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|- GIRIS

RF termokoagllasyon 1965'ten bu yana (1), néroablasyon yaratarak agri iletimini
durdurmak amaciyla kronik agri  sendromlarinin  tedavisinde  kullanilmaktadhr.
Konvansiyonel RF (KRF)' de yiksek 1s1 ile olusturulan bu ndroablasyon; nérit benzeri
reaksiyonlara, motor defisitlere ve deafferantasyon sekelinine neden olabilmektedir. Yan
etkilerin azaltilmas: amaciyla devam eden yeni arayislar, 1996 yilinda Sluijter’in pulse RF
(PRF)'i bulmasiyla sonuclanmistir. Sinir dokularinda termokoagilasyona neden olan 1s1
olusumunun, klinikte gordlen sonuglardan sorumlu oldugu distnudlmesine ragmen, PRF,
destriktif dizeyde 1si dretiminin olmadigi RF akim olusturmaktadir. PRF Kklinik olarak
kanitlanan etkinligi ve herhangi bir kalici norolojik defisit yapmamasi nedeniyle hizli bir
sekilde kabul edilmis ve benimsenmistir (2-9). Elde edilen klinik sonuglar PRF nin
kullanimint desteklese de, etki mekanizmas: hala belirsizdir.

Bu caismada amag, noroblastoma hicre dizininde, norotoksisite tarama testi,
apoptosis ve oksidatif stres immunohistokimyas: kullanarak, RF tedavisinin néron hiicre
davranmis1 Uzerine olan etkilerini  arastirmaktir. NOron hasari  ndrit  uzamasinin
inhibisyonundan bagslayarak, hicre intihar1 olan apoptosise kadar giden bir siireg olup,
nitrdz oksit Uzerinden gerceklesen oksidatif stres, bu davramsin en 6nemli bilesenini
olusturmaktadir. Bu nedenle RF uygulamasi ile néron Uzerinde olusacak oksidatif stres ve
neden olacagi norit inhibisyonu ile apoptosis diizeyi arasindaki iliski, bu uygulamalarin
gelecekteki  kullammlarinin - yonlendirilmesi anlaminda onemli  bilgiler edinmemizi
saglayacaktir.

RF uygulamalarimin ndron Gzerindeki etkilerinin anlasilmasinda t¢ boyutlu in vivo

ortam, ancak, belirgin toksik etkinin gosterilmesinde uygun olmakta ve kullamlan



mekanizmalarin anlasilmasinda zorluklar olusturmaktadir. Bu nedenle iki boyutlu, in vivo
ortamin kompleksliginden arindirilarak, basit ve mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina
imkan veren, in vitro kdltdr ortamlarimn kullamimas: gerekli olmaktadir. Bu ortamlar, RF
uygulamalarimin 6zellikle PRF in néron davranisina olan etkilerini arastirmak, uygulamanin
olasi zararlarim ortaya koymak ve bunlarin mekanizmalarim irdelemek agisindan 6nem
tasimaktadir. Bu mekanizmalarin anlasiimast ndron Gzerinden yapilan islemlerde hiicrenin
verecegi yanitlarin bilinmesine, ayrica tedavi etkinligi, kalites ve uygulanabilirliginin

arttirilmasina neden olacaktir.



Il- GENEL BILGILER

a- RFUYGULAMALARININ TARIHCESI

Cesitli  hastaliklarin  tedavisinde, dokulara elektrik akimi uygulayarak lezyon
olusturma fikri, ilk kez 1931'de Krischner tarafindan trigemina nevraljide uygulanmstir
(10). Bu uygulamada diatermi makinesi ile 350 mA’lik akim kullamlmistir ve girisim icin
skopi kontrol altinda 10 cm iletken ucglu igne Gasser ganglionuna yerlestirilmistir. Ancak
bu uygulamada kullamlan direkt akimin istenilen lezyon kontrolint saglayamamas: ve
agrili olmasi nedeniyle bu yonde girisimler fazla yayginlasmamustir. Hunsperger ve Wyss
ise 1953'te bu tip uygulamalarda direkt akim yerine, yuksek frekanstaki (300-500 kHz)
elektrik akimi kullanimini 6nermislerdir. Bu frekanstaki akimlarin radyo transmitterlerinde
de kulanilmasindan dolay: “radyofrekans akimi” terimi bu akimlarin tanimi olarak kabul
gormistur (11). RF akimu kullanillarak agr tedavisi, 1965 yilinda Rosomoff ve ark.’lar
tarafindan tanimlanmasindan bu yana kullamlmaktadir. ilk RF uygulamalari; 1965 yilinda
Rosomoff (1) tarafindan uygulanan perkitan kordotomi ve 1974 yilinda Sweet and Wepsic
(12) tarafindan uygulanan trigemina ganglion rizotomi olsa da, Uematsu (13), 1977
yilinda, dorsal kok gangliyonunda (DRG) lezyonlama tekniginin kullanmini tanimlamustir.
1970'li yillarin sonuna dogru ignelerin kalinhig: v.s. gibi teknik yetersizlikler nedeniyle
olusan komplikasyonlarin artmasi nedeni ile RF uygulamasi kullamm sikliginda blyik bir
azalma olmustur. 1980 yilinda Sluijter ve Mehta (14) tarafindan gelistirilen ve yontemin
guvenligini artiran kigtik ¢apli, 22 G kalinliginda bir kantl ve bunun i¢inden gecen, ucunda
dokuda olusan sicakligr 6lcen thermocouple probu tasiyan ince bir elektrot sayesinde, RF
teknikleri tekrar gindeme gelmistir. Radyolojik goruntileme yontemlerindeki gelismeler

de, RF uygulamalarimin gindeme gelisinde etkin olmustur. KRF uygulamasinda, 1s1, RF



elektrodunun ucunu (6,15) cevreleyen dokularda Uretilmektedir. Doksanlarin sonuna kadar
181 olusumunun, klinik sonuglardan sorumlu oldugu distnulmekteydi. Isinin tahmini
rolinin ele aindig1 ilk yayin Slappendel'in calismasidir. Bu ¢alismada Slappendel, RF
elektrot uc sicakliklarimin 40 ila 67 °Cllere ulastigi konvansiyonel RF uygulamalarinin,
Klinik sonuglart arasinda bir farkin olmadigi sonucuna ulasmustir (16). Daha yakin
zamanlarda, Sluijter ug¢ sicakligi 42°C olan konvansiyonel RF uygulamasimn agn
dindirmede etkisiz oldugunu belirtmistir. Bu sonu¢ Slappendel'in elde ettigi sonuclarla
uyum gostermemektedir (6). Aynt makalede, Slujter, elektrot ucunun distk sicakliklarda
oldugu RF uygulamasi icin baska bir yontem tammmlamistir. Pulse RF olarak adlandirilan bu
yontemde, RF akimu pulse (atimli) tarzda uygulanmustir. Sluijter, PRFnin etkisinin

uygulama sirasinda Uretilen elektromanyetik aana (EMF) bagli oldugunu ileri sirmustdr.



b- RFUYGULAMALARI
1-Konvansiyonel RF
Konvansiyonel yontem ile uygulanan radyofrekans akiminda, islem icin 6zel olarak

tasarlanmis aygitin Urettigi akim bir elektrot sistemi aracilig: ile ilgili dokuya iletilir. igne
seklindeki elektrot, “aktif u¢” olarak adlandilan en distal kismi disinda yalitkan bir madde
ile kaplanmistir. Aktif ucun boyu 2 mm ile 15 mm arasinda degisir. Dokuya iletilen akim,
hastaya baglanan plak seklindeki notr elektrot araciligi ile tekrar RF cihazina doner.
Hastanin vicuduna giren akim ile vicuttan ¢ikan akim esittir, ancak notr elektrodun yizey
alanm aktif ugtan ¢ok daha genis oldugundan, notr elektrot cevresinde olusan elektriksel
aktivite 6nemsiz boyuttadir. Aktif uctan ¢ikan akim ise, uygulama boélgesinde iki 6nemli
olaya neden olur. Bunlar 1s1 olusumu ve elektromanyetik alan olusumudur (17,18).
Aktif uc cevresinde 1si olusumunun sebebi, dokunun yuiksek frekanstaki akima karsi
gosterdigi direnctir. Olusan elektromanyetik alanin dokudaki e ektrolitlerin yuklt iyonlar:
Uzerinde olusturdugu elektriksel guc, bu iyonlarda hareket ve sirtiinme artisina sebep olur
(19,6,20). Isi artis1, akim yogunlugunun en fazla oldugu aktif ug gevresinde en belirgindir.
Dokudaki 1stnma sonucu elektrot ucu da 1simir (16,17). Dokuda olusan lezyon aktif ucun
proksmainde distae gore daha genistir (21,15). Bu nedenle konvansiyonel RF
uygulamalarinda elektrodun sinir dokusuna paralel olarak yerlestirilmesi Onerilmektedir
(29).

Teorik olarak, homojen bir dokuda, RF uygulamas: sirasinda dokuya iletilen ve 1si
olusumuna neden olan enerji (Q) su sekilde hesaplanir:

Q=Pxt
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Burada P; watt cinsinden, 1 saniyede dokuya iletilen enerji ve t; saniye cinsinden siredir.
I’'mn amper cinsinden elektrik akimi ve V’'nin volt cinsinden voltg farki oldugu bir
formulde esitlik su sekilde yeniden diizenlenebilir.
P=IxV
Q=IxVxt
Bir baska esitlikte ise empedansin [R (Ohm)] rol U izlenmektedir.
V=1xR
Sonug olarak;
Q=12xRxt veya Q=V2xt/R esitlikleri elde edilir.
Bu formaller lezyon boyutunun belirlenmesinde etkili olan 1s1 olusumunun; voltag), akim,
empedans ve uygulama siresi ile nasil etkilendigini agiklamaktadir. Lezyon boyutunu
belirleyen diger bir faktor ise 1stmn kaybidir. Bunu belirleyen ise dokunun 1si iletkenligi ve
kan dolasimi ile 1simn uzaklastirilmasidir. Ayrica elektrodun kalinligi, aktif ucun uzunlugu
gibi teknik 6zelliklerde bu parametreleri etkilemektedir.
Dokuda olusan lezyonun boyutunu belirlemek, etkileyen faktorlerin gesitliligi nedeni ile
oldukga zordur. Bu nedenle kontrollt lezyon olusturabilmek icin RF uygulamalarinda,
elektrot ucu sicakligi “thermocouple teknigi” olarak adlandinlan 6zel bir teknikle
monitdrize edilir. Sicaklik monitdrizasyonu yaparak su noktalara dikkat edilir:

Elektrot ucu sicakliginin, yapilan uygulamanin ¢esidine uygun degere erismesi

Ani sicaklik oynamalarinin olmamasi

Kaynama noktas: olan 100°C Uizerindeki sicakliklara gikilmamasi

100°C Uzerindeki sicakliklarda kaynama sonucu gaz olusumu ve komurlesme

gerceklesir. Bu durumda doku icinde hava dolu bosluklar olusur, akim 6lcerde okunan

deger duser, voltg yukselir (22,19).
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Konvansiyonel RF uygulamasina bagli olusan 1s1 lezyonunun tanimlanmasi
amaciyla Moringlane ve ark’ min (21) tavsan beyni Uzerinde yaptigi morfolojik ¢alismada, 3
farkl: bdlge tanimlanmustir.

Enic kisimdayer alan nekroz bolges

Cekirdek bolgeye komsu, dejenere hiicre ve sinir liflerinin bulundugu sirkiler bolge

Normal beyin dokusuna komsu, 6demli ve stingersi gériinimde en dis bdlge
Lezyonun boyutu Uzerine uygulama siresinin etkilerinin incelendigi calismalarda, belli bir
kararli duruma ulasildiktan sonra uygulama devam etse bile lezyon boyutunda anlamli
blyUimenin olmadigi gosterilmistir. Cosman ve ark’'mn (23), kedilerde arka kok giris
bolges (Dorsal Root Entry Zone, DREZ) Uzerinde yaptiklari calismada, elektrot ucu
sicakliginin 75°C’ de sabit tutuldugu durumda, 30 sn sonrasinda lezyonun boyutunun sadece
%20 arttigr, 60. sn'den sonra ise lezyon boyutunda degisiklik olmadigi gozlenmistir.
Sluijter ve Van Kleef’in(6) bilgisayar modelleri kullanarak yaptiklart ¢alismada, yumusak
dokuda standart lezyon (medial dal lezyonu, arka kok gangliyonu lezyonu, sempatik zincir
lezyonlar1) olustururken, 60 saniyeden uzun sireli uygulama yapmamn anlamli olmadig
sonucuna varilmistir.

RF uygulamalari ameliyathane ortaminda lokal anestezi ve sedasyon uygulanarak
radyolojik goruntileme esliginde yapilir. Girisim c¢esidine gore secilen elektrot, ilgili
bolgeye perkitan olarak yerlestirildikten ve yeri radyolojik olarak kontrol edildikten sonra
50 Hz (duysal) ve 2 Hz (motor) frekanslardaki uyarilar ile stimilasyon uygulamr. Motor
stimulasyon ile motor sinir liflerinden givenli uzaklikta bulunuldugu dogrulamr. Ardindan
uygulamanin tipine gore degisen elektrot ucu sicaklarinda (6rnegin arka koék ganglionu
lezyonu icin 67°C, gasser ganglion lezyonu icin 80°C ) ve degisen slrelerde (6rnegin arka

kok ganglionu lezyonunda 60 sn., intervertebral disk lezyonunda 3-6 dakika) akim
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uygulanir. Uygulamalar sirasinda, devrenin butinl gind ve kisa devre olusumunu kontrol
etmek, elektrodun dogru yerlesiminden emin olmak amaciyla empedans monitorizasyonu
da uygulanmaktadir. Ekstradural yapilarin empedanst 300 ohm ile 600 ohm arasinda
degisirken, medulla spinalisin empedanst 1000 ohm’un Uzerinde, intervertebral diskin ise

200 ohm’ un altindadir.

2. Pulse RF

PRFnin etki mekanizmasi guniimuzde kapsamli bir sekilde arastinnlmaktadir. Su
anda, cogu c¢alisma, ndromodulator-tipi bir etkide, sinaptik iletimde bir degisiklik olduguna
isaret etmektedir (24,25). Elektrot etrafindaki fiziksel olaylar gbz online aindiginda, PRF
sirasinda belli bir diizeyde destriiksiyon (yikim) meydana gelse bile, PRF kayda deger bir
guvenlik marj1 gosterdigi icin, klinik 6neminin dereces suphelidir. PRF sirasinda
dokularda, termal etkiler veya yuksek yogunluklu elektrik alanlar nedeniyle, ya da her
ikisinin bir sonucu olarak biyolojik degisiklikler meydana gelebilir. PRF uygulamasinda,
noral dokuya RF jeneratorinden kisa puldlar halinde RF sinyalleri gonderilmektedir. Bu
pulslar sirasindaki 1s1 Uretimi, guc birikimine (power depozisyonuna) baglidir. 420 kHZz'deki

RF frekansinda, power depozisyonu, P asagidaki gibidir:

P=0.5()*/o

Baska bir deyisle:

Giic birikimi o = Uygulanan gerilim? X Maruziyet siiresi / Doku direnci

Ticari olarak mevcut olan RF jenerattrleri, 5 ila 50 ms arasinda degisen pulse

sureleri ve 1 ila 10 Hz arasinda degisen pulse frekanst olan PRF sinyalleri saglamaktadr,
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ancak en yaygin olarak kullamilanlar, 2 HZ'lik pulse frekansi ve 20 mslik pulse genisligi
Uretmektedir (18). Her pulse icindeki intrinsek radyofrekans salinim frekans: hala yaklasik
420 kHz civarindadir ki bu KRFdeki ile aymdir. PRFde, pulse slresinin, pulselar
arasindaki slrenin sadece kuctk bir kismi olmasi nedeniyle, aynt KRF gerilimindeki
ortalama doku sicaklig1 artis1 KRF'ye gore PRF'de cok daha azdir. Ornegin, 2 Hzx20 mslik
bir sekans kullamldiginda, guc birikimi, ayn gerilimdeki sirekli RF sirasindaki gug
birikiminin 4/100'Gdur. Bu nedenle, PRF'de, elektrot cevresindeki ortalama doku sicakligim
45°C Ustindeki denatlirasyon araligina yukseltmeden, RF'de yaygin olarak kullamlandan
daha yuksek voltgjlar kullanilabilmektedir. PRF'nin baslangicta termal etkileri artirmadigi
dusUnulmekteydi, ancak in vitro deneylerde, doku empedansina bagli olarak, igne ucunun
etrafinda 45°C-50°C'ye kadar olabilen, kiguk sicaklik artislari- "1s1 spayklari” olustugu
gosterilmistir. Ayrica, bu gibi spayklarin buyUkliginin, pulse genisligindeki bir disusle,
drnegin 20msden 10msye, azaldig1 gosterilmistir (26). Ancak, bu gegici "1st spayklarinin®

ablatif bir etkisinin olup olmadig: bilinmemektedir.

Termal etkilerin boyutu ileilgili belirsizliklere ragmen, yiksek yogunluklu elektrik
alanlarinin etkileri iyi tanimlanmustir. Genel olarak, PRF, KRF'den ¢ok daha guclt el ektrik
alanlar Uretebilmektedir. Elektrot ucunun hemen 6niinde, uygulanan 45 V'luk bir gerilimde,
elektrik alan 185,000 V/m'dir. Ancak, ugtan uzaklastikca elektrik alan hizla azaldig igin,
destriksiyon miktar: da ¢ok dusuktir. Aslinda, uctan sadece 0.5 mm uzaklikta, elektrik alan
kuvveti, ilk bayutkligunin sadece kiguk bir oramna katlanarak (26,9). BOylece hedef
dokularin cogunlugu, dusik veya orta siddetteki elektrik alanlara maruz kalmaktadir, bu da
gercekte, PRFnin etki mekanizmasinda onemli bir rol oynayabilir. Elektrik alanlarin,
indUkledikleri transmembran potansiyelleri (Um) nedeniyle, hicreler Uzerinde 6nemli

etkileri olabilir. Bu elektrik alan, Maxwell denklemi ile basitce ifade edilebilir:
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E=jlo

Burada, E vyerlestirilen elektrot cevresindeki elektrik alan vektorind, j akim
yogunluk Indiklenmis transmembran potansiyelleri doku bozulmasi ile sonuglanabilir. Bu
doku bozulmasi da gercekte 1s1 tarafindan olusturulandan daha da spesifik olabilmektedir.
Bu etkiler, 6nemli sicaklik yiukselmeleri olmadan, subseltler ve biyomolekiler diizeyde
ortaya gikar. Iyon kanallarinda bozulma, dinlenme ve esik potansiyellerindeki degisiklikler
gorulebilecek olas etkilerdir. Olusturulan transmembran potansiyeli, elektrik alan siddeti

ile dogru orantilidir ve asagidaki gibi gosterilebilir:

Transmembran potansiyeli o = Uygulanan Elektrik Alanimn Amplitidi X Hedef

sinirin yaricap: / Intrinsek RF dalgalarinin frekansi

Y Uksek transmembran potansiyelleri (0.1 ila 1V'lik Uy,), deformasyon stireci, por
olusumu ve yeterince yuksek ise hicre zarlarimin rdptirinin dahil oldugu stre¢ olan

elektroporasyona neden olabilir (26,27).

PRFnin etkileri icin 6rnek bir aciklama sunan diusik elektrik alan fenomeni, teorik
olarak, kondisyonman stimulasyonunun olasi bir sekeli olan uzun dénem depresyona
(LTD) neden olahilir( 26,28). Bu goruse gore, PRFdeki dustk frekansli pulslar ve yiksek
voltglar, spina kord'da sinaptik iletimde LTD'ye neden olur ve bunu yaparken de, bircok
agrn durumunun altinda yattig: iddia edilen uzun donem potensiasyonu antagonize ederler

(2,29)
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c. Konvansiyonel ve PRF Uygulamalarinin Kar silastiriimas

KRF de 1s1 ile doku hasar1 olusturulurken, PRF teknigi klinik olarak gozlemlendigi
kadariyla nondestriktif bir uygulamadir. KRF de yeterli lokal anestezi uygulanmazsa
girisim agril1 olabilir, uygulamay: takip eden donemde ndrit benzeri reaksiyon gozlenebilir
ve duysal kayip ortaya cikabilir. Uygulama bolges kemik komsulugunda ise ya da doku
homojen degil ise lezyon boyutu beklenenden buyik olabilir. Ayrica elektrodun yanlis
bolgeye yerlestirilmesi durumunda istenmeyen hasarlar (6r: 6n motor sinir hasar1) meydana
gelehilir (6).

PRF nondestruktif bir yontem oldugundan, KRF in uygulanamadigi bazi durumlarda
(nGropatik agr1, Cg'in arka kok ganglionu, motor lifleri olan periferik sinirler) uygulanabilir.
Girisim gendl olarak agri olusturmaz, girisim sonrasinda uygulama bolgesinde rahatsizlik
hissedilse de bu KRF e gore oldukca distk dizeydedir. PRF ndrit benzeri reaksiyon ve
duysal kayip olusturmaz. Uygulama bolgesinin kemik veya skar dokusu komsulugunda
olmas: pulse RF in komplikasyon riskini arttirmaz. PRF teknigi elektrot ucundan uzak bir
bolgede etki olusmasi istendiginde uygun degildir. ClUnki 1s1 cevereye yayildigi halde

elektromanyetik alan yayilmaz (6).

d- Noron Kultaru
Noron htcrelerinin kiltir ortaminda dizin hicreleri olarak yasatilmasi, in vivo sartlarin t¢
boyutlu ortamindan ve karmasikligindan cikilarak iki boyutlu ortamda néron davranisinin
incelenmesi ve deneysel sartlarda verdikleri tepkilerin irdelenmesi saglamir. Norotoksik
maddelerin, in vitro test tekniklerinde hiicre tizerine etkisi selekif bir sekilde olmaktadir. Bu

spesifik duyarlilik bilesigin ekstraselller konsantrasyonuna da bagimlidir. Genellikle ana
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bilesige bagl1 toksik etki meydana gelmekte ise de, baz1 durumlarda metabolitlerin de toksik
etkileri gorulebilir. Toksik maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin toksik etkiyi direkt
olarak etkiledigi bilinmektedir. Hicre substratum iliskis toksik etkide onemlidir. Sinir
sisteminde néronlar ve noroglial hicreler vardir. Noronlarin farki akson ve dentritlere sahip
olmast ve bunlar aracilig:r ile diger noronlar ve noroglia hicreler ile haberlesmeyi
saglamasidir. Dentritler ndron ylzeyini artirarak diger hucrelerden input amay:
kolaylastirir. N6éronal hiicre membrammin yapisal komponentlerinin korumas: icin gerekli
faktorleri Ureterek hiicre fonksiyonunu korur. Bunlardan bir tanesi olan myelin, aksonun
etrafim sarar. Boylelikle hiicre algilama iletisim birlestirme ve saklama islemlerini yaratar.
Hicre toksik bir etkiye maruz kalirsa perikaryonun direkt etkilenmesi veya trofik
faktorlerin kaybolmasina bagli sinapsin bozulmas: ile yozlasma baslar. Burada hasar
belirleyen toksisitenin siddet ve sures ile kaliciligidir. Degenerasyon slreci olusan
mekanizmaya bagl1 olarak hizli veya yavas gerceklesebilir. in vitro ortamda néronlarin
temel fonksiyonu olan nérit uzamasi, aksonal transport gibi kritik hiicresel olaylara baglidir.
Norit uzamasi, mikrotubil birlestirici protein ve nérofilament proteini gibi nérit icin 6zel
yapisal elemanlara bagli gelisir (30,31). Biyolojik, kimyasal ve gevresel toksik maddeler
norit uzamasin engeller. Norit gelistiren faktor, néronotrofik faktér ve glial maturasyon
faktord norit uzamasinin gelisim stirecinde rol oynarlar. Bu nedenlerle ndrit uzamasinin
izlenmesi yeni molekillerin norotoksik aktivitelerini arastirmak icin kullanilabilir (32).

RF uygulamalarinin noron davrarmisina olan etkileri arastirmak, uygulamanin olasi
zararlarim ortaya koymak ve bunlarin mekanizmalarint irdelemek agisindan Onem
tasimaktadir. Bu mekanizmalarin anlasilmast néron tzerinden yapilan islemlerde hiicrenin

verecegi yanitlarin bilinmesine ayrica tedavi etkinligi, kalitess ve uygulanabilirliginin
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arttinlmasina neden olacaktir. Boylece hasta ve tedavis icin yasam kalitesinin artmasi

saglanacaktir.

e- Norotoksisite

Endojen ve eksojen toksik maddelerin sinir sisteminin normal aktivitesini olumsuz
yonde degistirmesi norotoksisite olarak adlandirilir. Bu degisiklik bazen sadece fonksiyonel
duizeyde kalmaz, morfolojik olarak hiicre yapisinda degisiklige kadar gidebilir. Norotoksik
gan icin miktar ve maruz kama siresi 6nemlidir. Norotoksisite arastirmalar: ile ilgili
yapilmis caligmalarda, artik givenilirligi kabul edilmis invitro ndrotoksisite tarama testi
siklikla kullamImaktadir . Artemisin invitro norotoksisitesinin arastirildigi bir calismada, in
vitro norit ilerletmesi, norit blydmes analiz yontemi ve tetrazolyum tuzlarinin
kullanilmasiyla gerceklestirilen ve MTT testi denilen test ile hiicre metabolizmasi
incelenmistir. MTT testinde, spektrofotometrik olarak incelenmis ve isaretlenmis dehidro
artemisilin NB2a (ndroblastoma hiicre dizini) hiicrelerine verdigi zarar arastirilmistir. Farkl
dehidro artemisil deriventlerinin degisik dozlarda kiltir ortamina uygulanmasiyla doza
bagiml1 olarak ndrit biyimesinin farklilasmis NB2a hiicrelerinde anlaml1 bir sekilde inhibe
edildigi ve hucrelerin yine doza bagimli olarak MTT testinde metabolizmal arimn bozuldugu
gosterilmistir. Ilging olarak toksik etki hicbir fonksiyonel ve davramssal bozukluk
gostermeden de sadece histolojik bulgu seklinde ortaya ¢ikabilmektedir. Bir ¢calismada her
iki test arasinda Ozellikle MTT’ye gére ndrit inhibisyonunun cok daha fazla etkilenmis
oldugu, hiicre 6limune nazaran nodronun toksik etkiye verdigi tepki olarak ndrit
inhibisyonunun daha da fazla olustugu gordlmustir. Burada toksik etkinin mekanizmasi
olarak, olusan serbest radikallerin oksidatif hasara neden oldugu ve oksidatif hasarin da

lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu ile noral membranlarda veya hiicre iskeletinde
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bozukluga neden olarak htcrenin 6limune sebebiyet verdigi dusUnUlmustir. Norotoksik
etkinin olusmasinda hiicre iskelet proteinlerinin etkilenmesi de oldukca 6nemli olmaktadhr.
Cunkd bu proteinler sayesinde akson butinligint koruyabilmekte daha da ©6nemlisi
uzayabilmesi icin gerekli sartlart saglayabilmektedir. Bir baska ¢calismada endojen glutatyon
partikUllerinin antioksidan ilaca bagli norotoksik etkinin engellenmesinde 6nemli rol
oynadigi ve enzimatik antioksidanlardan SOD (Superoksit Dismutaz) ve katalazin,
nonenzimatik antioksidanlardan da glutatyon, L-sistein, N-asetil sistein ve askorbik asidin
olusan norotoksisiteyi gercekten engelledigi ve stperoksit radikallerinin, hidrojen
peroksidin ve hidroksilli radikallerin toksisite sirasinda olustugu gosterilmistir. Bu
molekullerin norotoksisiteyi engellemesi, aslinda toksik etkinin veya nérotoksisitenin hem
hiicre icersinde hem de disarida oldugunu gostermektedir (33-35).

Baska bir calismada genel toksisitenin olcilmesinde Loenin modifiye versiyonu ile
yapilmis total protein konsantrasyonlar: Ol¢ilmuis ve total protein konsantrasyonlarinin
azamasina bagli olarak toksik etkinin varligi saptanmistir. Bu ¢alismadan da anlasilacag:
gibi norotoksisite tarama testi seklinde adlandirilan ve ndrit inhibisyonuna dayal1 testin,
norotoksik etkilerin 6l¢llmesinde ve duyarliliginin arttirilmasinda 6nemli bir test olarak yer
alacagi dusunulmektedir. Bir baska caismada tetrahidropiridinin  (MPTP) fare
noroblastoma hicrelerinde toksik etkis arastirilmistir. MPTP nin substansiya nigrada
dopaminerjik noéronlarda dejenerasyona neden oldugu ve insanlarda parkinsonizm benzeri
bir durum olusturdugu bilinmektedir. Bu norotoksik etkinin aktif metabolit Urettigi ve
komsu gliya hiucrelerde katekolaminerjik enzim monoaminooksidazi  kullandigi
bilinmektedir. Bu oksidasyon sonucunda olusan metabolite bagli toksisitenin mitokondriyal
oksidatif sirecin inhibisyonu ile veya toksik reaktif oksijen Urdnlerinin olusturulmasiyla

veya intrasellliler Cat+2 seviyesinin azatilmasiyla ve aym zamanda glutamatla Uretilen
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eksitotoksisitenin indiklenmesiyle ilgili oldugu bilinmektedir. Bu c¢alismada ndrotoksik
etkinin kultir ortamindaki dizin hicrelerinde Ozellikle iskelet proteinlerini etkileyerek
toksik etki olusturdugu dustunilmektedir. Bu sekilde olusan norotoksik etki ndritin
uzamasinin ve c¢apinin azalmasinda 6nemli olabilmektedir. Akson uzadikca noroflament
seviyesinin degismes ile ilgili posttranslasyonel ndritin  uzamasina o6nemli  katki
saglamaktadir. Bu asamada posttranslasyonel fosforilasyonun gergeklesmesi aksonun
stabilizasyonu igin oldukga dnemli olmakta ve fosforilasyonun bozulmasina bagli bir¢ok
noropatol oji ortaya cikmaktadir. Hiicre metabolizmasinin degerlendirilmesinde MTT testi
kullanilmasina karsin, tripan mavisi veya tripilyum ayolat gibi yontemlerle de hticre 6limu
veya membraminin bozulmasi ortaya konabilmektedir. Noroflament fosforilasyonunun
norotoksik etkinin gosterilmesinde erken bir kriter olarak ortaya cikmast bu protein
fosforilasyonuna bagli ile stresle aktiflenmis protein kinaz sinyal mekanizmasinin énemini
ortaya koymaktadir. Yapilan bu calismada, ornegin aliminyuma bagli norotoksik etkide,
noroflament proteininin translokasyonunun ve iletisinin bozuldugu gosterilmistir. Bir baska
calismada apopitozisin mekanizmasindan bahsedilmektedir. Genel olarak morfolojik ve
biyokimyasal olarak iki ayr1 yol hicre 6limunde gosterilmistir. Bunlardan biri nekrozis,
digeri de apopitozistir. Amiloide bagli nérotoksik etkinin arastirildigi bu ¢alismada degisik
hicrelerin amiloid toksik antina verdigi tepkiler incelenmistir. Bu calisma gostermektedir
ki; artmis intrasellUler Cat+2 miktar: apopitozise direkt olarak sebebiyet vermekte ve her ne
kadar nekrozisin olusmasinda kendis onemli bir faktér olsa da, apopitozisin erken
olusmasinda da rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, insan ve hayvanlarda norotoksik etkinin
kompleksliginin, degisik kimyasalarin ve onlarin metabolitlerinin  birbirleriyle olan
etkilesiminden kaynaklandig: belirtilmistir. Ozellikle organofosfatlara bagl: toksik etkinin

noronal asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibisyonuyla oldugu gosterilmistir. Hatta bu
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gecikmis noropati seklinde de karsimiza cikabilmektedir. Toksik etkinin sadece hiicrede
olmayip, aym zamanda protein sentezi baslatilarak bir baska mekanizmanin da ortaya
ciktigi gosterilmistir. Bir calismada norotoksik etkinin varligr eksitatér aminoasitlerle ve
serbest radikal Ureten norotoksik ilaclarla ortaya konmus ve norotoksik norit
inhibisyonunun yanisira, hiicre proliferasyonunun durmasi, protein sentezinin engellenmesi
ve hicre olumuyle gosterilmistir. Bu calismalarla, kilttirdeki néroblastoma hiicrelerinde
guvenliligi ve kullanilabilirligi kamtlanmis in vitro norotoksisite tarama testi, diger
kullanm danlarinin  yamt sira  klinikte kullamlmakta olan ilaglarin  norotoksik
potaniyellerinin saptanmasinda da yararli olmaktadir (33-35).

Bu arastirmanin amacit RF uygulamaarinda kullamlan klask RF ve PRF
tekniklerinin kiltor ortamina alinmis noral dizin hicrelerinde hicre 6luma ile hicrenin
toksik etkiye ilimli bir cevablr olan ndrit uzatmasinin inhibisyonu arasindaki hasar

mekanizmal arinin apoptosisile oksidatif stres yoninden etkilerinin arastirilmasichr.

f- Oksidatif stres

Nitrik oksit’'in kesfedilmesinde Furchgott ve Zawadski tarafindan ilk kez 1980'de
endotel kokenli vazodilatasyon etkili bir madde (Endothelial Derived Relaxing Faktor,
EDRF) tammlanmistir. NO Uzerine yapilan ¢alismalar daha sonraki yillarda artmis ve
organizmada bircok ©6nemli roli oldugu saptanmistir. Bu nedenle 1992'de NO yilin
molekllt olarak tammlanmustir. Bugiin artik endotel kaynakli nitrik oksidin hem deneysel
calismalarda hem insanlarda stirekli vaskiler tonusun fizyolojik dizenleyici oldugu ortaya
konmustur. Yine bugin bircok hicrede NO sentezlendigini ve vaskiler tonusun

dizenlenmesinin yan sira bir mediat6r olarak norotransmisyon, immun direng ve hiicresel
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adezyonun duzenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda birincil gorevi oldugu bilinmektedir
(36).

Nitrik oksit renksiz bir gaz seklinde bulunan inorganik serbest bir radikaldir (Sekil.
12). Yar1 omri 2-10 saniyedir. Sentezlendikten kisa bir stire sonunda hemoglobin, metilen
mavisi ve slperoksit anyonu tarafindan nétralize edilerek nitrat ve nitrite donusir. NO
dustk konsantrasyonlarda cok oOnemli fizyolojik islevierde rol amaktadir (37). Yarn
esansiyel bir aminoasit olan L-arjinin’in terminal guanidin grubunun NOS enziminin
katalize ettigi bir reaksiyon sonucu nitrik oksite cevrilmes sonucu sentezlenmektedir (38).
NOS baslica yapisal (kongtitltif) ve uyarilabilir (indiklenebilir) olmak Uzere iki grup
altinda toplanmaktadir (39). Yapmsa NOS (cNOS, NOS1, NOS3) hicre i¢inde stirekli var
olan ve vaskuler tonus ayarlanmasinda ve ndrotransmisyonda rolt olan, intermittan kiguk
miktarlarda nitrik oksit Uretimini saglayan enzimlerdir. Esas olarak ndronlarda (nNOS),
vaskiiler endotel hiicrelerinde (eNOS), endokard, myokard ve trombositlerde bulunur. Ca*?
/kamodulin bagimli bir enzim olan cNOS g¢ssitli uyanlarla gecgici olarak intraselltler
iyonize Ca'? konsantrasyonunun (10'mol/L) fizyolojik sinirlar icinde yiikselmesi sonucu
aktive olur ve esansiyel miktarda NO sentezlenmesine yol agar. Endotel kaynakli eNOS
(NOS- 3) arteriyel ve vendz endotel hiicrelerinde bulunan membrana bagli bir enzimdir ve
eNOS aktivites asetilkolin, bradikinin, adenozin trifosfat (ATP), elektriksel uyart ve sivi
akimiyla uyarilabilir. Dolasimin diizenlenmesinde, trombositlerin ve polimorf gekirdekli
|okositlerin damar IUmeniyle olan etkilesiminde gorev air. nNOS; beyin, cerebellum,
noroblastlarda bulunur ve nérotransmitter olarak gorev yapar (40). Uyarilabilen NOS
(iNOS, NOS- 2) fonksiyonel olarak Ca" bagimsiz olmasi nedeniyle cNOS dan farklidir.
Endotel hiicrelerinden baska, dzellikle duz kas hiicreleri ve makrofajlarda bulunmaktadir.

Makrofajlarin, nétrofillerin, mast hiicrelerinin ve vaskiler diiz kas hiicrelerinin sitokinlerle
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uyarilmasindan sonra NOSun gen tammlamasi baslayarak belirli bir sirede NOS sentez
edilir ve hicrede nanomol gibi blyitk miktarda NO sentezi yapabilir. Makrofglarin
aktivasyonu ile sentezlenen NO'nun baglica makrofajlarda bulunmasina ragmen, vaskiler
diz kas hicreleri, renal tabul hicreleri, kupffer hicreleri, endotel htcreleri, monosit ve
polimorf niveli lokositlerde tespit edilmistir.Makrofglar disindaki hicrelerde iINOS
aktivitesinin rolt yeterince bilinmemektedir. Ancak endotelde bulunan iINOS konjestif kalp
yetmezligi gibi artmig sitokinlerin bulundugu durumlarda 6nemli olabilir. Sitotoksik rol

oynarak immin cevapta, antimikrobiyal ve antineoplastik aktivitesinde 6nemlidir (41).

g-Serbest radikaller ve Apoptosis

Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin kimyasal bag yapmasiyla meydana
gelir. Bu bag negatif yuklt elektronlarla sarilmustir. Elektronlarin dizeni bilesige kararlilik
saglar. Kararlt bilesiklerin elektronlar: giftlesmis durumdadir. Eger elektron ciftlesmemis
ise molekll daha reaktif duruma gelir ve kararsizlasir. Bir veya daha fazla ciftlesmemis
elektrona sahip element veya bilesiklere "Serbest Radikaller" denir . Serbest radikallerdeki
ciftlesmemis elektronlar kararli duruma gecme egiliminde olduklari igin, kararli halde
bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline donustirdr.
Bu olay, bir zincir reaksiyon olarak ya da bir baska molekil Uzerinde bulunan ciftlesmemis
elektronla, serbest radikal Uzerindeki ciftlesmemis elektron birlesene kadar ya da zincir
reaksiyonu, antioksidanlar tarafindan kirilana kadar devam eder . Organizmada serbest
radikaller hem norma metabolizmanin yan Urinl olarak, hem de iyonlastirici radyasyon,
ilaglar ve diger zararli kimyasal maddelerin etkis ile olusabilmektedir. Bitln serbest
radikaller oksijenden koken almaz fakat cogunlugu Oyledir. Oksijen iceren reaktif

moleklller, ki pek cogu serbest radika durumundadir, biyolojik sistemler icin ¢ok
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Onemlidir. Bununla beraber,organizmadaki oksijenin kiglk bir ylzdes (%5 kadar) serbest
radikallere gevrilir, bunlarin bir bolimii cok toksiktir. ilging olarak, O2' nin kendisi bir
radikaldir fakat toksisites disiktir. Cunkt O2 iki ciftlesmemis elektrona sahip olmasina
ragmen, onlar aym (zit degil) donme yonune sahip olduklarindan dolayr molekulin
oksidasyon potansiyeli dustktir fakat yok sayilmaz . ROM oksijen merkezli serbest
radikallerdir veya serbest radikallerin indirgenme Urinleridir. ROM (slperoksit anyon O2.,
OH., H202) norma metabolizma siiresince Uretilmektedir. Ancak, iyonize radyasyon,
oksitleyici 6zellik tasiyan ganlar (bazi ilaglar, 6rn; antineoplastikler, bazi antibiyotikler),
hiicreye yabanci olan maddeler (ksenobiyotikler), hiperoksi, enflamasyon, hava kirliligi,
kanser, diyabet ve yaslanma gibi durumlarda ROM Uretimi artabilir ve hiicresel hasara
neden olabilir. Hasar, temel olarak htcrelerin ve degisk organelerinin (lizozom,
mitokondri, endoplazmik retikulum vs.) fosfolipit membranlarindaki doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu tarafindan olusturulur. ROM, lizozom membram tzerinde direk
etki gosterir ve hiicresal yap bozuklugunu artiran proteolitik enzimlerden olusan igeriklerin
hiicresel sitoplazma igine salinmasina neden olurlar . O2'e enerji ilavesi, tekli (singlet)
oksijen (102) moleklltini meydana getirir. Slperoksit anyon radikali ( O2 -) ise O2'ye tek
bir elektronun ilaves sonucu olusur. O2 - radikali, SOD enzimi tarafindan katalitik olarak
H202 indirgenir. H202 dusik toksisiteye sahiptir fakat kolayca hiicresel membranlara
penetre olabilir. Ozellikle gegis-metal iyonlarinin (demir, bakir) varliginda O2 .- ve H202
yuksek derecede reaktif OH- olusumu ile ilgilidir. Bu reaksiyon “Fenton Reaksiyonu’
olarak bilinir .1e- 1e- + 2H+ 1e- 02 02. H202 OH. SOD Fe 2+/ Cu + O2 .- ve H202 basta
DNA, protein ve hiicre fosfolipitlerinin coklu doymamis yag asitleri olmak lizere organik ve
inorganik bilesiklerle reaksiyona girerler. Ozellikle DNA'ya saldiran serbest radikaller

Onemli zararlara neden olurlar. Bu zararlar, karsinojenik olan mutasyonlara neden olabilir.
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Serbest radikaller, ayrica proteinler Uzerinde de zararli etkiler birakirlar. Proteinin
aminoasiti Uzerindeki aktif  bdlgenin kapanmasina, sUlfidril gruplarinin kaybina ve
karboksil gruplarinin olusmasina neden olurlar. Bu zararlar sonucunda, 6zellikle stlfir
iceren enzimlerin ve diger protein yapil1 enzimlerin aktiviteleri kaybolur. Karbonhidratlar
Uzerindeki etkileri ise, prostoglandin olusumu gibi hlcresel reseptdr fonksiyonlarin
degistirmek seklindedir . DNA ve enzimlerden baska serbest radikallerin en 6nemli
zararlari, membran coklu doymamis yag asitleri Uzerinedir. Radikal saldiri, oncelikle
konjuge sistemdeki karbon merkezli radikal olusumu ile baslar (L). Bu asama baslangi¢
basamagidir. Bu radikalin molekller oksijene saldirmasiyla ilerleme basamag: badar ve
coklu doymamus yag asidi radikali olusur (LOO). Bu olusan peroksil radikali ortamda bir
sonlandirici yoksa bir baska ¢coklu doymamis yag asidine saldirarak tekrar radikal olusturur.
Bu sekilde lipit peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu seklinde siirer. Ancak, iki ¢oklu
doymamis yag asidi radikali bir araya geldiginde reaksiyonun sonlanma basamagi
gerceklesir ve radikal olmayan bir Griin olusur .

Apopitoz, reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem mitokondri hem
plazma membramt hem de genom Uzerinde olusturabilecegi hasarlara bagli olarak da
baslatilabilir. Fisher ve arkadaslar, 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)
uygulanmast ile spermatozoada ROS seviyelerinde artis gozlendigini, bunun da
mitokondriyal membran potansiyelindeki kayba aracilik ettigini 6ne slrmisglerdir.
Molekuler seviyede, ROS, DNA'y1 direk etkiler ve apopitozu indiklemenin en etkili
yontemlerinden biri oldugu bilinen intrasellUler kalsiyum seviyelerini degistirir.

Hidrojen peroksitin apopitozu tetiklemede intraselliler mekanizmas: tartisma
konusudur. Bu molekilin kendisi reaktif olmayan bir yapiya sahiptir; peroksidatif hiicresel

toksik etkisinden, metal ile katalizlenen Fenton veya Harber-Weiss reaksiyonu sonucu
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uretilen oldukga reaktif hidroksil radikalinin sorumlu oldugu disuntlmektedir. Bununla
birlikte, Kasahara ve arkadaslarinin ¢calismasinda ise, hidroksil radikalinin etkisizlestirilmes
icin dimetil sllfoksit veya bir demir selatori kullamlmis ancak etkin bir koruma
gbzlenmemistir. Bu da apopitotik yolun peroksidatif hasarla bir baglantissnin olmadigim
gosterir. Diger bir apopitozdan sorumlu olabilecek serbest radikal olan peroksinitrit, nitrik
oksit ve stiperoksitin etkilesimi ile olusur ve birkag hticre serilerinde apopitozu indukledigi
gorilmustir. Varikoselli hastalarda, peroksinitrit Uretimi icin ksantin oksidazin nitrik oksit
sentaz ile birlikte calistigi dustnulmektedir ve normalde germ hicrelerinde saptanmayan
endotelyal nitrik oksit sentaz, insan testisinde, degenere olan veya apopitotik germ
hicrelerinde saptanmustir. Apopitoza yol acan nikleer dizenleyici proteininin (NFkB)
aktivasyonu, Fas reseptOrinin capraz baglanmast ve kaspaz aktivasyonu gibi farkl
intrasellUler sinyaller, intraselliler ROS Uretimindeki artisla iliskilidirler. Fas sisteminin,

testisteki germ hticre apopitozunda anahtar bir diizenleyici oldugu bilinmektedir.

h- Programlanmis hicre 6lumu

Programlanmis hticre 6limi terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullanimistir.
Apopitozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar: tarafindan kullamlmistir (42).
Kerr, fizyolojik olarak 6len hicrelerin gekirdeklerinde yogunlasmis romatin parcalarin
gbzlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayr blizisme nekrozu olarak
adlandirmistir.  Koken olarak "apo-TOE-sis’ 'den gelmektedir ve eski yunancada
"sonbaharda yaprak dokimi" anlamina gelmektedir. Hicrelerin dogru yer, zaman ve sayida
olmasini saglayan apopitozis mitozis ile dokuda sirekli bir denge halindedir (43).
Programlanmis hicre 6limu, hicre intihari, fizyolojik hiicre 6lumi apopitozis ile ayn

anlamda kullanilan terimlerdir (44, 45).

26



Apopitozise ugrayan hicrenin komsu hicrelerle baglart kesilir. Hicre ytzeyindeki
mikrovillisler ve diger hicrelerle yaptiklart 6zel baglar ortadan kakar, hicre ylzeyi
yuvarlaklasir (46). Apopitotik hticre komsu hiicreye gore daha kiicik ve sitoplazmas: daha
yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hicre organelleri yapilarim korur (47).
Sitoplazma yogunlugu arttigi icin organeller kalabalik gorindr. Hicre zann saglam
oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez (Balakumran A.
1996). Hucreden hicreye degismekle birlikte genellikle c¢ekirdek buzisur (47,48).
Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve pargalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlar
secilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiglk cekirdek parcalarina boltndr.
Cekirdekcik genisler ve grantlleri kaba graniller halinde dagilir (49). Hicrede 6nce ylizeye
dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar1 sitoplazma parcaciklar: iceren ve siki
bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla saril1 apopitotik cisimlere donusur (47,48).
Apopitozis icin morfolojik degisimler hiicre blzulmesi, kromatin yogunlasmasi, hticre
membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin agiga cikar. Saglikli hicrelerde plazma
membramnin i¢inde bulunan fosfotidilserin apopitotik hiicrelerde plazma membraninin dis
yuzinde bulunur ve fagositik hicreler igin sinyal gérevi gorur.

Apopitozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilirken
nekrozis fizyolojik bir 6lim seklidir. Apopitotik hiicrede kromatin nukleus membran
agregasyon gosterir ve kondanse olur ancak nekroziste kromatin paterni normal
hiicredekine benzerdir. Nekrotik hlcrenin plazma membrani bltinlUgini kaybeder ve
hiicre icinden disina hiicre ici materyallerinin c¢ikisi gerceklesir. Oysa apopitotik hiicre
membram intaktir ve Uzerinde kiguk cepcikler “membrane blebs’ olusur. Apopitozis ile
Olen bir hicrede hicre membrant intaktir ve enflamasyon gozlenmez; nekrozda ise,

enflamasyon, hiicresel sisme ve hiicre zarimn bozulmast gézlenir (50). Apopitozis bir hiicre

27



hasarina yanit olarak meydana gelir oysa nekroz genelde hasar sonucu gelisir. Apopitozis
Onceden belirlenen bir yol ile koordineli olarak meydana gelirken, nekroz bircok
biyokimyasal olaydan bagimsiz olarak gerceklesir ve hiicrede enerji stoklarimin tikenmesi
ile aktive olur (51,52).

Programli hticre 6lumu olgun dokularda intrensek intihar programimin aktivasyonu
ile hasarl1, infekte ya da degisime ugramis hucreleri ortadan kaldirmak igin hem gelisimde
hem de homeostazisde 6nemli bir mekanizmadir. Apopitozisin baslamasina neden olan ve
soy hakkinda bilgi iceren sinyaller viral yangi sinyali ya da ekstraselltler sinyallerdir.
Ekstrinsik sinyaller apopitozis baslatir, ya da baskilar, intihar edecek olan hlicrelere
yarchmcr olabilir ve aym sinyaler bir hiicre tipinde kurtulmay: baslatabilir. Intihar
programinin aktivasyonu spesifik mRNA molekilerinin sentezini translasyonunu gerektirir.
Programli hiicre o6liumi bazen hicre o6lUmUnG  intrensek mekanizmalar  yoluyla
transkripsiyon ya da translasyonu, kisittama ile de baskilayabilir (53). Bir htcrede
apopitozis mekanizmasi iki yolla dizenlenir: Hiicre disindan kaynaklanan, hiicre yuzeyi
Olum reseptorleri ile (TUMOr nekrozis faktor stiperailesi Uyeleri ve bunlarin reseptorleri)
duzenlenen apopitozis. Hulcre icinden kaynaklanan, mitokondriyal yolla dizenlenen
apopitozis (54). Hicre ylzeyi 6lUm reseptorleri TUmor Nekrozis Faktor Reseptor (TNFR)
Superailesine ait transmembran proteinlerinin bir familyasidir. Bu reseptérler hiicre
chisindaki bolgelerde tekrar eden sistein zengin bolgelerde yer airlar. Olim reseptorleri
sitoplazmanin i¢ kisminda ‘6lum bdlgesi’ (death domain) denen protein zincirleri tasirlar.
Olum bolgeleri, 6lim reseptorlerine ligand baglandigi zaman apopitotik mekanizmay:
uyarirlar ve hiicre disindan gelen uyariyr hiicre icine iletirler (55).

Apopitozisi baslatan yollarin kesistigi  kavsak noktamn mitokondri oldugu

gOrdlmastr. Bu yuzden mitokondrinin aktivasyonu ile sitokrom c'nin mitokondriden
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sitoplazmaya saliverilmesi sonucu apopitotik stirecde geri donilemez noktayr gosterir.
Mitokondrinin aktivasyonuna yol acan en 6nemli faktor Bcl- 2 allesidir. Hem pro-apopitotik
hem de anti-apopitotik Uyeleri olan bu ailenin tyelerinin mitokondri Gzerindeki etkileriyle
ya sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya saliverilmesi gergeklesir veya sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya
salwverilmes baskilamr. Apopitozis indukleyici faktorin mitokondriden gekirdege gecmesi
apopitozis basladiginda ve AIF nin saimmindaki artisi, , mitokondrial transmembran
potansiyelinin kaybolmasi, perifera kromatin kondenzasyonu ve plazma membraninda
fosfotidilserinlerin ortaya ¢cikmasina neden olur (56). Bunun sonucunda yiksek molekuler
agirlikli (50 kbp) DNA fragmentasyonu gercgeklesir. DNA hasarina cevaben de PARP (poly
ADP-ribose polymerase- 1) aktive olur. Bu etkiler kaspazlardan ve AIF nin oksidorediktaz
aktivitesinden bagimsizdir (57). Kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olan EndoG
aktivasyonu, nikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olabilir (58). EndoG’ nin salinimu,
kaspaz aktivasyonuna paralel olarak apopitotik programi baslatabilir. Bax ve Bak, BH3-
only proteinlerin mitokondriye hareket etmeleri ve sitokrom ¢ salimminin diizenlenmesi
icin gereklidir. Hucrenin yasayabilirlik durumu pro-apopitotik ve anti-apopitotik Gyelerinin
rolatif oramna baglidir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl- 2/Bax orammimin bazi
hematolojik malignensilerde prognostik deger tasichgi rapor edilmistir. CuUnki oranin
artmasi ya da azalmasi apopitozisin inhibisyonu veye aktivasyonu ile sonuclamir. Bu da
prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir.

Bid proteini yasayan hicrelerde sadece sitoplazmada bulunur. Aktivasyonlar
sitokrom c'nin sitoplazmaya salimmint saglar (59). Bad proteini: Bad, birgcok normal
hiicrede bulunmaktadir. Bad'in apopitotik veya yasam sinyal yolagindaki etkisi proteinin
fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasi ile dizenlenir (60). Bim ve Bmf proteinleri

Bim, normalde mikrotibdillerle iliski icinde olan dynein motor kompleksi ile birlikte
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bulunur. Apopitozis indiksiyonu esnasinda mitokondriye gbc eder. Pro-apopitotik
aktiviteye sahiptir ve Bmf, apopitozisin tetiklenmes sirasinda mitokondriye goc eder ve
Bcl- 2 allesi ile etkilesime girerler (61).

Sitokrom c: Sitokrom c, apopitozis sirasinda mitokondriden salindiginda kaspaz
aktivasyonunu baslatan, mitokondrial elektron zincirinin bir bilesenidir (59). Mitokondriyal
yolla tetiklenen apopitotik yolun erken fazinda mitokondrial membran potansiyelinin
bozulmasi ve ardindan sitokrom c'nin salinmasi genel olarak 6nemli rol oynar (62).
Sitokrom ¢ normalde i¢ mitokondri zarina anyonik fosfolipid ‘kardiolipin’ ile birlikte
baglidir. Kardiolipin mitokondriye ¢zeldir, i¢ mitokondri zarinda predominant olarak
bulunur. Kardiolipin ile sitokrom c'nin ayrilmasi ve sitozole salinmasi apopitozisin
baslamasi icin ilk adimdir. Mitokondrial elektron transport zinciri ile reaktif oksijen
radikallerinin ortaya cikmasi; sitokrom ¢’ nin harakete gecmesi ve kardiolipinden ayrilmasi
ile sonuclanir (63).

Apopitozis Baslatiaa Faktor (AlF): Mitokondrinin i¢ membraninda bulunan AlF
57 kD agirliginda bir flavoprotein olup apopitozis baslangicinda mitokondriden cekirdege
gecerek kromatin  kondenzasyonu yoluyla DNA fragmentasyonunu saglar. AlF
oksidorediiktaz aktivitesi gosterir (64). Bu etkiler kaspazlardan ve AIF nin oksidorediktaz
aktivitesinden bagimsizdir AIF nin ¢ok fazla salimim sonucunda, periferal kromatin
kondenzasyonu, mitokondrial transmembran potansiyelinin kaybolmas: ve plazma zarinda
fosfotidilserinlerin ortaya gikmasi (65) ile yuksek molekiler agirlikli (50 kbp) DNA
fragmentasyonu meydana gelir (57).

p53 timor baskilayici bir gendir ve % 50- 55 insan kanserleri ile iligkilidir. p53,
hiicre siklusunun kontrol noktalarinda yer alip (66), hiicre siklusunun G1 fazinda durmasi

ya da hiicrede DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar blyikse programli hticre 6lUmuni
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indUklenmesi sirasinda aktive olur. Aktive olmus p53, hiicre siklusunun durmasi, hiicresel
yaslanma ve birgok timoér olusumunun engellenmesinde rol oynamaktadir p53 geninin
aktive olmasi p21 (WAF/CIPI- 1), GADD45, MDM2, Bcl- 2, Bax gibi bircok genle
iliskilidir (65). Aym zamanda p53' U de negetif feed-back etkisi ile suprese edebilmektedir.
GADDA45, p21ileiligkili olup p53 Un aktive ettigi islevi tam bilinmemekle birlikte, hiicre
siklusunu baskilachgr ve apopitozis uyarici bir gen oldugu dustnulmektedir. p53 geni,
mitozu engelleyip hiicre diferansiasyonunu ve DNA onarimim p21 Uzerinden yaparken,
hiicreyi apopitozise Bcl- 2 ekspresyonunu azaltarak, Bax salinimini ise arttirarak yani Bcl-
2/Bax oramn degistirerek yaptigi disunul Ur.

Kaspazlar apopitozis mekanizmasinda yer alan onemli protein grubudur. HUlcre
sitoplazmasinda inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini
aktiflestirirler. Boylece bir kaskad seklinde islerler. Aktif merkezlerindeki sisteinden dolay:
sistein proteaz olarak adlandirilan enzim grubudur. Apopitozisde hiicreyi parcalayan yani
apopitotik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler “effectors’” olarak bilinirler. Bu giine
kadar tamimlanan 14 kaspaz bulunmaktadir. Bunun haricinde kaspaz ailesi fonksiyonlarina
gore iki alt kategoriye aynlir: 1- Baslatici kaspazlar 2- Ilerletici kaspazlar. Baslatica
kaspazlar, 90 aminoasitten fazla aminoasit iceren Kaspaz-gerektiren domain (CARD)
bolumu ile 6lim domaini (DD) ve 6lUm efektér domaini (DED) igeren N-terminal domain
Oncul U ile karakterizedir (67). Apopitotik sinyal yolunun erken safhasinda etki gosterirler ve
apopitotik uyariyla baslayan 6lim sinyallerini ilerletici kaspazlara iletirler (68). Kaspaz
Inhibitorlerinden bazilarimin 6nemli oldugu durumlar noro-dejeneratif hastaliklar, iskemi-
reperfliizyon zedelenmesi ve otoimmun hastaliklardir. Kaspazlar potansiyel hedefleri
olusturarak bu hastaliklarin tedavisinde inhibitor tedavide kullamilabilirler (69). Reseptorler

araciligiyla kaspaz aktivasyonuna ve apopitoza yol agarlar. Diger yol mitokondriden
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Sitokrom-c sitozol icerisine birakilir ve kaspaz aktivasyon proteinine (Apaf 1) baglanir.
Ardindan Apopitozom olarak adlandirilan multiprotein yapisindaki kaspaz aktive eden
kompleksin toplanmasina neden olur.

Apopitozis tam yontemleri icerisinde apopitotik  hicre morfolojisinin
degerlendirilmesinde kullanilan 1s1k, floresan, lazerli konfokal, elektron ve faz- kontrast
mikroskobu ile inceleme yer alir. DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesinde agaroz Jel
elektroforezi, enzimatik yolla DNA fragmentasyonlarimin belirlenmesi ISEL TUNEL, In
situ hibridizasyon teknigi ve Anneksin-V yontemi ile apopitozise Ozgl proteinlerin
saptanmasi ve flow sitometri yontemi kullamlir (70, 71, 52).

DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesi: DNA’min 180- 200 baz cifti ve bunun
katlar1 seklinde kirilmasi olarak ifade edilen DNA fragmentasyonu programli hicre
olumunun belirleyici  Ozelligidir. DNA’'nin bu 06zelligi agoroz jel elektroforezi ile
belirlenmistir. Fakat bu yontemlerle apopitozisin  kesinligi  degil DNA’'nin
fragmentasyonunun  anlasiimast  igin  tammlayicidir.  Enzimatik  yolla  DNA
fragmentasyonlarinin belirlenmesi: TUNEL (termina deoxynucleotidyl transferase [Tdt]-
mediated dUTP-biotin nick-end labeling) yontemi 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaslar
tarafindan doku kesitlerinde ve hiicrelerde ilk defa kullamlmstir. TdT enziminin aktivitesi
icin  DNA'mn 3 ucu biotinlenmis dUTP ile birlesir. In situ olarak DNA
fragmentasyonlarimin belirlenmesinde ise (ISEL), c¢ogunlukla Kornberg polimeraz (E.
Coli’den elde edilen DNA polimeraz) DNA polimeraz I'in Klenow fragmenti ve TdT
kullanilmaktadir. Bu yontemler, tek ya da cift iplikli DNA kirklarina isaretlenmis
nikleotidlierin  baglanmasi esasina dayanir. DNA fragmentasyonunda DNA iplikleri
interntkleozomal bdlgelerde kirilma olur ve DNA’nin 3'-OH ucu ortaya cikar. Dana (calf)

timus TdT's ile apoptosisin belirlenmesi, serbest 3'-OH ucuna biotin, dioksigenin-,
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floresan veya radioaktif olarak isaretlenmis nikleotidierin baglanmas: esasina dayanr.
Avidin peroksidaz teknigi icin 3,3'-diaminobenzidine (DAB) veya 3-amino- 9-
ethylcarbalzole (AEC) gibi kromojenler kullanilarak biotinlenmis nikleotidler belirlenir.
Dioksijenin- isaretli nikleotidler, akalen fosfataz, biotin ya da peroksidaz isaretli sekonder
antikorlar kullanilarak belirlenebilir. Hematoksilen, metilgreen ya da DAPI ile rutin artalan
boyamas: kullanmilarak TUNEL veya ISEL reaksiyonlar: belirgin hale getirilebilir. Ancak bu
iki metodun zayif taraflari vardir. Bunlardan birincisi apopitozis atindaki hlcrelerde
internikleozomal DNA  fragmentasyonunun  Olcilememesi, ikincis ise DNA
fragmentasyonunun apopitozisle mi iliskili oldugu yoksa DNA’nin rasgele olarak nekrozis
ile mi parcalandigi fark edilemeyebilir. O nedenle apopitotik DNA fragmentasyonu
biyokimyasal andlizler ile desteklenmelidir.

Apopitozun Isik, Elektron Mikroskobik ve Biyokimyasal Ozellikleri: Morfolojik
olarak birbirinden ayri iki tip htcre olimunun varliginin ilk bulgulari, Avustralyali
patolojist, John Kerrden gelmistir. Sonrasinda yapilan EM calismalarinda, Kerr, bu
fenomeni “blUzisme nekrozu” olarak tammladi. 1972'de Andrew Wyllie ve Alistair R.
Currie ile birlikte, British Journal of Cancer’ de bir makale yayinlayarak, bu aktif siireci
nekrozdan ayirt etmek icin “apoptosis’ terimini kullandilar. “Apoptosis’ terimi, yunan
kokenlidir ve yaprak dokilmesi anlamina gelmektedir.

Elektron Mikroskopik Morfolojik Ozellikler; Apopitozis, hiicreleri, asenkron ve
tipik olarak inflamatuar degisiklik olmaksizin etkiler. En erken gozlenen olay, keskin sinirli,
yogun, ince graniler hilal seklinde cekirdek zarina bitisik kitle olusturmak (zere
kromatinin kondensasyonudur. Kondanse kromatinin nikleusa orani, hicre tipine gore
degisir; ornegin lenfoid hicrelerde yiksek, az heterokromatinli htcrelerde dusuktir.

Nukleer porlar, kondanse kitlelerin yakininda nadiren gozlenirken, nikleer zarin geri kalan
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kisimlarinda belirgin bir sekilde gozlenirler. Nukleolar degisiklikler de olusur, ancak bunlar
sadece kesitlerin bazi seviyelerinde gortulmektedir . Bu niukleer degisimlerle apopitotik
hicreler, komsu htcrelerden ayrilir; desmozomlar1 ayrilir. Hucre ylzey Ozellesmeleri
(mikrovilluslar gibi) kaybolur. Hiicre hacmi azalir, yogunlugu artar, sitoplazmik organeller
kompakt hale gecger, hicrenin ve nikleus taslaginin kivrimlart gérindr. Ndkleus, ¢cogu cift
membranla sinirli bircok ayri1 fragmana parcalanabilir ve hala kromatin ayrimi yapilabilir.
Bunlar, kondanse kromatin icerir ve ylzey kabarintilarimn olusmas: (blebing) esnasinda
ayrilirlar. Her fragmanda kromatin igerigi ve ebat1 degisir; kondanse kromatin tUm enine
kesiti kaplayabilir veya periferde hilal seklinde kalabilir. NUkleer kivrimlanma ve
fragmantasyon, timositler gibi yiksek nukleer/sitoplazma oranina sahip hicrelerde
sinirlanir. Bu esnada, sitoplazmada, hiicre ylzeyine paralel 1sinlar halinde sitoskeleta
filamanlar toplanir; ribozomal partikiller semikristalin yapilar seklinde kimelenir; kaba
endoplazmik retikulumlar, konsantrik sarmallar olusturacak sekilde tekrar dizenlenir; diz
endoplazmik retikulumdan gelisen ve plazmaemmanin altinda yerlesen sayisiz vakuoller,
plazma membran: ile birlesip tarayici elektron mikroskop (SEM) ile gozlenebilen krater
tarzinda yapilar olusur. Bol sitoplazmali hilcreler, genis yizey kabarintilari (bleb) ve
cikintilar olustururlar ve eniyi SEM ile demonstre edilebilirler.

In vivo, apopitotik cisimler, komsu epitel hiicrelerince, mononiikleer fagositlerce
veya tUmor hicrelerince olustuktan hemen sonra fagosite edilirler. intraepitelyal
makrofajlar, kismen, glanduler epitelde olusan apopitotik cisimlerin uzaklastirilmasinda
onemli bir rol oynar ve sayilari, glandular atrofi ve invol isyonda, mononikleer fagosit gocu
ve mitoz ile artar. BALB/c fare timositlerinin, isolog peritoneal makrofajlarla koinkiibasyon
calismasi, apopitotik hicre yizey karbonhidratlarindaki degisimleri tamyan makrofajin,

yuzeyindeki, lektin-benzeri molekillerin varligin ortaya gikartmustir .



Isik Mikroskopik Morfolojik Ozellikler; En erken 151k mikroskobik belirti olan
ani hucre buzismesi, nukleer degisimlere bagli simultane olusur. Bu arada, kultire

hiicrelerde komsu hiicreler arast baglant kaybr da bunun delilidir. Buiziisme, muhtemelen,

sodyum (Na+)-potasyum (K+)- klordr (CI_) kotransporter sistemin inhibisyonundan dolay1
net bir disa sivi akisindan olusur . Histolojik olarak, apopitotik cisimler, bazofilik nikleer
materyalli veya materyalsiz, yuvarlak, ova sitoplazmik kitleler halinde gértnurler. Cogu
apopitotik cismler eozinofilik olsa da, pankreatik asiner hiicreler gibi fazla ribozom iceren
hiicrelerden tlreyenler bazofilik olabilir. Tomurcuklanmanin simirlandigir  hiicrelerden
olusan apopitotik cisimler, orijinal hicre boyutundan hafif koclktarler. Yaygin
tomurcuklanmanin mumkin oldugu hicrelerde, ebat olarak apopitotik cisimler epeyce
degisiktir, en kicugu bile en az bir bazofilik nikleer fragman icerdigi takdirde 1s1k
mikroskobu ile gorulebilir. Y Uksek nikleus/sitoplazma oranli hiicrelerden koken aanlarda,
dar bir sitoplazma ile cevrelenen piknotik kromatin kitles seklinde goralir. Diger
apopitotik cisimler ise, daha cok, degisik miktarda daha kicuk nikleer fragmanlarin
bulundugu sitoplazma icerirler. Ultrastriktirel olarak karakteristik hilal sekilli gorilen
kromatin kiimeleri, Sum’lik parafin kesitlerde nadiren gorinir; bunun yerine kromatin,
yogun bazofilik kitleler olarak gorultr. Kesitlerde, apopitotik cisimler, sikca belirgin acik
bosluklarda yer alirlar. Bunlarin bir kismi, soluk boyali makrofajlardaki cisimleri gosterir;
digerleri ekstraselluler, doku hazirlanmasi esnasinda bizisme artefakti sonucunda olusan
bosluk olabilir. Daha biuyuk, normal ve patolojik durumlarda uzun siredir bilinen ayr
apopitotik cisimler, farkli ismler aabilir. Bunlar, karacigerdeki Councilman cisimleri,
barsak kriptalarindaki  karyolitik cisimler, lenf nodlarimin germina  merkezindeki
makrofgjlarin tingible cisimleri, liken planusta Civatte cisimleri, ultraviyole radyasyon

sonrasi gunes yanmgi hicrelerini kapsar .

35



Apopitotik cisimler, dokuda, dagimk kimeler halinde olabilir. Bunlar, tek tek
hiicrelerin fragmantasyonu sonucu olusabilir veya tek bir fagositte, tipik olarak makrofajda,
birkag hiicreden olusan apopitotik cisimlerin toplamp olusturdugu daha blyik agregatlar
seklinde olabilir. Apopitotik cisimlerin sayilar yutksekse, makrofglarda degredasyon,
lipofuskin pigment olusumuyla sonuclanir. Ilgi ¢ekici sekilde, apopitotik cisimlerin
fagositozunda, makrofglar, inflamatuar mediatér salimmyla cevap vermezler. Apopitotik
cismlerin kuicuk ebatlar: ve kisa yart omurleri, inflamasyonun yoklugu, apopitotik hiicreler
uzaklastirldiginda kalan hiicrelerin, hiicre siralarini kapatmasi, apopitozisi, hiicre delesyon
oraninin yuksek oldugu zamanda bile, goreceli olarak histolojik agidan az géze carpar hale
getirir. Apopitozis oraninda kuctk artislar bile epeyce artmis hiicre kaybiyla ortaya cikar.
Ornegin; intravenz bolus anti-CD4 antikoru uygulanmas: apopitotik indeksi, sican lenf
nodlarinda, %0,06' dan %1,33 e yukseltir, bu da lenf nodundaki toplam hiicre sayisim 48
sagtte yariya indirmek icin yeterlidir. Rezidiel htcrelerce hiicre siralarimn kapatiimasi,
makul bir doku buzismesi ve sikga norma yapinin ¢ok az bozulmas: ile sonuclanir.
Bdylece indiklenen atrofinin tamamlanmas: sirasinda, karaciger ve adrenal bezler, yapisa
olarak normal gorinimdedir.

Apopitozun Biyokimyasal Ozellikleri; Apopitozis islemi, enerji gereksinimi olan
bir sirectir. Fizyolojik hticre 6limind, belli fazlara bolmek uygun olur. En erken faz,
apopitotik cevabi baslatan stimulus fazidir. Bu, ylzey reseptorleri araciligiyla yayilan bir
eksterna sinyal olabilir veya bir ilag, toksin veya radyasyon etkisiyle hiicre iginden orijin
aabilir. ikinci faz, sinyalin veya metabolik durumun saptanmas: ve sinyal iletimini igerir.
Sinyal iletim yollari, bu mesaji, hticre 6lUmu effektor mekanizmasinailetir. Effektor faz ise,
hiicre 6lUm mekanizmasimn Gglncl kismidir ve pozitif ve negatif regilatérleri ile beraber

proteazlarin aktivasyonunu igerir. Dordinct faz, hiicre kromatininin kondanse oldugu ve
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DNA'’sinin degrade edildigi postmortem fazdir. Hizl1 nikleer DNA yariklanmasina, uzun
zamandir apopitozisin en 6nemli biyokimyasal gostergess olarak bakildi. Bu DNA
degredasyonu, iki asamada olusur. lki, 200-300 kilobaz ciftlik fragmanlara ve/veya 50
kilobaz ciftlik fragmanlara yariklamr. NUkleer zarfa dogru kromatin marjinasyonu,
muhtemel morfolojik gériiniimdiir. ikincisi, apopitoza giden hiicrelerin tamamin olmasa da
cogunu etkileyen, internukleozomal (nukleozomlar arasi baglayict bolgelerden) cift iplikli
DNA yariklanmasidir, boylece oligonukleozomal ebatl: fragmanlar olusur. Apopitotik hiicre
debrideri, in vivo hemen fagosite edilirler. Bu yuzden, hiicre riptire olmadan 6nce,
apopitotik htcrelerin, fagositlerce tamnabilmeleri icin plazma membran degisimlerini
tamamlamalar gerekir. Gergekten, plazma membran degisimlerinin, programlanmis hiicre
Oliminde cok erken olustuklar: gosterilmis. Son calismalar, canli hlcrelerde, plazma
membramnin i¢ yapraginda lokalize olan fosfotidilserinin kritik bir rol Gstlendigi
bilinmektedir.  Apopitoza giden lenfositlerde, fosfotidilserinin dis  yapraga
translokasyonunun, makrofgjlar tarafindan fagositik taninmaya aracilik ettigi gosterilmistir.
Martin tarafindan yapilan calismaarda, sicangillerde ve bircok insan hicre tipinde,
baslangi¢ stimulusu ne olursa olsun, fosfotidilserin eksternalizasyonu en erken olay olarak
saptanmustir. Onemli olan bir not da, fosfotidilserinin yamisira diger yiizey molekilleri de,
fagositik tamnma ve apopitotik hiicrelerin alinmasinda stiphesiz cok énemlidir.

Apopitozise giden hicrelerde olusan dramatik morfolojik degisikliklerden,
sitoskeletal elemanlardaki degisimler ve yaygin sitoplazmik proteinaz aktiviteleri
sorumludur. Cotter ve arkadaslari, mikrofilament toplulugunun, hiicre fragmantasyonu ve
apopitotik cisimlerin olusumu icin gerekli oldugunu gostermislerdir. HL-60, Molt-4 veya
U937 hcre dizilerinin, aktin polimerizasyonunda etkili cytochalasin B ile 6n muameles,

hiicre tomurcuklanma ve apopitotik cissm olusumunu engellemis, ama nikleusu veya
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nikleer DNA’ siin fragmantasyonunu bloke etmemistir. In vivo, apopitotik cisimlerin, lizis
olmamasi ve bdylece inflamasyona yol agmacigi gercegi, apopitotik hiicrelerde, iki 6nemli
olay1 vurgular; membran integrasyonunun korunmasi ve ani tamnma ve fagositoz.
Sitoplazmik proteinlerle, genis capraz baglar kuran doku transglutaminazinin (tTG)
aktivasyonu, yuzey kabarintilarinin (bleb) olusumunda ve intrasellUler icerigin hlicrede
tutulmasinda anahtar bir rol oynamaktadir. tTG, apopitotik cisimlerde, en yiksek
konsantrasyondadhr.

Apopitozis Mediyatorleri ve Hucre Ici Metabolik Degisikliler; Apopitozis cok
sayida ve cesitte mediyator tarafindan dizenlenir. Bunlar arasinda genler (c-myc), bazi
iyonlar (kalsiyum), proteinler (p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Bazi
mediatorler hiicre tipine 6zgtndir, bazilar1 da apopitotik stimulusun ¢esidine gore farklilik
gosterebilirler. Apopitotik siirec boyunca hiicre igine siirekli kalsiyum (Ca'™) girisi olur.
Sitoplazmada artan Ca'™*, inaktif durumdaki Ca™ bagimli proteazlari ve nikleazlar
aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin parcalanmasina ve apopitoze 6zgu interniikleozomal
DNA kirklarina neden olur. Ca™ iyonlarn endonikleaz aktivasyonunda, doku
transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre
iskeleti  organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hiicreye Ca’™ girisi, apopitozun
gerceklesmesi icin esansiyel degildir.

Kaspaz Ailesi ve Apopitozdaki Rolleri; Kaspazlar (caspase-cysteine aspartate
spesific proteases), zimojen (inaktif prekirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan, sistein proteazlar olarak adlandirilan bir enzim
grubudur ve ¢ok az rastlanan bir substrat alam olan aspartik asitten, sonraki peptid bagin
kirarlar. Su ana kadar 14 tanesi tammlanmustir ve ¢ogu apopitozisde rol amaktadir.

Hucrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir
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kaskata (selae tarz1 reaksiyon dizisi) neden olurlar. Bazilar (Kaspaz 2, 8, 9, 10), baslatict
kaspazlar olarak bilinirken, bazilar1 da, efektér kaspazlar olarak bilinir. Baslatici kaspazlar,
apopitotik uyariyla baslayan 6lium sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor
kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, nukleer
membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan PARP'1 parcalayarak apopitotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ik tanimlanan enzim interlokin 1-B
donusturict enzimdir (ICE) ve prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz kaskadi, mitokondri
aracil1 intrinsik yolla sitokrom c’'nin sitoplazmaya saliverilmesi sayesinde prokaspaz 9'un
aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom ¢’ nin saliverilmesine neden
olabilirler. Sitokrom C ile birlikte apopitoz indukleyici faktor (AIF) de sitoplazmaya salinir.
Bu yolda, apopitotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) de gorev almaktadir. Sitkrom C,
ve Apaf-1 birleserek prokaspaz-9'u aktive ederler. Aktif kaspaz 9 da kaspaz-3'U aktive
eder. Proteolitik aktivite ile sitoplazmada yapisal proteinlerin sindirimi, kromozomal
DNA’nin degredasyonu ve hicrenin fagositozu saglanir. Ya da ekstrinsik yolla 6lim
aktivatorlerinin (fas ligand-FasL- ve Tumor nekroz faktor-TNF-) hiicre yuzeyindeki
reseptorlerine [Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve tumér nekroz faktor reseptori-1
(TNFR-1)] baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8'i aktive eden sinyaller yayilir. Bu
baglanmalar, 6lim domain proteinleri araciligiyla olur. Kaspaz 8 de diger kaspazlari

uyararak hicrenin fagositozunayol agar . Son mekanizmaise endoplazmik retikulum aracili

++

apopitozdur. Kaspaz-12, endoplazmik retikulum membraninda lokalizedir. Hiicre ici Ca

seviyelerinin yiukselmes ve kapainin etkisiyle prokaspaz 12 aktiflesr ve sitoplazmaya
yonelir. Kaspaz-9 ile etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder. Termina ug olan
aktif kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiribonikleaz inhibitorini (ICAD, inhibitor of

caspase-activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir, boylece, ICAD 1n bagladig: kaspazla-
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aktiflesen deoksiribonikleaz (CAD, caspase-activated deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu
da apopitozisin karakteristik bulgularindan biri olan, kromatin kondensasyonuna ve
oligonukleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur. Buraya kadarki mekanizma, kaspaz-
bagiml1 apopitozisi gosterir, oysa kaspaz-bagimsiz apopitozisin varligi da bilinmektedir.
Kaspaz-bagimsiz apopitozis, yine mitokondriden saliverilen bir faktor olan AIF Un etkisiyle
gerceklestirilir. Fakat AIF Un etkiledigi nukleazin ne oldugu hentiz bilinmemektedir. Bir
kaspaz inhibitorleri ailesi olan apopitozun inhibitorleri (IAPs), kaspazlar1 selektif olarak
inhibe ederler, bdylece apopitotik mekanizmay: durdururlar. IAP ler tarafindan caspase-3, -
7, ve =9’ un inhibisyonunun yapisal temeli, son zamanlarda rapor edilmistir. Bu inhibitorler
bircok malign htcreler tarafindan asiri eksprese edilmektedirler. |AP'ler, ayrica hiicre
siklusunu da etkileyerek apopitozisi durdurabilirler. Kaspazlarin gogu sitoplazmada
bulunuyorsa da bazi tyeleri, 6rnegin kaspaz 12, Golgi apparatusunda, kaspaz 2, kaspaz 3 ve
kaspaz 9 mitokondri ile iliskide bulunabilir. En 6nemli baslatici kaspazlar, tip | apopitoz
(mitokondri aracil1, intrinsik) icin kaspaz 8, tip Il apopitoz (ekstrinsik) icin kaspaz 9, tip 11l
apopitoz (endoplazmik retikulum aracili) icin kaspaz 12'dir. Kaspaz 3 aktivasyonu

programlanmis hicre 6limiinde geri domistimsiiz noktanin en 6nemli gostergesidir.
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I11- GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Celd Bayar Universites Tip Fekiiltes Histoloji ve Embriyoloji
laboratuarinda gergeklestirildi. Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay:
alindiktan sonra calismaya baslandi.

HacreKaltura

NTT (NoOrotoksisite Tarama Testi) kullamlarak, fare néroblastoma, Neuro 2a
hicreleri (NB2a) hiicre serisine ait ndroblastoma hicreleri kiltir ortaminda 24 10k welller
icerisinde %5 feta caf serum, %5 horse serum, %1 penisilin/streptomisin sollisyonu
(10000 U/10 mg) ve % 0,1 gentamisin (50 mg/mL) iceren yiksek glukoz konsantrasyonlu
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) ile proliferasyon medyumu 37°C ve % 5
CO2 (karbondioksit) kosullarim saglayan etlv icinde ¢ogaltildi. Proliferasyon medyumu %
5 fetal calf serum + % 5 horse serum + % 0,1 penisilin/streptomisin solisyonu + gentamisin
soliisyonu Uzerine yuksek glukozlu DMEM ile 100 mL tamamlanarak elde edildi.
Diferansiyasyon (farklilasma) Medyumu % 0,1 Penisilin/streptomisin solisyonu + 0.5 mM
(milimol) dcAMP (dibutiril siklik adenozin monofosfat) + gentamisin sollisyonu Uzerine
100 mL tamamlanacak sekilde yiksek glukozlu DMEM ilaves ile elde edildi (85, 86, 87).

Kaltirde Norotoksisite Tarama Testi (NTT)

NTT icin; 15 000 hiicre/mL, 300uL (mikrolitre) olarak ilk G¢ 6rnege, her well igin,
proliferasyon medyumu (negatif kontrol) ve geri kalan drneklere serum icermeyen DMEM
icine dibutiril cAMP (0,5 mM) eklenerek olusturulan farklilasma medyumuna
(proliferasyon medyumu) konuldu. 24 saat sonra her bir madde konsantrasyonlar: ¢ 6rnek
olusturacak sekilde pozitif kontrol icerisine sadece bidistile su ve diger drneklere degisik

konsantrasyonlarda disik miktarlarda kimyasal madde ortama ilave edildi. 24 saat sonra
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hiicreler 10 dakika % 4 formaldehidde fikse edilip 3 dakika Coomassie Blue boyasinda (%
0,6) bekletildikten sonra PBS = Posphate buffer solution (Fotal Sigir Serumu) ile yikand: ve
151k mikroskobu altinda rastgele secilen 10 farkli sahadan ndrit uzunluklar: elle digital
ortamda bilgisayar ve Excel program: aracilig: ile 6lclldii. Olgllen norit uzunlugu degerleri
% inhibisyon ile degerlendirildi. Pozitif kontrol ndrit uzunlugundan, toksik madde konulan
norit uzunlugu cikanlarak, pozitif kontrol ile negatif kontrol farkina bollinerek %

inhibisyon saptand: .

MTT (Metil Tiazol Tetrazolyum) Analizi

Yasayan hicrelerin degerlendirilmesinde hiicre serileri; MTT testinde her 6rnege
ortama 50 pL MTT ilave edildi ve 1 saat daha kultirde birakildi. Canli hlcrelerin
mitokondrilerinde formazona cevrilen MTT'yi ¢Ozinur hale getirmek amaciyla 1 mL
isopropanol eklendi. 1 gecelik inkibasyonu takiben optik okuyucuda 570 nm (nanometre)
dalga boyunda optik dansiteleri okutuldu (91, 92).

Immiinohistokimyasal Analiz

Hucreler Tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra tripan mavis ile boyanarak thoma
lamnda hicre sayimlart yapildi. 24 kuyucuklu kdltor kabinda cogaltilan htcreler
uygulamalarim takiben paraformaldehit ile tespit edilerek pimer antikor olarak anti-eNOS
ve anti-INOS kullamlarak  avidin-biyotin  peroksidaz  yontemi  ile indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi.

NOS imminohistokimyasi: Alinan kesitler immunohistokimyasal boyama icin bir
gece 60°C'lik etlivde tutulduktan sonra, 30'ar dakika iki saat degisim kslen ile
seffaflastirma islemi gerceklestirildi. Ardindan % 95'ten % 60'a azalan derecede akol

serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. % 0,5'lik tripsin

42



soliisyonu iginde oda sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazin
inhibe etmek amaciyla 5 dk % 3'ltk H,O, uygulandi. 3 defa 5'er dakika fosfat tampon
solUsyonu (PBS; Posphate buffer solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat
bloklama soltisyonu ile muamele edidi. Bloklama soltisyonu dokudan uzaklastirildiktan
sonra primer antikorlar ile bir gece inklbe edildi. Ertesi giin tampon soltisyonu ile 3 defa
yikanan kesitler, anti hidrojen peroksidaz ikincil antikoru ile 30’ ar dakika boyandi. Yine U¢
defa 5'er dakika tampon soltisyonu ile yikanan kesitler, olusturulan immtnohistokimyasal
reaksiyonun gorundrligini saptamak amaciyla DAB (Diaminobenzidin tetrahidroklorit)
ile 5 dk boyandi. Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamas: saglandiktan sonra distile su
ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu ile kapatildi.

TUNEL immuanohistokimyasi: TUNEL Yodntemi ile apopitotik hticre 6lGmunin
belirlenmesinde DeadEnd Colorimetric TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanilarak 5
pm kalinhigindaki parafin bloklardan alinmis kesitlere uygulandi. Kesitler 1 gece 60°C'lik
etivde 151 ile deparafinize edildi. Ardindan 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinize edildi.
Azalan akol serileri ile 2'ser dk (% 95, % 80, % 70, % 60) rehidratasyon uygulandiktan
sonra dokular serum fizyolojik ile oda 1sisinda 5 dk (%0.85 NaCl) muamele edildi. 5 dk
PBS ile oda 1sisinda yikandi. Doku kesitleri % 4 paraformaldehit ile 15 dk oda 1sisinda
fikse edildi; 5 dk PBS ile oda 1sisinda yikandi. 1/500 oraminda PBS ile dilUe edilen 20-
pg/mL proteinase K 20 dk doku kesitlerine uygulandi. PBS ile yikamay: takiben % 4'lik
paraformaldehit ile 5 dk yeniden fiksasyon yapildi; 5 dk PBS ile oda isisinda yikandi.
Kesitler 5 - 10 dk Equilibration buffer ile oda i1sisinda tutuldu. TdT-enzimi ile nemli
atmosferik ortamda 37 °C de 60 dk plastik cover slipler kesitleri kapatacak sekilde konarak
tutuldu. 15 dakikalik saline sodium citrate (SSC) yikamasimin ardindan 5 dk PBS ile oda

1sisinda yikandi. 3 - 5 dk hidrojen peroksit uygulanmas: sonrast 5 dk PBS ile oda 1sisinda
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yikandi, 1/500 oramnda PBS ile hazirlanan Streptavidin HRP solUsyonu ile 30 dakika oda
1sisinda inkibasyona tabi tutuldu; 5 dk PBS ile oda 1sisinda yikandi ve ardindan DAB
(Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birkag kere distile su ile yikama yapildi. Artalan
boyamast Mayer's Hematoksileni ile yapildi. Kor yontemle TUNEL pozitif hicreler
saptanmaya calisildi. Negatif kontrol icin primer antikor yerine PBS, pozitif kontrol olarak
da apopitozis oldugu bilinen testis dokulari kullamldh. Immiinohistokimyasal
degerlendirmede preperatlara boyanin yogunlugu ve dagilimina gore + (1), ++ (2), +++ (3)
olarak korlemesine semi-kantitatif puanlama yapildi. Ortalamalar istatiksel olarak
degerlendirildi.

Morfometrik Inceleme: Daha 6nceki calismalardan uyarlanan morfometrik yontem
ile akson sayisi, ¢cam ve miyelin kalinligi hesaplanarak, bu veriler excel 5.0 grafik-
matematik ve Grahpad 1.0 istatistik programlarlar kullanilarak degerlendirildi. P<0.001
oldukca anlamli ve P<0.05 anlamli bir fark olarak kabul edildi. Verilerin aritmetik
ortalamasi, standart sapmasi Excel 5.0 programinda hesaplanip bu verilere bagli grafikler
Excel 5.0'da cizildi ve istatistiksel degerlendirilmesi Graphpad 1.0 program ile yapild.
Verilerin ortalama ve standart sapmalari Excel 5.0’ da hesaplanip, Graphpad 1.0 programi
ile tek yonlU varyasyon analizi (ANOVA) uygulanarak gruplar arasinda saptanan istatiksel
fark P<0.001, oldukca anlamli (***) ve P<0.05, anlaml: (*) olarak degerlendirildi.

RF Uygulamalar: 24 adet hiicre kilttr kabr kullanildi. Her bir kdltir kabininicine
steril kosullarda 22 gauge, aktif ucu 5 mm SMK-5 elektrotu (Slujter Mehta, Radionics)
yerlestirildi. Radiofrekans aygitinin (RFG 3C Plus, Radionics) notr ucu yerine monte edilen

enjektor ignesi de kiltlr kabina yerlestirildi ve devre tamamlandi.



Uygulanan RF siliresine gore 4 ayr1 grup ol usturuldu.

I. Grup: 180 saniye (12 htcre dizini),

I1. Grup: 360 saniye (4 hicre dizini),

[11. Grup: 540 saniye (4 hicre dizini) RF uyguland.

V. Grup: Kontrol grubu, RF uygulanmad (4 hticre dizini)

kontrol grubunun ilk 2 hticre dizinine steroid uyguland:.
TUm gruplar kendi iclerinde 4 alt gruba ayirild.

A: 40 °C KRF,

B: 40 °C PRF,

C: 60°C KRF ve

D: 60 °C PRF uyguland:.

Ayrica l. Grup ve IV. Grubun (Kontrol) birer hiicre dizinine de steroid eklenerek

RF uygulamasinin yaratacagr muhtemel lezyon Uizerine etkilerinin incelenmesi amaclandi.
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IV- BULGULAR

Toksik etkinin daha detayli incelemesi icin hiicre kaybini gosteren MTT ve norit
inhibisyonunu ortaya koyan norotoksite tarama testi yapldi. Kultr ortamindaki NB2a
hucrelerinin farklilasma etkeni Siklik Adenozin Monofosfat (CAMP) eklenmeden bélinme
ve ¢ogalma donemindeki 48 saatlik kiltir yasamindaki goruntuleri alinarak (Sekil 111. 1)
kaltdr ortamindaki NB2a hucrelerinin MTT olgUmlerinin kalibrasyonun saglanmas: amaci
ile katli konsantrasyonlarin, yani konan hiicre sayisinin ¢ogalarak artmasina baglt MTT
absorbansinin arttigi dogrulandh . Hiicrelerin 48 saatlik Uremelerini takiben yapilan cAMP
uygulamas ile norit uzamasi ve norona farklilasmanmn indiklenmesi sonrasinda maksimum
norit uzattiklart goruldd. Hucrelerin noéron olduklarimin tanimlanmast icin Nestin ve
Tubulin pozitif olmalarina karsilik Gliari Fibrilin asidik protein (GFAP) negatif olmalar
gosterildi  (Sekil [11I. 2). Hucrelerin noérit uzatmalarimn tripan mavis ile yapilan

boyamalarinda ayrintilart dahaiyi izlendi (Sekil 111. 3).
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Sekil 111.1 Fare noroblastoma dizini Na2B hicrelerinin norit uzatmalar1 ve
farklilasmalarinin degisik goérunttleri. CAMP eklenmesi ile cogalmalart duran hicrelerin
maksimum ndrit uzatmalart gozlendi. Farkli hiicre davranislart ve degisik uzunluklarda

norit olusumlar saptandh X20

Na2B B3 TUBULIN



Na2B NESTIN

NaZ2B GFAP

Sekil 111.2 Fare noroblastoma dizini Na2B hicrelerinin ndron olduklarinin
tammlanmast ic¢in, Nestin ve Tubulin pozitif olmaarina karsilik Gliari Fibrilin asidik

protein (GFAP) negatif olmalar gosterildi.
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Sekil [11.3 Hucrelerin norit uzatmalarinin tripan mavis ile yaplan boyamalarinda
ayrintilart dahaiyi gorilmektedir.

Uygulamalara baslamadan ©nce incelenen kuiltir kaplarinda hicrelerin  benzer
davranis icinde olduklar: anlasildi.

Hucrelerin cogalma asamasinda kisa norit uzantilar gosterdikleri, ancak farklilasma
stirecine girmedikleri i¢in ndron hiicresinin genel 6zelliklerini sahip olmadiklar: saptandh.
DCAMP eklemesinden sonra farklilasmaya zorlanan hiicrelerin nérit uzatmada belirgin bir
ilerleme gbsterdikleri ve gcogalma stirecinden ¢ikarak néron olmaya dondukleri goruldi .

12 saatlik farklilasmayr bekleme siirecini takiben yapilan RF uygulamalarinda, 540
sn ve 40 °C kullammi sonucunda belirgin hticre kaybinin olustugu gozlendi. Hucrelerin
adacik yapma formasyonu seklinde birbirleri ile temas halinde olduklar: bolgelerde biraz
daha direngli olmalarina ragmen, kultlr kaplarinin semikonfluent dizeyin altina indikleri
bulundu. Strenin azaltildig1 360 sn ve 40°C uygulamalarinda yine belirgin hiicre 6lumunin
gerceklestigi ve bunun KRF ile daha belirgin oldugu anlasildi (Sekil 111. 8). Strenin daha da
azaltildigr 180 sn ve 40 °C uygulamalarinda htcrelerin yaklasik kiltir kabimn dgte biri

seklinde daha az oldugl, genellikle saglhikli ve iyi gorinimde olduklari goértldu. Bu
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gorunumun PRF uygulamalarinda KRF uygulamalarina gore daha belirgin oldugu saptand:
. Ayni stirede ancak daha yuksek dozda yapilan 180 sn ve 60 °C uygulamalarinda hiicrelerin
360 sn surelerindekine benzer dizeyde etkilendikleri ve bu etkilenmenin KRF
uygulamasinda daha belirgin oldugu bulundu.

Hucre olimidndn uygulamalar arasinda fark olusturmadigi 180 sn ve 40 °C
uygulamaarimin buyuik biylitmelerinde RF etkisinin ndrit inhibisyonu seklinde goérilen
seklinin daha 6nem kazandigi saptandi. Norit uzatma her alanda farkli duzeylerde
gercgeklesirken RF uygulamalarinin sonrasinda olusan toksik etkinin yine heterojen oldugu
ve farkli alanlarda degisik dizeylerde olustugu goruldu (Sekil 111. 4).

RF uygulamalarinin yaptig1 toksik etkinin norit inhibisyonu seklinde gerilemesinin
ortamda olusan oksidatif stresile iligkisi ve bu iliskinin getirdigi apopitoz mekanizmasinin
varligi icin INOS, eNOS ve TUNEL boyamalart yapildi. Kontrol 6rneklerinde bazal
diizeyde bir iINOS ve eNOS ortaminmin bulundugu ayrica az miktarda apopitotik hicrenin
olustugu anlasildi. RF uygulamalar: ile belirgin bir bicimde NOS varliginin arttigi ve
beraberinde apopitotik hicrelerinde ¢ogaldigi gbzlendi. Bu etkinin KRF uygulamasinda
PRF uygulamasi ile karsilastirildiginda daha belirgin oldugu anlasildi (Sekil 111. 5).

RF uygulamalarinin hiicre davranisi Uzerine etkilerinin mikroskobik incelemelerde
gozlenen sonuglarimn morfometrik analizleri yapilarak genel ve toplam etkinin varlig
incelendi. Hucre sayisinda anlamli olmayan bu azalmaya karsilik 1limli toksik etkinin bir
gostergesi olarak ndrit inhibisyonun incelendigi norotoksik tarama testinde, hiicrelerin kaba
yerlestiriimelerinden 24 saat sonra CAMP verilerek hicrelerin nérona farklilasmalarinin
saglanmasi ve ikinci bir 24 saatlik sire ile serumsuz ortamda olusturduklart maksimum
norit uzamasina etkis bulundu. Hucrelerin 48 saatlik kiltir yasaminin sonunda fikse

edilerek aimnan gorintilerde yapilan morfometrik incelemede uzun sirelerin, oldukca
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anlamli (p<0,001) bir sekilde htcre 6limine neden oldugu ancak apopitotik hiicredeki
artisin aynm anlamlilikta olmadigi bulundu (Tablo [11.1). 180 sn siirenin 40 °C doza bagl
hiucre 6lumlnin en az gergeklestigi ortam 60°C ve 60°C+steroid uygulamaar: ile
karsilastinildi. 60°C uygulamasimin anlamli (p<0,05) bir toksik etki olusturdugu ancak
apopitotik hicre sayisinda bir degisiklik olusturmadigi bulundu. 180 sn ve 40°C
uygulamalarinda olusan dustk dizeydeki toksik etkinin norit inhibisyonu ile ortaya
konmasi, bu etkinin NOS ve TUNEL ile iliskisinin morfometrik incelemesinde KRF
uygulamasinda oldukga anlamli (p<0,001) norit inhibisyonu gerceklestigi ancak PRF
uygulamasinda bunun daha az olustugu (p<0,05) goruldu. Benzer sonuglar iINOS ve eNOS
icin bulunurken, TUNEL boyamalarinda en az apopitotik etkinin KRF uygulamasinda
oldugu saptand: .

Kultir ortaminda hicre davramsimn ainan mikroskop goruntleri Gzerinde
gerceklestirilen ve yapilan Uc¢ deneyin ortalamalarindan cikan bu veriye gore, PRF ile
karsilastirildiginda KRF icin toksik etkinin hem hiicrelerin sayisal azalmasi seklinde nekroz
ile gorilen makro bulgulara, hem de nérit inhibisyonu ile 1limli toksik etkiye daha ¢ok

neden oldugu ayrica bu etkinin NOS ve apopitozlailiskili olarak gerceklestigi goruldu.
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FARKLILASMIS CRF
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CRF 540 40
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PRF 360 40
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CRF 180 40
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PRF 180 40

Sekil 111.4 Degisik RF uygulamal arinin hiicresel diizeydeki olusturdugu degisiklikler.

KONTROL iNOS
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KONTROL eNOS

KONTROL TUNEL
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CRFiNOS

CRF eNOS

CRF TUNEL
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PRFiNOS

PRFiNOS



PRF TUNEL

Sekil 111.5 Degisik RFuygulamalarindaeNOS ,iNOS ve TUNEL boyamalari ile
hiicrelerdeki apopitotik degisiklikler.

40 2C RF UYGULAMASINDA SURENIN
HUCRE OLUMUNE ETKiSI

120
ENEKROZ ®APOPTOZ

'Eim T
:a a0 T
2 60 T
E 40
§ 20 :

5 ! . 'i

PRF 180 CRF 130 PRF 360 CRF 360 PRF7R0  CRF 7&0

Tablo 111.1 40 °C RF uygulamasinda stirenin hiicre 6limine etkisi.
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Tablo 111.2
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V-TARTISMA

RF, 1965 yilinda Rosomoff tarafindan tanmmlanmasindan (1) bu yana, néroablasyon
yaratarak agr iletimini durdurmak amaciyla, klinikte kronik agri sendromlarinin
tedavisinde kullamimaktadir. Onceleri teknolojik olanaklar RF tedavisini sinirlamakta iken,
O0zel kanuller ve eektrotlar gdlistirildikce, kesin anatomik lokazisyonlarda, lezyonun
boyutunu kontrol etme olanagi saglanmis ve RF uygulamalart yayginlasmistir ( 72). O
zamandan bu yana, KRF, lomber radikiler agridan (73) interkostal nevralji (74),
servikojenik bas agrilart (75) ve daha pekgok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Ancak,
KRF nin yaygin kabul edilmesinin  Onlindeki ©6nemli bir engel, motor defisit ve
deafferantasyon sendromu riskini barindirmasi olmustur. KRF de yiksek 1s1 ile olusturulan
bu ndroablasyon nérit benzeri reaksiyonlara, motor defisitlere ve deafferantasyon sekeline
neden ol abilmektedir.

Yan etkilerin azaltilmasi amaciyla devam eden yeni arayislar, 1996 yilinda
Sluijter’in puse RF (PRF)i bulmasiyla sonuclanmistir. Sinir dokusunda
termokoagllasyona neden olan 1st olusumunun, klinikte gorilen sonucglardan sorumlu
oldugu dustnilmesine ragmen, PRF destruktif dizeyde 1si Uretiminin olmadigi RF akimi
olusturmaktadir. Agr tedavisinde gelecek vaat eden bu yontem, Kklinik olarak kanitlanan
etkinligi ve herhangi bir kalici norolojik defisit yapmamasi nedeniyle hizli bir sekilde kabul
edilmis ve benimsenmistir ( 2-8).

Elde edilen sonuclar bu uygulamanin  Klinik kullanimini desteklese de, etki
mekanizmas: hala belirsizdir. Deneysel olarak ganglion ve sinirler Gzerindeki histolojik
etkilerinin incelendigi sinirli1 sayida galisma mevcuttur. Biz g¢alismamizda ndroblastoma
hiicre dizininde, norotoksisite tarama testi, apoptosis ve oksidatif stres immunohistokimyasi

kullanarak, RF tedavisinin ndron hiicre davranmsina etkilerini arastirmay: amagladik.
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Kultr ortamimin avantgjlar: kullamlarak yapilacak in vitro calismalar ile toksisite
arastirmalan kisittamalar bilindigi takdirde oldukga avantajli bir yontemdir. Kultdr
ortamumi  kullanmak, bircok deney hayvam gerektiren temel calismaar kismim
kolaylastirmaktadir. Daha sonrain vivo ¢alismalar ile ¢ boyutlu ortamda toksik etki-klinik
etki iliskis saptanabilmektedir. Ancak in vitro calismalarda sinir sistemi ve noéronlar ile
ilgili toksisitede ortamin kompleksligi dezavantajina karsi, ¢cok daha dustk maliyet stz
konusu olabilmektedir.

NOron hasar1 ndrit uzamasinin inhibisyonundan baslayarak, hicre intihari olan
apopitozise kadar giden bir stireg olup, nitréz oksit tizerinden gerceklesen oksidatif stres, bu
davramisin en 6nemli bilesenini olusturmaktadir. Bu nedenle RF uygulamasi ile néron
Uzerinde olusacak oksidatif stres ve neden olacagi norit inhibisyonu ile apopitozis dizeyi
arasindaki iliski, bu uygulamalarin gelecekteki kullanimlarinin yonlendirilmes anlaminda
Onemli bilgiler edinmemizi saglayacaktir.

Calismamizda, U¢ boyutlu ortamdan uzaklastirilmis ndronun, ciplak halde
bulundugu kultlr ortami sartlarinda, klinikte yaygin olarak kullamlan RF uygulamalarinin
iki boyutlu ve tek tabakali tek hicre ortaminda toksik etkis arastirildi. Hucrenin
uygulamalara verdigi tepkiler nekroz 6lUminden apopitoz mekanizmasina ve beraberinde
eslik edebilecek oksidatif strese olan iligkis yonu ile incelendi. Alinan sonuglar, RF
uygulamasinin uzun sirelerde hem KRF, hem PRF icin ciddi toksik etki olusturdugunu,
KRF icin bu etkinin daha belirgin oldugunu, ancak 180 sn gibi uygun strelerde minimal
derecede bir hasar ile gerceklestirdigini gosterdi. Bu hasar ndrit inhibisyonu seklinde ortaya
kondu ve NOS ile apopitoz iliskisi gosterildi. Ozellikle KRF uygulamalar: igin NTT ile

ortaya konan in vitro norotoksik etkinin varligi ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu
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saptandi. Ayrica steroid uygulamasinin RF ile olusan toksik etkide koruyucu olmadigi
anlasild.

RF uygulamalarimin ndron tzerindeki etkilerinin anlasilmasinda ti¢ boyutlu in vivo
ortam, ancak, belirgin toksik etkinin gosterilmesinde uygun olmakta ve kullamlan
mekanizmalarin anlasilmasinda zorluklar olusturmaktadir. Bu nedenle iki boyutlu, in vivo
ortamin kompleksliginden arindirlarak basit ve mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina
imkan veren, in vitro kdltdr ortamlarimn kullamlmas: gerekli olmaktadir. Bu ortamlar, RF
uygulamalarinin néron davranisina olan etkilerini arastirmak, uygulamanin olasi zararlarin
ortaya koymak ve bunlarin mekanizmaarim irdelemek agisindan onem tasimaktadir. Bu
mekanizmalarin anlasiimast néron Uzerinden yapilan islemlerde hicrenin verecegi
yanitlarin bilinmesine, ayrica tedavi etkinligi, kalitesi ve uygulanabilirliginin arttirilmasina
neden olacaktir. BOylece hasta ve tedavisi igin yasam kalitesinin artmasi saglanacaktir.

Onceki calismalarda, RF uygulamasinin miyelinli, miyelinsiz sinir liflerinde veya
her ikisinde baz1 yapisal hasarlara neden oldugu sonucuna ulasilmistir (76). Ktk miyelinli
lif yikimim kastederek sinir dokusu Uzerinde 1simn bir lif-selektif etkiye sahip oldugunu
ileri sirms, buna karsin (13) ve (77), hem kicik hem de buytk liflerin gelisiglzel olarak
yikima ugradigint ileri sirmistir (78). Kopeklerde yapilan trigeminal RFden, 14 giin sonra,
ganglion hiicrelerinde masif nekroz bildirmistir (79).

KRF uygulamasinda herhangi bir miyelinli veya miyelinsiz sinir hasar
gorulmemistir. De Louw ve ark.’lart aym calismalarinda, Letcher, Uematsu ve Smith
tarafindan gozlemlenen hasarin, su anki klinik pratikte kullamlandan ¢ok daha buyuk
elektrotlarin kullamimasindan ve sinir dokusunun icine yerlestirilmesinden kaynaklandigin
belirtmislerdir. De Louw ve ark. modern, yiksek gostergeli elektrotlar kullanmis ve daha

onceki calismalarda oldugu gibi, ganglion icine yerlestirilen elektrotlar araciligi ile degil de,
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dorsal root gangliyonuna (DRG) bitisik sekilde RF akimi uygulamistir. Raporlarinda,
hiicresel hasarin bir gostergesi olabilecek olan MIB-1 aktivitesinde 6nemli bir artis soz
konusu olsa da, DRG'de 1s1tk mikroskobu dizeyinde gozlemlenebilir hichir hasar
olmadigin belirtmistir(80). Y aptig1 doku kilttrt ¢alismasinda rat dorsal root gangliyonlari
3 gruba ayrilmistir. 1. gruba 38°C PRF, 2. gruba yine 38°C KRF 120 sn slresince
uygulanmistir. 3. grup sham grubu olarak degerlendirilmistir. Sonraki ginlerde yapilan
incelemelerde, PRF uygulanan dokuda iyilesme saptamirken, KRF grubunda bdyle bir
bulguya rastlanmamustir. Bu ¢calismanin ana bulgusu DRG’ nin PRF e maruz birakilmasi ile
spina kordun gri maddesinin yizeyel laminasinda c-fos ekspresyonunun aktivasyonudur.
PRF dorsal boynuz lamina 1 ve 2'sinde c-fos ekspresyonunu indiklemis, KRF bunu
yapmamistir. PRF e maruz birakilmis DRG nin hem aym tarafinda hem karsi tarafinda
artmis sayida c-fos ekspresyonu gozlemlenmistir. PRF ve KRF arasinda doku sicakliklar
arasinda belirgin bir fark gozlemlenmedigi icin bu modelde c-fos ekspresyonunda cerrahi
prosedir ve 1s1 etkileri dikkate alinmamustir. Dorsal boynuzdaki gozlenen degisiklikler bu
calismada kullanilan KRF ten 40 kat daha blyUk amplitidi olan PRF sinyalleri ile olusan
dalga akimileiliskilendirilmistir.

Erdine ve ark. (81), tavsan dorsal root ganglionu tzerinde KRF ve PRF etkilerini
arastirdiklan calismalarinda KRF, PRF, kontrol, sham olmak Uzere 4 grup olusturmuslar;
KRF 67°C 60 saniye ve PRF 120 saniye sire ile, olusan 1s1 42°C’yi gegmemek kosuluyla
uygulamislardir. Uygulamadan 2 hafta sonra yapilan incelemelerde; 1s1ik mikroskobide
hichbir miyelinli veya miyelinsiz sinir hiicresinde hasara rastlamamslardir. Ancak elektron
mikroskobide, KRF grubunda dev sitoplazmik bosluklar, asir1 genislemis endoplazmik
retikulum keseleri ve dejenere mitokondria ile ¢ekirdek zari kaybi gozlemislerdir. PRF

grubunda ise daha az sayida genislemis sitoplazmik bosluklar ve endoplazmik retikulum
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kesdleri gozlenmis, ancak cekirdek zarinda bir hasara rastlanmamustir. Kontrol ve sham
grubundaise hicbir hasara rastlanmamustir.

Sican gyatik siniri Uzerinde KRF ve PRFin noral doku Uzerine etkilerinin
incelendigi bir baska calismada, kontrol, sham, KRF 40, KRF 80 ve PRF olmak Uzere 4
grup olusturulmustur. Her grup icin 6 sican kullanilmistir. KRF40 grubunda, 90 saniye
streyle 40°C KRF, KRF80 grubunda, 90 saniye sireyle 80°C KRF, PRF grubunda, 240
saniye siireyle, 45 V, 42°C’yi gegmeyecek sekilde PRF uygulanmustir. Kontrol grubundaki
deneklere hichir islem yapilmamustir. Sham grubunda RF elektrodu yerlestirilmis ancak RF
enerjis verilmemistir. PRF uygulamalar ile olusan ddem, hiicre ve miyelin patolojilerinin
mikroskobik ve morfometrik incelemeleri yapilarak, KRF40 ve 80 uygulamalarina gore
daha guvenli oldugu saptanmistir (9). Sicanlarin dorsal kok ganglionunda ve siyatik
snirinde 42°C'de uygulanan KRF ve PRFnin etkilerinin karsilastirildigr baska bir
histopatol ojik ¢alismada (82), gecici endontral ddem ve kollgjen birikiminden baska hicbir
yapisal degisiklik gordlmemistir.

Ultrastriktirel aksonal degisikliklerin incelendigi daha yakin tarihli calismalarda,
PRF maruziyeti sonrasinda mikroskopik hasar, anorma mitokondri membran ve
morfolojisi, ve mikrofilamentler ve mikrottbullerde bozulma ve disorganizasyon varligi
gosterilmistir (83). Baska bir benzer ¢alismada, hasarli miyelinli aksonlarda 120 sn'lik PRF
uygulamas: sonrasinda sadece miyelin yapida bir ayrilma goérilmastir. Buna ek olarak, bu
grupta yeni yapilan miyelinli aksonlar da gozlenmistir (84). Bu histolojik bulgularin, PRF
uygulamas: sirasinda elektrik alanlara maruz kalan dokularca Uretilen ytiksek transmembran
potansiyellerin bir sonucu olduguna inamlmaktadir.

Pulse radyofrekansinin siganlarin  lomber dorsal  kok ganglionu  Uzerindeki

etkilerinin, akut evrede morfolojik etkilerinin incelendigi baska bir calismada, 120 saniye
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boyunca 42°C PRF uygulanacak grup ve kontrol grubu olmak Uzere 2 grup
olusturmuslardir. Isik mikroskobunda, RF uygulanmis ve kontrol grubu hayvanlar arasinda
herhangi bir fark gbzlenmemistir; buna karsilik, transmisyon elektron mikroskobunda, T
gangliar hicrelerinin, genislemis sisternalar ve pek cok sayida vakuoll olan anormal
sekilde bol diiz retikulum igerdigini, miyelinli aksonlarin patolojik 6zellikler gosterdigini ve
bunlarin miyelin kilifinin yapisik olmadigint gérmuslerdir. Miyelinsiz aksonlarin ise normal
sekil ve boyutlara sahip olduklarim ve bunlar1 gcevreleyen Schwann hicrelerinin plazma
membranlarinin saglam oldugunu izlemislerdir. Akut asamada elde edilen sonuglarini, PRF
prosedirindn sinir liflerinin miyelin kilifint tahrip ettigi yoninde rapor etmislerdir.

PRF ile doku yikimu ihtimali oldugu, 60°C ve Uzerindeki sicakliklarda PRF
elektrodu kullanilarak in vitro ortamda yapilan yumurta aki ¢alismasiyla da kanitlanmistir
(85). 60°C veya lizerinde KRF, yumurta akinda goruilebilir bir koagiilasyon olusturmustur.
Koagulasyon paterni, ucun etrafinda radyal ve elektrodun uzun eksenine dik sekilde
olusmustur. PRF enerjs ile 42°C 'de yumurta akindaki koagulasyon gorinmemekte ancak
60°C’'de gorulebilmektedir. Koagulasyon ug kismin yam sira, €lektrodun saftinin agiktaki
kismi boyunca olusmaktadir. 60°C'nin Uzerindeki PRF'in olusturdugu koagulasyon,
kalitatif olarak, KRF ile olusturulan koagtilasyon ile boyut ve sekil olarak benzerdir. Ancak,
igne ucundaki koagulasyon yumaginin yogunlugu, test edilen tim sicakliklarda KRF de
PRF ye gore biraz daha yuksek bulunmustur.

DusUk 1st kullamilarak, 1s1 etkisinin énemsiz hale getirildigi bir baska calismada
(Tattersall JE ve ark., 2001), sican hipkampis kesitlerinde, epileptiform aktivite 4-
aminopyridine (50-100 microM) ile uyarildiginda 1s1 olusmadan da aktivasyon goruldigi
gosterilmistir. Ist faktorinin tek basina etken olmadigimin vurgulanmasinda, PRF

uygulamasinin daha az toksik etki gostermesinin 6nemli olabilecegi disuntlmustir.
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VI-SONUC

RF uygulamalarinda 40°C kullamldiginda, sire 180 sn’den 540 sn'ye uzadik¢a
hicre kaybinin arttigi gozlendi. 180 sn ve 40 °C uygulamaarinda hicrelerin daha az
oldugi, genellikle saglikli ve iyi gorinimde olduklar1 goruldi. En az toksik etki ndrit
inhibisyonu seklinde idi ve her alanda farkli dizeylerde gerceklesmekte, heterojen bir
karakter gostermekteydi. 60°C uygulamalarinda hiicrelerin 40°C’ye gore cok daha fazla
hasara ugradiklart ve dldukleri ve bu etkilenmenin KRF uygulamasinda daha belirgin
oldugu bulundu.

RF uygulamalarinin yaptigi norit inhibisyonu oksidatif stres ile iliskis ve bu
iliskinin getirdigi apopitoz mekanizmasimin varligir arastirildiginda, kontrol orneklerinde
bazal dizeyde bir INOS ve eNOS ortaminin bulundugu ayrica az miktarda apopitotik
hicrenin olustugu anlasildi. RF stiresi ile belirgin bir bicimde NOS varliginin arttigi ve
beraberinde apopitotik htcrelerinde gogaldigi gozlendi. Bu etkinin KRF uygulamasinda,
PRF uygulamasi ile karsilastirildiginda daha belirgin oldugu anlagsil di.

Morfometrik analizlerde, RF sires uzadikca oldukca belirgin bir sekilde hiicre
Olumui olustugu, ancak apopitotik hiicredeki artisin ayn belirginlikte olmadigi bulundu. 180
sn, 40°C’ de hiicre 6lumunin en az gerceklestigi, 60°C uygulamasimn anlamli (p<0,05) bir
toksik etki olusturdugu ancak apopitotik hiicre sayisinda bir degisiklik olusturmadigi
bulundu.

PRF ile karsilastirildiginda KRF icin toksik etkinin hem hiicrelerin sayisal azalmasi
seklinde nekroz ile gorilen makro bulgulara, hem de nérit inhibisyonu ile 1limli toksik
etkiye daha cok neden oldugu ayrica bu etkinin NOS ve apopitozla iliskili olarak
gerceklestigi goruldi. PRF in ndrotoksisite agisinda daha guivenli bir yontem oldugu, ayrica

steroid uygulamasinin in vitro ortamda koruyucu etki olusturmachig: kamsina varildi.
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VII- OZET
Konvansiyonel RF (KRF)'de yuksek 1si ile olusturulan bu ndroablasyon; norit
benzeri reaksiyonlara, motor defisitlere ve deafferantasyon sekelinine neden olabilmektedir.
Y an etkilerin azaltilmasi amaciyla devam eden yeni arayislar, 1996 yilinda Sluijter’in pulse
RF (PRF)’i bulmastyla sonuclanmustir. Sinir dokularinda termokoagul asyona neden olan 1si
olusumunun, klinikte gorilen sonuglardan sorumlu oldugu distnudlmesine ragmen, PRF,
destriktif dizeyde 1si dretiminin olmadigi RF akimi olusturmaktadir. PRF Kklinik olarak
kanitlanan etkinligi ve herhangi bir kalici norolojik defisit yapmamasi nedeniyle hizli bir
sekilde kabul edilmis ve benimsenmistir. Elde edilen klinik sonuglar PRF nin  kullanimin

desteklese de, etki mekanizmasi hala belirsizdir.

Bu caismada amag, noroblastoma hicre dizininde, ndrotoksisite tarama testi,
apoptosis ve oksidatif stres imminohistokimyas: kullanarak, RF tedavisinin néron hicre
davranisi Uzerine olan etkilerini arastirmaktir. RF uygulamasi ile néron tizerinde olusacak
oksidatif stres ve neden olacagi nérit inhibisyonu ile apoptosis diizeyi arasindaki iliski, bu
uygulamalarin gelecekteki kullanimlarimin  yonlendirilmesi anlaminda 6nemli  bilgiler
edinmemizi saglayacaktir.

RF uygulamalarimin ndron Gzerindeki etkilerinin anlasilmasinda t¢ boyutlu in vivo
ortam, ancak, belirgin toksik etkinin gosterilmesinde uygun olmakta ve kullamlan
mekanizmalarin anlasiimasinda zorluklar olusturmaktadir. Bu nedenle iki boyutlu, in vivo
ortamin kompleksliginden arindirilarak, basit ve mekanizmalarin daha iyi anlasiimasina
imkan veren, in vitro kdlttr ortamlarimin kullamimas: gerekli olmaktadir. Bu ortamlar, RF
uygulamalarimin 6zellikle PRF in néron davramsina olan etkilerini arastirmak, uygulamanin
olasi zararlarimt ortaya koymak ve bunlarin mekanizmalarim irdelemek agisindan dnem

tasimaktadr.
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Calismada NaB2 fare noroblastoma dizin hicreleri kullanildi. 24 adet hiicre kiltar
kabi kullamlan calismada, uygulanan RF sliresine gore 4 ayri grup olusturuldu. Birinci
gruba 180 saniye, ikinci gruba 360 saniye, tclincl gruba 540 saniye stirelerle RF uyguland:.
Dordunct gruba ise RF uygulanmadh ve kontrol grubu olarak degerlendirildi. Bu 4 grup
40°C KRF, 40 °C PRF, 60°C KRF ve 60°C PRF olarak 4’ er tane alt gruba ayirildi. Kontrol
grubu ve 180 sn’'lik I. Grup'un birer hiicre dizinine steroid eklenerek, steroidin lezyon
Uzerine etkileri arastinldi. RF uygulamaarimn sonrasinda iNOS, eNOS ve TUNEL
boyamalarn yapildi. Faz kontrast mikroskop gorunttleri bilgisayar ortamina ainarak
morfometrik analizleri yapildh.

540 sn ve 40 °C kullammi sonucunda belirgin hiicre kaybimn olustugu gozlendi.
Strenin azaltildigi 360 sn ve 40°C uygulamalarinda yine belirgin htcre o6lUmindn
gercgeklestigi ve bunun KRF ile daha belirgin oldugu anlasildi. Strenin daha da azatildig:
180 sn ve 40 °C uygulamalarinda hticrelerin yaklasik kiltir kabinin dgte biri seklinde daha
az oldugu, genellikle saglikli ve iyi gorinimde olduklart gordldi. Bu gorinimin PRF
uygulamalarinda KRF uygulamalarina gére daha belirgin oldugu saptandi. 180 sn ve 60 °C
uygulamalarinda hicrelerin 360 sn surelerindekine benzer diizeyde etkilendikleri ve bu
etkilenmenin KRF uygulamasinda daha belirgin oldugu bulundu.

Hucre o6limdndn uygulamalar arasinda fark olusturmadigi 180 sn ve 40 °C
uygulamalarimn biytk blydtmelerinde RF etkisinin ndrit inhibisyonu seklinde goruldigu
saptandi. NOrit uzatma her alanda farkli dizeylerde gerceklesirken RF uygulamalarinin
sonrasinda olusan toksik etkinin heterojen oldugu goruldo.

RF uygulamalarimn yaptigi norit inhibisyonu oksidatif stres ile iliskis ve bu
iliskinin getirdigi apopitoz mekanizmasinin varligi arastirildiginda, kontrol drneklerinde

bazal dizeyde bir INOS ve eNOS ortamimin bulundugu ayrica az miktarda apopitotik
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hicrenin olustugu anlasildi. RF stresi ile belirgin bir bicimde NOS varliginin arttigi ve
beraberinde apopitotik htcrelerinde gogaldigi gozlendi. Bu etkinin KRF uygulamasinda,
PRF uygulamasi ile karsilastirildiginda daha belirgin oldugu anlagil di.

Morfometrik analizlerde, RF stiresi uzadikc¢a oldukca anlamli (p<0,001) bir sekilde
hucre 6lUmU olustugu, ancak apopitotik hlcredeki artisin aym anlamlilikta olmadig:
bulundu. 180 sn, 40°C’ de hticre 6limiinin en az gergeklestigi, 60°C uygulamasinin anlamli
(p<0,05) bir toksik etki olusturdugu ancak apopitotik hiicre sayisinda bir degisiklik
olusturmadigi bulundu. 180 sn ve 40°C PRF uygulamaarinda daha az oranda norit
inhibisyonu ortaya ¢ikarken (p<0,05), KRF uygulamasinda olduk¢a anlamli (p<0,001) nérit
inhibisyonu gerceklestigi goruldl. Benzer sonuclar iINOS ve eNOS icin bulunurken,
TUNEL boyamalarinda en az apopitotik etkinin KRF uygulamasinda oldugu saptandh.

PRF ile karsilastirildiginda KRF icin toksik etkinin hem hiicrelerin sayisal azalmasi
seklinde nekroz ile gorilen makro bulgulara, hem de ndrit inhibisyonu ile 1liml1 toksik
etkiye daha cok neden oldugu ayrica bu etkinin NOS ve apopitozla iliskili olarak
gerceklestigi gorulda.

Sonug olarak RF uygulamalarinda artan siire ve 1s1 ile toksik etkinin de arttigi, KRF
uygulamalarinda belirgin hasar olustugu ve PRF uygulamasi ile bu hasarin engellenemedigi
ancak azaltilabildigi kanisina varildi. Steroid uygulamasinin in vitro ortamda koruyucu etki

olusturmadig: goruldu.
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VIII-SUMMARY

THE COMPARISON OF NEUROABLATIVE EFFECTS OF CONVENTIONAL
AND PUL SE RADIOFREQUENCY TECNIQUES

Neuroablation generated by the high-temperature in conventional RF (CRF) can lead
to neuritis-like reactions, motor deficits and deafferentation sequels. The ongoing new
searches in order to reduce the side effects resulted in the discovery of pulsed RF (PRF) by
Sluijter in 1996. Although formation of heat causing **thermocoagulation’” of the nervous
tissues is thought to be responsible of the clinical outcome, pulsed radiofrequency (PRF)
delivers the RF current without producing destructive levels of heat. Pulsed radiofrequency
(PRF) has been rapidly accepted for its clinically demonstrated effectiveness and the lack of
any permanent neurological deficits. Although the clinical results support the use of PRF,
the mechanism of action isstill unclear.

In this study, the aim is to investigate the effects of RF treatment on the behavior of
neurona cells by using neurotoxicity screening test and apoptosis and oxidative stress
immunohistochemistry in neuroblastoma cell line. The relationship between the oxidative
stress on the neurons caused by PRF application and subsequent inhibition of neuritis and
the level of apoptosis will provide important information in terms of guidance of future uses
of these applications.

In understanding the effects of RF applications on neurons, three-dimensiona in
Vivo environment becomes available to demonstrate only the significant toxic effects and
poses difficulties in understanding the mechanisms used. Therefore, the two-dimensional
in-vitro culture environments which are smple and allowing a better understanding of the
mechanisms are required by eliminating the complexity of in-vivo environments. These

environments are important in terms of investigating the effects of RF applications,
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especidly RF applications, on the neuronal behavior, demonstrating the potential hazards of
the application, and examining their mechanisms of actions.

In this study, rat neuroblastoma NaB2 cell line was used. 24 cell culture containers
were used, and 4 different groups were created based on the duration of the RF. The
durations of RF application were 180 seconds, 360 seconds and 540 seconds in the first,
second and third groups, respectively. The fourth group was not underwent RF application
and considered as a control group. Each of these 4 groups were divided into four sub-groups
as CRF at 40°C, PRF at 40°C, CRF at 60°C and PRF at 60°C. Steroid was applied in one of
each cell line of the control group and the first group (180 sec), and the effects of steroids
on the lesion were investigated. After RF applications, iINOS, eNOS, and TUNEL staining
were performed. Phase contrast microscope images were transferred to a computer, and
morphometric analysis was performed.

A significant cell loss was observed as aresult of the use of RF application for 540
sec at 40°C It was proven that significant cell death occurred with the applications for 360
sec at 40°C, and this was more pronounced with the use of CRF. It was demonstrated that
the rate of cellular death was lower by approximately one-third of the culture container, and
they generally had a healthy appearance with the applications for 180 sec at 40°C This
appearance was found to be more evident in the PRF applications than the CRF
applications. It was found that the cells in the 180 sec at 60°C group were affected by a
similar level that of 360 sec groups and that this influence was more pronounced in CRF
application.

The cell death was determined to not constitute a difference between applications;

the effect of RF applications for 180 sec at 40°C was seen as the inhibition of neuritis at
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high magnification. Different levels of neuritis extension occurred in every field, and the
toxic effect that occurred after the RF applications was seen to be heterogeneous.

When the relationship between the inhibition of neuritis caused by RF applications
and oxidative stress, and the presence of gpoptosis mechanism brought by this relationship
were investigated, the basal level of INOS and eNOS media were detected and a small
amount of apoptotic cell were found in the control samples. There is a marked increase in
the presence of the NOS with the increase in RF duration, accompanied by an increase in
apoptotic cells. This effect was found to be more pronounced with the CRF application
when compared with the PRF application.

In morphometric analysis, it was found there is a significant increase in cell death
with increasing RF durations (p <0.001), but not in the apoptotic cells. The amount of cell
death was lowest with the application for 180 sec at 40°C, and the application at 60°C
caused a significant increase in toxic effect (p <0.05), but not in the number of apoptotic
cells. While alesser extent of inhibition of neuritis occurred in PRF applications for 180 sec
and 40°C (p <0.05), quite significant level of inhibition of neuritis occurred in CRF
application (p <0.001). While similar results were available for INOS and eNOS, the least
apoptotic effect was found to be with the CRF application in TUNEL staining.

When compared to the PRF, the toxic effect of CRF was found to cause macro-
findings associated with the necrosis characterized by the numerical decline in the cells, and
mostly moderate toxic effects with the inhibition of neuritis. The latter effect was aso
found to be associated with NOS and apoptosis.

In conclusion, we concluded that the toxic effect was increased with the increasing

duration and temperature in RF applications, a significant damage occurred in CRF
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applications, and this damage can be lessened but not eliminated with PRF application.

Steroid application was found to have no in vitro protective effect.

80



IX — KAYNAKLAR

1. Rosomoff H. L., Carrol F., Brown J., Sheptak P. Percutaneus radiofrequency cervical
cordotomy tecnique. J Neurosurg:1965; 23: 639-644.

2. Munglani R. The longer term effect of pulsed radiofrequency for neuropathic pain. Pain:
1999; 80: 437439.

3. Geurst JW, van Wijk RM, Wynne HJ, Hammink E, Buskens E, Lousberg R et a.
Radiofrequency lesioning of dorsal root ganglia for chronic lumbosacral radicular pain.
Lancet: 2003; 361:21-26.

4. Mikeladze G, Espina R, Finnegan R, Routon J, Martin D. Pulsed radiofrequency
application in treatment of chronic zyapophyseal joint pain. Spine: 2003; 419:170-177.

5. Shah RV, Racz GB. Long-term relief of posttraumatic headache by sphenopalatine
ganglion pulsed radiofreuency lesioning: a case report. Arch Phys Med Rehabil: 2004; 85:
1013-1016.

6. Sluijter ME, Van Kleef M. Characteristics and mode of action of radiofrequency lesions.
Curr Rev Pain: 1998; 2:143-150.

7.9uijter ME, Cosman ER, Rittman WB, Van Kleef M. The effects of pulsed
radiofrequency fields applied to the dosal root ganglion—a preliminary report. Pain Clin:
1998§; 11:109-117.

8. Van Zundert J, Brabant S, Van de Kelft E, Vercruyssen A, Van Buyten JP. Pulsed
radiofrequency treatment of the Gasserian ganglion in patients with idiopathic trigeminal

neuralgia. Pain: 2003; 104:449-452.

81



9. Tekin I, Mirzai H, Ok G, Erbuyun K, Vatansever D. A comparison of conventional and
pulsed radiofrequency denervation in the treatment of chronic facet joint pain. Clin J Pain:
2007; 23(6): 524-529.

10. Kirschner M. Zur Elektrochirurgie. Arch Klin Chir: 1931; 167761-5.

11. Hunsperger R. Quantitative Auschaltung von Nervengewebe durch
Hochfrequenzkoagulation. Helv Physiol Acta: 1953; 283-304.

12. Sweet W. H., Wepsic J. G. Controlled thermocoagulation of trigeminal ganglion and
rootlets for differential destruction of pain fibres. J Neurosurg: 1974; 40:143-156.

13. Uematsu S. Percutaneus electrothermocoagulation of spinal nevre trunj, ganglion and
rootlets. In current techigue in operative neurosurgery, Eds. Schmidel H. H., Sweet W. S,,
Grune and Stratton, New Y ork, 1977.

14. Sluijter M. E., Mehta M. Treatment of chronic beck and neck pain by percutaneus
thermal lesions. In Persistant pain, modern methods of treatment Eds. Lipton S., Miles J,, ,
Academic Pres: 1981; Val. 3, 141-179.

15. Cosman E. R., Nashold B.S, Ovelman- Levitt J. Theoretical aspects of
radiofrequencylesionsin the dorsal root entry zone. Neurosurgery: 1984; 945- 950.

16. Slappendel R, Crul BJP, et a. The efficacy of radiofrequency lesioning of the cervical
spinal dorsal root ganglion in adouble blinded randomized study. Pain 1997; 73: 159-63.
17. Van Kleff M. Radiofrequency lesions adjacent to the dorsal root ganglion. Thesis.
Datawyse, Maastricht 1996.

18. Sluijter M. E. Radiofrequency, The lumbosacral region. FlivoPress, Switzerland 2001;
50-1.

19. Cosman E. R., Rittman W. J. Physical aspects of radiofrequency energy applications.

Futura Publishing Company Inc. New York 1994; 13-23.

82



20. Ruiz- Lopez R.Radiofrequency for the treatment of chronic pain. InTexxbook of
Regiona Anesthesia. Ed. Rg P. P. Churchill Livingstone: USA, 2002; 619-645.

21. Moringlane J. R., Koch R., Schafer H., Ostertag C. B.Experimental radiofrequency ( RF
) coagulation with computer- based online monitoring of temperature and power. Acta
Neurochir: 1989; 96: 126-131.

22. Fox J. L. Experimenta relationship of radiofrequency electrical current and lesion size
for application to percutaneus cordotomy. J Neurosurg: 1970; 33: 415- 421.

23. Cosman E. R., Comsan B. J. Methods of making nervous system lesions InWilkins R.
H., Renchary S. S., McGraw- Hill, eds. Neurosurgery New Y ork: 1985; 2490-9.

24. Cahana A: Pulsed radiofrequency: a neurobiologic and clinical reality Anesthesiology:
2005; 103: 1311, 1313-1314.

25. Cahana A, Van Zundert J, Macrea L, et a. Pulsed radiofrequency, current clinical and
biological literature available. Pain Med 2006: 7; 411-423.

26. Cosman ER. A comment on the history of the pulsedradiofrequency technique for pain
therapy. Anesthesiology: 2005; 103(6): 1312.

27. Weaver JC. Electroporation: a general phenomenon formanipulating cells and tissues. J
Cell Biochem: 1993.

28. Sluijter ME, van Kleef M . Pulsed radiofrequency. Pain Med: 2007; 8(4): 388- 389.

29. Pockett S. Spinal cord synaptic plasticity and chronic pain.Anesth Analg : 1995; 80(1):
173-179.

30. Smith SL, Sadler CJ, Dodd CC, Edwards G, Ward SA, Park BK, McLean WG. Therole
of glutathione in the neurotoxicity of artemisinin derivatives in vitro. Biochem Pharmacol:

2001; Feb 15;61(4): 409-16.

83



31l. Fishwick J, Edwards G, Wad SA, McLean WG. Morphologica and
immunocytochemical effects of dihydroartemisinin on differentiating NB2a neuroblastoma
cells. Neurotoxicology: 1998; Jun 19(3): 393-403.

32. Lau K, McLean WG, Williams DP, Howard CV. Synergistic interactions between
commonly used food additives in a developmenta neurotoxicity test. Toxicol Sci.: 2006; 90
(1): 178-87.

33. Budni J, Romero A, Molz S, Martin-de-Saavedra MD. Neurotoxicity induced by
dexamethasone in the humanneuroblastoma SH-SY5Y cell line can be prevented by
folicacid Neuroscience: 2011; 190: 346-53.

34. Sul D, Kim HS, Cho EK, Lee M, Kim HS. Neurotoxicity in neuroblastoma cells is
caused by increased oxidative stress, intracellular calcium levels, and tau phosphorylation.
Toxicology: 2009; 8: 65-71.

35. Scheman WR, Andres RD, Sipe KJ, Kang E, Weyhenmeyer JA. Glutamate
mediatescell death and increases the Bax to Bcl-2 ratio in a differentiated neuronal cellline.
Brain Res Mol Brain Res.: 2004; 28: 160-9.

36. Bruhwyler J, Chleide E, Liégeois JF. Carreer F.Neurosci Biobehav Rev.: 1993; 17: 373-
84.

37. Moncada S, Erusalimsky JD. Nat Rev Mol Cell Biol: 2002; 3: 214-20.

38. Ribeiro MO, Antunes E, de Nucci G, Lovisolo SM, Zatz R.Hypertension: 1992 ; 20
:298-303.

39.0lken NM, Osawa Y, Marletta MA. Biochemistry: 1994; 13: 14784-91.

40. Cosentino F, Katusi¢ ZS. Stroke: 1994; 25 : 904-8. Review

41. Pufahl RA, Marletta MA .Biochem Biophys Res Commun: 1993; 193: 963-70.

42. Kerr RA. Science: 2005; 23: 309.



43. Cummings MC, Winterford CM, Walker NI. Am J Surg Pathol.: 1997; 21: 88-101.

44. Mgno G, JorisI.Am J Pathol.: 1995; 146: 3-15.

45, Schwartzman RA, Cidlowski JA. Endocr Rev.:1993; 14: 133-51.

46. Balakumaran A, Campbell GA, Moslen MT.Toxicol Appl Pharmacol.: 1996; 139: 122-7
47. Cohen SD. CMAJ.: 1993; 148: 1676.

48. Moslen MT, Balakumaran A. Am J Hypertens.: 1996; 9: 1144

49. Wyllie AH, Kerr JF, Currie AR. Int Rev Cytol.:1980; 68: 251-306. Review

50. Robertson JD, Gogvadze V, Kropotov A, Vakifahmetoglu H, Zhivotovsky B, Orrenius
S.EMBO Rep.: 2004; 5: 643-8.

51. Denecker G, Vercammen D, Steemans M, Vanden Berghe T, Brouckaert G, Van Loo G,
Zhivotovsky B, Fiers W, Grooten J, Declercq W, Vandenabeele P. Cell Death Differ.: 2001
;81 829-40.

52. Krysko DV, Vanden Berghe T, Parthoens E, D'Herde K, Vandenabeele P. Methods
Enzymol.: 2008; 442: 307-41.

53. Kennea NL, Stratou C, Naparus A, Fisk NM, Mehmet H.Cell Death Differ.: 2005 ; 12:
1439-41.

54. Scorrano L.Cell Death Differ.: 2003; 10: 1287-9.

55. Ashkenazi A, Dixit VM. Science.:1998; 281: 1305-8

56. Verhagen AM, Silke J, Ekert PG, Pakusch M, Kaufmann H, Connolly LM, Day CL,
Tikoo A, Burke R, Wrobel C, Moritz RL, Simpson RJ, Vaux DL. J Biol Chem.: 2002; 277:
445-54.

57. Miramar MD: JBiol Chem.: 2001; 276: 16391-8.

58. Zha J: Cell.: 1996; 87: 619-28

59. Luo X.Cdll.: 1998; 94: 481-90

85



60. Konishi Y, Lehtinen M, Donovan N, Bonni A. Mol Cell.: 2002; 9: 1001-16

61. Putcha GV, Moulder KL, Golden JP, Bouillet P, Adams JA, Strasser A, Johnson EM.
Neuron.: 2001; 29: 615-28

62. Grinberg M, Sarig R, Zaltsman Y, Frumkin D, Grammatikakis N, Reuveny Reuveny E,
Gross A. J Biol Chem.:2002; 277: 12237-45.

63. Petrosillo G, Ruggiero FM, Pistolese M, Paradies G.FEBS Lett.: 2001; 509: 435-8

64. Yu SW, Wang H, Poitras MF, Coombs C, Bowers WJ, Federoff HJ, Poirier GG,
Dawson TM, Dawson VL. Science.: 2002; 297: 259-63

65. Bouchier-Hayes L, Murioz-Pinedo C, Connell S, Green DR.Methods.: 2008; 44: 222-8
66. See 1 articlein 1998 by Bray SE: 1998;16: 248-60

67. Clem RJ, Robson M, Miller LK. JVirol.:1994; 68: 6759-62

68. Schneider P, Thome M, Burns K, Bodmer JL, Hofmann K, Kataoka T, Holler N,
Tschopp J.Immunity.:1997; 7: 831-6

69. Eren E, Yilmaz N, Pence S, Kocoglu H, Goksu S, Kocabas R, Kadayifci S.: 2002; 45:
155-60

70. Muppidi J, Porter M, Siegel RM.Curr Protoc Immunol.: 2004; Chapter 3: Unit 3.17
71.F.Galluzzi L, Joza N, Tasdemir E, Maiuri MC, Hengartner M, Abrams JM, Tavernarakis
N, Penninger J, Madeo F, Kroemer G. Cell Death Differ.:2008; 15: 1113-23.

72. Ahadian FM: Pulsed radiofrequency neurotomy: advances in pain medicine. Curr Pain
Headache Rep: 2004; 8: 34-40

73. Guerts WM, van Wijk RM, Wynne HJ, et a.: Radio-frequency lesioning of dorsal root

gangliafor chronic lumbosacral radicular pain. Lancet: 2003; 361: 21-26

86



74. Van Kleef M, Spaans F. The effects of producing a radiofre-quency lesion adjacent to
the dorsal root ganglion in patients with thoracic segmental pain by radiofrequency
percutaneous partia rhizotomy. Clin J Pain: 1995; 11: 325-332

75. Van Suijlekom JA, van Kleef M, Barendse G: Radio-frequency cervical zygapophysea
joint neurotomy for cervicogenic headache. A prospective study in 15 patients. Funct
Neurol 1998; 13: 297-303

76. Letcher F. S, Goldring S., The effect of radiofrequency current and heat on peripheral
nevre action potential in the cat. J Neurosurg: 1968; 29: 42- 47.

77. Smith H. P., Mc Worther J. M.,Challa V.R. Radiofrequency neurolysis in a clinical
model. J Neurosurg: 1981; 55346-5

78. Kanpolat Y, Onol B. Experimenta percutaneous approach to the trigemina ganglion in
dogs with histopathological evauation of radiofrequency lesions. Acta Neurochir Suppl
1980; 30: 363-6.

79. DeLouw A. J. A., VlesH. S. H., Freling G., et al. The morphological effects of aradio
frequency lesion adjacent to the dorsal root ganglion an experimenta study in the goat.
European Journal of Pain: 2001; 51-6

80. Higuchi Y., Nashold BS Jr., Sluijter M., et a. Exposure of the dorsal root ganglion in
rats to pulsed radiofrequency energy activates dorsal horn lamina 1 and 2 neurons.
Neurosurgery: 2002; 50850-5

81. Erdine S, Yucel A, Cimen A, Aydin S, Sav A, Bilir A. Effects of pulsed versus
conventional radiofrequency current onrabbit dorsal root ganglion morphology. Eur J Pain:

2005; 9: 251-256

87



82. Podhgjsky RJ, Sekiguchi Y, Kikuchi S, et a. The histologic effects of pulsed and
continuous radiofrequency lesions at 42 degrees C to rat dorsal root ganglion and sciatic
nerve. Spine: 2005; 30: 1008-1013

83. Erdine S, Bilir A, Cosman ER, Cosman ER Jr. Ultrastructural changes in axons
following exposure to pulsed radiofrequencyfields. Pain Pract: 2009; 9: 407417

84. Tun K, Cemil B, Gurcay AG, Kaptanoglu E, Sargon MF,Tekdemir |, Comert A,
Kanpolat Y. Ultrastructuralevaluation of Pulsed Radiofrequency and Conventional
Radiofrequencylesionsin rat sciatic nerve. Surg Neurol:2009; 72: 496-500.

85. Heavner JE, Boswell MV, Racz GB. A comparison ofpulsed radiofrequency and
continuous radiofrequency on thermocoagulation of egg white in vitro. Pain Physician:

2006; 9:135-137

88



