613+ 0.107
MP/LEV -1.699+ 0.089
TRA/LEV -2.330% 0.020
Sham / MP -2.908+ 0.004
Sham /TRA -2.908+ 0.004
Sham / LEV -2.903+ 0.004
pmTOR
MP/ TRA -2.892% 0.004
MP/LEV -2.887% 0.004
TRA/LEV -2.181% 0.029
Sham / MP -0.185%* <0.001
Sham /TRA -0.129* <0.001
Sham / LEV -0.223* <0.001
mTOR
MP/ TRA 0.056* 0.090
MP/ LEV -0.038* 0.340
TRA/LEV -0.094* 0.002
Sham / MP -2.887% 0.004
Sham /TRA -2.887% 0.004
Sham / LEV -2.887% 0.004
pmTOR/ mTOR
MP/ TRA -2.882F 0.004
MP/LEV -2.882F 0.004
TRA/LEV -1.121% 0.262

(*) ortalama fark degeri. Tukey Multiple Comparisons testi; (1) Z degeri. Mann-Whitney U testi and Bonferroni Correction
testi, p <0.0083
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Grafik 4.7 Tiim gruplara ait western blot inceleme sonuglarinin grafikleri
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5. TARTISMA

Fibroblastlar yaralanma sonras1 36-72 saatler arasinda mezengimal hiicre
farklilagmasiyla olusurlar. [31,32,53] Kollajen yaralanma sonras1 72 ile 120 saatlerde
fibroblastlar tarafindan sentezlenir. [53] Yaralanma sonras1 yirmi birinci giine kadar
kollajen iiretimi artar, ancak bu asamadan sonra liretimde azalma olur. [42] Yara
matiirasyonunda zaman i¢inde Tip I kollajen miktarinda artis olurken Tip III
kollajen, proteoglikan ve su miktarinda azalma olur. Kollajen fibriller yeniden
sekillenir. [54] Omurilige uygulanan cerrahi girisimler sonrasi olusan peridural
fibrozisin paravertebral kas, periostta olusan fibréz doku ve ameliyat sonrasi sahada
kalan hematom sonucu olustugu tahmin edilmektedir. Bu etkenler ameliyat sahasinda
kollojen sentezini artirirlar. Boylece IL-6, INF-y, TNF-0, TGF18, CTGF, VEGF
isimli mediyatorlerce devam eden inflamatuar siire¢ fibrozisin olusmasi ile
noktalanir. [63-65] Diger yandan miyofibroblastlarin fibroblastlarda bulunanlara
benzer sekilde giicli bir kasilma kuvveti iiretme kapasiteleri araciligiyla yara
dokusunu kapatmada 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir. Yara kasilmas1 a-SMA
stres liflerine dahil edildiginde bu aktin izoformunun graniilasyon dokusu
kasilmasinda 6nemli bir rol oynadig1 one siirtilmiistiir. [145,146] Miyofibroblast
farklilasmasinda yer alan sitokinler arasinda yer alan TGFf'nin dogrudan in vivo ve

in vitro a-SMA ekspresyonunu indiikledigi kanitlanmistir. [147,148]

Calismamizda uygulanan histopatolojik incelemeler sonrasi epidural fibrozis
diizeyinin en fazla Sham ve LEV grubunda oldugu goriildii. Diger yandan TRA ve
MP gruplarinda epidural fibrozis diizeylerinin benzer ve diger iki gruptan daha diisiik
diizeyde oldugu goriildii. Ayrica MTS boyama sonrast Sham ve LEV gruplarinda
kollajen yogunluk derecesinin MP ve TRA gruplarma gore belirgin diizeyde fazla
oldugu bulundu. Ayrica fibroblast ygunluk derecelerinin Sham ve LEV gruplarinda
yiiksek ama TRA ve MP gruplarinda diisiik oldugu saptandi. Bu bulgularla
laminektomi  sonrasi  gelisen epidural fibrozis  diizeylerini  azaltmada
metilprednizolonun ve tramadolun levetirasetama gore daha etkili oldugu goriildii.
Diger yandan her ne kadar istatistiksel diizeyde anlaml farklilik ortaya konamamis
olsa da sayisal veriler incelendiginde levetirasetamin da epidural fibrozisi Sham
grubuna gore azaltabildigi ancak bu azaltma etkisinin metilprednizolon ya da

tramadol kadar gii¢lii olmadig diisiiniildii.
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Ayrica immiinhistokimyasal incelemeler sonunda Sham ve LEV gruplarinda elde
edilen COLIA1 H-SCORE degerlerinin MP ve TRA gruplarina gore belirgin
diizeyde yiiksek oldugu saptandi. Bu bulgularla hem metilprednizolonun hem de
tramadolun laminektomi sonrasi iyilesme doneminde cerrahi yapilan alanda kollajen
olusumunu belirgin diizeyde azaltabildigi gozlendi. Ancak sayisal verilere
bakildiginda her ne kadar istatistiksel anlamlilik ortaya konamamis olsa da
levetirasetamin da cerrahi yarada iyilesme sirasinda kollajen olusumunu azaltabildigi
ancak bu etkisinin metilprednizolon ve tramadol kadar gii¢lii olmadig1 diisiintildii.
Her li¢ ajanin da oa-SMA diizeylerini gosteren ACTA-2 H-SCORE degerlerini
degistiremedigi goriildii. Bu bulgular ile her {i¢ ajanin da yara tensil giiclerinde
belirgin farklilik olusturamadig diisiintildii. Ancak sayisal veriler incelendiginde her
ne kadar istatistiksel farklilik bulunamamis olsa da ACTA-2 H-SCORE degerlerinin
TRA grubunda en diisiikk oldugu ve bunu siras1 ile MP ve LEV gruplarinin takip
ettigi goriildii. Boylece her ili¢ ajanin da TGF-B diizeylerini azaltarak a-SMA
diizeylerini azaltabilecegi ve yara kasilma kuvvetlerini azaltabilecegi diisiiniildii
ancak istatistiksel olarak bu diisiince desteklenemedi. Sonug olarak her ii¢ ajanin da
yara gerilme/ kontraksiyon gii¢lerinde belirgin farklilik olusturmadigi ve bu giigleri

azaltmadig1 savunuldu.

Makrofajlar, klasik (M1) veya alternatif (M2) aktivasyonun iki ug¢ noktasi
arasindaki  bir  siireklilikte, c¢evrelerine yamit olarak farkli  fenotipleri
benimseyebilirler. M1 fenotipi, proinflamatuar sitokinlerin ve reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin iiretimi yoluyla inflamasyonun erken fazinda anahtar bir rol oynar.
M2 makrofajlar1 ise doku onarimini ve inflamasyonun ¢oziilmesini uyarir. [149] Bu
caligmanin biyokimyasal inceleme sonuclar1 incelendiginde her ii¢ ajanin da TNF
diizeylerini Sham grubuna gore belirgin diizeyde azaltabildigi, bu azaltici etkinin en
fazla metilprednizolonda oldugu, tramadol ve levetrasetamin bu etkiyi daha az
gosterebildigi goriildii. Bu bulgularla her {i¢ ajanin da yara iyilesme siireclerinde
yarali dokuya makrofaj ve fibroblastlar1 ¢agirmada kemoatraktan gorevi goren TNF
diizeylerini azaltarak antienflamatuar etki olusturduklari, béylece bu etki ile indirekt
yoldan epidural fibrozis olusumunu azaltabildikleri disiiniildii. Diger yandan yara
iyilesmesinin  kronik siirecinde fibroblastlar1 aktive eden IL-6 diizeylerini
azaltabilmede her ii¢c ajanin da etkili oldugu goriildii. Bu azaltic1 etkinligin

metilprednizolonda en fazla oldugu ve onu sirasi ile tramadol ve levetirasetamin
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izledigi saptandi. Bu bulgularla her ii¢ ajanin da yara iyilesmesinin subakut kronik
doneminde antienflamatuar etki gostererek fibroblast gdciinii azaltmada ve indirekt

yoldan epidural fibrozisi azaltmada etkili olabilecegi diisiiniildii.

Yaralanmis dokuya ulasan l6kositler ve sonrasinda aktiflesen makrofajlar
tarafindan hiicre disina serbest oksijen radikallerini salinir. Bu oksijen radikalleri
hem yara yerindeki patojenleri hem de 6lii doku artiklarini temizlemekte kullanilir.
[40,41] Calismamizda doku serbest oksijen radikallerinin indirek belirteci olarak
kullanilan GSH/ GSSG diizeylerinin LEV grubunda en fazla ve Sham grubunda en
diisiik diizeyde oldugu goriildii. MP ve TRA gruplarinda ise LEV grubuna gore daha
diisiik degerlerin elde edildigi saptandi. Bu bulgularla her ii¢ ajanin da yarali dokuda
yikici etkileri olan serbest radikallerin olusumunu azaltabildikleri, bu etkinligi biiyiik
oranda TNF ve IL 6 diizeylerini azaltarak ortama gelecek olan fagositik hiicreleri

azaltarak gosterdikleri diistintildi.

Gruplara ait doku caspase-3 diizeylerinin Sham grubunda en yiiksek ve MP
grubunda en diisiik oldugu saptandi. Bu bulgularla yara yerinde apopitozun
engellenmesinde metilprednizolonun en etkili oldugu, onu sirasi ile tramadol ve
levetirasetamin takip ettigi goriildii. Boylece yara iyilesmesinin kronik sathasinda
halen apopitotik aktivitelerin devam ettigi ancak her ii¢ ajanin da laminektomi
sonrasi gelisen epidural fibrozisi azaltmada antiapopitotik etkinliginin oldugu, ancak
bu etkinligin en fazla metilprednizolonda oldugu ve en az levetirasetamda oldugu

distinildi.

Yara yerinde kronik donemde epidural fibrozisin ana komponenti olan kollajenin
olusumunun arttirilmasinda etkili olan TGFp diizeylerinin Sham grubunda en fazla
ve diger lic grupta ise en diislik oldugu saptandi. Her ii¢ ajanin da nerede ise benzer
diizeyde TGFp inhibisyonu yaptig1 gdzlendi. Bu bulgularla her ii¢ ajanin da epidural
fibrozisin olusmasinda etkili olan kollajen sentezinin azaltilmasinda etkili olabilecegi
diistintildii. Ancak COL1A1 H-SCORE degerlerine bakildiginda kollajen olusum
diizeylerinin Sham grubunda en fazla ve metilprednizolon ve tramadol verilen
deneklerde ise en az oldugu bulundu. Ancak levetirasetamin bu etkinligi géstermede
zayif kaldigr goriildii. Diger yandan kollajen olusum basamaklarinda 6nemli
gorevleri olan CTGF degerlerinin Sham grubunda en fazla ve TRA grubunda en az
oldugu bulundu. Ancak her li¢ ajanin da CTGF degerlerini diisiirebildigi gozlendi.
Bu etkinligi gostermede levetirasetamin zayif kaldigi bulundu. Bu sonuglarla her {i¢
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ajanin da epidural fibrozis olusumunda 6nemli yeri olan kollajenin azaltilmasinda

etkili olabilecegi savunuldu.

Calismamizin western blot sonuclari incelendiginde pAMPK degerlerinin Sham
grubunda en diisiik ve TRA grubunda en yiiksek oldugu bulundu. Diger yandan
pmTOR diizeylerinin Sham grubunda en yiiksek ve TRA grubunda en diisiik oldugu
saptandi. Ilaveten pmTOR/ mTOR degerlerinin de Sham grubunda en yiiksek ve
TRA grubunda en diisiik oldugu gozlendi. Bu bulgularla otofaji basamaklarinin
inhibisyonunda tramadolun en etkili ajan oldugu ve onu sirasi ile metilprednizolonun
ve levetirasetamin takip ettigi bulundu. Bu sonuglarla laminektomi sonrasi kronik
donemde yara yerinde otofajik olaylarin devam ettigi ve otofajiyi azaltmada her ii¢

ajanin da etkili olabilecegi ve boylece epidural fibrozisi azaltabilecekleri diistiniildii.

Viicutta olusan bir yaranin iyilesmesi i¢in gelisen reaksiyonlarin hem
baslaticis1 hem siirdiirliciisii ve bazi durumlarda da fibrozisin meydana gelmesine
sebep olan mekanizma enflamatuar siirectir. Enflamasyonda viicudun sinyalizasyon
sistemi sitokinler (TNF-a, INF-y, TGF18, IL-6, VEGF, CTGF gibi mediyatorler) ve
bagisiklik sisteminin hiicresel elemanlar1 (nétrofil, lenfosit, monosit gibi hiicreler)
aracilifiyla ortama cekilen fibroblastlar olusan fibrozisin asil kaynagi olan
hiicrelerdir. [9,63,64] Bu calismadan elde edilen sonucglar 1s18inda her iic
farmakolojik ajanin da yara iyilesmesinin akut, subakut ve kronik donem enflamatuar
reaksiyonlarinda antiinflamatuar etki gosterebildigi sonucuna ulasildi. Her ne kadar
akut donem reaksiyonlarin olusumunu baglatan nétrofil ve monositlerin sayim
sonuglari1 bu calismada yer almamis olsa da her ii¢ ajanin fibroblastlarin yarali
dokuya goc¢iinii biiyiik oranda azaltabildigi goriildii ve bu azaltmanin akut ve subakut
donemde noétrofil, monosit ve makrofaj sayilarindaki azaltmalar1 ile iligkili
olabilecegi diisiiniildii. Bu diisiinceyi destekleyen bulgular ise dokularda 6l¢iilen akut
doneme ait TNF ve subakut doneme ait IL-6 seviyelerinin her ii¢ grupta da Sham
grubuna gore diisiikk Olglilmesi oldu. Ayrica dokularda olciilen GSH/ GSSG
diizeylerinin Sham grubunda en diisiik ve diger li¢ grupta yiiksek Ol¢iilmiis olmasi da
ortamdaki ndtrofil ve monosit sayilarin ve dolayisi ile bu hiicrelerden ortama
saliman serbest oksijen radikallerinin seviyelerinin diisiik oldugunun indirekt
gostergesi idi. Nitekim liteatiirde levetirasetamin hasarli néronal dokularda TNF-a,
II-1B, IL-6, iINOS diizeylerini azaltarak ve TGF-B ekspresyonunu diizenleyerek

mikroglia aktivasyonu kontrol edebildigi ve antienflamatuar etki gdosterebildigi
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bildirilmigtir. [118-121] Ayrica tramadoliin M1 sitokinlerinin (TNF-a, IL-6, IL-12)
tiretimini inhibe ederken M2 belirteclerinin (Argl, Ym1, Mrcl, Fizz1) salgilanmasini
tesvik ettigi bulunmustur. [150] Dolayis1 ile yarali dokuya gbé¢ eden nétrofil ve
monosit sayisinin azalmasinin beraberinde makrofaj sayisinin azalmasina da neden
oldugu diisiiniildii. Azalan makrofaj sayisinin ise dokuda dlgiilen TGFB ve CGTF
diizeylerinin azalmasina neden oldugu ve bunun da fibroblast ve myofibroblast
sayilarinda azalma ile sonuglandig1 kabul edildi. Azalan fibroblast sayisinin ise yarali
dokuda sentezlenecek olan kollajen ve a-SMA diizeylerini azalttigi savunuldu.
Ayrica azalan TGFB ve CGTF diizeylerinin dokularda caspase-3, pmTOR/ mTOR
diizeylerini azalttigt ve pAMKA diizeylerini arttirdig1 ve bunun da yarali dokudaki
doku yikimint minimuma indirdigi diisiiniildii. Tiim bu bulgularla her ii¢ ajanin da
omurga cerrahisi sonrasi hastada gelisebilecek epidural fibrozisi azaltmada etkili

olabilecegi kabul edildi.

Yukarda Ozetlenen sonuglar dogrultusunda metilprednizolonun yara
tyilesmesi lzerine olan negatif etkileri de diisiiniildiiglinde tramadol ve/ veya
levetirasetamin ameliyat sonrasit hastalarda epidural fibrozisi Onlemeye yonelik
kullanimmin hastaya biiyiikk faydalar saglayabilecegi savunuldu. Ozellikle
tramadolun opioid analjezik 6zelligi g6z oniinde bulunduruldugunda ameliyat sonrasi
hastalarda hem agriy1 ciddi diizeyde azaltmada hem de epidural fibrozis olusumunu
en aza indirmede etkili bir ilag olabilecegi diisiiniildii. Diger yandan levetirasetamin
antifibrotik etkileri yani sira antinosiseptif etkileri de goz 6niinde bulunduruldugunda
ameliyat sonrast kullaniminin hastada hem epidural fibrozisi azaltmada hem de
miikerrer ameliyat edilen hastalarda olasi ndropatik agri olusumunu engellemede

etkili bir ajan olabilecegi savunuldu.
Limitasyonlar

Bu c¢alismanin bazi1 kisithiliklart vardi: Birincisi, bu caligmada ileri diizey
histopatolojik (floresans mikroskopi, elektron mikroskopi gibi) ve biyokimyasal
(gercek zamanli polimeraz zincir tepkimesi (rt-PCR) gibi) metotlar ekonomik ve/
veya alt yap1 yetersizlikleri nedeni ile uygulanamadi. Ayrica bu calisma yara
lyilegsmesinin kronik dénem sonuclarma yonelik yapildig: i¢in dokulardaki nétrofil,
monosit ve makrofaj hiicre sayim sonuglar1 da bu ¢alismada yer almadi. Dolayist ile
bu ¢alismada dokularda 6l¢iilen diisiik TNF, IL-6, TGFB, CGTF, caspase-3, pmTOR/
mTOR diizeylerinin ve yiiksek GSH/ GSSG ve pAMKA diizeylerinin hangi
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mekanizmalar sonrasi ortaya ¢iktig1 ayrintili bir sekilde ortaya konamadi. Ancak yine
de ¢alismadan elde edilen sonuglar oldukca ilgingti ve bu alanda yapilacak yeni
calismalara 151k tutacak nitelikte idi. fkincisi, bu ¢alismada kullanilan farmakolojik
ajanlarin yara yerine lokal uygulanmasiyla (absorbe olabilen siinger benzeri
materyallere emdirilerek yara yerine birakilmalari gibi) epidural fibrozis lizerine olan
etkileri, absorbe olabilen materyallerin de yara yerinde yabanci cisim reaksiyonuna
neden olarak bulgular1 bozabilecegi diisiiniilerek calismaya dahil edilmedi.
Uciinciisii, deneyde kullanilan farmakolojik ajanlar farkli gruplara degisik dozlarda
sistemik uygulanmadigindan bu ilaglarin yara iyilesmesinde kullanilabilecek
optimum dozlar1 belirlenemedi. Dordiinciisii, deneklerde olusturulan yara modelinde
iyilesme sonrasinda yara yerinde olusan cilt, cilt-alti, kas fasyasi ve kas
dokularindaki gerilme (tensil) kuvvetlerinin 6l¢iimii baz1 teknik yetersizlikler nedeni
ile test edilemedi. Bu nedenle de ¢alismada kullanilan ajanlarin yara iyilesmesi
sonras1 yaranin tensil kuvvetine olan etkileri ortaya konamadi. Begincisi, deneyin
uygulandigr hayvanlarda olusan epidural fibrozise ikincil gelisebilecek sinirsel
yapilardaki fonksiyon kayiplarin1 géstermeye yonelik motor aktiviteyi degerlendiren

testler (ylizme testi, tirmanma testi gibi) uygulanmadi. Son olarak, teknik

yetersizlikler nedeni ile epidural alanda olusan fibrotik dokularin miktari ve noral
dokular iizerine olan mekanik baskis1 radyolojik yontemler (MR gibi) kullanilarak

gosterilemedi.
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6. SONUCLAR

1. Histopatolojik incelemeler sonunda metilprednizolon ve tramadolun epidural
fibrozis derecelerini, fibroblast ve kollajen yogunluk diizeylerini
azaltabildikleri saptandi.

2. Immiinhistokimyasal incelmeler sonunda epidural fibrozisi olusturan kollajen
doku diizeylerini azaltmada metilprednizolunun ve tramadolun daha fazla
etkili oldugu bulundu.

3. Her {i¢ ajanin da TNF ve IL 6 diizeylerini azalttigi ve bdylece epidural
fibrozisi azaltmada antienflamatuar etkinliklerinin oldugu goriildii.

4. Her ii¢ ajanin da GSH/ GSSG diizeylerini arttirdigi ve bdylece epidural
fibrozisi azaltmada antioksidan etkinliklerinin oldugu goriildii.

5. Her l¢ ajanin da caspase-3 diizeylerini azaltarak antiapopitotik etki
gosterdikleri bulundu.

6. Her li¢ ajanin da TGF ve CTGF diizeylerini azaltarak epidural fibroziste
kollajen olumunu azaltabildikleri saptandi.

7. Her ii¢ ajanin da pAMPK degerlerini artirarak, pmTOR diizeylerini azaltarak

otofajiyi kontrol ettikleri ve epidural fibrozisi azalttiklar1 bulundu.

Sonu¢ olarak her {i¢ ajanin da antienflamatuar, antioksidan, antiapopitoitk,
antiotofajik etkilerinin oldugu ve bu etkileri sayesinde epidural fibrozisi
azaltabildikleri bulundu. Metilprednizolonun yara {izerine olan olumsuz etkileri goz
oniinde bulunduruldugunda tramadol ve levetrasetamin klinik uygulamada epidural
fibrozisi azaltmada etkin ilaglar olarak kullanilabilecegi diisiiniildii. Ayrica
tramadolun narkotik analjezik etkileri de gz oOniinde bulunduruldugunda hem
ameliyat sonrasit donemde olusan agrilarin azaltilmasinda hem de epidural fibrozis
diizeyinin azaltilmasinda etkin bir ila¢ olabilecegi ve klinik kullanimda akilda

bulundurulmasi gerektigi savunuldu.
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4 Unvani, Ad1 ve Soyadi:Dr. Ogr. Uyesi Bahar Kartal
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Gorev yeri: Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD
Adres:

E-Mail Adresi:
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4) Proje Tarihleri:
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6) Deneyin Yapilacag: Yer:

[X] Kurikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel Arastirma ve Uygulama Laboratuvari

7) Projenin Ozeti

Giiniimiiz spinal cerrahi klinik pratiginde stenoz, disk hernisi veya fraktiirler i¢in yapilan cerrahi
girisimlerin ¢ogunda farkli derecelerde de olsa yapilan laminektomi prosediirii, dura ile gevre dokular
arasindaki bariyeri ortadan kaldirarak olasi bir fibrozis durumunda ciddi komplikasyonlara yol agabilen
klinik tablolar olusturmaktadir. Epidural fibrozis adi verilen bu klinik tablo hem postoperatif ge¢meyen
agri, yeni gelisen stenoz ve basi bulgular1 ile bagvurabilmekte, yeniden yapilmasi gereken cerrahi
girisimlerin de riskini artirmaktadir.

Bu ¢alismada daha Once yapilan literatiir taramasinda epidural fibrozis i¢in kullanilmakta olan
metilprednizolon gibi antienflamatuar ajanlar, bariyerler ve lokal uygulama denemeleri goriilmiis ancak
maliyet-etkin, yan etki profili yaygin kullanima miisait olacak kadar giivenli bir ilaca rastlanmamustir. Son
donemde ¢esitli dokularda fibrozis ve yara iyilesmesi iizerine olumlu etkileri gosterilmis olan tramadol ve
levetirasetamin daha 6nce epidural fibrozis iizerinde etkinligi kanitlanmis metilprednizolon ve postoperatif
ilagsiz takip ile karsilastirilarak, bahsi gegen ilaglarin epidural fibrozisin engellenmesinde ve
azaltilmasinda etkinligi ortaya koyulmus olacaktir.

Deneysel arastirma protokolunda tramadol hidrokloriir ve levetirasetam isimli farmakolojik
ajanlar test edilecektir. Ratlarda laminektomi yapilarak spinal cerrahi sonrasi peridural fibrozis modeli
olusturulacak ve sonrasinda takipleri yapilarak kronik dénemde (otuz giin) deneysel ajanlarin peridural
fibrozis fizyopatogenezine etkileri arastirilacaktir. Deney siiresi sonunda deneklere 6tenazi uygulanacak ve
deneklerin cerrahi gegirmis spinal kolon segmentleri makroskopik olarak ¢ikarilip postmortem asagidaki
muameleye tabi tutulacaktir.

- Histopatolojik inceleme igin ayrilan dokular rutin doku takip isleminden sonra parafine
gomiilecek; parafin dokulardan 5 pm kalinliginda kesitler alinip hematoksilen-eosin ve masson-trikrom ile
boyanacaktir. Tiim kesitler 151k mikroskobu ile incelenip fotograflanacaktir.

- Immiinhistokimyasal inceleme icin ayrilan dokular rutin doku takip islemleri sonrasi immiin
boyalar ile boyanacaktir. Tiim kesitler 151k mikroskobu ile incelenip fotograflanacaktir.
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- Biyokimyasal analiz ¢aligmalarinda ise yarali dokudaki inflamatuar sitokin analizi, apopitoz ve
otofaji yolaklar1 incelenerek doku yikiminin ve fibrozisin kantitatif analizi yapilacaktir.

Inflamatuar Sitokinler Apopito  Belirtecleri Otofaji Belirtegleri
v Interlokin-6 v belcin-1
v Tiimér nekroz faktérii-alfa (TNF- o) v Lall
v Dénistiiriicii biiytime faktorii-1 beta ¥ ez
(TGF1B) v’ Kaspaz-3 v mTOR
v Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii v p-mTOR
(VEGF) 7 AMPK
v Bag Doku Biiyiime Faktorii (CTGF) v pAMPK

Elde edilen histopatolojik ve biyokimyasal analizi sonuglari isiginda bu kimyasal maddelerin
kronik stiregte peridural fibrozisin engellenmesi i¢in tedavi iizerine olasi olumlu etkileri ortaya konmus
olacaktir.
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yapanlara 5199 Hayvanlar1 Koruma Kanununun 28 inci maddesinin birinci fikrasinin (f) bendi geregince islem uygulanir.
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