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1. OZET

REPETATIF TRANSKRANIYAL MANYETIK STIMULASYONUN (rTMS)
BEYIN FELCI SONRASI HASARA ETKIiSi

Repetatif transkraniyal manyetik stimiilasyon (rTMS) tedavisi invazif olmayan,
frekans1 uyarict veya inhibe edici olmak {izere ayarlanabilen, beyin felci sonrasi
hemisferler arasi diizeni tekrar saglayan tedavi yontemidir. Her ne kadar rTMS
tedavisi klinikte siklikla kullanilsa da rTMS uygulamasmin etki ettigi molekiiler
mekanizma tam olarak bilinememektedir. Beyin felci gelismekte olan iilkelerde 2.
6lim sebebidir. rTMS tedavisinin, beyin felci sonrasi molekiiler mekanizmalardaki
etkilerini arastirmak i¢in 90 dakika orta serebral arter tikanmasi modeli BALB/c
farelerde olusturuldu. Reperfiizyon baslangicinda uygulanan rTMS tedavisinin
serebral kanlanma, hasar hacmi, ve gen ekspresyon degisiklikleri {izerindeki etkileri
incelendi. Deney gruplarina 1 Hz inhibe edici, 20 Hz uyarict etki gosteren rTMS
tedavisi uygulandi. Kontrol grubu rTMS tedavisi almadi. 20 Hz rTMS tedavisi
kontrol grubuna ve 1 Hz grubuna gore iskemik kor bolgesinde, penumbra alaninda ve
hasarsiz kortekste serebral kanlanmayi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdi
ve hasar hacmini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltti. 20 Hz rTMS
tedavisinin gen ekspresyonunda yaptig1 degisiklikler enflamasyonun azaltilmasina,
noroplastisiteye ve vaskiiler regiilasyona katki sagladigi goriildii. Uygulanan 20 Hz
rTMS tedavisinin beyin felci sonrasi sonrasi gen ekspresyonunu regiile ederek ve

serebral kanlanmay1 arttirarak hasar1 azalttig1 diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: rTMS, Serebral Iskemi, Tedavi



2. ABSTRACT

EFFECTS OF REPETITIVE TRANSCRANIAL MAGNETIC STIMULATION
(rTMS) ON POST- BRAIN STROKE DAMAGE

Repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) is a non-invasive treatment
method whose frequency is regulated as stimulator or inhibitor, which provides the
balance between hemispheres after brain stroke. Although rTMS treatment is often
used in clinic, effect of TMS on the molecular mechanism is unknown. Brain stroke
is the second cause of death in the developing countries. A 90-minute of middle
cerebral artery occlusion was induced in BALB/c mice to investigate the effects of
rTMS treatment on molecular mechanism post-stroke. The rTMS treatment was
administered at the beginning of reperfusion and the effects of treatment on infarct
volume, cerebral blood flow and gene expression changes were examined.
Experimental groups were designed as 1 Hz rTMS (inhibitory) application group, 20
Hz rTMS (stimulatory) application group whereas the rTMS treatment was not
applied to the control group. 20 Hz rTMS treatment increased the cerebral blood flow
in the ischemic core area, penumbra area and undamaged cortex when compared
with control group. Also, 20 Hz rTMS treatment reduced the infarct volume. 20 Hz
rTMS treatment regulated gene expression that contributes the reduction of
inflammation, induction of the neuroplasticity related genes and the vascular
regulation. It is believed that by regulating gene expression and increased cerebral
blood flow the application of 20 Hz treatment decreased infarct volume.

Key Words: rTMS, Cerebral Ischemia, Treatment



3. GIRIS VE AMAC

Diinya saglik orgiitii verileri incelendigi zaman oliim nedenleri arasinda 2.
sirada goriilen beyin felci, gorilme sikligi gittikge artan ve ciddi saglik
problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olan bir rahatsizliktir (1). 2013 yil1 verilerine
gore 25.7 milyon kisi inme vakasina sahiptir (2). Gelismekte olan iilkelerde inme
vakastyla karsilasma orani sagliksiz yasam tarzinin benimsenmesi ile hizli bir artig
gostermektedir. (3,4) Bu artis tekrarlama sikligini ve inmeye bagl gelisen saglik
problemlerini de beraberinde getirmektedir (2,5). Yapilan arastirmalar sonucunda
Amerika’da inmeye maruz kalmis birey sayisi yilda yaklasik 800.000 kisiyi
bulmaktadir (6). Inme geciren bireylerin yaklasik % 80’i inme sonrast
fonksiyonelliklerini kaybetmektedir (7). Yasla birlikte artis gdsteren inmenin giderek
artmasi, ilkelere sagliksiz toplumlar kazandirmakta ve kisilerin ekonomik yiik
olusturmasina neden olmaktadir (8). Amerika’da inmenin ekonomik yiikii giderek
artmaktadir, inme maliyeti yaklagsik olarak Amerika’da 65.5 milyar dolar
gosterilmektedir (9). Yash niifusta sik goriilmesine ragmen inme vakasi her yas
grubu i¢in tehdit olusturmaktadir (10, 11). Inme sonras1 akut tedavi uygulamalarinda
stire kisitlamasiyla karsilagilmaktadir ve tedavi kapsami tiim hastalar1 icermemektedir
(3, 12, 13). Akut inme tedavisinin yapilan arastirmalarin sonuglarina dayali olarak
doku plazminojen aktivatorii (t-PA) tedavisi ile siirli oldugu gosterilmistir. 2017
verilerine gore t-PA tedavisinin, 4.5 saat i¢cinde akut miidahele i¢in uygun oldugu
gosterilmistir. Tedavi kapsami % 10’luk hasta popiilasyonunu kapsamaktadir (14,
15). Bu durum mortalite oraninin artmasina neden olmaktadir (16). Tedavi
yaklasiminda t-PA ile birlikte uygulanacak tedavileri kullanmak tedavinin etkinligi
bakimindan fayda saglayabilir (17, 18). Alternatif tedavi se¢eneklerinin artirilmasi,
inme sonras1 daha fazla hasta popiilasyonuna tedavi uygulanmasini saglayabilir. Bu
tezde akut inme tedavisi i¢in segilen rTMS tedavisinin iskemi sonrasi molekiiler
mekanizmalara, hasar hacmine, serebral kan akimina ve gen ekspresyonundaki
degisikliklere olan etkisini incelemek amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda, beyin felci
vakalarinin % 87’sini olusturan iskemik beyin felci modeli olarak 90 dakika orta

serebral arter tikanmasi (OSAT) modeli olusturuldu.



4. GENEL BIiLGILER

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére inme 24 saat veya daha uzun siire devam eden,
ani bir sekilde gerceklesen ve 6liime yol agabilen bir rahatsizliktir (1). Beyin felci
beyni besleyen serebral kan akiminin kesilmesi sonucu, beyinde ndrolojik hasarin
meydana gelmesi ile olusmaktadir (2). Inme, iskemik ya da hemorajik olarak
meydana gelebilir. Iskemik inme beyni besleyen damarlarin tikanmasi sonucu,
hemorajik inme ise damarlardaki yirtilmalar sonucu gériilebilir (3). Inmelerin %
87’si iskemi kaynakli % 10’u hemoraji kaynaklidir (4). Iskemi sonrasi hasar
merkezden c¢evreye dogru yayilir. Merkezde geri doniisiimsiiz hasar olusurken,
penumbra alam1 daha kararsiz bir yapidadir, penumbra alaninda hiicresel
fonksiyonellik devam etmektedir (5). Penumbra’daki serebral kan akimi
degisiklikleri, hasarin boyutu hakkinda belirleyici rol iistlenir (6, 8). Iskemik hasar
sirasinda temel problem, serebral kan akimi yetersizliginden kaynaklandigindan ilk
adim kanlanma problemini ortadan kaldirmaya yonelik olmalidir. Trombolitik ajan
olarak t-PA kullanimi tercih edilmesine ragmen t-PA tedavisinde siire kisitlamasiyla
karsilagilmaktadir ve t-PA tedavisi tiim hastalar1 kapsamamaktadir (9, 11). 2017
verilerine gore t-PA tedavisi 4.5 saat icinde miidahele i¢in uygundur ayrica bu

miidahele sadece % 10’luk hasta popiilasyonunu kapsamaktadir (12, 13).



4.1. Iskemik Beyin Felcinin Patofizyolojisi

Beyinde goriilebilecek enerji eksikligi, beynin islevselligi bakimindan geri
doniisiimsiiz sonuglarm olusmasma neden olmaktadir (14). Iskemik beyin felci
sonras1 tikanan damarin etkisiyle serebral kan akimi azalmakta, bunun sonucunda
oksijen ve glikoz yetersizligi goriilmektedir (15, 16). Enerji yetersizligine bagh
olarak, beynin elektriksel devreleri bozulmakta ve hiicresel membran potansiyeli
iyonik dengesini kaybetmektedir (17). Hiicrenin homeostazisinin bozulmasina bagl
olarak hiicreler depolarize olmaktadir (18). Uyarici norotransmitter olan glutamat
hiicre dis1 ortama salinmaktadir. Ortamda glutamatin miktarinin artmasi kalsiyum,
sodyum, ve potasyum iyonlarimin membran gegirgenliklerini artirmaktadir (19, 20).
Glutamat reseptorlerinden N-metil-D-aspartat (NMDA), reseptorii kalsiyum ve
sodyum artisinda etkilidir (21). Sodyumun hiicre i¢inde artis1 sonucunda hiicrede
odem goriiliir (22). Odem artisiyla astrositler fonksiyonelliklerini kaybederler (23).
Agilan kalsiyum kanallarini kullanip hiicre iginde birikmeye baslayan kalsiyum,
toksisiteyi artirmaktadir (24, 25). Kalsiyum protein yapisini bozan, yikici enzimatik
aktivitelerin artmasini saglamaktadir (26). Artan toksik etkilerden sonra, hiicresel
yikimi hizlandiran serbest radikallarin artis1, mitokondri fonksiyonelliginin
bozulmasina neden olmaktadir (27). Serbest oksijen radikalleri (SOR) artis1 ile
birlikte hiicresel tahribat artmakta, Deoksiribo niikleik asit (DNA) hasar1 ve lipit
peroksidasyonu goriilmektedir (28). Mitokondrideki fonksiyonel bozulmalar, sonucu
ATP iretilememekte ve apoptoz tetiklenmektedir. Ayrica hiicre membrani
yapisindaki lipitlerin ve proteinlerin yapisinda hasar meydana gelmektedir (29, 30).

Artan toksik etkiler mikroglia aktivasyonunun artmasina neden olmaktadir (31).

4.1.1. Enerji eksikligi ve ekzitotoksisite

Beyin en ¢ok oksijene ihtiyaci olan organlardan biridir, (14) ve tiim enerjinin
yaklagik % 20'sini harcar. Beyin kullandigi ATP’nin yaklasik olarak % 40 ve %
50’sini iyonik dengenin siirdiiriilmesi i¢in kullanmaktadir. Beynin ihtiyaci olan
oksijen ve glikoz yeterli miktarda saglanamazsa, hiicre membranindaki iyonik

dengeyi saglamak i¢in harcadigi ATP, yetersiz kalir ve iyonik denge kaybedilir (32).



Yetersiz enerji iiretimine karsilik, fosfolipid metabolizmasi i¢in yeterince ATP
saglanamaz. Iskemi kaynakli ndronal hasarin baslangici olarak, enerji
metabolizmasinin yetersizligi kabul edilebilir. ATP metabolizmasi iyonik dengeyi
saglamaktadir, hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyonik yiik dengesini diizenlemektedir. Na*™-K”*
ATPaz pompasi, membran potansiyelini dengede tutmaktadir (33). Enerji eksikligine
bagli olarak Na'-K" ATPaz pompasi c¢alisamamaktadir. Hiicre iyon dengesini
kaybeder ve membran potansiyeli bozulur. Iyon dengesinin kaybedilmesiyle,
hiicresel depolarizasyondan sonra glutamat artis1 gozlenmektedir (34). Glutamat
artist NMDA ve AMPA reseptorlerinin de uyarilmasini tetiklemektedir (35).
Glutamat reseptorlerinden NMDA, kalsiyum ve sodyum geg¢isine duyarlidir (21).
NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasi ile toksisite ve hasar boyutu artmaktadir (36).
AMPA reseptorii patolojik bir durum yokken, sodyum ve potasyum gegisine
duyarlidir, inme sonrast kalsiyum gecisine duyarli hale gelmektedir (37). Acilan
kalsiyum kanallarimi kullanip hiicre i¢inde birikmeye baglayan kalsiyum, toksisiteyi
artirmakta ve protein yapisint bozan, yikici enzimatik aktivitelerin artmasini
saglamaktadir (26). Iskemi sonrasi, iyon dengesinde diizenleyici rol oynayan
astrositler, artan glutamatlar1 tutamamakta ve artan glutamat toksik etkiye neden

olmaktadir (38).

4.1.2. Oksidatif stres

Norodejeneratif hastaliklarda ve sagliksiz yasam kosullarinda tetiklenen
oksidatif stres hasarin kotii prognoza sahip olmasinda etkili rol oynamaktadir (39).
Hiicrede olusan iyon dengesizlikleri sonrasi artan 6dem ve oksidatif stres, toksisite
artisina neden olmaktadir (40). Patolojik bir durumun varliginda artan SOR miktarina
bagli olarak antioksidanlar yetersiz kalmaktadir (41). SOR artis1 ile birlikte hiicresel
tahribat artmakta, DNA hasar1 meydana gelmekte ve lipit peroksidasyonu
goriilmektedir (28). Hasara bagli olarak kararsiz yapida bulunan SOR kararli hale
gelmektedir. SOR artis1 ile oksitadatif stres meydana gelmektedir (42). Oksidatif
stres hiicresel tahribatta onemli bir role sahiptir, kan beyin bariyerinin (KBB)
koruyucu yapisinin ortadan kalkmasiyla birlikte hasar1 tetikleyici olaylar

baslamaktadir. (42).



4.1.3. Odem

Beyinde meydana gelen sivi hacmindeki artig, intrakraniyal basincin
degismesine neden olmaktadir, sonrasinda ndrolojik hasari tetiklemektedir (43).
Arterlerin tikanmasi sonucu kafa i¢i basincin artmasinin yanisira diger bir patolojik
bulgu da 6dem artmasidir (44). Iskemi sonrasi serebral ddem artisinin devam etmesi,
iskemi vakalarmin % 80’inin 6liimle sonuglanmasina neden olmaktadir (45, 46).
Hiicrenin hayatta kalabilmesi igin iyon giris-¢ikisinda dengeye ihtiyacit vardir.
Hiicrede olusan iyon dengesizlikleri sonrasi artan 6dem ve oksidatif stres, toksisite
artisina neden olmaktadir (47). Kan beyin bariyeriyerinin yapisal biitlinliigiiniin
bozulmasi, glial hiicrelerdeki iyon kanalllarinin hasardan etkilenmesine neden
olmaktadir buna bagli olarak sitotoksik, iyonik ve vazojenik 6dem meydana
gelmektedir (48). Sitoksik 6dem, hiicre hacmindeki degisikliklere bagli olarak
goriilmekte ve iyon dagilimindaki dengesizliklere bagli olarak olusmaktadir (22, 49).

4.1.4. Peri-enfarkt depolarizasyon

Noronal hasar, iskemi sonrasi artan enerji ihtiyacinin kargilanamamasina ve
hiicre membranindaki iyonik dengenin kaybma bagl olarak goriilmektedir. Iskemi
siireci basladiktan bir-iki dakika sonra, noronal hasar tetiklenmektedir (7). Enfarktiis,
iskeminin kor bolgesinden penumbraya dogru artis gdstermektedir. Noranal hasar
evresi yaklasik birkac hafta devam edebilir. Devam eden hasar siirecinde, vazojenik
O0dem artis1 ile birlikte, enflamasyon ve apoptoz da artmaktadir. (7). Peri-enfarktiis
genislemesini saglayan faktorlerden biri artan hiicresel depolarizasyondur (50).
Hasarin yayilmasina bagli olarak, artan enerji ihtiyaci karsilanamamaktadir, hiicresel
depolarizyon ve laktat artist goriilmektedir (51). Artan peri-enfarktiis

depolarizasyonuna bagli olarak hasar hacmi artmaktadir (52).



4.1.5. Apoptoz ve nekroz

Apoptoz noronal hasarin yayilmasi ile birlikte penumbra alaninda artig
gostermektedir. Apoptoz hiicresel fonksiyonlarin ne zaman durdurulacaginin, planh
bir sekilde gergeklestirilmesidir (51). Elde edilen verilere gore Bcl-2 ailesi, hiicrenin
apoptotik aktivitelerini engellemelerine ragmen pro-apoptotik liyeleri (BAX, BAK,
BID) apoptozu tetiklemektedir (52, 53). Bcl-2, Bax ve Kaspaz 3 proteinleri hasar
sonras1 ndronal dejenerasyonda rolii olan proteinlerdir. Hasarin meydana gelmesiyle
apoptoz siirecinde etkili olan Bcl-2 ailesine ait proteinler ve p53 geni aktif
olmaktadir. Mitokondri apoptozun gergeklesmesinde Onemlidir, mitokondride
bulunan sitokrom c¢’lerin salinmasiyla aktiflesen prokaspazlar apoptozu
tetiklemektedir. Bcl-2 proteinleri mitokondri ile iligki iginde olarak apoptozise yanit
olusturmaktadir (54). p53 geni islevsel olarak DNA hasarinda gorev almaktadir.
Hasar tamir edilemezse apoptotik siireglerin baslatilmasinda rol oynamaktadir (55).
Mitokondri, pro-apoptotik faktér salinimimi ve SOR {iretimini tetiklemektedir (56).
Mitokondri pro-apoptotik proteinlerin sitoplazmaya salinmasini saglamaktadir. Bu
proteinler apoptozu tetikleyecek kaspaz yolaklarini aktiflestirirmektedir (57).
Apoptozu tetikleyen kaspaz kaskadi hiicre iginden ve hiicre disindan gelen sinaptik
uyaranlarla tetiklenmektedir (58). Kaspaz aktivasyonunun artmasi noronal hasarin
artmasina neden olmaktadir (59). Serebral kanlanma yetersizligine bagl olarak,
nekrotik siire¢ tetiklenmekte ve hasarin yayilmasi hiz kazanmaktadir (6). Nekrotik
aktivasyonun yayilma siirecinde SOR artisinin ve JNK yolaginin etkili oldugu
diisiiniilmektedir (60). Iskemi siireci artisiyla birlikte, mevcut hiicresel tahribat ve

nekrotik doku miktari artmaktadir (61).

4.1.6. Enflamasyon

Hasar sonrasi1 enflamatuar cevap her ne kadar nekroza neden olsa da néronal
onarimda enflamasyon néronal korumanin bir pargasidir (8). Noronal onarimda beyni

hasara kars1 korumak ve islevselligini yeniden kazandirmak amaglanmaktadir (62).

Enflamatuar yanit, mikroglialarin, 16kositlerin ve makrofajlarin aktivasyonu
ile olusmaktadir (63). Mikroglialar ve makrofajlar nekrotik dokularin yok edilme
siireci ile onarim asamasinda rol oynamaktadir (64). Inme sonrasi 16kositler (64)

tarafindan salgilanan sitokinler, fagositoz aktivasyonuna sahiptirler. Enflamatuar
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yanitta Onemli olan sitokinler: IL-1 (4), TNF- a ve IFN-y, Kimokinler ve
Prostaglandinlerdir (5). Olusan enflamatuar aktiviteler, endotel yapilardaki koruyucu
biitlinliigiin bozulmasima ve kan beyin bariyeri dejenerasyonuna neden olmaktadir
(38). Bu bozulmalar nekrozu tetiklemektedir. Iskemi sonrasi mitokondrinin
fonksiyonel aktivitesinin bozulmasiyla SOR artis1 meydana gelmektedir (65). Hasar
sonrast SOR ve nitrik oksit artig1 hasar1 artirmaktadir (63). Astrositler enflamasyonun
yayllmasimi engellemek i¢in skar doku meydana getirirler, bu skar doku hasar
hacmini  smirlandirmasina  ragmen, yeni aksonal wuzantilarin olusmasini

engellemektedir (66).

4.2. Klinik Tedaviler

4.2.1. T-PA

Inme igin akut tedavi segenegi sinirlidir, akut tedavi olarak t-PA tercih edilen
tek tedavi secenegidir. t-PA serebral kan akiminin kesilmesine neden olan pihtiy1
ortadan kaldirmaya ¢aligmaktadir, pthtinin ¢6ziillip tekrar kanlanmanin saglanmasi ve
hasardan en az etkilenime sahip olmak tedavinin amacini olusturmaktadir. Fakat t-PA
tedavisinde siire kisitlamasi vardir, ayrica siirenin kisitlamasinin yanisira kanama
problemi de goriilmektedir (13). 2017 verilerine gore t-PA tedavisi 4.5 saat icinde
akut miidahele i¢in uygundur, fakat bu miidahele sadece % 10'luk hasta
popiilasyonunu kapsamaktadir (66). t-PA uygulamalarinda kanama riski ve toksik
etkilerle karsilasilmaktadir, bunun sonucunda t-PA tedavisi noronal korumada
yetersizlik kalmaktadir. t-PA  tedavisinde siire kisitlamast ile her hastada

kullanilmamas1 yoniinden aragtirmalara ve alternatif tedavilere ihtiya¢ vardir (67).



4.2.1. Hiperbarik oksijen tedavisi

Hiperbarik oksijen, 1 atmosfer basingtan daha yiiksek bir basingta, bireylerin
oksijen tedavisi aldig1 yontemdir (68). Hbo tedavisi akut tedavi olarak uygulanan ve
invazif olmayan bir tedavi secenegidir (69). Hbo tedavisi yapilan ¢aligmalara gore
kan akimi yetersizligi sonucu karsilasilan, oksijen eksikligi tedavisinde etkilidir. Hbo
tedavisi, hasar olusumunda 6nemli bir etken olan oksidatif stresi azaltmaktadir (70).
Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi hiicresel tahribati azaltmak i¢in
antioksidanlar devreye girmektedir. Yogun oksijen tedavisi antioksidanlarin
etkinligini artmaktadir, fakat yliksek dozda alinmasi halinde hiicresel tahribata neden

olmaktadir (71).

4.2.2. Hipotermi

Hipotermi tedavisinin 6dem ve kanama gibi patolojik durumlarda etkili
oldugu yapilan calismalarda saptanmistir. Hipotermi tedavisi hasar1 tetikleyen
mekanizmalarda etkilidir, apoptoz iizerinde, sinyal yolaklar1 iizerinde ve toksisite
tizerinde olumlu etkiye sahiptir (72). Glutamat’in tetikledigi toksik etkileri
engellemektedir. Deneysel hayvan modellerindeki etkinligi gilizel sonuclar
gostermesine ragmen klinikteki sonuglar yetersizdir (73) ve klinikteki etkisi net

olarak bilinmemektedir (72).

4.2.3. rTMS tedavisi

Akut inme tedavisinde kullanilan terapatik ajanlar sinirhidir. Tedavi
yontemlerinden rTMS tedavisi, hasar hacminde etki gosteren, tekrarli olarak
manyetik uyarimlarla beyni uyaran, invazif olmayan bir tedavi yontemidir. Olusan
manyetik uyarimlar, kortikal uyarilabilirligi artirmaktadir. Uyarilabilirligin artmasi
ile birlikte, hasar nedeniyle goriilen fonksiyonel kayiplarda azalma goriilmektedir.
Inme sonrasi meydana gelen fonksiyonel kayiplarin nedeni, hasarin olusmadig1

hemisferin, hasardan etkilenen hemisferdeki uyarilabilirligi azaltilmasidir (74).
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Manyetik uyarimlar, kortikal alandaki uyarilabilirligi artirarak, aksonal
depolarizasyonun artmasini saglamaktadir (75). rTMS tedavisinin ¢alisma prensibi,
etkilenen hemisferdeki uyarilabilirligin artirilmasina yoneliktir. fTMS tedavisi
yiiksek (20 Hz) ve diisiik frekanslarda (1 Hz) uyarilabilirligi artirmak ve azaltmak
amaciyla uygulanabilir. Uygulanan yiiksek frekansli rTMS tedavisinin uygulama
amaci, hasardan etkilenen hemisferdeki uyarilabilirligi artirmak, uygulanan diisiik
frekansli rTMS tedavisinin amaci ise, hasar hacmindeki uyarilabilirligi baskilayan
etkileri ortadan kaldirmaktir (74). Yapilan ¢alismalar sonucunda manyetik
uyarimlarin, noéronal fonksiyonellife ve noéronal iyilesmeye katki sagladigi
goriilmektedir (76, 77). Yapilan arastirmalar neticesinde yiiksek frekansli rTMS
uygulamalarinin ~ kortikal —uyarilabilirligi  artirdigi, disiik frekanshh  rTMS
uygulamalarinin ise korteks {izerinde uyarilabilirligi baskiladigi goriillmektedir (78).
rTMS tedavisi i¢in, manyetik uyarimin etki edecegi rTMS cihazinin bobini kafatasi
bobin tizerine gelecek sekilde yerlestirilir (79) rTMS tedavisinin hedeflerinden biri
hemisferler arasi diizeni tekrar saglamaktir (80). Yapilan caligmalara goére hasarli
bolgeye uygulanan yiiksek frekansli rTMS uygulamalari, hasar ¢evresini de
etkileyerek noronal iyilesmeye katki sagladi. Diistik frekansli rTMS uygulamalar ise
hasardan sonra hemisferler arasi denge {iizerinde etki gosterebilir (81). rTMS
uygulamalar1 sonrasi gen ekspresyonlari degisebilir (82). rTMS tedavisi noronal
plastisiteyi de desteklemektedir. (83, 84). Hasar hacminin artisina bagli olarak
hasarsiz hemisferdeki uyarilarin artigi, fonksiyonel kaybi artirmaktadir (85, 86).

Arastirmalar sonucunda, rTMS tedavisi uygulanan hasta popiilasyonu fazladir (87) .

4.3. Tedavide Karsilasilan Zorluklar

Olusturulan deneysel hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda olumlu
sonuclar alinmasina ragmen, insanlar ve hayvanlar arasindaki beynin morfolojik yap1
degisikligi ve yas gibi farkliliklar bu calismalarin klinikte yetersiz olmasina neden
olmaktadir (88). Iskemi geciren hastalar genellikle yasli popiilasyonuna sahip
olmasma ragmen, deney hayvanlar1 genellikle gen¢ hayvanlardan olusmaktadir.

Diger bir neden de olusturulan deneysel reperfiizyon modeli ile klinikte gergeklesen
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reperfiizyon vakasinin zaman olarak farklilik gostermesidir (89). HBO tedavisi
uygulanan hastalarda yiiksek basincin etkisinden dolayi bazi saglik problemleri ile
karsilasilabilmektedir; kulakta ve gdzde yiliksek basing etkisine bagli sorunlar,
kulakta basing farki etkisine baglh barotravma, gozde goérme kusurlari
olusabilmektedir. rTMS tedavisinin, iskemi sonras1 kanlanma, hasar hacmi ve gen
seviyelerinde olumlu etkileri olmasia ragmen rTMS tedavisinin etkiledigi molekiiler

mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir (90).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Diizeni ve Deney Setleri

Yapilan deneysel c¢alismalar igin Istanbul Medipol Universitesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alindi. Yapilan caligmalarda kullanilan
hayvanlarin biyolojik ritim periyotlar1 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak
sekilde diizenlendi. Bu ¢alismada 8-12 haftalik erkek BALB/c farelere 90 dakika orta
serebral arter tikanmasi (OSAT) metodu uygulandi. Sonrasinda fareler rastgele 3
gruba ayrildi; 1 Hz veya 20 Hz rTMS tedavisi uygulanan gruplar ve kontrol grubu
(rTMS uyarimi yok) olacak sekilde gruplar olusturuldu. Deneyde kontrol, 1 Hz ve 20

Hz olarak diizenlenen gruplardaki hayvan sayilart n=8 olacak sekilde belirlendi.

5.2. Deney Dizayni

rTMS tedavisinin beyin felci sonrasi gelisen hasar hacmine etkisi ve gen
diizeyindeki ¢alismalar i¢in iki farkli deney seti olusturuldu. rTMS tedavisinin beyin
felci sonras1 iskemik kor, penumbra ve hasarsiz korteks bolgelerindeki serebral kan
akimina olan etkileri i¢in ise ayr1 bir set olmak iizere toplam 3 farkli deney seti
diizenlendi. Set I ve set II i¢in farelere uygulanan 90 dakika OSAT modeli’nin
ardindan 1 dakika boyunca Laser Doppler cihazi ile kan akimi kaydi alindi. Ardindan
farelere 10 dakika siiresince 1 Hz, veya 20 Hz rTMS tedavisi uygulandi. Kontrol
gubuna 10 dakika boyunca sadece % 1’lik izofloran anestezi uygulandi. rTMS
tedavilerinden sonra kendi kafeslerine geri alinan fareler 24 saatlik reperfiizyonun
ardindan yiiksek doz anestezik kullanilarak sakrifiye edildi. Set III i¢in ise 90 dakika
OSAT sonrasinda farelerin beyin kan akimlar1 1 dakika siiresince izlendikten sonra
farelere 1 Hz veya, 20 Hz rTMS tedavisi uygulandi. Sonrasinda farelerin beyin kan
akimi 60 dakika stiresince Laser Speckle goriintiileme cihazi (PeriFlux Sistem 5000,
Perimed, Isvec) kullanilarak gercek zamanli olarak izlendi. Fareler tekrardan kendi
kafeslerine alinarak reperfliizyonun 24. saatinde fareler yiiksek doz anestezik
kullanilarak sakrifiye edildi.

13



0 90 dk 100 dk 160 dk 24 saat
Set I
—
IF Calismalan
Set I

Gen Calismalari

Set I11
Laser Speckle :
Caligmalari ' Laser Deneyi
yin
OSAT (TMS Speckle Sonlandirilmasi

Sekil 5.1.1. Deney seti, IF calismalari, Gen c¢aligmalari, Laser Speckle ¢alismalari

Deney dizayni. OSAT : orta serebral arter tikanmasi, TMS: transmanyetik uyarici,

IF: immiinfloresan.
5.3. Orta Serebral Arter Tikanmasi1 Modeli

(Calisma grubundaki BALB/c fareler ilk olarak % 1’lik izofloran (NOO15A009,
Adeka, Tirkiye, % 30 oksijen, kalan1 N2O) ile gaz anestezisine alindi. Fareler 1sitic
pet (507221F, Harvard Apparatus, ABD) lizerine OSAT sirasinda sirtiistii olacak
sekilde yerlestirildi. Deney protokolii siiresince geri—bildirim teknigiyle ¢alisan rektal
1s1 Olger sicaklik degerlerlerine gore artan veya azalan 1sitici pet yardimiyla,
hayvanlarimin viicut sicaklik degerlerinin 36.5, 37 ° derecede kalmasi saglandi. Beyin
felci boyunca beyin kan akimi Laser Doppler kan akimi (LDF) cihazi kullanilarak
gercek zamanl olarak izlendi. Bunun i¢in kafatasi derisi, deri makasi yardimiyla
probu (Perimed, Stockholm, Isveg) yerlestirmek igin kesilerek agildi. Cihazin probu
bregma noktast merkez kabul edilerek bregmadan 2 mm posteriora ve 6 mm laterale
gelecek sekilde yapistirict yardimiyla kafatasi tizerine dik bir sekilde yapistirildi.
Monofilament teknigi kullanilarak 90 dakika deneysel iskemi modeli OSAT
gerceklestirildi. Ik olarak kommon Kkarotise ulasmak ve izolasyonunu yapmak
amaciyla boyun bolgesinin orta hattina kesi atildi. Kesi yerinden girip, kommon
karotis arterlerin izolasyonu saglandiktan sonra, kommon karotis arterin altindan 6.0
ipek ip (S2185, Dogsan, Tiirkiye) ile baglandi. Eksternal Kkarotis arter de ayni

yontemle baglanip artere gelen kan akis1 kesintiye ugratildi.
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Sonraki asama olarak internal karotis artere kisa bir siireligine klips (FD562R,
Aesculap, Almanya) takilarak artere gelen kan akisi engellendi. Iskemi modeli
olusturmak amaciyla internal karotis arterin tikanmasi i¢in kalmligr 7.0 (P0812,
Dogsan, Tiirkiye) olan silikon monoflament ip tercih edildi. Kommon karotise ince
damar makasinin ucu ile kii¢iik bir kesi atildi. Kesi atilan yerden girdikten sonra
arteri gecici olarak tikayan klipse dogru monofilament 7.0 ip itilmeye devam edildi.
90 dakika deneysel iskemi modeli OSAT modelinin olusturulmasi igin yaklasik
olarak 9 mm orta serbral artere dogru monoflamet ip ilerletildi. Olusturulan 90
dakika deneysel iskemi modeli OSAT dogrulugunu teyit etmek i¢in, LDF cihaz1
kullanilarak beynin kan akisindaki diisiis elde edilen anlik serebral kan akimi
verilerine gore analiz edildi. 90 dakika deneysel iskemi modeli OSAT
olusturulduktan sonra bogazin kurumamasina dikkat edildi, bogaz 1slak pegete
yardimiyla nemli tutuldu. Solunum kontrolii diizenli araliklarla yapildi. Beyin felci
baslangicindan 90 dakika sonra monofilament geri ¢ekilerek reperfiizyon asamasina
gecildi. 1 dakika siiresince beyin kan akimi takip edildikten sonra kommon karotise
kadar atilan bogazdaki kesi yeri 5.0 ip (S2185, Dogsan, Tiirkiye) ile dikildi.
Sonrasinda farelere kendi gruplarma gore rTMS tedavisi uygulanarak 24 saat

sonunda fareler yiliksek doz anestezik kullanilarak sakrifiye edildi.

5.4. rTMS Uygulamasi

90 dakika OSAT modelinden sonra rTMS’nin akut donemdeki iyilesme olan
etkisini incelemek i¢in 1 Hz, 20 Hz veya kontrol grubu rTMS uygulandi. 90 dakika
deneysel iskemi modeli OSAT uygulandiktan sonra, reperfiizyon baslangicinda 10
dakika rTMS uygulanmasinin hasar hacmine etkisine, serebral kan akimina etkisine
ve gen seviyesindeki degisikliklere olan etkisine bakildi. rTMS tedavisi, kisa siireli
ve tekrarli manyetik uyarimlar verilerek yiiksek frekansli ve diisiik frekansli olmak
tizere uygulandi. Deney hayvanlarinin kafatasi uyarimin gerceklestigi rTMS
cihazinin bobini iizerine gelecek sekilde konumlandirildi. Anestezi olarak % 1’lik
izofloran (NOO15A09, Adeka, Tiirkiye, % 30 Oz, kalan1 N2O) gaz anestezi yontemi
tercih edildi. OSAT modeli sonrasi, beyindeki manyetik uyarim sayesinde beyinde

lokal bir manyetik alan olusturuldu. Olusturulan manyetik alan aracilig: ile
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beyin bolgelerinde iskemik hasar hacminde, iskemik penumbra da ve hasarsiz
kortekste elektriksel uyarimlar gergeklestirildi. Deney dizayni 1 Hz ve 20 Hz deney
gruplar1 i¢in 5 saniye uyarim, 55 saniye dinlenim olacak sekilde 10 tekrar seklinde
uygulandi. 1 Hz grubu 5 saniye siiresi boyunca 5 uyar1 alirken, 20 Hz grubu 5 saniye
siiresince 100 uyar1 aldi. Kontrol grubu i¢in ise fareler manyetik uyariy1 aldiklari
bobinin iizerine yerlestirilerek rTMS tedavilerinde olusturan sartlarin aynisi
gerceklestirildi. Tim rTMS uygulamalar1 siiresince bobinin sicakligi 28-40°C

arasinda tutuldu.

5.5. Laser Speckle Goriintiileme

Deney hayvanlart % 1’lik izofloran ile anesteziye alinarak stereotaksi
cihazina (World Precision Instruments, Berlin, Germany) yerlestirildi. Deney
stiresince geri—bildirim prensibiyle ¢alisan rektal 1s1 6lger kullanilarak farelerin viicut
sicakligr sicaklik 36.5, 37°C arasinda kalmasi saglandi. Kafatasinin derisi orta hattan
makas yardimiyla kesildi, yiizey steril % 0.9’luk NaCl ile temizlendi. Daha sonra 90
dakika deneysel iskemi modeli OSAT olusturuldu. Ardindan 1 dakika
reperfiizyondan sonra gergek zamanl serebral kan akimi degisiklikleri Pericam PSI
sistemi (Perimed) kullanilarak beynin yaklasitk 10 cm iizerine bir CCD kamera
yerlestirlerek kaydedildi. Laserin penetrasyon derinligi (785 nm), beyin ylizeyinin
yaklasik 500 pm altindadir. Ham speckle goriintiileri 20 um’lik mekansal goriintii
¢Oziiniirliigii ile 2 saniye araliklarla gekildi. Iskemik merkez, iskemik penumbra ve
hasarsiz korteks serebral kan akimi degisikliklerini 1.0 mm x 5.5 mm (sirasiyla
lateral ve rostokaudal yonde) boyutunda kapsadigi alanlar1 degerlendirmek igin,
bregmaya gore 0.5, 1.5 ve 2.5 mm lateral ve 0.5 mm posterior serebral kan akimi

perfiizyonu (PIMSoft Perimed) goriintiileme yazilimi kullanilarak hesaplanda.
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5.6. Beyin Kesitleri Alma

90 dakika deneysel iskemi modeli OSAT modeli olusturulduktan sonra,
reperfiizyon baslangicindan 24 saat ge¢mesinin ardindan deney hayvanlart yiiksek
doz anestezi (izofloran) altinda dekapite edildi. Cikarilan beyinler -70 derece kurubuz
tizerinde donduruldu. Dondurulan beyinler falkon i¢ine alinip kesit alinana kadar -80
derece dolaba kaldirildi. Kryostat cihazi (CM1950, Leica, Almanya) yardimiyla
manuel olarak kalinligi 18 um olan kesitler alindi. Kryostat cihazi’nin i¢i -20, -24
derece, kesitlerin alindig1 metal tabla ise -20, -22 derece olacak sekilde ayarlandi,
alman kesitler pozitif yiliklii lamlara (Isoterm, Almanya) alindi. Beyin dokusu
kesitleri alinirken bregma odak olarak secildi, bolgeler arast 2 mm uzaklik olacak
sekilde beyin 4 bolgeye ayrildi. Pozitif lam {izerine her cam i¢in 2 beyin kesiti
alinmaya calisildi. Elde edilen beyin kesitleri Pozitif lam {izerinde fikse islemini
saglamak i¢in 40 dereceye ayarlanmis 1sitic1 lizerinde 30 dakika siiresi boyunca
bekletildi. Sabitlenen beyin kesitleri 6nceden -20 derecede sogutulan slayt kutularina

yerlestirildi ve boyama yapilana kadar -20 derece dolapta muhafaza edildi.

5.7. Creysl Violet Boyama

Kryostat cihazi kullanilarak elde edilen kesitlerin fiksasyonu icin % 4
paraformaldehit (PFA, 1040051000, Merck, ABD) kullanildi. Daha sonra kesitler
PFA’dan fosfat tamponlu salin ile yikama yapilarak arindirildi ardindan slaytlar steril
su ile yikandi. Yikama islemleri ¢alkalayici cihazin iizerinde yapildiktan sonra creysl
violet boyamasi yapildi. Creysl violet boyasinin iizeri aliminyum folyo ile kaplandi,
boyanan kesitler alkol serisinden gegirildi ve ksilen (534056, Sigma Aldrich, ABD)
ile berraklastirildi. Boyanan kesitlerin iizerine entallan (1.079.610.500, Merck
Millipore, ABD) damlatilarak ince lamel ile (Isoterm, Almanya) kapatildi. Boyama
islemi tamamlanan beyin kesitlerinin tarama islemi tarayici yardimiyla
gergeklestirildi. Analiz i¢in Image J programi kullanildi. Imaje J programi (Image J;
National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) ile manuel olarak 6l¢tim yapildi,

saglam taraf ve hasarl taraf arasindaki hasar hacmi farki karsilastirildi.
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5.8. QPCR Analizi Gen Degisikliklerinin Tespiti

90 dakika deneysel fokal serebral iskemi modeli OSAT olusturulduktan sonra
uygulanan rTMS uygulamalarinin, gen ekspresyonu iizerindeki etkileri qPCR
yontemi ile incelendi. Deney hayvanlar1 olusturulan 90 dakika OSAT modelinin
ardindan, reperflizyon asamasindan 24 saat sonra qPCR analizlerine baglandi.
Beyinlerden elde edilecek Kkesitler -70 derece kuru buz iizerine yerlestirilen
beyinlerden, bregma odak secilerek rostal 2 mm, kaudal 2 mm bloklar olacak sekilde
alindi. Elde edilen bloklar konralateral ve ipsilateral 6rnek dokular ayni gruba sahip
olan dokular birlikte koyuldu. RNA izolasyonu yapilacak zamana kadar 6rnekler -80
°C de muhafaza edildi. Elde edilen dokulardan cDNA sentezi, RNA izolasyonu ve
qPCR gen seviyesindeki degisiklikler 16 gende incelendi (Tablo 5.8.1°de

gosterilmistir).

Tablo 5.8.1. Elde edilen dokulardan cDNA sentezi, RNA izolasyonu ve gPCR gen
seviyesindeki degisiklikler 16 gende incelendi.

Damar Olusumu ile Ilgili
VEGF-B |VEBF-A MMP-9
Genler

Plastisiteyi Tetikleyen,
Hiicresel Yasam Uzerinde GAP43 CNTF BDNF [CDNF|MANF
Etkili Genler

Plastisite Uzerinde Etkili

Ncaml Efrin A5  |Versican |[Ncan [Ntnl
Genler

Enflamasyon Uzerinde Etkili
IL-1p TNF-o TGFp
Genler
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5.9. RNA izolasyonu

90 dakika OSAT modelinin ardindan, reperfiizyon asamasindan 24 saat sonra
elde edilen dokulardan Qiagen AllPrep RNA/DNA/Protein Izolasyon kiti (80004;
Qiagen, ABD) kullanimi tercih edilerek, RNA izolasyonu gerceklestirildi. Ornekler,
kit icindeki uygulama protokoliine uygun bir sekilde, cam homojenizator yardimiyla
600 pL RLT lizis tamponu i¢inde ezildi ve ornekleri homojenize etmek amaciyla
21G uglu siringadan gegirildiler. Dokularin {istte kalan fazinin alinmasi i¢in 18.000
g’de 3 dakika boyunca santrifiij yapild1 ardindan kitteki DNA’nin spin kolonuna
yiiklenmesi yapildi. % 70’lik etil alkol kolondan akan sivi fazla esit hacime sahip
olacak sekilde eklendi. Kit i¢cindeki RNeasy spin kolonuna siispansiyonun, yiikleme
isleminden sonra santrifiij 10.000 g’de 30 sn boyunca yapildi. RW1 yikama ¢ozeltisi
kit ile birlikte geldi. Kolonun yikanmasi 1 kez RW1 yikama ¢ozeltisi kullanilarak, 2
kez de RPE yikama ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirildi. Yikanan kolon kurumasi
amactyla mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildikten sonra santrifiij islemi 1 dakika
stiresince 18.000 g’de yapildi.Ardindan yeni temiz mikrosantrifiij tiip kolonun altina
yerlestirildi, 50 pl RNase bulunmayan su kolona eklenerek santrifiij islemi 1 dakika
stiresince 10.000 g’de yapildi. Protokiiliin sonunda elde edilen RNA’lar -80 °C’de
muhafaza edildi.

5.9.1. cDNA sentezi

Ayrnigtirllan RNA 6rneklerinin konsantrasyonu OD260 6l¢iimii {izerinden
Implen P330 NanoPhotometer cihazi yardimiyla hesaplandi. Orneklerin tamaminin
saflig1 (OD260/0D280 ve OD260/0D230) belirlendi. Komplementer DNA (cDNA)
sentezi gerceklestirmek i¢in edilen degerler dogrultusunda, RNA her 6rnekten 1 pg

almacak sekilde cDNA sentezi gergeklestirildi. Kullanilan kit Roche Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit (04896866001; Roche, ABD).
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5.9.2. ¢cDNA sentezinde kullanilan soliisyon oranlari

Rev. Trans. Buffer (5X) oranlari: 1 Reaksiyon igin 6 (ul), 25 Reaksiyon
(ul) 150 (ul)’dir. ANTP mix (25X) 1 Reaksiyon oranlari: 3 (ul), 25 Reaksiyon (ul)
75 (ul)’dir. Enzim ve RNase Inhibitor oranlari: 1 Reaksiyon i¢in 0,75 (ul), 25
Reaksiyon (ul) 18,75 (ul)’dir.

Tercih edilen kit 1 pg RNA’ya karsilik gelen hacimde 0,2 pL’lik PCR tiipleri
kullanilarak oligo (dT) primerler random primerlerle karistirma islevi gergeklestirildi
ve 10 dakika 65 °C’de inkiibe edildi termal dongii cihazi kullanilarak (T100 Thermal
Cycler, Bio-Rad, ABD) ardindan buz iizerine yerlestirildi. Bu islemler kit igindeki
protokolle uyumlu bir sekilde gergeklestirildi. cDNA sentezinde kullanilan soliisyon
oranlarinda gosterildigi gibi 24 reaksiyon i¢in temel karisim hazirlandiktan sonra her
bir reaksiyon i¢in 10,5 pl olacak bigimde tiiplere paylastirildi ve tiip basina toplam
hacim 30 pl oldu. Reaksiyon 50 °C’de 1 saat siiresince gergeklesen inkiibasyonun
sonraki adimi olarak, 80 °C’de 5 dakika boyunca inkiibe edildi, ve termal dongii
cihazina yeniden alindi. Reaksiyon sonucu olarak ortaya ¢ikan cDNA 6rnekleri 1:10
oraninda RNA ve DNA igcermeyen su kullanilarak, qPCR calismasi i¢in seyreltildi.
Stok ¢ozeltiler -80 °C’de muhafaza edildi.
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5.10. Ger¢ek Zamanh PCR (QPCR) ve Kullanilan Primerler

Gen diizeyindeki degisiklikleri incelemek icin kullanilan cihazlar ve karigim:

Bio-Rad markali CFX Connect Real Time System cihazi ve Bio-Rad SsoAdvanced
Universal SYBR Green Supermix (1725270, Bio-Rad, ABD) karisimi kullanildi.

Tablo 5.10.1. Gen ¢alismalarinda kullanilan primerler ve DNA dizileri

gPCR Primer Listesi
isim Numara Sekans
IL-1P NM 008361 1 5'-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3'
: B-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT - 3'
TNF-a NM_013693 : B'-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT -
3|
: 5'- GCTACGACGTGGGCTACAG -3
TGFB NM_011577 : B-CTCCCGTGGCTTCTAGTGC -3'
: 5'- GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG -
3|
VEGF-B NM 011697 : B'-GCCAGACAGGGTTGCCATAC-3
: 5'- GGAGTGGGATGGATGATGTCA G
-3'
VEGF-A NM_ 001025250 : B'-ACCATGAACTTTCTGCTCTCTT G -
3|
. B'-GAACTTGATCACTTCATGGGAC T
_3'
MMP-9 NM_013599 : - CTGGACAGCCAGACACTAAAG-3'
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. 5'- CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG-3'

GAP43 NM_008083 . B TGGTGTCAAGCCGGAAGATAA -3'
: [5- GCTGGTGCATCACCCTTCT -3'
Ntn1 NM_008744 . b- TGTGTCAGCGGACTTCCTTC-3
. [5'- AGGAACACTGGCCCAAACAA - 3'
CNTF NM_170786 : B~ TCTGTAGCCGCTCTATCTGG-3'
. [5- GGTACACCATCCACTGAGTCAA
3I
BDNF NM_007540 . - TCATACTTCGGTTGCATGAAGG -
3I
. [5- AGACCTCTCGAACCTGCCC -3
CDNF NM_177647 . B-CTTTTGCGCCGGGTTTTGTAT-3
. [F-~AGGGAGTTGTAGAATCGGTCT AA
-3
MANF NM_029103 . B-TCTGGGACGATTTTACCAGGA - 3
. [5- TCTTGCTTCACGGCAAAACTTTA
-3'
Ncam1 NM_001113204 |F: |5- ACCACCGTCACCACTAACTCT -
3I
. [5-TGGGGCAATACTGGAGGTCA- 3
Efrin A5 NM_207654 . |- ACACCGTACATGAGTCAGCC -3'

. 5'-ACGGGAGGAGACTGTGCTAT-3'

\ersican

NM_001081249

: B-TTTTACCCGAGTTACCAGACTC A

-3
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R: 5-GGAGTAGTTGTTACATCCGTTG C
_3'
Ncan NM_007789 F: [5'- TGCAACCACGGCTAAGCTC - 3

R: [5'- GGGGATAAGCAGGCAATGAC - 3'

Bir ¢cDNA 0Ornegi ve gen i¢in kullanilacak ana karisim, cDNA olmadan
hazirlandi. Ardindan 9’ar pl olacak sekilde ayarlanarak 96’lik gercek zamanli PCR
plakasina (Hard Shell PCR Plate, HSP9601, Bio-Rad, ABD) dagitildi. Tabloda
belirtilen oran baz alindi. Ardindan kuyucuklara cDNA o6rnekleri yiiklendi. Termal
profilde (98°C’de 30 sn, [95 °C’de 15 sn, 60 °C’de 30 sn] x 40 dongii sonrasinda
PCR reaksiyonu melt analiz i¢gin 55 °C’den 95 °C’ye 0,5 sn) olacak sekilde
uygulandi.

5.10.1. gPCR analizi

Gergek zamanli PCR analizi yapabilmek i¢in Bio-Rad CFX Connect Real
Time System cihazinin CFX Manager programi tercih edildi. Cihazdan Ct (Cycle
threshold) degerleri elde edilerek kontol (sadece izofloran alan grup), 1 Hz ve 20 Hz
gruplart i¢in 16 genin verileri diizenlendi (ipsi ve kontralateral bolgeler i¢in ayri

olacak sekilde).

5.11. istatistik

Gruplarin aralarindaki istatistiksel farkliliklarin tespiti i¢in SPSS programi
kullanim1 tercih edilerek, istatistiksel test uygulandi. Tespit edilen farklarin one-way
ANOVA kullanim1 yoluyla, LSD testiyle analizi yapildi. Degerler ortalama =+
standart sapma olarak gosterildi, *p<0.05 ve **p<0.01, *p<0.01 ve *p<0.05

istatistiksel olarak anlamli olarak ifade edildi.
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6. BULGULAR

6.1.Laser Doppler

90 dakika OSAT modelinin tekrar edilebilirligini ve operasyonlarin basarisini
kontrol etmek igin OSA’in besledigi beyin bolgesinden (Bregma -2 mm posterior; 6
mm lateral) operasyonlar Oncesinde, sirasinda ve reperflizyonun baglangicindan

itibaren 1 dakika boyunca ger¢ek zamanli olarak LDF kaydi alind1

Laser Doppler Kan Akim

1257
— 100 Kontrol
E 1Hz
5 75 0 20 Hz
-
S 507

257

0 80 91 (dk)

Sekil 6.1.1. Laser Doppler beyin kan akimi. OSAT modelinde hasarin 90 dakika ile
siirlandirildigint ve beyin kan akiminin % 80'nin altina diistiigiinii géstermek igin

Laser Doppler sistemi kullanilarak beyin analizi yapildi.

Filament yontemi ile orta serebral arterin girisinin tikanmasi sonucu biitiin
gruplarda striatum seviyesinde ki beyin kan akiminin yaklasik olarak % 80 oraninda
distiigii goézlemlendi. Beyin felci sirasinda beyin kan akimin sabit kaldigi ve
filamentin geri ¢ekilmesi ile kan akimmni arttigt gozlemlendi. Hem beyin felci
sirasinda hem de reperflizyonun baglangicindan itiberen gecen 1 dakika siire

icerisinde beyin kan akimlarindaki artista istatistiksel olarak bir farklilik

gbzlemlenmedi.
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6.2. Laser Speckle Goriintiileme

90 dakika OSAT metodundan sonra farelere gruplarina gére 1 Hz, 20 Hz veya
kontrol rTMS tedavileri uygulandi. rTMS tedavisinin beyin felci sonrasi beyin
mikrodolasimi tizerine olan etkilerini arastirmak i¢in Laser Speckle goriintiileme

cihaz1 (PeriFlux Sistem 5000, Perimed, Isvec) kullanildi.

Laser Speckle Goriintiisii

Kontrol 1 Hz

Sekil 6.2.1. 90 dakika OSAT modeli sonrasi Laser Speckle goriintiisii

Iskemiden sonra uygulanan rTMS tedavilerin hemen ardindan farelerin
korteksinden gercek zamanli olarak beyin kan akimi oOlglimleri yapildi. Beyin
yiizeyinden 500 pum derinligine inen laseri sayesinde iskemiden etkilenen iskemik

kor, penumbra ve hasarsiz korteks seviyelerinden 6l¢iimler yapildi.

[skemik kor
—o— Kontrol

2501 —o— 1Hz
g 2001 3k * % . —*—20Hz
- %
'S 1501
-
X 1001
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15 30 45 60 (dk)

Sekil 6.2.2. 90 dakika OSAT modeli sonrasi uygulanan rTMS tedavisinin beyin felci
sonrasi gelisen iskemik kor bolgesine olan etkilerinin Laser Speckle goriintiileme

teknigi ile analizi.
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Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/*p<.0.05
kontrol grubu ile 20 Hz rTMS tedavi grubu arasindaki istatistiksel olarak anlamlilig
gostermektedir. iskemik kor bolgesinden alinan Laser Speckle gériintiilerinin analizi
sonrasinda elde edilen sonuglar: kontrol grubunda 15. dakikada 104.58 + 9.27, 30.
dakikada 112.45 + 12.24, 45. dakikada 101.18 + 14.24, 60. dakikada 96.10 +
14.77°dir. 1 Hz grubunda 15. dakikada 127.91 + 9.50, 30. dakikada 127.77 + 5.62,
45. dakikada 108.72 + 7.69 60. dakikada 100.26 + 4.51’dir. 20 Hz grubunda 15.
dakikada 142.15 + 24.09, 30. dakikada 150.72 + 22.50, 45. dakikada 129.49 + 24.09,
60. dakikada 124.03 + 22,68’dir. Elde edilen sonuglara gore iskemik kor bdlgesinde
20 Hz rTMS uygulamasimin kontrol grubuna kiyasla 15. ve 30. dakikalarda
p<0.01,45 ve 60. dakikalarda ise p<0.05 olacak sekilde kan akimini arttirdigi
gozlemlenmektedir. 1 Hz grubu hem kontrol grubuna kiyasla hem de 20 Hz grubuna

kiyasla iskemik kor bolgesinde kan akimi iizerine herhangi bir etkisi

goriilmemektedir.
iskemik penumbra
. 2507 # N
*
£ 200 : *
L
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Sekil 6.2.3. 90 dakika OSAT modeli sonras1 uygulanan rTMS tedavisinin beyin felci
sonrast gelisen iskemik penumbra bdlgesine olan etkilerinin Laser Speckle
goriintiileme teknigi ile analizi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
*p<.0.05 kontrol grubu ile 20 Hz grubu, *p<0.05 1 Hz grubu ile 20 Hz grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir. Iskemik penumbra bolgesinden alinan
Laser Speckle goriintiilerinin analizi sonrasinda elde edilen sonuglar: kontrol
grubunda 15. dakikada 115.58 + 14.72, 30. dakikada 125.95 + 22.51, 45. dakikada
113.99 + 20.43, 60. dakikada 109.69 + 22.34°dir. 1 Hz grubunda 15. dakikada
154.93 + 1.22, 30.dakikada 165.46 + 10.14, 45. dakikada 145.76 + 7.28, 60. dakikada
137.56 +1.58dir.
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20 Hz grubunda 15. dakikada 158.36 + 34.27, 30. dakikada 174.61 + 35.18, 45. dakika
da 154.42 + 36.03, 60. dakikada 147.96 + 32.23’dir. Elde edilen sonuglar 20 Hz
grubunun penumbra bolgesindeki kan akimini Laser Speckle kaydi alinan 15, 30.
45. ve 60.dakikalarda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli Glgiide
arttirdig1 gézlemlenmektedir. Ayrica 1 Hz rTMS uygulanan gruptaki kan akiminin da
15. dakikada kontrol grubuna kiyasla arttig1 gostermektedir.

Hasarsiz korteks

#
3007 * "
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Sekil 6.2.4. 90 dakika OSAT modeli sonras1 uygulanan rTMS tedavisinin beyin felci
sonrasi gelisen hasarsiz korteks bolgesine olan etkilerinin Laser Speckle goriintiileme
teknigi ile analizi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05
kontrol grubu ile 20 Hz grubu arasindaki, *p<0.05 ise 1 Hz grubu ile 20 Hz grubu
arasindaKki istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir. Iskemik hasarsiz korteksten
aliman Laser Speckle goriintiilerinin analizi sonrasinda elde edilen sonuglar: kontrol
grubunda 15. dakikada 156.69 + 32.28, 30. dakikada 177.34 + 47.15, 45. dakikada
160.25 + 41.37, 60. dakikada 152.96 + 44.62°dir. 1 Hz grubunda 15. dakikada
221.64 + 17.40, 30. dakikada 239.44 + 17.79, 45. dakikada 214.90 + 14.93, 60.
dakikada 203.89 + 4.75°dir. 20 Hz grubunda 15. dakikada 213.03 + 48.41, 30.
dakikada 233.51 + 35.26, 45. dakikada 204.51 + 32.61. 60. dakikada 196.21 +
34.31dir. Elde edilen sonuglar 20 Hz grubunun hasarsiz kortekste bolgesel kan
akimin1 kontrol grubuna kiyasla 15. dakikada istatistiksel olarak anlamli olgiide
arttirdig1 gézlemlenmektedir. 1 Hz rTMS uygulanan gruptaki kan akiminin 15. 30. ve
45.dakikalarda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli dl¢tide arttirdigini

gostermektedir.
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6.3. Hasar Hacmi

Olusturulan 90 dakika iskemi modeli OSAT sonrasi, elde edilen 18 pum
kalinligindaki koronal beyin kesitlere hasar hacminin analizi i¢in creysl violet

boyamasi yapildi. Boyanan kesitlerden hasar hacmi image J programi kullanilarak

hesaplandi.
Hasar Hacmi
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Sekil 6.3.1. 90 dakika deneysel iskemi modeli sonrasinda hasar hacminin Cresyl

violet boyamasi ile degerlendirilmesi.

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verildi. *p<.0.05 kontrol grubu ile
20 Hz grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlilifi gostermektedir. Beyin felci
sonrasi olusan hasar hacmi degerlendirmesi, kontrol grubunda 60.65 + 14.99 1 Hz
grubunda 55.12 + 10.27, 20 Hz grubunda 47.36 + 11.00°dir. Elde edilen sonuglara
gore 20 Hz rTMS uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla hasar hacmini istatistiksel
olarak anlamli bir seviyede azalttigin1 gostermektedir. 1 Hz rTMS uygulanmasinin

ise hasar hacmi lizerine istatistiksel olarak farkli bir etkisinin olmadigi goriilmektedir.
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6.4. Iskemi Sonras1 Gen Seviyesindeki Analizler

A Interldkin-13 B TNF-a
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Sekil 6.4.1. 90 dakika OSAT sonrasinda IL-1p ve TNF-a ekspresyonuna etkisi.

Iskemi sonrasi gen seviyesindeki degisiklikler QPCR metodu kullanilarak
degerlendirilmektedir. Elde edilen sonuglara gore interlokin-1 beta’nin (IL-1p) gen
seviyesi kontrol grubunda 1 + 0.03 kat, 1 Hz grubunda 1.07 + 0.01 kat ve 20 Hz
grubunda 0.62 £ 0.02 kat olarak bulundu. Timor nekrozis faktor-alfa (TNF-o)
seviyesi ise kontrol grubunda 1 + 0.03, 1 Hz grubunda 1.03 + 0.11 ve 20 Hz
grubunda 0.66 + 0.09 olarak bulundu. Kontrol grubuna kiyasla IL-1 ekspresyonu 1
Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir, 20 Hz grubunda ise
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi gozlemlenmektedir. 20 Hz grubunda
IL-1B protein seviyesi 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seviyede
azalttigr gozlemlenmektedir. Kontrol grubuna goére TNF-o ekspresyonu 1 Hz
grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen artmaktadir, 20 Hz
grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. 20 Hz grubu 1 Hz

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir.
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Sekil 6.4.2. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin TGF3 ve MMP-9 ekspresyonuna etkisi.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01 kontrol
grubuyla kiyaslandiginda, #p<0.01 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig
gostermektedir. 90 dakika OSAT sonrasinda Tansforming growth factor beta (TGFp)
ve Matrix metallo-proteinase-9 (MMP-9) gen seviyesinde gPCR yontemi ile
degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gére TGFf kontrol grubunda 1.0 + 0.02, 1 Hz
grubunda 1 + 0.01, ve 20 Hz grubunda 0.55 + 0.09 olarak bulundu. MMP-9 seviyesi
ise kontrol grubunda 1 + 0.01, 1 Hz grubunda 1.09 + 0.08 ve 20 Hz grubunda 0.59 +
0.03 olarak bulundu. Kontrol grubuna kiyasla TGF-f ekspresyonu 1 Hz grubunda
istatistiksel olarak herhangi bir degisiklik goriilmemesine ragmen, 20 Hz grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. 1 Hz grubu, 20 Hz grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmasa da artmaktadir, 20 Hz grubu 1 grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
MMP-9 ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen
artmaktadir, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. 1
Hz grubu, 20 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen
artmaktadir, 20 Hz grubu 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

azalmaktadir.
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Sekil 6.4.3. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin VEGF-A ve VEGF-B ekspresyonuna

etkisi.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol
grubuna gore, *p<0.01, 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig
gostermektedir. 90 dakika OSAT sonrasinda Vaskiiler endotelyal biiylime faktorleri
(VEGF), VEGF-A ve VEGF-B gen seviyesinde qPCR metodu kullanilarak
degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore VEGF-A kontrol grubunda 1.0 £ 0.06, 1
Hz grubunda 0.73 + 0.15, ve 20 Hz grubunda 2.17 + 0.03 olarak bulundu. VEGF-B
seviyesi ise kontrol grubunda 1 + 0.12, 1 Hz grubunda 0.77 = 0.08 ve 20 Hz
grubunda 1.14 + 0.08 olarak bulundu. Kontrol grubunda karsilastirildiginda VEGF-A
ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir, 20
Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir. 1 Hz grubunda, 20
Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalmaktadir, 20 Hz grubunda
1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda VEGF-B ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalmaktadir, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmaktadir. 1 Hz grubunda, 20 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olmamasina ragmen azalmaktadir, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde artmaktadir.
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Sekil 6.4.4. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin GAP43 ve Ncaml ekspresyonuna

etkisi.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. **p<0.01 kontrol grubuna
gore, ¥p<0.01, 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi géstermektedir. 90
dakika OSAT sonrasinda Growth Associated Protein-43 (GAP43) ve Ncaml gen
seviyesinde qPCR metodu kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore
GAP43 kontrol grubunda 1 +0.13, 1 Hz grubunda 0.83 + 0.04 ve 20 Hz grubunda
1.14 £ 0.11 olarak bulundu. Ncaml seviyesi ise kontrol grubunda 1 = 0.10 1 Hz
grubunda 0.98 £ 0.07 ve 20 Hz grubunda 0.74 £ 0.05 olarak bulundu. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda GAP43 ekspresyonu, 1 Hz grubunda istatistiksel olarak
anlamli olmamasma ragmen azalmaktadir, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artmaktadir. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna gore istatistiksel
anlamli olmamasina ragmen azalmaktadir, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
Ncaml ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak herhangi bir degisiklik
goriilmedi, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. 1 Hz
grubunda 20 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen
artmaktadir, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde azalmaktadir.

32



| CNTF J CDNF g4

#

1.5 ' 1,5 T
- = 1,0
e 10 £
) b
< 0.5 S 0,5
= =
k¥ R

0° 0°
Kontrol 1Hz 20 Hz Kontrol 1 Hz 20Hz

Sekil 6.4.5. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin CNTF ve CDNF ekspresyonuna etkisi.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol
grubuna gore, *p<0.05, #p<0.01 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi
gostermektedir. 90 dakika OSAT sonrasinda Siliyar Norotrofik Faktor (CNTF) ve
Serebral dopamin norotrofik faktor (CDNF) gen seviyesinde qPCR metodu
kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gére CNTF kontrol grubunda 1 +
0.11, 1 Hz grubunda 1.61 + 0.20 ve 20 Hz grubunda 1.17 + 0.34 olarak bulundu.
CDNEF seviyesi ise kontrol grubunda 1 + 0.63, 1 Hz grubunda 0.69 + 0.09 ve 20 Hz
grubunda 2.14 + 0.41 olarak bulundu. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda CNTF
ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasimna ragmen
azalmaktadir, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasma ragmen
artmaktadir. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olmamasina ragmen azalmaktadir, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna gore anlamli bir
sekilde artmaktadir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda ekspresyonu 1 Hz grubunda
istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen azalmaktadir, 20 Hz grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen azalmaktadir, 20 Hz grubunda 1

Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir.
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Sekil 6.4.6. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin BDNF ve MANF ekspresyonuna etkisi.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p< 0.01/ *p< 0.05
kontrol grubuna gore, #p< 0.01 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi
gostermektedir. 90 dakika OSAT sonrasinda Beyin kaynakli norotrofik faktor
(BDNF) ve Mezensefalik astrosit kaynakli norotrofik faktor (MANF) gen
seviyesindeki degisiklikler gPCR metodu kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen
sonuglara gore BDNF kontrol grubunda 1 + 0.02, 1 Hz grubunda 1.02 + 0.09 ve
20 Hz grubunda 0.67 + 0.07 olarak bulundu. MANF seviyesi ise kontrol grubunda 1
+ 0.15, 1 Hz grubunda 0.73 £+ 0.06 ve 20 Hz grubunda 1.08 + 0.08 olarak bulundu.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda BDNF ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmamasina ragmen artmaktadir, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalmaktadir. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olmamasina ragmen artmaktadir, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. Kontrole grubuna gore
karsilagtirildiginda MANF ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmaktadir, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmaktadir. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olmamasina ragmen azalmaktadir, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde artmaktadir.
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Sekil 6.4.7. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin Norocan ve Versican ekspresyonuna

etkisi.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 kontrol
grubuna gore, *p<0.05, #p<0.01 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig
gostermektedir. 90 dakika OSAT sonrasinda Norocan ve Versican gen seviyesindeki
degisiklikler gPCR metodu kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore
Norocan kontrol grubunda 1 + 0.10, 1 Hz grubunda 1.25. + 0.25 ve 20 Hz
grubunda 0.75 £ 0.16 olarak bulundu. Versican seviyesi ise kontrol grubunda 1 +
0.09, 1 Hz grubunda 1.19 + 0.19 ve 20 Hz grubunda 0.66 = 0.14 olarak bulundu. 1
Hz grubunda 20 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen
artmaktadir, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmaktadir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Versican ekspresyonu 1 Hz
grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen artmaktadir, 20 Hz
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. 1 Hz grubunda 20 Hz
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen artmaktadir, 20 Hz

grubunda 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir.
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Sekil 6.4.8. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin Efrin A5 ve Netrin-1 ekspresyonuna
etkisi.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. **p<0.01 kontrol grubuna
gore, #p<0.01 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gdstermektedir. 90
dakika OSAT sonrasinda Efrin A5 ve Netrin-1 gen seviyesindeki degisiklikler gPCR
metodu kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore Efrin A5 kontrol
grubunda 1 + 0.08, 1 Hz grubunda 1.02 + 0.15 ve 20 Hz grubunda 0.67 + 0.08
olarak bulundu. Netrin-1 seviyesi ise kontrol grubunda 1 = 0.07, 1 Hz grubunda 1.03
+ 0.09 ve 20 Hz grubunda 0.62 + 0.07 olarak bulundu. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda Efrin A5 ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli
olmamasina ragmen artmaktadir, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmaktadir. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
olmayacak bir sekilde artmaktadir, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna goére anlamli bir
sekilde azalmaktadir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Netrin-1 ekspresyonu 1 Hz
grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen artmaktadir, 20 Hz
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. 1 Hz grubunda 20 Hz
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen artmaktadir, 20 Hz

grubunda 1 Hz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir.
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7. TARTISMA

Bu tezde akut inme tedavisi icin secilen rTMS tedavisinin, inme sonrasi i)
serebral kanlanmaya, ii) hasar hacmine, iii) damar olusumu ile ilgili genlere, iv)
plastisiteyi tetikleyen ve hiicresel yasam iizerinde etkili genlere ve v) enflamasyon
iizerinde etkili genlere etkisini arastirmak amaglandi. rTMS tedavisinin kullanim
kolaylig1, uygulamanin agrisiz olmasi, invazif olmamasi, uygulanan frekansin uyarici
ya da inhibe edici olarak ayarlanabilmesi, inme sonrast hemisferler arasindaki diizeni
tekrar saglayabilmesi tedavinin kullanimimi artirmaktadir. Arastirmalar sonucunda,
rTMS tedavisinde ciddi bir yan etkiye rastlanmadi. Yan etki olarak rTMS tedavisi
sonrast, hafif derecede bas agris1 gozlemlenmistir (91). Yapilan c¢aligmalar
neticesinde, rTMS tedavisinin etkilerinin sadece akut inme tedavisiyle sinirh
olmayip, kronik inme tedavisinde de etkili oldugu goriilmektedir. rTMS uygulamalari
beyinde bolgesel bir alana odaklanip, manyetik uyarimlar gerceklestirmektedir (92,
93). Uygulan disiik frekansli rTMS tedavisi motor korteksin uyarilabilirligini
baskilayarak, inhibe edici bir Ozellik gostermektedir. Yiiksek frekansli rTMS
tedavisi, kortikal uyarimi artirabilecek bir 6zellik gostermektedir (93). Uygulanan
yiiksek frekansli rTMS tedavisinin amaci, inmeye bagli olarak etkilen hemisferler
arasi diizeni tekrar saglamaktir. Kronik fazda noronal plastisite lizerinde etkili oldugu
diisiiniilen rTMS, akut fazda noronal hasarin artisini engellemektedir (94). Yiiksek
frekansli rTMS tedavisi sonrasi, enflamasyonu artiran genlerin ekspresyonlarinin
onemli Ol¢iide azaldigr goriilmiistlir. . rTMS tedavisi ndronal sagkalimi artirmistir
ayrica glial hiicrelerde, astrositlerde ve mikroglialarda da etki gdstermistir. rTMS
tedavisinin, iskemi sonras1 molekiiler mekanizmalardaki etkilerini aragtirmak icin 90
dakika serebral deneysel iskemi modeli OSAT olusturuldu. Iskemi modeli
olusturulduktan sonra LDF cihazi kullanilarak reperfiizyon baslangicinda 1 dakika
serebral kan akimi kaydi alindi. Kullanilan LDF cihaz1 (yaklagik 1 mm3) kanlanma
hakkinda fikir vermektedir (110). Hasar hacminin tespiti i¢in kullanilan Creysl violet
boyamasi noronal dejenerasyonlarin, néronal kaybin belirlenmesi igin tercih edildi.
qPCR gen analizi rTMS tedavisi sonrast gen ekspresyonlarindaki degisiklikleri
saptamak amaciyla tercih edildi. Reperfiizyonun 1. dakikasinda 10 dakika boyunca
TMS tedavisi uyguland1 ve sonrasinda 60 dakika boyunca Laser Speckle cihazi
yardimiyla lokal serebral kan akimi degisiklikleri kaydedildi. Laser Speckle cihazi
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kullanilarak CCD kamera yardimiyla laser 15181inin yogunlastigi noktalarda kan akimi
kaydedildi Olusturulan 90 dakika deneysel iskemi modelinin dogrulugunu teyit
etmek i¢in, LDF cihaz1 kullanildi. Beyin kan akisindaki diisiis elde edilen anlik
serebral kan akimi verilerine gore analiz edildi. Yiiksek frekansli rTMS tedavi
grubunda enflamasyon, sinaptik plastisite, trofik faktorler ve anjiyojenez ile ilgili
birgok gende onemli degisiklikler oldugunu gozlemledik. BDNF, ndronal plastisite
gelisiminde rol oynayan, hafizayla iliskili bir gendir (95). Noronlarin yasamsal
fonksiyonlarinin devam ettirilmesinde, ndronal gelisimde, sinaptik aktivitelerde
gorevlidir. Beynin fonksiyonelliginin korunmasinda 6énemlidir (96). Beyinde en ¢ok
bulunan norotrofindir. Deneysel hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda
noroprotektif etki gdstermektedir.Yapilan ¢alismalar sonucunda, iskemik hasar
sonrast BDNF seviyesinin arttig1 goriilmektedir (97). Yiiksek frekansli rTMS tedavi
uygulamalarinin ardindan, BDNF gen ekspresyonunun arttigi goriildi (98, 99).
Uygulanan rTMS tedavisi sonrast BDNF seviyesi, 1 Hz rTMS tedavisinde
istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen artis gosterirken, 20 Hz tedavisi
sonrasi, kontrol ve 1 Hz grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 goriilmektedir. CDNF geni, dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonunu
engellemektedir. (100). CDNF’nin noronal plastisiteyi destekleyici etkileri vardir ve
hiicrenin yasamsal fonksiyonlarinda rol oynar. 1 Hz rTMS tedavisi sonrasi noronal
plastisiteyi tetikleyen CDNF seviyesi istatistiksel olarak anlamli olmayacak bir
sekilde azalirken, 20 Hz tedavisi sonrast CDNF seviyesi kontrol ve 1 Hz grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermektedir. GAP43 aksonal
gelisim ve onarimda gorevli bir gendir. Hasar olusumuyla birlikte GAP43
seviyesinde artis goriilmektedir. Iskemik hasar siirecinde GAP43 penumbrada artis
gostermektedir. Hasarin ardindan 7. giinde en yliksek seviyeye ulastig1 goriilmektedir
(101). 1 Hz rTMS tedavisi sonrast aksonal biiyiimede gorevli GAP43 seviyesi
istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen azalmaktadir, 20 Hz tedavisi sonrasi
kontrol ve 1 Hz grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde CDNF
seviyesi artig gostermektedir. CNTF, merkezi sinir sisteminde ekspresyon seviyesi az
olan, noronal sitokinlerdir. Noronal hasar sonrast hizli bir sekilde artig
gostermektedir. Artan CNTF noronal korumada gorev almaktadir (102). 1 Hz rTMS
tedavisi sonrast noronal korumada gorevli CNTF seviyesi istatistiksel olarak anlamli
olmayacak bir sekilde azalirken, 20 Hz tedavisi sonrast CNTF seviyesi 1 Hz grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermektedir. MANF geni,
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iskemi sonrasi tetiklenen apoptozun engellenmesini saglayarak, néronal korumada
etki gostermektedir. MANF seviyesi iskemi ardindan artis gostermektedir (103). 1
Hz rTMS tedavisi iskemi sonrasi tetiklenen apoptozun inhibisyonunda gorevli
MANF seviyesini kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaltirken, 20 Hz tedavisi MANF seviyesini 1 Hz grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artirmaktadir. IL -1 hiicre dis1t matriksin (HDM) yenilenmesinde
rol alir, enflamatauar cevap olusturur. Interlokin-1B endotel hiicre aktivasyonunda
gorevlidir (104). Endotel hiicre aktivasyonunda gorevli IL-1B’nin gen seviyesi, 1 Hz
rTMS tedavisi sonrasi kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde artmasina ragmen , 20 Hz rTMS tedavisi sonrast IL-1f gen seviyesi
kontrol ve 1 Hz gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmaktadir. TNF-o enflamatuar kaskadin baslatilmasinda rol oynar. iskemi sonrasi,
kan beyin bariyerinin (KBB) koruyucu yapisinda bozulmalara neden olur. TNF-a
ekspresyonunun azaltilmasit hasar hacmini azaltmaktadir. TNF-o ekspresyonu
enflamasyonu ve apoptozu tetikleyebilir (105). 1 Hz rTMS tedavisi sonrasi, pro-
enflamatuar ve pro-apoprotik etki gosteren TNF-a ekspresyonu istatistiksel olarak
anlamli olmamasina ragmen artig gosterirken, TNF-a ekspresyonu 20 Hz tedavisi
sonras1 kontrol ve 1 Hz grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmaktadir. TGFB noronal korumada gorevli ve anti-enflamatuar etki gosteren
sitokinlerdir (106). 1 Hz rTMS tedavisi sonras1 TGF ekspresyonu istatistiksel olarak
herhangi bir degisiklik goriilmemesine ragmen 20 Hz tedavisi sonrast TGFf
ekspresyonu kontrol ve 1 Hz grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmaktadir. VEGF-A ve VEGF-B iskemi sonrasi damar onariminda, noronal
korumada, noronal yenilenme rol oynar (107). 1 Hz rTMS tedavisi sonrasi iskemi
sonrasi tetiklenen damar ve noronal onarimda gorevli VEGF-A ve VEGF-B seviyesi
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalirken, 20 Hz
tedavisi sonras1t VEGF-A ve VEGF-B gen seviyesi 1 Hz grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmaktadir. MMP-9, kan beyin bariyerinin yapisal
biitiinliiglinlin bozulmasin1 tetikler (108). 1 Hz rTMS tedavisi sonrasi kbb yapisinin
bozulmasini saglayan MMP-9 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli olmayacak bir
sekilde artig gosterirken, 20 Hz tedavisi sonras1t MMP-9, ekspresyonu Kontrol ve 1
Hz grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. rTMS
tedavisinin noronal iyilesmeye ve noronal onarima olan etkileri incelendi. Noronal

onarim icin, CNTF ve VEGF gen ekspresyon degisiklikleri incelendi. VEGF geni
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vaskiiler onarimda yer alan bir gendir (110). VEGF dopaminerjik ndronlarin
korunmasinda rol oynamakta ve ndronal korumay: desteklemektedir (111). rTMS
tedavisinin  norotrofik/bliylime  faktorlerinin  gen  ekspresyonu iizerindeki
degisiklikleri belirlemek icin, BDNF, GDNF, VEGFA ve VEGF-B genleri analiz
edildi. BDNF, GDNF, VEGF-A ve VEGF-B gen ekspresyonlart rTMS tedavisi
sonrasi kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis
gostermektedir. BDNF geni noronal gelisim ve plastisitede 6nemli bir gendir. Hasar
sonrast BDNF gen ekspresyonu iizerinde yapilacak incelemeler, néronal plastisite
hakkinda bilgi saglayabilir (109). Bu dogrultuda rTMS tedavisinin noronal
plastisiteyi destekleyici yonde etki gosterebilir. Ayrica yapilan ¢aligmalar, yiiksek
frekansli rTMS uygulamalarinin BDNF gen seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artirdigini gostermektedir. Buna ragmen calismalarimiz sonucunda BDNF
gen seviyesi, 1 Hz seviyesinde istatistiksel olarak anlamli olmayacak sekilde artis
gosteritken, 20 Hz rTMS tedavisinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmaktadir. Bu farkli sonuglar, rTMS tedavi uygulamasinin farkliliklar1 (zaman ve
frekans), tercih edilen deneysel hayvan modellerinin farkli olmasindan dolay1
meydana gelmis olabilir. 20 Hz rTMS tedavisi sonras1 fonksiyonel geri kazanimin
arttigl gozlenmektedir ve hasar hacminde azalma meydana gelmektedir. Bu tez
calismasinda uygulanan 20 rTMS tedavisi Kontrol ve 1 Hz grubuna kiyasla hasar
sonras1 enflamasyon ile ilgili gen seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttig1 gortilmekte , vaskiiler regiilasyon, plastisite ve hiicresel yasam ile ilgili gen
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdigr goriilmektedir. rTMS
tedavisi sinyal yolaklar1 iizerinde ve endojen tamir mekanizmalar1 iizerinde etki
gosterip, gen ekspresyon seviyesinde degisikliklere neden olabilir. Hasar sonrast
rTMS uygulamalari molekiiler biyosentezin tetiklenmesini saglayarak, ndrotrofik

biliylime faktorlerinde artisa neden olabilir.
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8. SONUC

Tim bu datalar incelendiginde, iskemi sonrasi reperfiizyon baslangicinda
uygulanan 20 Hz rTMS tedavisinin serebral kanlanmayi artirdigi, kanlanmanin

artmasina bagli olarak hasar hacmini azalttig1 goriilmektedir.

Enflamasyonla artis gosteren IL-1B, TNF-a, TGFB gen seviyelerini 20 Hz
rTMS tedavisi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmaktadir. Vaskiiler
regililasyonu saglayan genlerden VEGF-A ve VEGF-B istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaltmasina ragmen, endotel biitiinliigii olumsuz etkileyen MMP-9 gen
seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmaktadir. Plastisiteyi
engelleyen Efrin A5, Versican, Norocan, Netrin-1 gen seviyelerini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaltmaktadir. Plastisiteyi uyaran hiicre yasami tizerine etkili
CDNF, CNTF, GAP43, MANF’in gen seviyelerini olarak anlamli bir sekilde
artirmaktadir. BDNF seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig

goriilmektedir.

Uygulanan 20 Hz rTMS tedavisinin inme sonrast molekiiler mekanizmalar

iizerine 1y1 sonuglar getirdigi diisiiniilmektedir.
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