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I- GIRIS

Agri tarihinin baslangici insanoglunun baglangici kadar eskidir.
Uluslararasi Agri Arastirmalari Tegkilati (IASP)‘na gore agri, varolan veya olasi
doku hasarina eslik eden veya bu hasar ile tanimlanabilen, hogsa gitmeyen
duysal ve emosyonel bir deneyim olarak tanimlanmigtir. Bu demektir ki agriyi
degerlendirirken hem fiziksel hem de fiziksel olmayan bilegenlerini birlikte
degerlendirmek zorundayiz (1).

Agri tedavisi farmakolojik tedavi, girisimsel yontemler, fizik tedavi ve
psikolojik tedaviden olusan kombine bir tedavidir. Son vyillarda girisimsel
yontemler agri tedavisinde buyuk yer tutmaya baslamigtir. Bu yontemler
tekrarlayan sinir bloklari, intratekal ve epidural enjeksiyonlar (lokal anestezikler,
opioidler, steroidler, ndrolitik ajanlar ile) ve yine néroablasyon temeline dayali
kriyokoagulasyon, Kkoterizasyon, iyonizan radyasyon, ultrason, cerrahi
destruksiyon ve radyofrekans termokoagulasyon (RF)'dur.

RF yontemi kronik agri tedavisinde ndéroablasyon yaratarak agri iletimini
durdurmak amaciyla uzun zamandir kullaniimakta ve oldukga basarili sonuglar
alinmaktadir. Ancak ylksek 1si ile yaratilan bu ablasyon deafferantasyon
sekeline yol agabilmektedir. Uygulamalar sirasinda komsgu sinir dokusunda
olusacak hasar, uzun surebilecek hatta geri dontsumsuz olabilecek duysal ve
motor fonksiyon kaybi riskine sahiptir. Bu sorun mimkuan oldugunca C liflerine
selektif olarak RF tedavisi yapiimasi ve miyelinli liflerin korunmasiyla
sinirlandiriimaya g¢alisilmistir. Ancak buna ragmen RF tedavisi sonrasi zaman
zaman noropatik agri problemi ile karsilasiimaktadir (2-5).

Slappandel ve arkadaslari (6), dorsal root ganglionuna 40°C ve 67°C RF
uygulamiglar ve agri sagaltimi agisindan iki grup arasinda fark olmadigini
saptamiglardir. Bunun Uuzerine 1si fizyolojik sinirlarda tutularak agri iletimini
durdurabilen radyofrekans yontemleri Uzerinde galisiilmaya baglanmis ve pulse
RF teknigi (PRF) gelistiriimistir. Konvansiyonel RF (KRF) teknigindeki devamli
akim, saniyede 2 frekans olacak sekilde pulse hale getirilerek yontemin etkinligi
artinimis  ve 1sinin  konvansiyonel yontemdeki kadar yuksek olmasina

gereksinim kalmamigtir. Sinir dokusuna uygulanan isi1 fizyolojik sinirlara



cekilerek ablasyonun derecesi dugurulmustur. Boylece RF uygulamalari daha
once sadece duysal lifleri olan sinirlere yodnelik iken artik motor lifleri olan
periferik sinirler icin de RF teknikleri uygulanabilir hale gelmistir.

Klinik uygulamaya yeni girmis olan pulse RF’in etkinligi ve yan etkileri
hakkinda bilgilerimiz henlz ¢ok yetersizdir (6,7). Bu arastirmanin amaci RF
uygulamalarinda kullanilan konvansiyonel RF ve PRF tekniklerinin noral doku

uzerine etkilerinin arastiriimasidir.



Il- GENEL BILGILER

a. RF UYGULAMALARININ TARIHGESI

Cesitli hastaliklarin tedavisinde, dokulara elektrik akimi uygulayarak
lezyon olusturma fikri, ilk defa 1931 yilinda Kirschner'in calismasiyla ortaya
atilmistir (8). Kirschner trigeminal nevralji hastalarinda, gasser ganglionuna
yerlestirdigi bir igne ile direkt akim uygulamistir. Ancak, direkt akimin
olusturdugu lezyonun boyutlarini kontrol etmek ve onceden tahmin etmekte
zorluklar yasanmig, istenmeyen DbuyuklUklerde lezyonlar olusmustur.
Hunsperger ve Wyss (9) ise 1953’te bu tip uygulamalarda direkt akim yerine,
yuksek frekanstaki (300-500 kHz) elektrik akimi kullanimini énermisledir. Bu
frekanstaki akimlarin radyo transmitterlerinde de kullaniimasindan dolayi
‘radyofrekans akimi” terimi bu akimlarin tanimi olarak kabul gérmustur.

Direkt akimi ilk kez 1965 yilinda Mullan (10), perkutan lateral kordotomi
uygulamasi ile kullanmis, ayni yil Rosomoff (11) ayni uygulamada radyofrekans
(RF) akimini kullanmistir. Sweet ve Wepsic (12) 1974 yilinda, trigeminal nevralji
tedavisinde RF akimini kullanarak Gasser ganglionu lezyonu olusturduklari
teknigi, Uematsu ve arkadaslari (13) ise ayni yil perkutan RF rizotomi teknigini
tanimlamiglar. Spinal agri tedavisinde RF kullanimina onculik eden Shealy,
lomber ve servikal bolgedeki faset eklemlerden kaynaklanan agrilarin
tedavisinde medial dal lezyonunu tanimlamistir (1975) (14).

1970’li yillarin sonuna dogru olusan komplikasyonlarin artmasi nedeni ile
(ignelerin kalinh@r v.s. gibi teknik yetersizlikler nedeniyle) RF uygulamasi
kullanim sikliginda blyuk bir azalma olmustur.

1980 yilinda Sluijter ve Mehta (15) tarafindan gelistirilien ve yéntemin
guvenligini artiran kuguk c¢apli, 22 G kalinliginda bir kanul ve bunun iginden
gecgen, ucunda dokuda olusan sicakligi dlgen “thermocouple” probu tasiyan ince
bir elektrot sayesinde RF teknikleri tekrar gindeme gelmistir. Radyolojik
goruntuleme yontemlerindeki gelismelerde RF uygulamalarinin gundeme

geliginde etkin olmustur.



1990’ yillarin ilk yarisina kadar RF uygulamalarinda klinik etkiden
sadece olugan 1s1 lezyonu ve sinir hasari sorumlu tutulmaktaydi. Ancak Van
Kleef ve ark.’nin (16) 1993 yilinda yayimladiklari galigmalarinda servikal arka
kok gangliyonlarina konvansiyonel RF uygulanan hastalarin, uygulama sonrasi
ilgili dermatomda agrinin tekrar ortaya ¢ikmasinin, sensoryal kaybin normale
donmesinden ¢ok daha uzun surdigunu goOstermeleri ile bazi soru isaretleri
dogmustur. Bu farklilik dnceleri RF’ in myelinsiz ve myelinli sinir lifleri Gzerindeki
selektif etkisine (17) baglanmaya ¢alisiimig, ancak yapilan yeni ¢alismalar boyle
bir etkiyi gosterememistir (18- 22).

1996 yilinda ilk pulsed RF uygulamasini gergeklestiren Sluijter, ilk
sonuglarini 1998 yilinda yayimlamis ve 1s1 artisi olusturmadan elektromanyetik
alan uygulamada, Slappendel ve ark.’nin (6) iddia ettigi gibi konvansiyonel RF’i

dusuk voltaj uygulayarak kullanmanin etkili olmadigini belirtmistir.

b. RF UYGULAMALARI

1. Konvansiyonel RF

Konvansiyonel yontem ile uygulanan radyofrekans akiminda, islem igin
Ozel olarak tasarlanmis aygitin Urettigi akim bir elektrot sistemi araciligi ile ilgili
dokuya iletilir. igne seklindeki elektrot, “aktif u¢” olarak adlandilan en distal
kismi disinda yalitkan bir madde ile kaplanmigtir. 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 noétr elektrodun yizey alani aktif
uctan ¢ok daha genis oldugundan, notr elektrot ¢evresinde olusan elektriksel
aktivite onemsiz boyuttadir. Aktif ugtan gikan akim ise, uygulama bolgesinde iki
onemli olaya neden olur. Bunlar 1si olusumu ve elektromanyetik alan
olusumudur (20, 23).

Aktif u¢c cevresinde isI olusumunun sebebi, dokunun ylksek frekanstaki
akima karsi gosterdigi direngtir. Olusan elektromanyetik alanin dokudaki

elektrolitlerin yukll iyonlar Gzerinde olusturdugu elektriksel gug, bu iyonlarda



hareket ve surtinme artisina sebep olur (24- 27). Isi artisi, akim yogunlugunun
en fazla oldugu aktif u¢ cevresinde en belirgindir. Dokudaki 1sinma sonucu
elektrot ucu da isinir (6, 20). Dokuda olusan lezyon aktif ucun proksimalinde
distale gore daha genistir (28, 30). Bu nedenle konvansiyonel RF
uygulamalarinda elektrodun sinir dokusuna paralel olarak yerlegtiriimesi
Onerilmektedir (29).

Teorik olarak, homojen bir dokuda, RF uygulamasi sirasinda dokuya
iletilen ve 1s1 olusumuna neden olan enerji (Q) su sekilde hesaplanir:

Q=Pxt
Burada P; watt cinsinden, 1 saniyede dokuya iletilen enerji ve t; saniye
cinsinden suredir. I'nin amper cinsinden elektrik akimi ve V’nin volt cinsinden
voltaj farki oldugu bir formulde esitlik su sekilde yeniden dizenlenebilir.
P=1IxV
Q=1xVxt
Bir baska esitlikte ise empedansin [R (Ohm)] roll izlenmektedir.

V=1xR
Sonugc olarak;
Q=1PxRxt veya Q=V2xt/R esitlikleri elde edilir.

Bu formdiller lezyon boyutunun belirlenmesinde etkili olan si
olusumunun; voltaj, akim, empedans ve uygulama suresi ile nasil etkilendigini
aciklamaktadir (31). Lezyon boyutunu belirleyen diger bir faktor ise isinin
kaybidir. Bunu belirleyen ise dokunun isi iletkenligi ve kan dolasimi ile isinin
uzaklastiriimasidir. Ayrica elektrodun kalinhgi, aktif ucun uzunlugu gibi teknik
Ozelliklerde bu parametreleri etkilemektedir.

Dokuda olusan lezyonun boyutunu belirlemek, etkileyen faktorlerin
cesitliligi nedeni ile oldukga zordur. Bu nedenle kontrolli lezyon olusturabilmek
icin RF uygulamalarinda, elektrot ucu sicakhgi “thermocouple teknidi’ olarak
adlandirilan 6zel bir teknikle monitérize edilir. Sicaklik monitérizasyonu yaparak
su noktalara dikkat edilir:

e Elektrot ucu sicakhiginin, yapilan uygulamanin ¢esidine uygun degere

erismesi

e Ani sicaklik oynamalarinin olmamasi



e Kaynama noktasi olan 100°C Uzerindeki sicakliklara ¢ikilmamasi

100°C Uzerindeki sicakliklarda kaynama sonucu gaz olusumu ve
komurlesme gercgeklesir. Bu durumda doku i¢inde hava dolu bosluklar olusur,
akim blgerde okunan deg@er duser, voltaj yukselir (10, 27, 30, 32).

Konvansiyonel RF uygulamasina baglh olusan 1Is1 lezyonunun
tanimlanmasi amaciyla Moringlane ve ark'nin (28) tavsan beyni Uzerinde
yaptig1 morfolojik ¢alismada, 3 farkl bolge tanimlanmistir.

e Enig¢ kisimda yer alan nekroz bolgesi

e Cekirdek bolgeye komsu, dejenere hicre ve sinir liflerinin bulundugu
sirkuler bolge

e Normal beyin dokusuna komsu, 6demli ve sungersi goruniumde en dis
bolge

Lezyonun boyutu Uzerine uygulama suresinin etkilerinin incelendigi
¢alismalarda, belli bir kararl duruma ulasildiktan sonra uygulama devam etse
bile lezyon boyutunda anlamli bluylimenin olmadigi gosterilmistir. Cosman ve
ark’'nin (26), kedilerde arka kok giris boélgesi (Dorsal Root Entry Zone, DREZ)
uzerinde yaptiklari galismada, elektrot ucu sicakhginin 75°C’de sabit tutuldugu
durumda, 30 sn sonrasinda lezyonun boyutunun sadece %20 arttigi, 60. sn’den
sonra ise lezyon boyutunda degisiklik olmadigi gézlenmistir. Sluijter ve Van
Kleefin (24) bilgisayar modelleri kullanarak yaptiklari ¢alismada, yumusak
dokuda standart lezyon (medial dal lezyonu, arka kok gangliyonu lezyonu,
sempatik zincir lezyonlar) olustururken, 60 saniyeden uzun sureli uygulama
yapmanin anlamli olmadigi sonucuna variimigtir.

RF uygulamalari ameliyathane ortaminda lokal anestezi ve sedasyon
uygulanarak radyolojik goruntileme esliginde yapilir. Girigim g¢esidine gore
segcilen elektrot, ilgili bolgeye perkutan olarak yerlestirildikten ve yeri radyolojik
olarak kontrol edildikten sonra 50 Hz (duysal) ve 2 Hz (motor) frekanslardaki
uyarilar ile stimtlasyon uygulanir. Motor stimilasyon ile motor sinir liflerinden
guvenli uzakhkta bulunuldugu dogrulanir. Ardindan uygulamanin tipine gore
degdisen elektrot ucu sicaklarinda (6rnegin arka kok ganglionu lezyonu igin
67°C, gasser ganglion lezyonu igin 80°C ) ve degdisen surelerde (6rnegin arka

kok ganglionu lezyonunda 60 sn., intervertebral disk lezyonunda 3-6 dakika)
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akim uygulanir. Uygulamalar sirasinda, devrenin butunluginu ve kisa devre
olusumunu kontrol etmek, elektrodun dogru yerlesiminden emin olmak amaciyla
empedans monitdrizasyonu da uygulanmaktadir. Ekstradural yapilarin
empedansi 300 ohm ile 600 ohm arasinda degisirken, medulla spinalisin
empedansi 1000 ohm’un Uzerinde, intervertebral diskin ise 200 ohm’un

altindadir.

2. Pulse RF

Yakin zamana kadar RF uygulamalarinda klinik etkiden 1sinin
olusturdugu sinir hasari sorumlu tutulmaktayken, son donemde is1 digi
faktorlerin etkili olabilecegi fikrinin dogmasi arastirmacilari 1si olusturmadan RF
akimi  uygulamaya yoOneltmistir. Doku hasari olusturacak boyutta 1si
olusturmadan RF akimi uygulama yollari sunlardir:

¢ NOotr plagin hastaya baglanmamasi

Bu durumda elektromanyetik alan olugsmasina ragmen 1s1 artigI gozlenmez;

cunkd akim olugmaz (25, 33, 34).

e Elektrot ucunun serum fizyolojik ile sogutulmasi (33)

e Konvansiyonel RF tekniginde dusuk gug kullanarak, sicakligin 42°C’nin
uzerine ¢ikartiimadan uygulamanin yapilmasi

e RF akiminin saniyede iki kez, 20 milisaniye suresince uygulandigi pulse

RF teknigi

Her aktif siklus arasindaki 480 milisaniye boyunca dokunun sogumasina

olanak kaldigi igin Isinma olugsmaz.

Pulse RF‘te klinik etkiden sorumlu oldugu diugunulen elektromanyetik
alan elektrodun aktif ucundan gevreye dogru azimutal olarak yani elektrot
aksi gevresindeki gemberlere tanjansiyel sekilde yayilir.

Elektromanyetik alanin en yogun oldugu kisim, elektrodun sivri olan ug
kismidir (35). Bu nedenle pulse RF uygulamalarinda, konvansiyonel RF’in
aksine, elektrot sinir dokusuna dik olarak yaklastirilir (36).

Pulse RF’in uygulanmasi sirasinda konvansiyonel RF‘te oldugu gibi

elektrot islem yapilacak bolgeye radyolojik goéruntiler ile kontrol altinda
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yerlestirildikten, stimulasyon uygulayarak ve empedans kontroli yaparak
elektrot ucunun yeri dogrulandiktan sonra 45 volt cihaz ¢ikig gucu ile saniyede 2
kez 20 ms sureli RF akimi 120 saniye sure ile uygulanir. Pulse RF agrisiz bir
uygulama oldugu igin lokal anesteziye gereksinim yoktur. Uygulama sirasinda
elektrot ucu sicakliginin 43°C’yi gectigi gorulurse ¢ikis gucl 40 volta dusuarulir
(20).

Dogru endikasyon koyularak, dogru teknikle yapilmis pulse RF
uygulamasinin ardindan su klinik seyir gézlenir:

» 1. faz, afallama (stunning) fazi: Uygulamadan hemen sonra hastalarin
cogunda agri geger.

» 2. faz, postoperatif rahatsizlik fazi: Bu faz, postoperatif 3 yada 4
haftaya kadar  surebilir. Bu durum konvansiyonel RF
uygulamalarindakine benzerdir, ancak pulse RF uygulamalarinda
konvansiyonel yontemde siklikla gozlenen norit benzeri reaksiyon
gozlenmez. Isi lezyonunu takiben gorulen rahatsizlik hissinin ki
komponenti oldugu dusunudimektedir. Birincisi hedef sinir dokusunda
destriksiyona bagli s6zU edilen norit benzeri reaksiyon, ikincisi ise pulse
RF uygulamasi sonucunda da goruldugu icin elektromanyetik alan
uygulamasina baglanan rahatsizliktir.

» 3. faz, klinik iyilesmenin gozlendigi faz: Bu fazin siresi hakkinda
yeterli veri bulunmamaktadir. Bazi ¢alismalar konvansiyonel yontem ile
pulse RF yoéntemi arasinda 3. fazin sidresi acgisindan farklihk
bulunmadigini belirtirken bazilari da pulse RF uygulamasinin daha kisa
sureli iyilesme olusturdugunu belirtmektedir (20).

> 4. faz, rekirrens fazi: Bu donemde hastanin eski agrisi yeniden ortaya

cikar.

c. Konvansiyonel ve Pulse RF Uygulamalarinin Karsilagtirilmasi

Konvansiyonel RF’de is1 ile doku hasari olusturulurken, pulse RF teknigi

klinik olarak gozlemlendigi kadariyla nondestruktif bir uygulamadir.
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Konvansiyonel RF’'de yeterli lokal anestezi uygulanmazsa girisim agrili
olabilir, uygulamayi takip eden donemde norit benzeri reaksiyon gozlenebilir ve
duysal kayip ortaya ¢ikabilir. Uygulama bolgesi kemik komsulugunda ise yada
doku homojen degil ise lezyon boyutu beklenenden buyuk olabilir. Ayrica
elektrodun yanlis bdlgeye yerlestiriimesi durumunda istenmeyen hasarlar (6r:
Oon motor sinir hasari) meydana gelebilir (35).

Pulse RF nondestruktif bir yontem oldugundan, konvansiyonel RF’in
uygulanamadigl bazi durumlarda (néropatik agri, Cg'in arka kdk ganglionu,
motor lifleri olan periferik sinirler) uygulanabilir.

Girisim genel olarak agri olusturmaz, girisim sonrasinda uygulama
bdlgesinde rahatsizlik hissedilse de bu konvansiyonel RF’e gore oldukga dusuk
dizeydedir.

Pulse RF ndrit benzeri reaksiyon ve duysal kayip olusturmaz. Uygulama
bolgesinin kemik veya skar dokusu komsulugunda olmasi pulse RF'’in
komplikasyon riskini arttirmaz.

Pulse RF teknigi elektrot ucundan uzak bir bodlgede etki olugmasi
istendiginde uygun degildir. CUnku 1s1 gevereye yayildigi halde elektromanyetik

alan yayilmaz (6r: disk RF uygulamasi) (36).
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d. PERIFERIK SINIRLERIN YAPI VE FONKSiIYONLARI

Sinir sistemi insanlarda 10 milyardan fazla ndéron ve bunlari olusturan
primitif noroeffektdr hudcrelerden ibarettir. Bu hulcreler kontraksiyon yoluyla
degisik uyarilari karsilar ve iletir.

Sinir sistemi; beyin ve medulla spinalis’ten olusan merkezi sinir sistemi
ve sinir lifleri ve sinir hucrelerinin kiiguk kimeleri olan sinir ganglionlarindan
olusan periferik sinir sistemi olmak Uzere anatomik olarak ikiye ayrilir (37, 38).

Sinir dokusu iki htcre tipi igerir. Bunlar sinir lifleri iceren néronlar ve
noronlari koruyan, destekleyen, noral aktiviteye ve noral beslenmeye katilan,
merkezi sinir sisteminin savunmasini, myelinizasyonu saglayan ndroglia
hacreleridir (37- 39).

Sinir lifleri ektodermal orjinli myelin denen 6zel kiliflarla sarilabilen
aksonlardan ibarettir. Aksonlar merkezi sinir sistemi tractuslarini ve periferik
sinirleri olusturur. Myelin kilifini; periferik sinir liflerinde Schwann hicreleri,
merkezi sinir liflerinde ise Oligodendrositler olusturur. Kaglik capl aksonlar
cogunlukla myelinsizdir. Gittikge kalinlagsan aksonlar genellikle artan sayilardaki
konsantrik myelin lamelleri ile sariimistir. Sinir impulsunun aksonal iletimi blyuk

capli ve kalin myelin kilifli aksonlarda daha hizlidir (37, 40-46).

Myelin:

Akson gevresini sarar ve iletim hizini arttirir. Sinirler boyunca iletim hizi
aksonun rezistansi ve elektrik kapasitesi tarafindan sinirlanmistir. Cunku, genis
aksonlar dar aksonlardan daha dusuk kapasiteye sahiptir. Akson ¢api artigi sinir
iletim hizi artigi anlamina gelir.

Elektrik kapasitesinin reduksiyonu ve izolasyonu myelin kilifi tarafindan
yapilir. Aksonlarin etrafindaki lipidce zengin membran tabakasini olusturan bu
hicreler; merkezi sinir sisteminde oligodendrosit, periferik sinir sisteminde
Schwann hiicreleri olarak isimlendirilir. Bir schwann hicresi sadece bir aksonun
myelinizasyonunu saglarken, bir oligodendrosit ¢cok sayida komsu aksonun

myelinizasyonunu saglar. Ancak, myelin yapisinda farkliliklar vardir (41, 44, 46).
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Myelinli Aksonlar:

Myelin olusmasinda ilk asama aksonun Schwann hicresine
penetrasyonuyla baglar. Bu penetrasyonda karsilikli gelen Schwann hucre
membrani, mezaksonu olugturmak Uzere bir araya gelir ve boylece iki kenarin
plazma membranlar birlesir. Mezakson akson c¢evresinde birkac kez dolanir,
dolanim sayisi myelin kilifin kalinligini belirler. Her akson Schwann hicreleriyle
cevrilidir (40, 41, 47-50). Myelin kilifin kesintiye ugradigi yerlere Ranvier
Bogumu adi verilir (51). Bu yapilar aksonun uzunlugu boyunca komsu Schwann
hiicreleri arasindaki bosluklardir. iki bogum arasindaki uzaklik internod adini alir
ve bir Schwann hicresi tarafindan olusturulur. Aksonun g¢apina bagli olarak
internodun uzunlugu ve myelinin kalinhgr degisir. Ancak myelin kalinligr bir
akson boyunca sabittir. Isik mikroskobunda gorulebilen Schmidt-Lanterman
yariklari myelin kiliftaki koni sekilli, distan ice dodru uzanan, heliks seklinde
sitoplazmik tlnellerdir (44, 52-54).

Merkezi sinir sisteminde myelin kilif oligodendrositlerin uzantilariyla
olusturulur. Bunlar Schwann hucrelerinden farklidir. Bir hicrenin farkl dallari
birkagc aksonun segmentini ¢evrelerler. Merkezi sinir sisteminde Ranvier
Bogumlari gorilmeyebilir ve Schmidt-Lanterman yariklari yoktur (41, 44, 47-50,
52, 55).

Myelinsiz Aksonlar:

Merkezi ve periferal sinir sisteminin her ikisinde de aksonlarin timu
myelin ile ortilmemistir. Periferik sinir sisteminde tim myelinsiz aksonlar
Schwann hicrelerinin basit ortisltyle c¢evrelenmistir (44, 45, 51, 56, 57).
Miyelinsiz sinir liflerinde Ranvier Bogumu yoktur (40, 44, 53, 57). Bitisik
Schwann hucreleri, surekli bir kilif olugturmak igin longitudinal olarak birlesirler.

Ozellikle merkezi sinir sistemi, myelinsiz aksondan zengindir (44, 51, 57).
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Schwann hiicreleri:

Uggen gorlinimli, oval nikleus igeren hicrelerdir. Dokuzuncu giine
kadar Schwann hucreleri uzunca gorinuslu olup, kendine ait aksonlarla birlikte
tanimlanirlar. Miyelinizasyon déneminde sitoplazmasinda granulali endoplazmik
retikulum, poliribozomlar, iyi gelismis golgi kompleksi, hucre iskeletinin
elemanter yapilarini igerirler. Miyelinizasyon donemindeki sitoplazmik uzantilari,
spirallesme gostererek artan sayida aksonun etrafini  kusatirlar. Bu
sitoplazmanin kalintilari sadece Schmidt-Lantermann ve paranodal bdlgede

miyelinizasyonu olusturmaktadir (51, 58-62).

Sinirler:

Periferik mikst (motor ve duysal lifler tagiyan) bir sinirin enine kesitinde
en dista, sinirin batununu orten epindéryum tabakasi yer alir. Bunun altinda
gruplar halinde motor ve duysal aksonlari iceren fasikdiller yer alir. Bir periferik
sinir iginde ortalama 3-5 fasikul bulunur. Fasikulu perinéryum gevreler. Periferik
sinir boyunca fasikulin lif icerimi degisir. Yani, bir fasikildeki sinir lifi, periferik
sinir boyunca bir baska fasiklle gecebilir. Fasikilln icinde aksonlarin arasindaki
bag dokusuna ise endonéryum adi verilir. Periferik sinir icinde kani tagiyan
kapiller damar sistemi vasa nervorum adini alir. Bir periferik sinirin hicre
gbvdesi ve aksonu vardir. Hlcre govdesi arka kdk ganglionunda veya omurilik
on boynuzda yerlesimli iken, aksonun uzunlugu 1 metreyi asabilir. Miyelinli

liflerde aksonun etrafini miyelin oOrter.

e. SiNIR LIFLERININ HiSTOFizyoLoOJisi

Sinir dokusunun tam iglev gormesi sinir impulslarinin dretimi, taginmasi
ve 6zel sinir hiicrelerinde uUretilen norotransmiterlere baglidir. impuls iletiminde
hidcre membrani ¢gok 6nemli bir yer tutar.

Dinlenme Potansiyeli: Hucre igi iyon konsantrasyonlari, hucre digi

sivilarinkinden farkhdir. Bir néronda bulunan K* konsantrasyonu, hicre digl

sividaki konsantrasyonundan yirmi kat fazladir. Na* iyonlari da hiicre diginda
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hicre iginden on kez daha yogundur. Hiicre membrani K* iyonuna daha
gegirgendir. Sonugta, pozitif ylUkler membranin dis ylzinde toplanir ve
hicredeki negatif yukli makromolekillerle dengelenir. Bu olay, diffuzyon
kuvvetinin dengelenip, pozitif yukin pozitif alana gecisinin zorlastigi zamana
dek surer. Bu andaki hicre membrani yukine dinlenme membran potansiyeli
denir (37).

Konsantrasyon farklliklari Na*- K* pompalariyla strdurilir. Bunun igin
ATP kullanilir. Cunku, bu olay enerji gerektiren aktif bir transporttur. ATP-az
enzimi, icteki Na® iyonlarini distaki K iyonlariyla degistirir (37, 63).

Aksiyon Potansiyeli: Noronlarin kas hucrelerinin plazma membranlari

iyon segici kanal olarak gorev yapan integral membran proteinleri igerir.
Herhangi bir anda bu kanallar acik, kapali veya inaktive olabilir. Acik veya
kapali olma durumu membran potansiyeli ile belirlenir. Bu kanallar voltaj
kapatan kanallar olarak isimlenirler (37).

Dinlenme fazinda zar potansiyeli yaklasik 90 mV’tur ve gogu Na* ve K*
kanallari kapali durumdadir. Post-sinaptik hicredeki eksitator sinaptik girisin bir
sonucu; hdcrenin kismi depolarizasyonudur. Membran potansiyeli 0 V’a dogru
degisir. Depolarizasyon kritik bir diizeye eristiginde (esik), Na* kanallari acilir ve
Na® iyonunun gecmesine izin verir. Bu, hiicreyi daha fazla depolarize eder ve
daha c¢ok sayida Na® kanali agilir. Bu kisimda, membran potansiyelinde tersine
bir degisiklik olur. Na* kanallari bundan sonra spontan olarak inaktive olur ve bu
durumda 1-2 milisaniye kalir (37).

Membran potansiyel degisiklikleri sonucunda K* kanallari da agllr.
Ancak, bu uzun bir zaman periodunda olur. Bu membran potansiyelini orijinal
dizeyine getirir, hatta altina iner (hiperpolarizasyon). Bu olaylar, aksiyon
potansiyeli esigin Uzerinde bir uyarim yapincaya kadar sabit kalir. 1-2 milisaniye
sonra (refrakter period) kanallar orijinal durumlarina doner ve membran yeniden
bir uyariya agik hale gelir. Aksonlar saniyede bin kez aksiyon potansiyeli
uretebilirler (37, 64).
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f. SINIR LiF TIPLERI VE iSLEVLERI

Periferik sinir lifleri kalinlik ve ileti 6zelliklerine gore baslica U¢ gruba
ayrilir: A, B ve C lifleri. A grubu da alfa (a), beta (B), gama (y) ve delta ()
liflerine ayirmistir (Tablo 1). A lifleri en hizli iletilen en kalin miyelinli liflerdir.
Agri; A- & ve C lifleriyle iletilir. A-& lifleri, agrinin yanisira dokunma ve isi
duyularini da iletirler. Kas igciklerinden gelen afferent lifler, derinin kalin miyelinli
hizli ileten duysal afferentleri ve omurilik 6n boynunda yer alan motor hucrelerin
kaslara giden efferent lifleri bu gruptadirlar. B lifleri daha ince miyelinli olup
preganglionik otonomik efferent lifleri icerir. C lifleri kigik ¢apli miyelinsiz lifleri
icerir. Postganglionik otonomik efferent lifler ve agri, 1si duyumunda gorevli
somatik afferent liflerin cogunlugu bu gruptadirlar. Diger lifler olasilikla omurilik
ve beyin sapinda entegre edilen refleks yanitlarla ilgilidir (37, 55, 65, 66). En
kalin miyelinli aksonlarin ¢aplari 20 ym kadarken miyelinsiz aksonlarin ¢aplari
0.2-3.0 ym arasinda olup en ¢ok 1.5 ym civarindadir.

iletim hizi ve lif capindaki farkliliklara ek olarak, periferik sinirlerdeki
liflerin gesitli siniflari hipoksi ve anestezik maddelere duyarliliklari bakimindan
da farkhlik gosterirler. Lokal anestezikler A grubundaki dokunma liflerini
etkilemeden 6nce C grubundaki liflerin iletimini deprese ederler. Aksine, sinir
uzerinde olugturulan basi, liflerdeki motor, dokunma ve basing iletiminin kaybina

neden olurken, agri duyusu nispeten saglam kalir (40).
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Tablo 1: Memeli sinirinde sinir lifi tipleri-’

Dikensi
Lif tipi Lif capi lletim hizi | béliim siiresi | Kesin duyarsiz
islevi (um) (m/s) (ms) dénem(ms)

A
a Derin duyu, somatik motor 12-20 70-120 0.4-0.5 0.41
B Dokunma, basing 5-12 30-70
o) Kas igciklerine motor 3-6 15-30
Y Agri, soguk, dokunma 2-5 12-30
B Preganglionik otonom «3 3-15 1.2 1.2
Cc

Arka koék [ Agri, sicaklik, bazi mekanik 0.4-1.2 0.5-2 2 2

algilamalar, refleks yanitlar.
Sempatik | Postganglionik sempatikler 0.3-1.3 0.7-2.3 2 2

'A ve B lifleri miyelinlidir; C lifleri miyelinsizdir.
g. PERIFERIK SINiR SISTEMiNIN DEJENERASYON VE REJENERASYONU

Etkili dizeyde rejenerasyonun olmadigi merkezi sinir sisteminden farkl
olarak periferik sinir sisteminde hem dejenerasyon hem de rejenerasyon gorulur
(67-69). Buna bagli olarak periferik sinir sisteminde U¢ degisik dejenerasyon

sekli goze carpar:

a)Wallerian dejenerasyon
b)Aksonal dejenerasyon

c)Segmental dejenerasyon

Wallerian dejenerasyon: Periferik sinirin aksonunun herhangi bir yerinin
herhangi bir nedenle (travma, infarktis, uzamis veya siddetli baski gibi)
hasarlanmasi ve butunligunun bozulmasi sonucunda olusan zararlanmadir.
Aksonun kesintiye ugradigi yerin distalinde akson ve ardindan cevresindeki
miyelin kilif dejenere olur, makrofajlarla fagosite edilir. Aksonun hasar yerinin
proksimalinde kalan kismi ve periferik sinir hlicre gévdesi saglam kalir. Periferik

sinir hucresinin aksonu kesintiye ugradiginda Wallerian dejenerasyonunun
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gelisimi belirli bir zaman alir. Bu sure 4 - 11 gun arasinda degigir. Akson ne
kadar distalde kesintiye ugrarsa Wallerian dejenerasyonu o kadar erken gelisir.
Wallerian dejenerasyonunda ilk gunlerde aksonun hasarinin distalinde kalan
kismi elektrikle tamamen normal olarak uyarilabilir. Daha sonra hasar yerinin,
aksonun ucuna uzakhgina goére, degisen bir sure iginde, sinirin uyarilabilirligi
azalir en ¢ok 11 gun iginde sinir uyarilamaz hale gelir. Motor sinirlerde ise sinir
uyarimini takiben kastan alinan yanit, ndromuaskuler kavsagin periferik sinirden
iki gin daha oOnce dejenere olmasi nedeniyle, hasarin en ge¢ dokuzuncu
guninde kaybolur. Sinir kilifinin devamliiginin korunmus olmasi halinde,
dejenerasyonu takiben sinir, hasarlandigi yerin distaline dogru gunde yaklagik 1
mm hizla rejenere olur. Aksonun kesintiye ugrayan kismindan distale dogru
rejenere olan kisim aksonun ilk haline gére daha ince miyelinlidir ve internodal
araliklar daha kisadir

Aksonal dejenerasyon: Periferik sinir hiicre gévdesinin veya aksonunun
hasari s6z konusudur. Nedeni ¢oklukla metabolik veya toksikdir. Prognozu en
kotu olan zararlanma tipidir. Periferik sinir hucresi canlihgini yitirdiyse artik geri
donus yoktur. Eger neden, aksonun butlnligu bozulmadan ortadan kaldirilirsa
akson haftalar - aylar icinde fonksiyonuna kavusabilir. Dejenerasyon alt uctan
veya periferde aksonun ucundan baslar ve hucrenin govdesine dogru uzanir.
Buna “dying back” adi verilir. Genellikle, hicre gévdesinde kromatoliz vardir.
Aksonal dejenerasyonun devam ettigi bolgede wallerian dejenerasyondan daha
az schwann hicre ¢ogalmasi goértlmustar (51, 67, 70-73).

Noron fonksiyon bozuklugu durdurulabilir veya geriye donduralebilirse
rejenerasyon ve biraz iyilesme saglanabilir. Eger, bliyumeleri igin bir engel
yoksa, yenilenen aksonlar dejenere aksonu sindirirken geride kalan schwann
hlcreleriyle birlikte sinir govdesinden asagilya dogru gunde 1mm’lik hizla
bayurler (69-73).

Segmental dejenerasyon: Miyelinli sinir liflerinde, periferik sinir
aksonunda bir hasar olmaksizin etrafindaki schwann hicresinde ve/veya
miyelin kilifinda hasar s6z konusudur. Demiyelinizasyon, herediter néropatilerde
oldugu gibi tim sinir boyunca olabilir veya edinsel demiyelinizan durumlarda

(Guillain-Barré Sendromu veya kronik inflamatuar demiyelinizan polindropati
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gibi) belirli bir sinir segmentinde s6z konusu olabilir. Demiyelinizasyondan sonra
kalan schwann hucrelerinin  ¢ogalmasiyla remiyelinizasyon olugabilir.
Tekrarlayan miyelin kaybi ve yenilenmesi ataklari olusabilir ve tabakalar
seklinde birbirini izleyen schwann hicresi ve kollojen, hipertrofik néropatide

gorilen konsantrik dizilimler olustururlar (67, 71-76).
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lll- GEREG VE YONTEM

Bu calismanin uygulama kismi Celal Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi
Histoloji ve Embriyoloji laboratuarinda, elektron mikroskobik incelemesi Mersin
Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuarinda gergeklestirildi.
Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Calismalari Etik Kurulu onayi
alindiktan sonra ¢alismaya baglandi.

Yetigkin erkek Wistar sicanlar kullanildi. Deneklerin genel anestezisi igin
ketamin hydrochlorid 0,15 mg/kg (Ketalar, Pfizer, istanbul) + %2’lik Xylazin
hydrochlorid 0,02 mg/kg intraperitoneal (Rompun, Bayer, Levekusen- Germany)
kullanildi. Genel anestezi uygulamasinin ardindan si¢anlar, abdominal ve sag
gluteal bolgelerinde cilt agida gikarilacak sekilde tras edildi. Uygulama sahasina
pron pozisyonda yatirilan siganlarin, abdominal boélgesine ¢alismada kullanilan
radiofrekans aygitinin (RFG 3C Plus, Radionics) noétr plagdi yapistirildi. Ardindan
gluteal bolge antiseptik sollusyonla silinerek steril olarak ortuldu. Cerrahi
insizyon ile cilt, cilt-alti gecilerek siyatik sinire ulasildi; 22 gauge, aktif ucu 2 mm
SMK-5 elektrotu (Slujter Mehta, Radionics) sinire hasar vermeyecek sekilde ¢ok
yakinina vyerlestirildi. Daha sonra igne RF cihazina baglandi. Empedans
degerinin 300-700 ohm oldugu goéruldukten sonra 2 Hz frekansta elektrik
stimllasyonu verilerek motor hareket goézlendi. 1.0 V altindaki bir degerde
hareket gbzlenene kadar igne yeri oynatilarak siyatik sinirin igine girmeden
yeterli yakinliga ulasiimasi saglandi. KRF40 grubunda, 90 saniye sureyle 40°C
KRF uygulandi. KRF80 grubunda, 90 saniye sureyle 80°C KRF uygulandi. PRF
grubunda, 240 saniye sureyle, 45 V, 42°C’yi ge¢meyecek sekilde PRF
uygulandi. Kontrol grubundaki deneklere higbir islem yapilmadi. Sham
grubunda RF elektrodu yerlestiriildi ancak RF enerjisi verilmedi. Her sinire
yapilan uygulama sonrasi, insize edilen katlar tek tek 4/0 kromik katgut ile, deri
ise USP 2/0 ipek iplik ile dikildi. Daha sonra hayvanlar 48 saat steril ortam ve
uygun sartlarda takip edildi.

Kontrol, Sham, KRF 40, KRF 80 ve PRF olmak Uzere gruplar olusturuldu.
Her grup icin 6 sigan kullanildi. iki giin bekleme sonunda %2,5'luk fosfat

tamponlu gluteraldehid sollisyonu intrakardiak perfizyon ile tespit igin kullanildi.
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Tespit edilen deneklerden sinirin uygulama yapilan bolgesinden alinan yaklasik
1cm uzunlugundaki sinir pargasi diseksiyon mikroskobu altinda diseke edilerek
cikarildi (Ek 1). Alinan 6rnekler uygun fiksatiflerde tutularak hem 1gik hem de
elektron mikroskobu (EM) takibine yonlendirildi (Ek 2).

Isik Mikroskobik inceleme: Ornekler oda isisinda, %10’luk formalin
solusyonu igcinde 24- 48 saat tespit edildikten sonra, bir gece akar su altinda
yikanarak standart parafin doku takibine alindi. Doku 6rnekleri dehidratasyon,
seffaflagtirma, parafine gomme, bloklardan alinan 5 p’luk seri kesitlere
deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra rutin Hematoksilen-
Eosin (H-E) ve Toluidin mavisi boyalari ile boyandi ( EK 3 ).

immunohistokimyasal inceleme: Seri kesitler indirekt
immunoperoksidaz yontemi ile degerlendirildi. Laminin ve miyelin basic protein
boyamalarina tabi tutuldu. immunoreaktivitelerin spesifik olup olmadigini test
etmek amaci ile birer kesit fizyolojik tamponlu solusyon (PBS) ile kontrol
boyamasi yapildi.

Elektron Mikroskobik inceleme: Kardiyak perflizyon sonrasinda sinir
orneklerinden alinan 1 mm?® biyikligiindeki dokular énce % 2.5 gluteraldehit
solisyonunda (fosfat tamponda hazirlanmis ) +4°C da 1 gece sire ile tespit
edildi. Fosfat tampon ile yikanan doku érnekleri ayni tampon ile hazirlanmis % 1
osmiyum tetroksit solusyonu ile +4°C’'da 1 saat sureyle tespit edildi. Fosfat
tampon solusyonu ile yikamadan sonra, dehidratasyon iglemi yapildi ve
infiltrasyon igin propilen oksit uygulanan dokular karisima aligtirma surecinden
gegirildi. Araldite karisimina (Araldite CY 212 20 ml, DDSA 22 ml, BDMA 1.1 ml,
Dibutilphtalate 0.5 ml) gomulda. Elde edilen bloklar 60°C’da 48 saat tutularak
polimerizasyon iglemi tamamlandi ve bloklardan vyari-ince kesitler alinarak
Metilen mavisi-Azur Il birlesik boyasi ile 1sik mikroskop altinda
degerlendirildikten sonra, ince kesitler uranil asetat ve kurgun sitrat ile
kontrastlama yapildi. Transmission Electron Microscope (TEM-Zeiss) ile
incelenerek goruntuler digital ortama alindi. Hem ince kesitlerde hem de TEM
goruntilerinde morfometrik analizler yapilarak miyelin hasari ve sinirde olugsan

dejeneratif degisiklikler degerlendirildi ( Ek 4).
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Morfometrik inceleme:

Patolojik skorlama: Kesitlerin dijital ortama aktariimasi sonrasinda
goruntuler kor bir sekilde 6dem, schwann hucre ve miyelin bozukluklari
agisindan az (+1), orta (+2) ve ¢ok (+3) olmak Uzere her grubun 6 farkli
deneginden alinan ornekler igin derecelendirildi. Aritmetik ortalama ve standart
sapmalari (SD) bulunarak, tablo halinde sunuldu.

Histomorfometrik 6l¢giim: Daha onceki ¢alismalardan (38, 40, 41, 60,
61, 69, 113-115, 124, 140) uyarlanan morfometrik yontem kullaniimasi ile akson
sayisi, ¢capl ve miyelin kalinli§gi hesaplanarak bu veriler excel 5.0 grafik-
matematik ve Grahpad 1.0 istatistik programlarlari kullanilarak degerlendirildi.
P< 0.001 olduk¢ca anlamhi ve P< 0.05 anlaml bir fark olarak kabul edildi.
Alanlarin hesabi + igsaretlerinin bulundugu bir skala igeren sablonun i1gik
mikroskobik fotograflarin Gzerine sabitlenmesi ve her bir akson alaninin ve
miyelin kalinhginin saptanmasi ile saglandi (Sekil 2.1). Herbir miyelinli aksonun
cap! oraninda standardize edilmis miyelin alani bulunarak bu verilerin aritmetik
ortalamasi, standart sapmasi Excel 5.0 programinda hesaplanip bu verilere
bagli grafikler Excel 5.0’da cizildi ve istatistiksel degerlendiriimesi Graphpad 1.0
programi ile yapildi. 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, olduk¢a anlaml

(***) ve P<0.05, anlamli (*) olarak degerlendirildi.
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IV- BULGULAR

Tdm deneklerin, deney oncesi yapilan fizik muayenelerinde motor ve
duysal fonksiyonlarinin olagan oldugu saptandi.

KRF80 grubu digindaki deneklerin, deney sonrasi 6rnekler alinmadan
once yapilan norolojik kontrollerinde, deney yapilan bacaklarinda paralizi veya
duysal kayip benzeri bulgulara ve enfeksiyona rastlanmadi. Ancak KRF80

grubunda islemden hemen sonra dusuk ayak ve duysal kayip gelisti.

IV.1 Isik Mikroskobisi

HE boyamalarda:

KONTROL grubu d&rneklerinde epindryum ve perinbryum normal
gérinimde olup, miyelinli liflerde endonéryum ve perinéral aralik normal
gorunumde bulundu.

SHAM grubu orneklerinde 48 saat sonra alinan transvers Kkesitlerin
normal goriunumla kapiller damarlarinin disinda 6zellikle miyelinli liflerde miyelin
kilifinda az miktarda deformasyon ve konfiglrasyonlar ile endondral édem
goralda.

KRF40 grubu orneklerinde siyatik sinir transvers kesitinde normal
morfolojik yapilar olan kapiller damarin disinda, transvers miyelinli liflerde
bozulma, konfigurasyonlar ve protrizyonlar gézlendi. Endondéryum ve
perindbryumda 6dem, aksoplazmada ayrigmalar izlendi.

KRF80 grubu orneklerinde siyatik sinir kesitinde miyelinli liflerde bozulma
ve protrizyonlar gibi bozukluklarin KRF40 grubuna gore daha artmis oldugu
saptandi.

PRF grubu orneklerinde diger RF uygulamalarinda bulunan patolojilere
benzer bulgular goéreceli olarak daha az oranda goéruldu (Sekil 1V.1.1). Buyuk
blayutmeli incelemelerde kuguk bayutmeler ile paralel bulunan patolojiler
daha detayli olarak izlendi (Sekil 1V.1.2).

SHAM grubunda gorulen bozukluklarin sirasiyla PRF, KRF40, KRF80
gruplarinda giderek arttig1 saptandi.
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KONTROL

Sekil 1Iv.1.1 Gruplarin HE boyall kigik buayitmeli histolojik kesitlerinde, transvers ve
uzunlamasina miyelinli sinir lifleri, kapiller damar, fibroblast, endontéryum, epinéryum ve
perinéryum kontrol icin normale yakin gérinimde olup, sham, CRF40 ve CRF80 icin giderek
artan hasar, 6zellikle 6deme bagli bosluklar seklinde izlendi. PRF i¢in diger RF uygulamalarina
gore bu hasarin daha az gerceklestigi gorulda. X100
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PRF

Sekil 1v.1.2 Gruplarin HE boyal buytk biyutmeli histolojik kesitlerinde, transvers ve
uzunlamasina miyelinli sinir lifleri, kapiller damar, fibroblast, endondéryum, epinéryum ve
perinéryum kontrol icin normale yakin goérinimde olup, sham, CRF40 ve CRF80 icin giderek
artan hasar izlendi. PRF icin bu hasarin daha az gergeklestigi gorildu. RF uygulamalarinda
belirginlesen ©6deme bagh bosluklar, miyelinli liflerde bozulma, konfiglirasyonlar ve
endondryumuda igine alan yapisal bozulma gérildi. X400
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Toludin mavisi ile boyamalarda:

KONTROL grubu 6rneklerinde siyatik sinir yapisinin normal gériinimde
olup, miyelinli lifler ve endondryum ve perindral aralik normal bulundu.

SHAM grubu 6rneklerinde siyatik sinir nukleuslari ile birlikte schwann
hicreleri ve mast hicresi ile miyelinli liflerde konfiglrasyonlar gozlendi.

KRF40 grubu orneklerinde siyatik sinir transvers kesitinde miyelinli sinir
liflerindeki degisiklikler ve konfigurasyonlar kugik buyutmede saptandi.

KRF80 grubu 6rneklerinde miyelinli liflerde bozulma ve konfigurasyonlar,
endondéryumda 6dem ve aksoplazmada ayrigsmalar izlendi. Patolojilerin KRF40
grubuna gore goreceli olarak arttigi saptandi.

PRF grubu orneklerinde ise, diger RF uygulamalarinda bulunan
patolojilere benzer bulgular goreceli olarak daha az oranda goéruldu (Sekil
IV.1.3).

Buyuk buyutmeler ile daha detayli gortlen bozukluklarin kontrol
grubunda gorulmedigi, diger gruplarda ise sirayla SHAM, PRF, KRF40 ve KRF
80’de giderek artis gosterdigi izlendi (Sekil 1V.1.4).

28



SHAM

CRF40 ___CRF80

Sekil 1Iv.1.3 Gruplarin kiguk buyutmeli toludin mavisi ile boyanmis yari ince kesitlerinde,
transvers ve uzunlamasina miyelinli sinir lifleri, kapiller damar, fibroblast, endondéryum,
epindryum ve perindryum kontrol icin normale yakin gértiinimde olup; sham, CRF40 ve CRF80
icin giderek artan hasar, 6zellikle 6deme bagh bosluklar seklinde izlendi. PRF igin bu hasarin
daha az gergeklestigi gorildi. RF uygulamalarinda belirginlesen 6deme bagh bosluklar,
miyelinli liflerde bozulma, konfiglirasyonlar ve endondéryumuda igine alan yapisal bozulma
goruldid. X1000
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Sekil 1Iv.1.4 Gruplarin buyidk buaydtmeli toludin mavisi ile boyanmis yari ince kesitlerinde,
transvers ve uzunlamasina miyelinli sinir lifleri, kapiller damar, fibroblast, endondéryum,
epinéryum ve perindryum kontrol igin normale yakin gériinimde olup, sham, CRF40 ve 80 igin
giderek artan hasar, 6zellikle 6deme bagli bosluklar seklinde izlendi. PRF i¢in bu hasarin daha
az gercgeklestigi goruldi. RF uygulamalarinda belirginlesen 6¢deme bagh bosluklar, miyelinli
liflerde bozulma, konfiglrasyonlar ve endondéryumuda igine alan yapisal bozulma goérildi.
X1000
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IV.2 Elektron Mikroskobisi

Isik mikroskobunda olusan degisikliklerin daha detayl incelenmesi ve
hicre organelleri, hucre ve hulcreler arasi doku iskeleti duzeyinde bu
degisikliklerin tanimlanmasi igin yapilan elektron mikroskobu galismalarinda isik
mikroskobu ile paralellik gosteren bulgular yanisira, RF ugulamalarinin hucre
organellerinde ve iskeletinde hasar meydana getirdigi bulundu. Isik mikroskobu
bulgulari ile uyumlu olarak SHAM grubunda minimal degisiklikler saptandi.

Kontrol grubunda normal yapisal karakterler ve degisik capta miyelinli ve
miyelinsiz aksonlar gézlendi. Cok nadir olarak miyelin protrizyonu bulundu ve
bu bulgu histolojik inceleme igin sinir 6rnegi alinirken yapilan cerrahi hasara
baglandi. SHAM ve RF uygulamalarinda miyelin konfigurasyonlari, lamell6z
ayrisma, miyelin protrizyonu, miyelinli aksonlarda nérofilament ve nérotubulus
akimulasyonu, endonoryumda o6dem olustugu saptandi. Hasarin siddetinin
artmasi ile lamelléz ayrigma, lizis, intraaksonal vakuoller, schwann hucresi
basal laminasinda bozulma, granuilah endoplazmik retikulum artisi, sitoplazmik
dejenerasyon, intrastoplazmik lipid birikimi, aksonlarda dejenerasyon gdzlendi.

Bulgularin 1s1ik mikroskobisi ile son derece benzer sekilde ve ¢cok daha
detayli izlenmek Uzere yapilan EM incelemede hasarin aslinda en az sekilde
olsa bile kontrolde de goruldigu, SHAM grubunda arttigi, sirasiyla PRF,
KRF40, KRF80’de giderek belirginlestigi saptandi (Sekil 1V.2.1).
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Sekil 1v.2.1 Gruplarin elektron mikroskop kesitlerinde, degisik capta miyelinli ve miyelinsiz
aksonlar, konfiglrasyonlar, lamelldz ayrisma, lizis, miyelin protrizyonu, nérofilament ve
ndrotubulus akimulasyonu, intraaksonal vakuoller ve basal laminada olusan bozulmalar
g6zlendi. Bu hasar kontrolde ve shamde minimal iken, CRF40 ve CRF80 i¢in belirgin sekilde
arttii, PRF de daha az oldugu saptandi. X 9000
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IV.3 Morfometri Bulgulari

RF uygulamalarinin yaptigi sinir hasarinin farkli dizeylerde olmasinin,
cekilen fotograflarin ortaya cikardigi tesadufi bir sonug olmadigini géstermek
icin morfometrik dlgim yoéntemi kullanildi. Patolojik skorlama igin érnek olarak
secilen fotograflarin diger fotograflar ile uyumlulugu, morfometrik olgimlerle
yine oOrnek olarak secilen fotograflarda saptanan patolojik bulgularin tum

deneklerden alinan verileri yansitmasi ve genelleme yapilmasi saglandi.

Patolojik skorlama: Hem isik mikroskobu (Tablo 2) hem de EM (Tablo
3) goruntulerinde her denekten alinan 3 ayri fotografta yapilan skorlama
sonucunda kontrole goére (0.7 £ 0.5) anlamsiz (p>0,05) artmis SHAM hasari (1.0
1 0.6); KRF 40 (2.3 £ 0.6) ve KRF 80 (2.8 + 0.4) de oldukga anlamli (p<0,001)
artisa dondi. PRF hasari (1.7 £ 0.5) diger RF uygulamalarina gére anlamli
(p<0,05) olarak daha az saptandi.
Kontrol < Sham < PRF < KRF40 < KRF80

RF UYGULAM ASI SONRASI SiYATIiK SINIR HASARININ
HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRILMESIi

3 [
5 [ RS
& RS RIS
= RISt I DS T
A e e SO0
11 L P RISE I e
T S s s S
O LT LT ......
KONT SHAM CRF40 CRF80 PRF
UYGULAMALAR

Tablo 2: Isik Mikroskobisinde Patolojik Skorlama. Histolojik goruntulerin az
(+1), orta (+2) ve ¢ok (+3) seklinde kor olarak degerlendiriimesinde, kontrole
gére anlamsiz (p>0,05) artmis sham hasari, KRF 40 ve KRF 80 de anlamli
(p<0,001) artisa dondu. PRF hasari shame gore anlamli (p<0,05) olarak artmis
idi.
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RF UYGULAMASI SONRASI SiYATIK SINiR HASARININ
EM HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRILMESIi
3
[ T
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KONT SHAM CRF40 CRF80 PRF
UYGULAMALAR

Tablo 3: Elektron Mikroskobisinde Patolojik Skorlama. Histolojik
goéruntilerin az (+1), orta (+2) ve c¢ok (+3) seklinde Kkor olarak
degerlendiriimesinde, kontrole gére anlamsiz (p>0,05) artmis sham hasari, KRF
40 ve KRF 80 de ileri derecede anlamli (p<0,001) artisa dondu. PRF hasari

shame gore anlamli (p<0,05) olarak artmis bulundu.

Histomorfometrik ol¢ciim: Isik mikroskobik (Tablo 4) fotograflardan
yapilan oOlgumlerde akson sayisi (AS, piksel); KONTROL grubunda
80,33122,51, SHAM grubunda 74,50+19,66, KRF40 grubunda 61,33+17,00,
KRF80 grubunda 55,67+20,19 ve PRF grubunda 69,50+17,43 olarak olguldu.

Akson capi (AC, piksel); KONTROL grubunda 75,25+16,84, SHAM
grubunda 93,65+25,55, KRF40 grubunda 106,56+24,90, KRF80 grubunda
121,83+30,08 ve PRF grubunda 101,25+29,48 olarak dlguld.

Miyelin kalinhgi (MK, piksel); KONTROL grubunda 14,90+3,33, SHAM
grubunda 18,55£5,06, KRF40 grubunda 21,10+4,93, KRF80 grubunda
24,1345,96 ve PRF grubunda 20,05+5,84 olarak olguldu.

IM fotograflardan yapilan AS, AC ve MK Oo&lgumlerinin istatistiksel
kargilastirmalarinda; akson sayisinin kontrole goére diger gruplarda anlamsiz
olarak azaldigi (p>0,05), akson capinin gruplar arasinda anlamh farklihk
gostermedigi (p>0,05) ve miyelin kalinliginin KONTROL ve SHAM arasinda
anlaml bir fark gostermezken, KRF40 ve 80’de, kontrol grubuna gore oldukga

anlamli (p<0,001), PRF’de ise anlamli (p<0,05) bir artis gosterdigi saptandi.
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RF UYGULAMASI SONRASI HASARIN MORFOMETRIK

DEGERLENDIRILMESI
150
mAS B MK 7 AC T
120 T — T
Z 90| T T L % = %
=t = = = = =
S 60 |IIE = = =
30— lIES — — — .
E —— — —_— 7
= 7, =2 |=7
KONT SHAM CRF40 CRF80 PRF

UYGULAMALAR

Tablo 4: Isik Mikroskobisinde Histomorfometrik Olgiim. Yar kesitlerin dijital
ortama aktarilmasi sonrasinda Excel programinda yapilan dlgumlerde akson
sayisi (AS), akson capi (ACx100) ve miyelin kalinligi (MKx100) 6lguldu. Alanda
akson sayisinin kontrole gore diger gruplarda anlamsiz olarak azaldigi, akson
capinin gruplar arasinda anlamh farkhlik goéstermedigi ve miyelin kalinh@inin
kontrol ve shame gore RF uygulamalarinda anlamli sekilde arttigi bulundu.

Elektron mikroskobik (Tablo 5) fotograflardan yapilan olgimlerde AS
(piksel) KONTROL grubunda 0,67+0,47, SHAM grubunda 1,00+0,58, KRF40
grubunda 2,33+0,47, KRF80 grubunda 2,83+0,37 ve PRF grubunda 1,67+0,47
olarak dlguldu.

AC (piksel)) KONTROL grubunda 14,05+3,44, SHAM grubunda
15,70+£2,91, KRF40 grubunda 18,31+3,70, KRF80 grubunda 21,56+5,88 ve
PRF grubunda 17,31+4,08 olarak olguldu.

MK (piksel)) KONTROL grubunda 2,83+0,60, SHAM grubunda
2,99+0,48, KRF40 grubunda 3,69,10+0,49, KRF80 grubunda 4,16+£0,99 ve PRF
grubunda 3,58+0,66 olarak ol¢ulda.

EM mikroskobik (Tablo 5) fotograflardan yapilan AS, AC ve MK
Olgumlerinin istatistiksel kargilastirmalarinda akson sayisinin kontrole gore diger
gruplarda anlamsiz olarak azaldidi (p>0,05), akson ¢apinin gruplar arasinda

anlamh farkhlik gostermedigi (p>0,05) ve miyelin kalinhginin KONTROL ve
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SHAM arasinda anlamli bir fark gostermezken, KRF 40 ve 80'de, kontrol
grubuna goére oldukg¢a anlamh (p<0,001), PRF’de ise anlamli (p<0,05) bir artis
gOsterdigi saptandi.

RF UYGULAMASI SONRASI SIYATIK SINiR HASARININ EM
MORFOMETRIK DEGERLENDIRILMESI
30 MK A
B
25 AAC i
T T
2 0 I [ '
e
Z 10 -
5 - — = - —
0 7%, 2, 2 Z %,
KONT SHAM CRF40 CRF80 PRF
GRUPLAR

Tablo 5: EM Mikroskobisinde Histomorfometrik Olgiim. Yar kesitlerin
dijital ortama aktarilmasi sonrasinda Excel programinda yapilan oOl¢gimlerde
akson ¢ap! (AC) ve miyelin kalinhgi (MK) élguldl. Alanda akson ¢apinin gruplar
arasinda anlamh farkhlik gostermedigi (p>0,05) ve miyelin kalinhdinin
KONTROL ve SHAM arasinda anlaml bir fark gostermezken, KRF 40 ve 80'de,
kontrol grubuna gore oldukga anlaml (p<0,001), PRF’de ise anlamli (p<0,05) bir
artis gosterdigi saptandi.
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V- TARTISMA

Radyofrekans termokoagulasyon (RF) yontemi kronik agri tedavisinde
ndroablasyon yaratarak agri iletimini durdurmak amaciyla kullaniimaktadir.
Ancak yuksek 1s1 (80°C) ile yaratilan bu ablasyon deafferantasyon sekeline yol
acabilmektedir. Uygulamalar sirasinda komsu sinir dokusunda olusacak hasar
uzun surebilecek hatta geri dénisimsiz duysal ve motor fonksiyon kaybi
riskine sahiptir. Bu sorun mumkin oldugunca C liflerine selektif olarak RF
tedavisi yapilmasi ve miyelinli liflerin korunmasiyla sinirlandiriimaya
cahsilmistir. Ancak buna ragmen RF tedavisi sonrasi zaman zaman noropatik
agri problemi ile karsilagiimaktadir(3, 4, 5, 6).

1990’ yillarin ilk yarisina kadar RF uygulamalarinda klinik etkiden
sadece olugan is1 lezyonu ve sinir hasari sorumlu tutulmaktaydi. Ancak Van
Kleef ve ark.’nin (17) 1993 yilinda yayimladiklari ¢alismada servikal arka kdk
gangliyonlarina konvansiyonel RF uygulanan hastalarin uygulama sonrasi ilgili
dermatomda agrinin tekrar ortaya ¢ikmasinin, sensoryal kaybin normale
donmesinden ¢ok daha uzun surdigunu gostermeleri ile bazi soru isaretleri
dogmustur. Bu farklihk o6nceleri RF’ in miyelinsiz ve miyelinli sinir lifleri
uzerindeki selektif etkisine baglanmaya calisiimis, ancak yapilan yeni
calismalar boyle bir etkiyi gosterememistir (17, 18-22).

1996 yilinda ilk pulse RF uygulamasini gerceklestiren Sluijter, ilk
sonuglarini 1998 yilinda yayimlamis ve 1si artisi olusturmadan elektromanyetik
alan uygulamada, Slappendel ve ark.” nin iddia ettigi gibi konvansiyonel RF’i
dusuk voltaj uygulayarak kullanmanin etkili olmadigini belirtmistir (24).

Pulse RF nondestruktif bir yontem oldugundan, konvansiyonel RF’in
uygulanamadigl bazi durumlarda (ndropatik agri, Cg'in arka kOk ganglionu ve
motor lifleri olan periferik sinirler) uygulanabilir. Biz de g¢alismamizda motor,
duysal ve otonom liflerin timudnd iceren bir periferik sinir olan siyatik sinir
uzerinde g¢aligsarak, periferik sinirlerde PRF uygulamalarinin noéroablatif
etkilerinin konvansiyonel RF yontemleri ile karsilastirimasini amacladik.

Onceki calismalarda, konvansiyonel RF uygulamalarinin miyelinli ve

miyelinsiz sinir liflerinde yada her ikisinde yapisal bazi hasarlara sebep oldugu
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sonucuna varilmigtir. Letcher ve Goldring (1968) (17) kuguk miyelinli lif
hasarlarindan bahsetmislerdir. Smith ve arkadaslari (21) képeklerde yaptiklari
calismalarinda lumbar intervertebral foraminaya yerlestirdikleri elektrotlari ile 2
dakika boyunca 85°C RF uygulamislar; 6 hafta sonunda uyguladiklari rizotomi
sonrasinda 1sik ve elektron mikroskopi ile bulgulari degerlendirmiglerdir. Tum
alanlarda miyelinsiz lifler ve yakin bdlgelerde miyelinli liflerin kaybini
goOzlemislerdir. Ayni galismacilar baska kopeklerde yine 2 dakika sure ile 45, 55,
65 ve 75°C ile RF uygulamislar; bu sicakliklarda da 85°C’ de oldugu gibi buyuk
ve kuguk miyelinli liflerde hasar gézlemislerdir. Miyelinsiz liflerde ise yine 85°C
ile benzer histopatolojik bulgulara rastlamiglardir. Bu sonuglarla geligkili olarak
De Louw ve arkadaglar (22) kegi arka kok ganglion hucreleri Gzerine 67°C ile
KRF uygulamasindan 2 hafta sonra 11k mikroskopisinde yapilan incelemelerde
higbir miyelinli yada miyelinsiz sinir tahribi goézlememiglerdir. Calismalarini;
Letcher ve Smith tarafindan gdézlemlenen hasarin, su anki klinik pratiginde
kullanilan elektrotlardan ¢ok daha genislerinin kullaniimasina ve elektrotlarin
sinirsel doku igine yerlestiriimesine baglayarak sonlandirmislardir.

Arastirma sirasinda kullanilan malzemenin yaratabilecegi hasari, isi
lezyonundan ayirt edebilmek ig¢in kontrol ve sham gruplarinin oldugu
calismalarin sonuglarini incelemek daha guvenilir olacaktir.

Bizim c¢alismamizda kontrol ve sham grubu olusturulmasinin yanisira
modern ince elektrotlar kullaniimig; elektrotlar sinir dokusu i¢ine degil yanina
yerlestiriimis ve boylece mekanik hasardan mumkin oldugunca kacginilmistir.
Ancak bu Onlemlere ragmen, Ozellikle daha detayin gorulebildigi EM
incelemelerinde sinir dokusunun bu yaklagimla bile etkilenebildigi ve hasara
ugradigini gorduk. Kontrolde saptanan minimal hasarin sinir dokusunun
gereken incelemeler icin yapilan islemler sirasinda bile etkilendigini, SHAM
grubunda gorulen kontrole gore artan hasarin sinir dokusuna yaklagsmak igin
yapilan cerrahi igslemden de etkilendigini, konvansiyonel RF uygulamalarinin
Istya bagh belirgin hasar olusturdugunu ve en 6nemlisi PRF uygulamasi ile bu
hasarin engellenemedigini ancak azaltilabildigini gozledik.

Calismamizda kullanilan RF sureleri ve isilari klinik uygulamalarda sik

kullanildigi igin tercih edilmistir. Klinik islemlerde ¢ogu RF lezyonu 60-80°C
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arasinda 1si problari ile olusturulmustur (16,30,80,81). Bu yukseklikteki 1silar
hedef dokuda koagllasyon nekrozu olusturur (6). RF termal lezyonlari doku
Isisi 60°C ‘yi astiginda geri donusumsuz protein denaturasyonu olusturur.
Podhajsky ve arkadaglari (82) 80°C ve 42°C 1si, 120 saniye sure ile
uyguladiklari PRF’In siyatik sinirde olusturdugu hasarlari 2, 7 ve 21. gunlerde
incelemislerdir. 80°C lezyon olusturulmasindan 2 gin sonra masif 6dem
olustugunu, 7. gunde Wallerian dejenerasyona ilerledigini ve sonugta
koagulasyon nekrozu olusturdugunu dogrulamiglardir. 42°C ile uygulama
sonucunda da yine 2. ginde édem olustugu, 7. ginde geriledigi ve 21. glinde
tamamen iyilestigi saptanmigtir. Bu galismalarda sinir doku Uzerindeki hasarin
total olarak degerlendiriimesinin 6dem ve miyelin hasarinin yaninda endonoéral
aktivasyonun, inflamasyonun ve infiltre olan hucresel etkinliginin de goéz 6nune
alinmasini saglayacagi ileri surtlmastir. Ayni zamanda zamana bagimli
hasarin incelenmesinin 6dem sonrasi hasarda olugan gerilemenin
izlenebilmesini olanakli kilacagi bildirilmistir. Endondral 6demin erken patolojik
bulgu oldugu ve schwann ve diger hucrelerin sismesi, aksoplasmik
hidrasyonunun artmasi, makrofaj istilasi ve fagositoz mekanizmalarinin
oncesinde gercgeklestigi ileri surilmekte, 7. gunde maksimuma ulagsan bu
isleyisin nekroza kadar ilerledigi soylenmektedir.

Slappandel ve arkadaslar (6), dorsal root ganglionuna RF uygulamasi
yapilan 61 hastanin (29 hastaya 40°C ve 32 hastaya 67°C) 3 ay sonra VAS
esas alinarak yapilan agri sorgulamasinda, agrinin her iki grupta da benzer
duzeyde azaldigini izlemiglerdir. Her gruptan hastalarin % 50’sinde VAS 2 puan
azalmistir. Bu calisma RF uygulamalarinin analjezik etkinliginin i1sinin yarattigi
doku hasarindan kaynaklanmayabilecegini ilk olarak akla getirmis ve pulse RF
tekniginin bulunmasina kadar giden arastirmalari baglatmistir.

PRF teknigi mevcut sorunlarin agsilabilmesi igin gelistirilmistir. KRF
teknigindeki devamli akim, saniyede 2 frekans olacak sekilde pulse hale
getirilerek yontemin etkinligi artiriimis ve 1sinin konvansiyonel yontemdeki kadar
yuksek olmasina gereksinim kalmamistir. Sinir dokusuna uygulanan isi

fizyolojik sinirlara gekilerek ablasyonun derecesi dusurulmustar.
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PRF’in etki mekanizmasi henlz bilinmemekle birlikte Cahan ve ark. (83),
RF enerjisinin pulse hale getiriimesinin sinaptik aktivitenin gegici inhibisyonuna
yol agtigini, bdylece agr iletimini durdurdugunu 6ne sirmektedir. Ozellikle
kronik sirt agrisi sendromlarinin tedavisindeki etkinligini aciklayabilecek bir
baska etki mekanizmasi ise dorsal root ganglion ve spinal ndropeptit
ekspresyonunda degisiklik olabilir.

Sluijter ve arkadaslan (7) PRF teknigi ile KRF tedavisine alternatif
olusturulabilecedini ileri sirmustar.

Erdine ve arkadasglari (84) tavsan dorsal root ganglionu Gzerinde KRF ve
PRF etkilerini arastirdiklari calismalarinda KRF, PRF, kontrol, SHAM olmak
uzere 4 grup olusturmuslar;, KRF 67°C 60 saniye ve PRF 120 saniye sure ile,
olusan is1 42°C’yi gegmemek kosuluyla uygulamislardir. Uygulamadan 2 hafta
sonra yapilan incelemelerde; 151k mikroskobide higbir lenf bezi hicresi, miyelinli
veya miyelinsiz sinir hdcresinde hasara rastlamamiglardir. Ancak elektron
mikroskobide bizim galismamizla benzer sekilde KRF grubunda dev sitoplazmik
bosluklar, asiri geniglemis endoplazmik retikulum keseleri ve dejenere
mitokondria ile gekirdek zari kaybi g6zlemislerdir. PRF grubunda ise daha az
sayida geniglemis sitoplazmik bosluklar ve endoplazmik retikulum keseleri
gOzlenmis ancak g¢ekirdek zarinda bir hasara rastlanmamistir. Kontrol ve SHAM
grubunda ise higbir hasara rastlanmamistir.

Bizim sonuglarimiz, PRF uygulamasinin KRF40’den daha az ve
KRF40'in da KRF80’den daha az hasara yol agtigini gostermektedir. Tedavi
etkinligi icin agr olusturulan deneklerde ayni uygulamalarin yapilip, hasar
bulgularinin bu anlamda degerlendirilmesi kar ve zarar mantigi i¢in gereklidir.

Higuchi ve arkadaslarinin (85) yaptigi doku kultiri ¢alismasinda rat
dorsal root gangliyonlari (DRG) 3 gruba ayrilmistir. 1. gruba 38°C PRF, 2. gruba
yine 38°C KRF 120 sn suresince uygulanmistir. 3. grup sham grubu olarak
degerlendirilmistir. Sonraki gunlerde yapilan incelemelerde PRF uygulanan
dokuda iyilesme saptanirken KRF grubunda bdyle bir bulguya rastlanmamistir.
Bu ¢alismanin ana bulgusu DRG’nin PRF’e maruz birakilmasi ile spinal kordun
gri maddesinin yluzeyel laminasinda c-fos ekspresyonunun aktivasyonudur.

PRF dorsal boynuz lamina 1 ve 2 sinde c-fos ekspresyonunu indiklemis, KRF
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bunu yapmamistir. PRF’e maruz birakiimis DRG’nin hem ayni tarafinda hem
karg! tarafinda artmis sayida c-fos eksprese olmus hiicre bulunmustur. PRF ve
KRF arasinda doku sicakliklari arasinda belirgin bir fark gézlemlenmedigi igin
bu modelde c-fos ekspresyonunda cerrahi prosedur ve isi etkileri dikkate
alinmamigstir. Dorsal boynuzdaki gézlenen degisiklikler bu ¢calismada kullanilan
KRF’ ten 40 kat daha buyuk amplitidu olan PRF sinyalleri ile olusan akim
yukselip algalmasi ile iligkili olabilir denmistir.

Kultirde yapilan bu ¢alismada bizim c¢alismamizla benzer sekilde PRF
uygulamasina bagli hasar saptanmis ancak KRF uygulamalarina oranla daha
az oldugu ve daha kolay geri dondurtlebildigi gosterilmistir (85). Bu calismada
uyariimis potansiyeller Olgulerek tedavi etkinligi ile olugsan hasar iligskilendirilmis
ve olusan etkinin 1sidan daha c¢ok RF enerji moduna bagl oldugu
savunulmustur. Bu bulgular bizim galismamizda is1 benzerligine ragmen PRF
grubunda, KRF40 grubuna gore daha az hasar olugmasini desteklemektedir.
PRF uygulamalarinda olugsan tedavi edici etkinligin KRF ile olusan sinir doku
uzerindeki hasardan c¢ok ndromodulasyona baglanmasi bu godzlemlerin
mekanizmasina isaret etmekte ve detayli incelemeyi gerektirmektedir. Yuksek
frekansin spinal kordda uzun sureli inhibisyona neden olmasi ve PRF
uygulamalarinin noronal c-fos protein aktivasyonunu saglamasi morfolojik
degisikliklerden ¢ok metabolik degdiskliklerin etki mekanizmasi secgeneklerini
olusturdugunu gostermektedir.

Van Zundert ve arkadaslari, son yayinlanan kronik servikal agri (86) ve
trigeminal nevralji (87) olgularinin perkitan PRF ile tedavileri surecinde
istenmeyen etki bildirmemislerdir. Bu vyayinlarla ilgili editor elegstirisinden
DRG’ye PRF uygulamasinin, etkin ve ndroablatif olmayan bir néromodulasyon

teknigi oldugu sonucu ¢ikariimigtir (88).
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VI- SONUG

Bu ¢alismada RF uygulamalarinin bir 6rnek olarak siyatik sinir Gzerinde
olusturdugu hasar kontrol ve sham grubu ile karsilastirmali olarak incelendi ve
PRF uygulamalari ile olusan 6dem, hicre ve miyelin patolojilerinin mikroskobik
ve morfometrik incelemeleri yapilarak KRF40 ve KRF80 uygulamalarina gore
daha guvenli oldugu saptandi.

Kontrol grubunda saptanan minimal hasar, sinir dokusunun gereken
incelemeler icin yapilan islemler sirasinda bile etkilendigini; SHAM grubunda
goérulen kontrole gore artan hasar ise sinir dokusunun cerrahi iglemden de
etkilendigini dusundurdiu. Konvansiyonel RF uygulamalarinin isiya bagl belirgin
hasar olusturdugu ve PRF uygulamasi ile bu hasarin engellenemedigini ancak
azaltilabildigi gézlendi.

Siyatik sinirde meydana gelen hasar en c¢ok miyelin kilifta
gerceklesmekte idi. RF uygulamalari ile miyelin tabakalarinda konfigurasyonlar,
protrizyon, miyelin lamellerinde lizis ve lamelléz ayrilmalar, schwann
hicrelerinde lipid damlaciklari ve endondral 6dem gibi bulgular ortaya konuldu.

Bu sonuglar hem etkinlik hem de hasar olusturma agisindan PRF
uygulamalarinin daha detayh c¢alisiimasi gerektigini, calismamizda gdsterilen
hicre ve organel duzeyindeki degisikliklerin molekuler duzeyde de arastirilarak,
klinik uygulamalar igin glvenliginin kar-zarar mantigi ile degerlendirilip, mimkun

oldugunca ideal olmasinin saglanmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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ViI- OZET

RF yontemi kronik agri tedavisinde noroablasyon yaratarak agri iletimini
durdurmak amaciyla uzun zamandir kullaniimaktadir. Ancak ylksek 1si ile
yaratilan bu ablasyon deafferantasyon sekeline yol agabilmektedir. Uygulamalar
sirasinda komsu sinir dokusunda olusacak hasar, uzun surebilecek hatta geri
donugsumsuz olabilecek duysal ve motor fonksiyon kaybi riskine sahiptir.

Bunun Uzerine 1s1 fizyolojik sinirlarda tutularak agri iletimini durdurabilen
radyofrekans yontemleri Uzerinde caligsiimaya baslanmis ve pulse RF (PRF)
teknigi gelistiriimistir. Konvansiyonel RF (KRF) teknigindeki devamli akim,
saniyede 2 frekans olacak sekilde pulse hale getirilerek yontemin etkinligi
artinimis  ve 1sinin  konvansiyonel yontemdeki kadar yuksek olmasina
gereksinim kalmamistir. Boylece RF uygulamalari daha 6nce sadece duysal
lifleri olan sinirlere yénelik iken artik motor lifleri olan periferik sinirler icin de RF
teknikleri uygulanabilir hale gelmistir. Biz de calismamizda motor, duysal ve
otonom liflerin tUmand iceren bir periferik sinir olan siyatik sinir Gzerinde
calisarak, periferik sinirlerde PRF uygulamalarinin ndéroablatif etkilerinin
konvansiyonel RF yontemleri ile kargilastiriimasini amacladik.

Calismada yetigkin erkek Wistar siganlar kullanilarak 6 denekten olugsan
gruplar olusturuldu. Kontrol grubundaki deneklere higbir islem yapilmadi. Genel
anestezi uygulamasinin ardindan RF elektrotu, siyatik sinire hasar vermeyecek
sekilde ¢ok yakinina yerlestirildi. Sham grubunda RF enerjisi veriimedi. KRF40
grubunda, 90 saniye sureyle 40°C KRF uygulandi. KRF80 grubunda, 90 saniye
sureyle 80°C KRF uygulandi. PRF grubunda, 240 saniye sureyle, 45 V, 42°C'yi
gecmeyecek sekilde PRF uygulandi.

iki giin bekleme sonunda %2,5luk fosfat tamponlu gluteraldehid
solusyonu intrakardiak perfuzyon ile tespit i¢in kullanildi. Alinan 6rnekler uygun
fiksatiflerde tutularak hem 1sik hem de elektron mikroskobu (EM) takibine
yonlendirildi.

Yapilan 1s1ik mikroskobunda HE ve Toluidin mavisi boyamalarda KONTROL
grubu 6rneklerinde sinir hucrelerinde herhangi bir patolojiye rastlanmadi. SHAM

grubu oOrneklerinde Ozellikle miyelinli liflerde miyelin kihfinda az miktarda
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deformasyon ve konfigurasyonlar ile endondral édem goéruldi. KRF40 grubu
orneklerinde siyatik sinir miyelinli liflerde bozulma, konfiglrasyonlar ve
protrizyonlar gozlendi. Endonéryum ve perinbryumda o6dem, aksoplazmada
ayrismalar izlendi. KRF80 grubu orneklerinde siyatik sinir kesitinde miyelinli
liflerde bozulma ve protrizyonlar gibi bozukluklarin KRF40 grubuna gére daha
artmis oldugu saptandi. PRF grubu orneklerinde diger RF uygulamalarinda
bulunan patolojilere benzer bulgular goreceli olarak daha az oranda goéruldu.
Blyuk buyutmeli incelemelerde kiuguk buyutmeler ile paralel bulunan patolojiler
daha detayli olarak izlendi. SHAM grubunda goérllen bozukluklarin sirasiyla
PRF, KRF40, KRF80 gruplarinda giderek arttigi saptandi.

Elektron mikroskobu c¢alismalarinda 1sik mikroskobu ile paralellik
gOsteren bulgular yanisira, RF ugulamalarinin hicre organellerinde ve
iskeletinde hasar meydana getirdigi bulundu. Bulgularin 1sik mikroskobisi ile son
derece benzer sekilde ve c¢ok daha detayli izlenmek Uzere yapilan EM
incelemede hasarin aslinda en az sekilde olsa bile kontrolde de goérulduga,
SHAM grubunda arttigi, sirasiyla PRF, KRF40, KRF80'de giderek belirginlestigi
saptandi.

Sonug olarak bu calismada RF uygulamalarinin bir érnek olarak siyatik
sinir Uzerinde olusturdugu hasar kontrol ve sham grubu ile kargilagtirmali olarak
incelendi ve PRF uygulamalari ile olusan 6dem, hicre ve miyelin patolojilerinin
mikroskobik ve morfometrik incelemeleri yapilarak KRF40 ve 80 uygulamalarina
gore daha guvenli oldugu saptandi.

Kontrol grubunda saptanan minimal hasar, sinir dokusunun gereken
incelemeler igin yapilan iglemler sirasinda bile etkilendigini, SHAM grubunda
gorulen kontrole goére artan hasar ise sinir dokusunun cerrahi igslemden de
etkilendigini dugundurdu. Konvansiyonel RF uygulamalarinin isiya bagli belirgin
hasar olusturdugu ve PRF uygulamasi ile bu hasarin engellenemedigi ancak

azaltilabildigi kanisina varildi.
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VIll- SUMMARY

THE COMPARISON OF NEUROABLATIVE EFFECTS OF CONVENTIONAL
AND PULSE RADIOFREQUENCY TECNIQUES

Radiofrequency thermocoagulation (RF) has been used for many years
in pain treatment in order to interrupt pain transmission by mediating
neuroablation. However, this neuroablation caused by high temperatures may
lead to deafferantation sequela. During the application, the nerve nearby, due to
the possible damage on it, may have a risk of developing a long-term or
irreversible loss of sensory and motor function.

Therefore, radiofrequency techniques which maintain the temperature
within the physiological limits have been studied and the pulse RF (PRF)
technique has been developed. The efficacy of the continous current used in
conventional RF (CRF) technique has been increased by changing it into pulse
current, two frequencies a second, and therefore there is no need to have a
temperature as high as the one applied in conventional RF. As a result, RF
applications, once used on only sensorial nerves, can now also be applied to
peripheral nerves with sensory and motor fibers. In our study, we studied on the
sciatic nerve, a peripheral nerve which includes all motor, sensory and
autonomous fibers, and aimed to compare the neuroablative effects of PRF
applications with conventional RF techniques.

In the study, we formed five groups each had six adult male Wistar rats.
Any procedure was not applied to the rats in the control group. Following the
general anesthesia, RF electrode was placed very close to the sciatic nerve but
not to cause any damage to the nerve. RF energy was not given to the rats in
Sham group. In the CRF40 group, the rats were applied 40°C CRF for 90
seconds. In the CRF80 group, the rats were applied 80°C CRF for 90 seconds.
In the PRF group, the rats were applied 45 V PRF which did not exceed 42°C

for 240 seconds.
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Two days later, 2.5% glutaraldehyde phosphate buffered solution was
used for fixation with intracardiac perfusion. The samples, kept in appropriate
fixatives, were monitored both with a light and electron microscope (EM).

In the light microscopy, HE and Toluidin blue staining revealed no
pathological changes in nerve cells in the control group. In the samples of the
Sham group, there were configurations, endoneural edema and a little
deformation in the myelin sheath in myelin fibers. In the CRF40 group, there
were configurations, deformation and protrusion in the myelin fibers of the
sciatic nerves. Edema in perineurium and resolutions in acsoplasma were also
observed. Degeneration and protrusion in myelin fibers in the cross section of
sciatic nerves observed in the samples of CRF80 group were more than those
in the CRF40 group. In the samples taken from the PRF group, findings similar
to the pathological changes found in other RF applications were comparatively
fewer than those found in other RF applications. In large magnifying
microscobic examinations, pathological changes similar to those in small
magnifying microscobic examinations were studied in details. Corruptions seen
in the Sham group increasingly detected in the PRF, CRF40 and CRF80
groups.

In the studies conducted with an electron microscope, it was detected
that the findings were similar to those found with a light microscope, and it was
also found that RF applications caused damage to cell organelles and skeleton.
It was also observed that examinations conducted both with the light
microscobe and the electron microscope revealed some damage, though not
much, in the control group but increased in the Sham group and became
increasingly more distinct in the PRF, CRF40 and CRF80 groups respectively.

As a result, in this study the damage to the sciatic nerve caused by RF
applications in the control and Sham groups was compared. Edema, cell and
myelinisian pathological changes due to PRF application were microscopically
and morphometrically examined. It was concluded that PRF application was
safer than CRF40 and CRF80 applications.

The minimal damage determined in the control group suggested that

nerve tissues can be affected even during the any type of procedures applied to
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the nerves. The fact that the damage increased more in the Sham group than in
the control group also suggested that the nerve tissues are affected by surgical
applications as well. It was also considered that, due to high temperature,
conventional RF applications caused damage which can not be prevented but

decreased by PRF applications.
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IX- EKLER

EK1:

Fotoqraflarla perfiizyon yapilis tekniqi:

Genel anestezi altinda deri, deri alti ve fasya kaldirildi

Processus xphoideus belirlendi

Processus xphoideus yukari kaldirilip, diaphragma belirlendi

Diaphragma thorax’a girmek icin disseke edildi

Thorax’a girilip, kalbe ulasildi

Sol ventrikdl icine brandl ile apex’ten girildi

% 2,5'luk gluteraldehit fiksatifi dolagim sistemine perfuze (1cc./1sn./gr.)
edildi

1-2 sn. sonra sag atriyum enjektor ucuyla delinerek dolagim kaninin digari

¢clkmasi saglandi

EK 2:

E.M. takip semasi:

% 2,5’luk fosfat tamponlu gluteraldehit icinde en az iki saat immersiyon
tespiti saglandi

Tespit edilen pargalar fosfat tamponuna alindi

Post fiksasyon igin 1:1 oraninda osmium tetroksit (OsO4) + Milloning
tamponu eklendi (1,5-2 saat). Pargalar temiz bir tipe aktarildi

Uzerine Milloning tamponu ilave edilip 15 dk. bekletildi

% 50 Alkol (15 dk)

% 50 Alkol (15 dk)

% 70 Alkol (25 dk)

% 95 Alkol (25 dk)

% 100 Alkol (30 dk)
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% 100 Alkol (15 dk) serilerinden gecirildi. Pargalarin dehidrasyonu
saglandiktan sonra

1:1 oraninda % 100 Alkol-propilenoksit (50 dk.)

Saf propilenoksit (30 dk.)

Saf propilenoksitte (30 dk.) bekletildi, temiz tiplere gegirildi ve

2:1 oraninda propilenoksit + epon karisimi kondu (60 dk.)

1:2 oraninda propilenoksit + epon karisiminda bekletildi (60 dk.). Sonrasinda
parcalar

Epon karigimina (DMP-30’suz) alinarak 1 gece (parcalar ¢Okene kadar )
buzdolabinda +4 C° de bekletildi. Parcalar sonra

%1.5-2 oraninda DMP-30 ihtiva eden epon igerisinde BEEM 036 pyramidal
kapsullere gomuldu

37 C° etiivde 24 saat tutuldu

Etav i1si1s1 45 Coye yukseltildi (24 saat)

Etlv 1s1s1 60 Coye yukseltildi (24 saat)

Sonunda etivden alinan pargalarin tamamen sertlesmesi icin yaklasik 10
gun oda isisinda laboratuvarda beklemesi saglandi

Reichert, Austria Nr.313864 ultra mikrotom araciligiyla elektron mikroskobu
icin ince kesitler alindi

Kesitler 3,05 mm.¢apli Gilder grids G 200 bakir gridler Gzerine yerlestirildi
Gridler Uranyl Acetate ile boyama i¢in mat yuz solusyona temas edecek
sekilde ters kapatildi (20 dakika bekletildi)

Sonra borulu polietilen yikama sisesinde saf su ile yikama yapildi

Gridler kuruduktan sonra ikinci boyama olan Kursun Sitrat boyamasina
gecildi. Onceden hazirlanmis olan 4 mm’lik dis¢i mumlu petri kutularina grid
sayisi kadar damlatilan kursun sitrat boyasi Uzerine gridler mat tarafi
solisyona temas edecek sekilde yerlestirildi. Havadaki karbondioksiti almasi
icin hazirlanmis olan petri kutusunun bir kenarina sodyum hidroksit (NaOH)
konuldu

20 dakika sonunda gridler boyadan c¢ikarilip yikandi. Batin bu iglemlerden

sonra gridler elektron mikroskobunda incelenip degerlendirildi ve gerekli
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resimler degisik buyutmelerde olmak Uzere cekildi

EK3:

Isik mikroskobu icin boyama yontemi:

Toluidin blue: %2’lik stok Borax solusyonu kullaniimadan énce yari yariya
sulandirilir. 1:1 oraninda (%1) toluidin blue ile karistirilip 60°C’lik etiivde 2 dk.

boyanip akar suda yikanir.
EK 4:

ELEKTRON MiIKROSKOBU TAKIBINDE KULLANILAN FiKSATIFLER VE
TAMPONLAR, EPOXY RESIN VE BOYALARIN HAZIRLANMASI

Fiksatifler ve Tamponlar:
GLUTERALDEHIT FIKSATIFi (Milloning Fiksatifi )
Arastirmalarda gluteraldehid ile yapilan tespitlerde, ince yapinin iyi bir
sekilde muhafaza edildigi tespit edilmistir. Gluteraldehid’i osmium tetroksid’li bir
fiksatif takip edecek olursa bu sekilde yapilan gifte fiksasyon sonunda elde

edilen ince yapi muhafazasinin ¢ok iyi oldugu ortaya konmustur.

Milloning tamponu:

e A:13,36 gr. Na HPO4. H20......... 300 mi
e B:1536gr.NaOH .................... 300 ml
o (C:324gr.sukroz...................... 300 ml

e D:207,5 ml. A solusyonu+ 42,5 ml. B solusyonu

Tampon solusyonu, 25 ml.C solusyonu Uzerine 25 ml.D solusyonu eklenip
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total volum distile su ile 500 ml.'ye tamamlanarak (pH: 7,2- 7,4) hazirlanir.
Sonugta, %2,5’luk gluteraldehit fiksatifi % 25’lik ticari gluteraldehit solusyonu ve
Milloning tamponundan 1:9 oraninda karigtirilarak elde edilir.

OSMiUM TETROKSID FiKSATIFi:

Stok solusyon hazirlanmasi igin kullanilacak sisenin kahverengi olmasi,
genis agiza sahip bulunmasi, camdan yapili kapaginin sise agzina iyice uymasi
ve sisenin dzel olarak dnceden iyi bir sekilde temizlenmesi gerekir. Onceden
temizlenmis ve bu amag icin kullanilacak 100 cc’lik genis agizli ve cam kapakli
sise bir gece sure ile kesif sulfurik asidte birakilir. Sonra distile su ile birgok
defalar yikanir ve etuvde kurutulur. Bu sise igine 50 cc. distile su konduktan
sonra osmium tetroksidin 1 gr'lik ampullu bu sise iginde kirilir. Osmium tetroksid
ampulinun de daha onceden iyice temizlenmesi gerekir. Bu amacgla once
ampulun etiketi ¢ikarildiktan sonra ampul yikanir. Ampuliun bir ucuna yakin yeri
bir ampul testeresi ile halka seklinde gizilir. Bir ucu gizilmis olan bu ampul en az
bir saat sure ile kesif sulfurik asidte birakilir. Sisenin temizlenmesinde oldugu
gibi distile su ile birgok defalar yikanir.

Sonra ucu aleve tutulmus bir pens yardimiyla ampdul tutulur ve gizilen ug
bir benzen alevinde isitildiktan sonra 50 cc. distile su bulunan sise icine atilir.
Sicak ampul soguk suya temas edince testere ile ¢izilmis yerinden parcalanir.
Serbest kalan osmium tetroksit kristalleri oda i1sisinda erimeye birakilir. Osmium
tetroksit suda gug eridiginden eriyigin kullaniimadan bir gun evvel hazirlanmasi
gerekir. Bu sekilde hazirlanmis %2’lik osmium tetroksit eriyigi cok acgik sari

renkte ve berrak goértnusludur. 4°C’de birkag hafta saklanabilir (48).

TUZLU FOSFAT TAMPONU:

e 0,663 gr. NaH,PO4. H,O

e 4,04 gr. NapHPO4. 7H,0

e 8,78 gr. NaCl

1000 ml. Distile suda eritilip, pH:7,4 olabilmesi i¢cin 1 N. NaOH solusyonu
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damlatilarak hazirlanir.
Fiksatif icin OsO,4 stok solusyonu ve tuzlu fosfat tamponu 1:1 oraninda
karistirilarak postfiksasyon igin OsOy fiksatifi elde edilir.

Elektron mikroskobu icin kullanilan boyalarin hazirlanmasi ve boyama

metodlari
Uranyl Asetat Hazirlanisi:
e Uranyl Asetat 3,75 gr.
e Distile su 50 cc.

250 ml’lik erlenmayer kabina 50cc. kaynatilmig-sogutulmus distile su
konur. 3,75 gr. uranyl asetat konur ve 15 dakika karigtirilir. Erlenmayer parafin
ile kapatilir. En az 1-2 saat buzdolabinda bekletilir.

Stok solisyonundan 10 ml. pastér pipetle, 15 ml.’lik konik santrifiij tiblne
5 ml. uranyl asetat, 5 ml. ethanol konur. 1800 devirde + 4° de 20 dakika soguk

santrifuj yapilr.

Kesitlerin_Uranyl Asetat ile Boyanmasi: Santrifij yapilan sollisyondan boya

kaplarina yetecek miktarda konarak igersine kesitler temas edecek sekilde Uzeri
kapatilir (parlak yuzey yukari, mat ylzey asagi konur ). 5 dakika bekletildikten
sonra kesitler pens yardimiyla ¢ikarilip distile su ile yikanir. Petri kutularinda

kurumaya birakilir.

Kursun Boyasi :

Kursun nitrat  (Pb(NO3), ) 1,33 gr.
Sodyum sitrat (CsHsNaz07.5,5 H20) 2,137 gr

50 ml. siseye 30 ml. kaynatiimis distile su konur. Kursun nitrat + Sodyum

sitrat ikisi bir arada karistirilir. Uzerine 8 ml. 1 N NAOH eklenir. Toplam hacim

50 ml. distile suyla tamamlanarak stok solusyonu hazirlanir.
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Stok soltsyonu 10 ml. pipetle 15 ml.’lik santrifij tipine 10 ml. saf kursun

solusyonundan konur. Sogutmali santrifijde 1800 devirde 20 dakika santrifij
yapilir.

Kesitlerin Kursun ile Boyanmasi: Santriflij yapilan solusyon, kesitleri boyamaya

hazirdir. Digs¢i mumu Gzerine birakilir. Dig¢i mumunun bir kenarina NaOH’dan
bir parca konulur. 20 dakika bekletilir. Cikarihp kesitler tridistile su ile yikanir.

Kurumaya birakilir.
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