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OZET

Amag: Kandaki 1s1 degisikliklerinin kan hiicrelerinde olustur-
dugu morfolojik degisiklikleri incelemek apoptotik élimleri-
ni degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem: Calismada yaslari 18-25 arasinda degisen
tamamen saglikh 6 kadin ve 6 erkek denekten alinan kan
ornekleri kullanildi. Alinan 6rnekler kendi iglerinde 7 alt
gruba ayrildi ve isi dereceleri her saatte 2°C arttirilmak
suretiyle tim 6rneklerin isilari 37°C’ den 43°C’ ye cikarild.
Isitma sirasinda 39°C’ ye isitilan 6rnegin bir kismi 1 saat
sonunda 37 °C’ye sogutulurken ayni islem 41°C ve 43°C’ ye
dek isitilmis 6rneklerede uygulandi. Siirelerin sonunda kan
orneklerinden 1 adet Giemsa ve 1 adet immunohisto-
kimyasal boyama igin 2 adet periferik yayma alindi. Ayni
sekilde ayni 6rneklerden deneyin her basamaginda alinan
kan orneklerinden tam kan sayimi ve biyokimyasal olarak
HSP70 titresi olctldu. Elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Deney sonunda artan isi derecelerinin yiiksek
isilarda daha anlaml olmak (izere |6kositlerde apoptotik
hiicre 6limuni arttirdigl tespit edildi. Diger yandan isinin
dislralduga gruplarda ilging olarak yiksek isilardan hizla
37°C’ ye sogutma oldugunda apoptotik hiicre 8liimiiniin
arttigl gozlendi. Bununla birlikte, tim gruplarda HSP70
dizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadigi tespit edildi.
Ayni sekilde kan sekilli elemanlarinin oranlarinda da artan
apoptotik hiicre 6limine ragmen anlamli degisiklik olmadi-
g1 tespit edildi. Elde edilen tim verilerin kadin ve erkek
arasinda anlamli bir farkhhk géstermedigi belirlendi.

Sonug: Elde edilen sonuglar bize artan isi derecelerinin
kanda l6kositlerde apoptotik hiicre 6limiind arttirdigl, buna
karsin bu artisin kan hicre profilinde anlamh bir etki yap-
madigini ortaya koymustur. Bu isi degisimlerinin HSP70
ekspresyonuna gereksinim olmayacak kadar az yan etkisi
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis; hipertermi; 1si soku protein-
leri; immunohistokimya; programli hiicre 6lim{.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to evaluate the effects of
heat changes in blood tissue on blood cells’ morphology
and apoptotic cell death.

Material and Methods: The blood samples taken from
quite healthy 6 women and 6 men from 18 to 25 years old
have been used. These samples were assembled into 7
subgroups within itself and by increasing the temperature
2°C per hour, all the samples’ heat was raised from 37°C to
43°C. During the heating, some part of the sample that was
heated to 39°C was cooled to 37°C after an hour; this same
process was applied on the samples that were heated to
41°C and 43°C. At the end of incubations 2 smears was
prepared and stained with Giemsa and TUNEL based kit.
Also, all of blood samples’ content was counted and bio-
chemically, HSP70 titer was measured.

Results: It was confirmed that high temperature induced
apoptotic cellular death rate in leukocytes. It was also seen
that in the groups with decreasing the death of the cells
increased. Besides, there were no significant differences
between the levels of HSP70 in all groups. At last, all of the
data got from all criteria revealed that there were no signif-
icant differences between women and men.

Conclusion: All the data revealed that increasing tempera-
ture triggers apoptotic cell death in blood leukocytes but
this increasing did not affect the number of blood cells
clearly. On the other hand, in this model, HSP70 expression
is not triggered by changing of temperature.

Keywords: Apoptosis; hyperthermia; heat shock proteins;
immunohistochemistry; programmed cell death.
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GiRiS

Vicutta hemen her hiicre yasam déngtisu iginde do-
gar, cogalir, gerektiginde farklilagir ve 6lir. Butlin bu
olaylar dogal bir denge halinde siirekli meydana gelir
(1). Canhligin temel karakterlerinden biri olan 6lim
gerek hiicre gerekse organizma bazinda her zaman
karsilasilan bir olaydir (2). Nekrotik hicre 6limu ve
programh hiicre 6limi yani apoptozis olmak uzere
temel olarak iki tip hiicre 6limu vardir (3). Son yillar-
da yeni hicre 6lim tipleri tanimlanmakla birlikte
literatirde temel olarak kabul edilmis bu hiicre 6lim
sekilleri organizmanin farkli durumlarinda farkli yolak-
lardan aktive edilmek suretiyle organizma igindeki
hiicresel yasam doénglisiint degistirirler. Hiicre 6lima
ile ilgili ilk bilgiler 151k mikroskobunun ve yeni boyama
yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz
adi verilen hiicre 6lum tipi tanimlanmistir (4). Nekroz
uzun yillar detayh arastirmalara konu oldugu halde,
fizyolojik hiicre 6limi olan apoptozis bu siiregte uzun
yillar Gzerinde az durulmus fizyolojik bir stire¢ olarak
kalmistir. ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie adli patolog-
larin detayli olarak tanimladigi apoptozis, erken
mitokondriyal degisiklik, hiicre biiziismesi, kromatin
yogunlagsmasi, nikleer kirilma, hicre zar sismesi,
kaspaz aktivasyonu, phosphatidylserin’in hiicre zari
dis yizeyine c¢ikmasi (“eat me” signaling) cekirdek
parcalanmasi ve bunun sonucunda apoptotik cisimcik-
lerin olusmasi gibi art arda bircok morfolojik ve biyo-
kimyasal degisikliklerle karakterizedir (5, 6). Bununla
birlikte, 6nemli olarak, apoptotik hiicre veya cisimcik-
lerin hiicre zarlari hasarlanmadigi ve hemen savunma
hiicreleri tarafindan fagosite edildigi icin bdlgede
enflamasyon olusmamaktadir (6). Apoptozis patolojik
sireglerde koruyucu gorev gorme yaninda fizyolojik
gelisim silirecinde de ¢ok édnemli bir sliregtir. Dokular-
daki hicre sayisini belirleyici homeostatik mekanizma
olarak kabul edilen apoptozis embriyogenez ve
fetogenez sirasinda normal gelisimin saglanabilmesi
amaclyla, islevlerini yerine getiremeyecek ya da bir
timor seklinde gelisebilecek, yasli hasar gormiis ya da
anormal hiicrelerin ortadan kaldiriimasinda, eriskinde
hormona bagli invollisyon durumlarinda, siirekli coga-
lan hiicre gruplarinin azaltilmasinda, hiicrelerin hasta-
lik ve zararli ajanlara bagli zedelenmesinde, pankreas,
parotis ve bobrek gibi organlarda kanal obstriksiyon-
larina bagh gelisen atrofilerde, hiicresel immiin red
reaksiyonlarinda aktif olarak gorilir (7- 10). Bununla
birlikte iyonize radyasyon, oksidatif stres, sitotoksik
antikanser ilaglari, sitokinler, hafif hipoksi ve
hipertermi durumlarinda da apoptozisin indiklendigi
gozlenmistir (11- 13).
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Heat Shock Protein (HSP) adi verilen 1s1 soku pro-
teinleri vicutta baz fizyolojik veya patolojik stresler-
de ortaya cikan proteinlerdir. Bu nedenle bu protein-
ler Protein Saperonlar veya Molekiiler Gardiyanlar
olarak da adlandirilirlar. Hiicresel fonksiyonlarin sir-
dirilmesi ve yapisal proteinlerin bitlnlGgiiniin ko-
runmasina yardimci olan bu proteinler sitoplazma ve
niikleusta yer alirlar (14, 15). Bu proteinlerin isi digin-
da iskemi, hipoglisemi, hipoksi ve hucresel toksinler
gibi stres kaynaklarinca da harekete gegirilebildikleri
belirtilmistir (16). Bununla birlikte, stressiz durumlar-
da fizyolojik diizenleyici olarak da gorev yapabilirler
ve hicre siklusunda, farklilasmada, embriyogenezde
ve blyume faktorlerinin uyarilmasinda da etkin rol
oynarlar (17).

Kan dokusu insan organizmasindaki en 6nemli
dokulardan bir tanesidir. Viicut iginde gelisen fizyolo-
jik ve nonfizyolojik silireclerin hemen tamami kan
dokusu araciligi ile efektor organlari uyarmakta ve bu
uyarana bagl olarak organizmayi korumak icin orga-
nizma uygun vyanitlar Gretmektedir. Ancak bazen
hipersensitivite gibi durumlarda bu yanitlar organiz-
may| bizzat tehlike altina da sokabilir. Vicut iginde sik
olarak goriilen nonfizyolojik siireglerden bir tanesi de
vicutta 1si artisidir. Bu artis, siddetine bagh olarak,
organizma Uzerinde ciddi hasarlar olusturabilir. Ge-
nellikle enfeksiyon kokenli etkenlere baglh olarak
fizyolojik olarak artan viicut isisi organizma tarafindan
yeterli miktarda kontrol altinda tutulamazsa vicut
hiicrelerinde hasarlanmalara ve 6liime neden olabilir
ve nonfizyolojik bir etki karsimiza gikabilir. Bununla
birlikte glinimuzde malign hastaliklarda kan dokusu
Isisinin arttirilmasi prensibine dayanan hipertermi
tedavisi uygulanmak suretiyle basta I6semi olmak
Uzere bazi tiimorlerin gelisimi olduk¢a azaltilmakta ve
hatta uzun sireli remisyonlar saglanabilmektedir.

Bu galismamizda amacimiz viicut sicakliginda go-
rilen yikselmelere bagl olarak artan kan dokusu
isisinin kan dokusu hicreleri lzerinde olusturdugu
morfolojik etkileri 1sik mikroskobik diizeyde inceleye-
bilmektir. Bu etkinin incelenmesinde dncelikle I6kosit-
lerin fizyolojik 6limi ve eritrositer seride gorilen
degisiklikler ve tiim kan hiicrelerinin genel sayilarinda
ve oranlarinda goriilen degisiklikler erkek ve kadin
deneklerde karsilastirmali olacak sekilde incelenmis-
tir. Ayrica vicudu 1si sokuna karsi koruyan faktérler-
den biri olan HSP70 isimli saperonunda bu isi degisim
slirecindeki etkisi ve kan dizeylerindeki degisimi
incelenmistir.
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GEREC ve YONTEM
Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi:

Calismada toplanacak materyal ve uygulanacak me-
todun uygunlugunun belirlenmesi bakimindan Afyon
Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi insan Etik Kuru-
lundan onay alindi. (Onay No:08.03.2007-47).

Calismada yaglari 18-25 arasinda olan; herhangi
bir kronik hastalig veya akut tedavi gerektiren bir
rahatsizigi bulunmayan, 2 haftadir herhangi bir ilag
kullanmamis, tamamen saglikli 6 kadin ve 6 erkek’ten
alinan kan ornekleri kullanildi. Kan érneklerinin alin-
masindan o6nce etik kurul tarafindan kabul edilmis
“Hasta Gonulli Olur Formu” deneyde kan ornekleri
kullanilacak olan tim kisilere (deneklere) okutturula-
rak imzalatildi. Deneklerin her birinden 5’er adet 2
cc’lik kan ornegi, icinde antikoagiilan mevcut olan
tuplere (Vacutainer, Beliver Ind. Est. Plymouth, UK)
alindi. Alinan érnekler hemen 37°C'lik etiiv icine ko-
narak inkibasyona alindi. 1 saatlik inkiibasyon so-
nunda her bir denekten alinan 5’er adet kan 6rnegin-
den 1’er tanesi inklibasyondan cikartildi ve etliv dere-
cesi hemen 39°C'ye cikartilarak diger 4’er adet kan
orneginin inkiibasyonlarina devam edildi. Bu anda
37°Clik inkiibasyondan alinan kan &rneklerinden 2
adet lama (Superfrost, Thermo Fisher Scientific Inc,
USA) periferik yayma yapildi ve bunlardan biri May-
Grinwald Giemsa boyasi ile boyanip stk mikrosko-
bunda hiicre morfolojileri degerlendirildi. Diger lam
ise immunohistokimyasal olarak boyanarak apoptotik
Iokositlerin tespiti yapildi. En son olarak ayni kan
ornegi tam kan sayimi (CBC) yapilmak suretiyle analiz
edildi. Bu kan orneklerinin olusturdugu veri grubu
Grup 1 olarak isimlendirildi.

Etiivde 39°C inkiibasyonu devam eden diger 6r-
neklerden her denege ait bir grup kan 6rnegi 1 saatlik
inklibasyon sonunda etiivden cikartildi ve yukarida
anlatilan metodun aynisi kullanilmak suretiyle direkt
periferik yayma ve immunohistokimyasal boyama
lamlari hazirlandi ve CBC profilleri ortaya kondu. Bu
gruptan elde edilen veriler ise Grup 2 olarak isimlen-
dirildi. Kan ornekleri etlivden alindiktan hemen sonra,
etiiv derecesi arttirilarak diger 3 kan érnegi 41°C’de
inkiibe edilmeye devam edildi. Bununla birlikte,
39°C'deki Grup 2’'ye ait kan &rneklerinden lamlar
hazirlanip CBC sayimi i¢in 6rnek alindiktan hemen
sonra bu kan 6rnegi bu kez 37°C'lik etiive kondu ve
burada 1 saat daha inkiibe edildi. 1 saat sonunda bu
kan érneklerinden yine 2 adet lama periferik yayma

yapildi ve CBC kan sayimi yapildi. Bu érneklerden elde
edilen veriler Grup 3 olarak isimlendirildi.

41°C'lik 1 saatlik inkiibasyonu tamamlanan kan
orneklerinden yine vyukarida anlatildigi sekilde
periferik yaymalar hazirlandi ve CBC kan sayimlari
yapildi. Buradan elde edilen veriler Grup 4 olarak
isimlendirildi. Yine ayni sekilde bu gruptan yayma ve
CBC igin kan ornegi alindiktan sonra ayni kan ornegi
bu kez 37°C'lik inkiibatére konularak 1 saat daha
inkGbe edildi. Buradan elde edilen veriler ise Grup 5
olarak isimlendirildi.

Kan ornekleri etiivden alindiktan hemen sonra
etlv derecesi arttirilarak diger kan 6rnekleri bu kez
43°C'te inkiibe edilmeye devam edildi. 43°Clik 1
saatlik inkibasyonu tamamlanan kan 6rneklerinden
yine periferik yaymalar hazirlandi ve CBC kan sayimla-
ri yapildi. Buradan elde edilen veriler Grup 6 olarak
isimlendirildi. Bu gruptan da periferik yayma ve CBC
icin kan 6rnegi alindiktan hemen sonra ayni kan 6rne-
gi bu kez 37°C’lik inkiibatére konularak 1 saat daha
inkiibe edildi. inkiilbasyon sonunda bu &rnekten de
yapilan yayma ve CBC sayimlarindan elde edilen veri-
ler Grup 7 olarak isimlendirildi. Yapilan tiim metodo-
loji Tablo I'de 6zetlenmistir.

Histolojik Degerlendirme:
Histokimyasal Boyama:

Orneklerden hazirlanan kan yaymalari % 70 metanolle
tespit edildi ve May Griinwald-Giemsa boyamasi ile
histokimyasal olarak boyandi ve stk mikroskobu al-
tinda hiicresel morfoloji degerlendirmeleri yapildi.

immunohistokimyasal Boyama:

Orneklerden hazirlanan kan yaymalarinda |6kositlerde
gorilmesi muhtemel apoptotik hiicre 6liminin tes-
piti icin ticari bir kit kullanilmak suretiyle preparatlar
boyandi. Bu amagla  TUNEL  bazh DNA
fragmentasyonunun tespitini saglayan bir kit kullanildi
(Fragel QIA33, Calbiochem, Darmstadt). Boyama
slirecinde oncelikle 1xTBS’te inkiibe edilen yaymalar
bu rehidratasyon islemi sonrasi Proteinase K 2 mg/ml
ile permeabilize edildi ve diger boyama protokolleri
kit iceriginde mevcut kilavuza gore yapilarak i1sik mik-
roskobu altinda degerlendirme yapildi.

Kocatepe Tip Dergisi 2014;15(3):228-37



231

Erdem ve ark.

Tablo I: Calismada olusturulan gruplarin 6zellikleri ve uygulanan analiz metotlari.

Gruplar

Uygulanan Isi Derecesi ve Siiresi

Yapilan Analizler

Grup 1(37°C) 37 °C’de 1 saat inkiibasyon

Grup 2 (39°C) 39 °C’de 1 saat inkiibasyon

Grup 3 (39-37)

daha inkiibasyon
Grup 4 (41 °C) 41 °C’de 1 saat inkiibasyon

Grup 5 (41-37 °C)

daha inkiibasyon
Grup 6 (43 °C) 43 °C’de 1 saat inkiibasyon

Grup 7 (43-37 °C)
inkibasyon

Grup:2’de ornekler 37 °C’'de 1 saat

e Tam kan sayimi

o Direkt periferik yayma

e immunohistokimyasal olarak
apoptozis tespiti

e HSP diizeyi tespiti

Grup:4’de ornekler 37 °C’'de 1 saat

Grup:4’de ornekler 37 °C’'de 1 saat

Biyokimyasal Degerlendirme:
Biyokimyasal Analiz:

HSP70 o6lglimi igin gerekli numune eritrosit paketin-
den saglandi. HSP70 degerleri ticari bir kit (Human
Assay Designs MI, USA) ile ELISA yontemi ve ELISA
Olcim cihazi (Captia Reader, Trinity Biotech,
Winooski, Vermont, USA) kullaniimak suretiyle tespit
edildi.

Orneklerdeki eritrosit ve |dkosit sayilari, 16kosit
alt grup oranlari ve trombosit sayilar tespit edilmesi
icin gerekli CBC ol¢limleri CBC ol¢cim cihazi  (Roche
Diagnostics Sysmex XT-2000 |, Japan) kullaniimak
suretiyle analiz edildi.

istatistiksel Analiz:

Calisma sonucu histolojik gozlem ve biyokimyasal
degerler olarak elde edilen veriler birbirleriyle karsi-
lastirilarak istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamh
farkhhk olup olmadigi incelendi. Bu amagla One Way
ANOVA metodu ve Post hoc test olarak da Tukey testi
uygulandi. Ote yandan elde edilen verilerin erkek ve
kadinlar arasinda farklihk gosterip gdstermedigini
belirlemek i¢cin Mann-Whitney-U testi uygulandi.
Gruplar arasindaki farklihk 0,05’den kigukse farklilik
anlaml olarak kabul edildi. Testlerin uygulanmasi igin
SPSS for Windows 15.0 istatistiksel analiz programi
kullanild.

BULGULAR

Calisma sonucu elde edilen materyallerin 151k mikros-
kobu altinda degerlendiriimesinden elde edilen veri-
ler ve kan orneklerinden biyokimyasal olarak elde
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edilen veriler, istatistiksel olarak grup ici ve/veya
gruplar arasi olarak karsilastirildi.

Apoptotik indeksin degerlendirildigi ilk paramet-
rede; apoptotik indeksin artan isiya bagh artis goster-
digi tespit edildi. Grup 1’de (Sekil I1A-B) hi¢ apoptotik
hiicre olmamasina karsin, 1sinin giderek arttirldig
diger gruplarda (Grup:2 (Sekil IC-D), Grup:4 (Sekil 1G-
H) ve Grup: 6 (Sekil 1IC-D)) giderek artan bir apoptotik
hicre sayisi tespit edildi. Ancak, artis Grup:1 ile
Grup:2 arasinda istatistiksel olarak anlamli olmamasi-
na karsin (p>0,05), Grup:1 ile Grup:4 ve Grup:6 ara-
sinda anlamliydi (sirasiyla p=0,007 ve p=0,000). Ote
yandan Grup:2 ve Grup:4 ile sadece Grup:6 arasinda
anlamli farkhihk vardi (sirasiyla p=0,000, ve p=0,026).
Isinin giderek arttirildig diger tim grup karsilastirma-
larinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik mev-
cut degildi (p>0,05). Bu parametrenin degerlendirildi-
gi tanimlayici veriler Tablo II’de verilmistir.

Bununla birlikte, 1sinin dastrildtgl gruplarda
Grup:3’de (Sekil IE-F) apoptotik hiicre sayisinin azal-
masina karsin (p>0,05); diger 2 grup olan Grup:5 (Se-
kil H1A-B) ve Grup:7 (Sekil IIE-F)’de anlamli olarak hizla
artmasi dikkat cekiciydi (tim diger gruplarla karsilasti-
rildiginda hepsi icin p=0,000).

CBC olg¢limlerinin degerlendirildigi 2. parametre-
de; CBC sayimi sonucu gruplardaki 6érneklerden elde
edilen veriler arasinda eritrosit, |0kosit ve trombosit
sayilarinin ve lokosit alt gruplarinin oranlarinin ara-
sindaki farkhhigin istatistiksel olarak anlamli olup
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olmadigl arastirildi. Yapilan istatistiksel analiz sonu-
cunda elde edilen degerlerin ortalamalarinin arasinda
belirgin bir farkhlik olmadigi ve tim gruplar arasinda
artan 1si derecelerine veya isi diisirmelerine bagh
hicbir anlamh degisim olmadig tespit edildi (p>0,05).

HSP dizeylerinin karsilastirildigi 3. parametrede
ise, yine tiUm gruplar arasinda HSP70 degerleri orta-
lamalarinda belirgin bir degisiklik olmadigi ve bu de-
gerlerde artan 1s1 derecelerine veya isi diisirmelerine
bagh hicbir anlamh degisim olmadig tespit edildi
(p>0,05). Bu parametrenin degerlendirildigi tanimla-
yici veriler Tablo IlI’de verilmistir.

HSP70 degerlerinin karsilastiriimasinda da kadin
ve erkek deneklerden elde edilen veriler arasinda
anlamli farklilik olmadigi belirlendi (p>0,05).

Elde edilen verilerin kadin veya erkek arasinda
anlamh bir degisiklik gésterip gostermediginin arasti-

rildigi 4. ve son parametrede ise; immunohis-
tokimyasal ve Giemsa boyama ile elde edilen ortala-
ma apoptotik indeks degerlerinin erkek ve kadinlar
arasinda anlamli farklihk géstermedigi tespit edildi
(p>0,05). Diger yandan, CBC olgimlerinin karsilastiril-
dig analizlerde tim gruplarda RBC sayilarinin, He-
moglobin ve Hematokrit oranlarinin kadin deneklerde
erkek deneklere gore anlamli derecede disik oldugu
tespit edildi (p<0,05). Bununla birlikte, diger paramet-
reler arasinda anlamh farklilk mevcut degildi
(p>0,05).

Calismamizda dikkati ceken bir diger nokta, artan
Isi derecelerine paralel olarak eritrosit dis zarlarinin
gorinimlerinde bozulma, tirtikh bir yapilanma, birbir-
lerine birgok bolgede siki sikiya tutunma ve hatta bazi
yerlerde yapisma gozlenmis olmasi ve anizositoza
kadar degisen yapisal goériinim bozukluklari tespit
edilmis olmasiydi.

Tablo II: Calismada immunohistokimyasal boyama ve Giemsa boyama sonucu elde edilen ortalama
apoptotik hiicre degerleri icin tanimlayici veriler.

Grup Denek Ortalama Standart Standart Minimum Maksimum

1 12 0,000 0,000 0,000 0 0

2 12 5,833 3,182 0,919 2 12

3 12 4,167 2,249 0,649 1 8

4 12 9,417 4,358 1,258 3 17

5 12 35,750 9,077 2,621 22 53

6 12 17,750 5,956 1,719 8 29

7 12 50,000 10,962 3,165 27 67

Tablo lll: HSP 6l¢limi sonucunda ele edilen tanimlayici veriler.

Grup Denek Ortalama Standart Standart Minimum Maksimum
Sayisi (n) Sapma Hata Deger Deger

1 12 12,893 2,293 0,662 9,22 16,64

2 12 13,024 1,850 0,534 9,82 16,26

3 12 11,849 1,766 0,509 7,86 13,70

4 12 13,468 2,847 0,822 8,83 20,53

5 12 10,824 2,133 0,616 7,78 14,11

6 12 10,619 1,526 0,440 7,88 13,45

7 12 11,648 3,807 1,099 5,94 19,66
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Sekil I: 1A-B: Grup:1'de periferik yaymanin goriinimi (A=Fragel Kit B=May-Griinwald Giemsa). ince ok-
lar=Morfolojik olarak normal hicreler. x400., IC-D: Grup:2’de periferik yaymanin gorinimu (A=Fragel Kit
B=May-Griinwald Giemsa). ince oklar=Morfolojik olarak normal hiicreler. Kalin oklar=Apoptotik hiicreler. x400,
IE-F: Grup:3’de periferik yaymanin gériinimi (A=Fragel Kit B=May-Griinwald Giemsa). ince oklar=Morfolojik
olarak normal hucreler. Kalin oklar=Apoptotik hiicreler. x400, 1G-H: Grup:4’de periferik yaymanin goriniimi
(A=Fragel Kit B=May-Griinwald Giemsa). Kalin oklar=Apoptotik hiicreler. x400.
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Sekil Il: A-B: Grup:5’de periferik yaymanin goriinimi (A=Fragel Kit B=May-Griinwald Giemsa). ince ok-
lar=Morfolojik olarak normal hiicreler. Kalin oklar=Apoptotik hiicreler. x400, IC-D: Grup:6’da periferik yaymanin
gériinimi (A=Fragel Kit B=May-Griinwald Giemsa). ince oklar=Morfolojik olarak normal hiicreler. Kalin ok-
lar=Apoptotik hiicreler. x400, IlE-F: Grup:7’de periferik yaymanin gériinimi (A=Fragel Kit B=May-Griinwald
Giemsa). ince oklar=Morfolojik olarak normal hiicreler. Kalin oklar=Apoptotik hiicreler. x400.

TARTISMA

Embriyonik donemde dokularin sekillenmesi ve or-
ganlarin gelisiminde birgok fizyolojik fonksiyonlarin
aktif hale gelmesinde araci olan apoptozis, postnatal
hayat siirecinde de birgok fizyolojik ve patolojik stire-
cin kontroliinde ¢ok biiylik 6éneme sahiptir (18). V-
cutta faydal olmayacak her tirlG hicrenin elimine

edildigi bir 6lim sekli olan apoptozis, bu sayede vi-
cudu malign hastaliklardan da koruyabilmektedir (2).
Bircok intrensek ve ekstrensek faktoriin etkisi altinda
ilerleyen ve/veya durdurulan apoptozis slireci radyas
yon, yuksek 1s1, toksik kimyasallar gibi farkl eksojen
stres faktorlerinin etkisi altinda asiri uyarilmaktadir(s).
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Bununla birlikte, bu uyaranlar bazi durumlarda diger
bir 6lim sekli olan nekrozla da sonlanabilirler (7).
Ornegin, yukarida saydigimiz faktérlerin dozu hafif
oldugunda apoptozis tetiklenirken, ayni faktorlerin
dozunun arttirildiginda nekrozun tetiklendigi goraltr
(8). Bizim yapmis oldugumuz ¢alismamizda da yukari-
da sayilan stres faktorlerinden biri olan hipertermi ile
hiperterminin siddetine paralel olarak apoptotik hic-
re 6limdnidn arttigl sonucuna varilmistir. Ancak hiic-
relerde herhangi bir nekroza ait morfolojik bulgu
tespit edilememistir.

Degisik 6lim sinyallerine maruz kalan hicrenin
hangi tip 6lumi sececegi, ilgili sinyalin tlrd, siddeti ve
siresi ile yakindan ilgilidir. Nekroza neden olan 6lim
sinyallerinin ortamdaki tim hdcreleri etkilemesine
karsin apoptozise neden olan sinyallerin belli bir sayi-
da hiicreyi etkilemesi 6nemlidir. Bunun yaninda, nek-
roz slirecine giren hiicrenin geriye doniisi mimkiin
olmamakla birlikte; apoptozis siirecine giren bir hiicre
mitokondriyal transmembran potansiyeli etkilenme-
dikge apoptotik uyaranin kalkmasi durumunda nor-
mal yapisina geri donebilir (19- 21). Bizim yapmis
oldugumuz calismada 39°C’den 37°C’ye 1si disiirdl-
mesi ile apoptotik hiicre 6liminde azalma gordliir-
ken, 43°C’den 37°C’ye 1si azaltildiginda apoptotik
indekste azalma goriilmemis olup tam aksine artma
gozlenmistir. Buda bize ¢alismamizda apoptotik uya-
ran olarak kullanilan hiperterminin hiicreyi apoptozise
gotirme asamasinda belli basamakta geri dénisim
olabildigini gostermektedir. Bu geri donisimiin bil-
hassa 39 °C’den 37°C’ye 1si disiriilmesi basamaginda
olmasina karsin 43°C’den 37°C’ye azaltiima durumun-
da olmamasi ve hatta tam aksine hiicre oliminin
artmasli bize yiksek 1si derecelerinde hiicrelerin zar
vapisinin ve bilhassa mitokondriyal zarin yapisinin
tamir edilemez dizeyde hasarlanmis oldugunu di-
sindirmektedir.

Stres, organizmanin normal isleyisine aykiri bir
durumdur. Genel sikinti ve emosyonel dizensizlik
vicutta birgok patofizyolojik durumun altinda yatan
esas etkenlerdir. Viicutta gorilen stres sekillerinden
biride somatik kaynakh streslerdir. Bunlara ornek
olarak hipertermi, oksidatif hasar, hipoksi, hipoglise-
mi, agir metaller, etanol, metabolik zehirlenmeler,
protein denaturasyonu verilebilir (17, 22). Stresle
hiicrelerde koruyucu bir mekanizma olarak i1si soku
proteinleri eksprese edilir. Buna zit olarak stres ciddi
derecede ise apoptozisin tetiklendigi goriliir. Bu
hasarlanmis hiicrelerin organizmadan uzaklastirilmasi
icin iyi bir yontemdir (23). Bizim calismamizda ise
uygulamis oldugumuz stres faktérinin vicutta HSP
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koruma tamponunu aktive edecek kadar yeterli stres
olusturmadigi ortaya konmustur. Bu durum bize ¢a-
lismamizda kullanilan kan érneklerinin isitilma sireci-
nin progressif bir sekilde olmasi yani sok 1sitma uygu-
lanmamasi nedeniyle ve/veya tim stres faktériinin
yani isinin érneklere toplam en fazla 4 saat uygulan-
masi nedeniyle yeterli HSP ekspresyonu olusturmadi-
gini diisindirmektedir.

Galismamizin ana konusunu olusturan hipertermi
kavrami bu stresler icinde olduk¢a 6nem arz eden
kavramlar icinde yer almaktadir. Calismamizda kan
dokusunun tercih edilmesi apoptozisin polimorfo-
nikleer lokositlerde kolaylikla indiklenebilmesi ve
cesitli faktorlerin etkisi altinda hicre 6lim mekaniz-
masi icin elverisli bir model olarak hizmet etmesinden
dolayidir. Bu faktorlerden biri olan hiperterminin kan
kiltirinde apoptozisi gigli bir sekilde tetikledigi
gorilmustir. Heparinize kan numuneleri alinarak
saglkli ve hasta bireylerde prednizolon ve hipertermi
ile ayri ayri uygulamalar yapildiginda uzun siire sicaga
maruz kalan notrofillerde yasayabilirligin azaldigi
gorilmustir. Prednizolonla birlikte daha yiksek isida
nikleer kromatinde azalma gozlenmistir. Prednizolon
ve hipertermi nilkleer maddenin lenfositlerde azal-
masina neden olmustur. Kromatin fragmantasyonu
gorilmustir. Saglkh bireylerde de lenfositlerde ve
notrofillerde degisiklikler benzerdir. Ayrica hiperter-
minin (43°C’de, 1 saatte) timositlerde apoptozis olus-
turdugu ve bunun protein sentezi ve ATP’den bagim-
siz farkl bir metabolik yolla gergeklestigi belirtilmistir
(24). Bizim ¢alismamizda da saghkl bireylerden alinan
kan orneklerinde vyiiksek 1silarda (41°C, 43°C)
apoptotik hiicre 6liminin olustugu gorilmastar.
Tim organizmalar igin fizyolojik degerlerin lizerinde
Istya maruz kalinmasi durumu olan hipertermi orga-
nizma icin hayati 6nem arz eden stres durumudur.
Hicreler stresle uyarildiklarinda ya da hasarlandik-
larinda intrensek apoptotik yol hiicrenin kendi yiki-
minda daha cazip bir segenek halini alir (25, 26). Sag-
likli bireylerde normalde inaktif olan sistein prote-
azlarin yani kaspaz ailesinin uyarimiyla hiicrede yikim
baslar. Bu aktivasyonlarda apoptosom olusumu, bas-
latici kaspaz 9, efektoér kaspaz 3, 6 ve 7 6nemlidir.
Sitokrom C’nin ve Apoptozis Inhibiting Factor (AIF)
gibi diger proapoptotik faktérlerin mitokondriden
translokasyonu ve apoptosomun sekillenmesi ile
apoptotik slire¢ devam eder. Hiicre stresle uyarildi-
ginda ikinci bir secenekte apoptotik programin baski
lanmasi  durumudur. Bu secenekte molekiler
saperonlar olarak bilinen HSP’nin ekspresyonudur.
Yapilan deneysel bir calismada sicakla indiklenen
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apoptotik hicre 6liminin engellenmesini HSP’lerin
Bax proteinini baskilayarak ve proapoptotik faktorle-
rin salinmasini onleyerek gerceklestirdigi ortaya ¢ik-
mistir (26).

Calismamizda ortaya ¢ikan sonuglarin degerlendi-
rilmesinde bir¢ok veriler elde etmis bulunmaktayiz.
Bununla birlikte, bu verilerin iginde en 6nemli olani
progresif olarak artan isinin viicutta HSP koruma
sistemini aktive edecek kadar yeterli stres olustur-
mamasidir. Bu etki hem kadin hem de erkek denek-
lerde kontrol ve deney 6rneklerinde istatistiksel ola-
rak anlamh farkhlik goéstermemektedir. Bu veriler,
literatiirde elde edilen verilere zit 6zellik arz etmek-
tedirler. Bununla birlikte, literatlirde mevcut verilerin
¢ogunun yukarida bahsedildigi tGizere orneklere genis
1si araliklari arasinda 1si uygulanmasi ile elde edilmesi
nedeniyle elde ettigimiz verilerin literatiire zit olmasi
yerine yeni bir veri olarak kabul edilmesinin daha
mantikl oldugunu ileri sirmekteyiz. Yani ¢alismamizin
sonugclarindan biri olarak progresif i1s1 artiminin kan
hiicrelerinde HSP tamponunu aktive edecek kadar
ciddi bir stres olusturma durumu yoktur diyebilmek-
teyiz.

Ote yandan calismamizin hedeflerinden biri olan
apoptotik hiicrelerin sayisinin artan ve/veya azalan is
derecelerine bagh olarak degisiminin incelendigi kis-
minda elde ettigimiz verilerde 6nem arz eder nitelik-
teydi. Calismamizda elde ettigimiz veriler artan isi
derecelerinin kanda |6kositler (izerinde apoptotik
6lum uyarimina neden oldugunu ve apoptotik 16kosit
sayisinin artan 1si derecelerine paralel olarak artis
gosterdigini ortaya koymustur ki bu literatiirde mev-
cut olan ve yukarida belirttigimiz makaleler ile uyumlu
verilerdir. Bununla birlikte, burada i1sinin 37 °C’den 39
°C'ye cikarildigi 6rnekler arasinda apoptotik hiicre
sayisinda artisin anlamli olmamasi da galismamizda
elde ettigimiz 6nemli sonuglardan bir tanesidir. Bu
veri bize “hafif hiperterminin kan hiicrelerinde
apoptozisi uyarici etki yapmadigi ancak yiiksek isilarda
apoptotik yolaklarin aktive oldugunu géstermektedir”
ve bu verilerde literatiirde mevcut olan ve yukarida
belirtilen bir¢cok ¢alismadaki verilerle uyumluluk gos-
termektedir. Ancak diger ¢alismalardan daha farkli
olan ve galismamizin 6zgiin yonlerinden biri olan
ylksek isilardan disik isilara disme durumunda
apoptotik hlicre sayisinda gorilecek degisimin ince-
lendigi boliimde elde edilen veriler ilging 6zellikler
tasimaktadir. Elde edilen sonuglar gostermektedir ki
“orta ve yuksek hipertermi durumundaki kan ornekle-
rinin hizla 37 °C'ye sogutulmasi beklenenin aksine

apoptotik hiicre 6lumiiniin daha fazla artisina neden
olmaktadir. Bununla birlikte, hafif hipertermi uygula-
nan ornegin sogutulmasi beklendigi lzere apoptotik
hiicre sayisinin azalmasina neden olmaktadir”. Burada
da elde edilen verilerin olduk¢a 6nemli oldugunu
diisinmekteyiz. Elde edilen veriler progresif ates
yukselmesiyle artan apoptotik hiicre sayisinin hizli
sogutmaya bagl daha da artmasina neden oldugunu
ortaya koydugu icin progresif ates ylikselmesi nede-
niyle klinige gelen vakalarin tedavisi sirasinda ¢ok hizli
sogutmanin bazi yan etkilerinin olabilecegini disin-
diirmektedir. Cinkl Iokositlerde artan apoptotik
hiicre 6limi immun sistemi baskilayici bir etki olustu-
rabilir ve enfeksiyona sekonder bir katki saglayabilir.
Ancak burada belirtilmesi gereken 6nemli bir nokta
ileride tartisacagimiz uzere l6kosit sayisinin tim de-
neklerden alinan tim kan oOrneklerinde degisen isi
derecelerine bagl olarak anlamli bir degisim goster-
memesidir. Bu nedenle hizh sogutmayla artan
apoptotik I6kosit 6liminin immun sistemi baskilaya-
cak diizeyde olmadigini sdyleyebiliriz.

Calismamizin diger bir kismini olusturan farkh isi
derecelerinde tiim kan bilesenleri olan eritrosit, |6ko-
sit ve trombosit sayilari ile 16kosit alt gruplari oranla-
rinin ve sayilarinin karsilastirilmasinda ise deneklerin
kan 6rneklerindeki bu degerlerin farkli i1s1 gruplarinda
anlamh degisiklik gostermedigi ortaya konmustur.
Bunun anlami “hiperterminin yan etkilerinin
hipertermi hangi siddette olursa olsun kan bilesenleri
sayisina ve oranina dnemli bir etki yapmadigidir”.

Calismamizin son hedefi olan elde edilen verilerin
kadin ve erkek cinsler arasinda farkhlik gosterip gos-
termeyecegi konusunun arastirilmasinda ise “farkli is
dereceleri uygulanan gruplarda HSP degerleri, kan
bilesenleri ve apoptotik hiicre sayisindaki degisimler
kadin ve erkek cinsler arasinda anlamh bir farklihk
gostermemektedir” sonucuna varildi. Bununla birlikte
burada belirtilmesi gereken 6énemli bir nokta veriler-
den gorildigu Gzere kanda eritrosit, Hemoglobin ve
hematokrit degerlerinin kadin ve erkek cinsler arasin-
da anlamli farklilik géstermesiydi. Ancak genel yapisal
ozellik olarak bilhassa Tirk kadinlarinda bu degerlerin
erkeklere goére daha diisiik olmasi, toplumda bu farkli-
ligin belirgin olmasi, erkeklerin kendi gruplari arasinda
ve kadinlarin kendi gruplari arasinda bu verilerinde
anlamli degisiklik olmamasi nedeniyle bu veriler nor-
mal olarak kabul edilmistir.

Elde edilen verilere gére; progresif i1s1 degisimleri
vicut Gzerinde tamponlanabilir bir etki ile kontrol
altinda tutulmaktadir. Ancak ani azalmalar |6kositlerin
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olimind arttirabilmektedir. Bu nedenle klinik olarak
yliksek atesi olan bilhassa ¢ocuklarda ates distirme
surecinin hastanin klinik durumu gézéniinde bulundu-
rulmak kosuluyla yavas yapilmasinin viicut savunmasi
icin daha faydal olacagini disiinmekteyiz. Ancak elde
edilen tum veriler artan ve/veya azalan isi degerleri-
nin oransal anlamda apoptotik indeksi arttirmasina
ve/veya azaltmasina karsin kan CBC degerlerinde
anlamli etki yapmayacak diizeyde oldugunu ortaya
koymaktadir. Elde ettigimiz verilerin daha detayl
¢alismalarla ve tekniklerle teyit edilmesinin faydali
olacagini ve bu konuda yapilacak klinik ¢alismalarin
hiperterminin etki/yan etkilerini ortaya koyma agisin-
dan 6nemli faydalar saglayacagini diistinmekteyiz.
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