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1. ÖZET 

BEYİN FELCİ SONRASI MEYDANA GELEN PLASTİSİTE İLE İLGİLİ 

PATOFİZYOLOJİK SÜREÇLERİN İLERİ MİKROSKOPİ 

TEKNİKLERİYLE İNCELENMESİ 

Beyin felci insanlarda en fazla motor fonksiyon bozukluklarına neden olan 

hastalıktır. Beyin felci sonrası post-iskemik fazda beynin endojen onarım 

mekanizmalarının etkinleştirilerek fonksiyonel olarak iyileşmesi, rehabilitasyon ve 

beyin plastisitesini uyaran tedaviler ile mümkün olabilmektedir. Post-iskemik fazda 

beyin felcinin iyileşmesi, kortikal ve subkortikal seviyede nöronal ağın yeniden 

organize edilmesiyle gerçekleşmektedir. Böylece fonksiyonel olmayan nöronal ağ, 

aktive edilip yeni bağlantılar ile güçlendirilerek hasarlı bölge çevresi ve beynin farklı 

bölgeleri ile iletişimi sağlanmaktadır. Beyin felci sonrasında hasarlı dokunun yeniden 

şekillendirilmesinde iskemik olmayan hemisferde (kontralateral) aksonal yapılanma 

(projeksiyon) gibi değişiklikler beynin, iskemik beyin felci sonrası oluşan yeni duruma 

hazırlanmasına ve fonksiyonel iyileşmeye katkıda bulunmaktadır. Daha önce bu konu 

ile ilgili yapılmış olan deneysel çalışmalar ipsilateral ve kontralateral hemisferlerde bu 

süreçlerin birbirinden bağımsız olarak geliştiğini göstermektedir. Ayrıca bu süreçlerin 

nasıl koordine edildiğine dair bilgiler yetersiz kalmaktadır. Bu tezin amacı kapsamında 

farelerde 30 dakikalık beyin felci uygulamasını takiben akut patofizyolojik 

değişikliklerin tamamlandıgı 3. günde sinaptik reoganizasyonların ve projeksiyonların 

üç boyutlu olarak belirlenmesi için hayvanların motor kortekslerine yeşil floresan ve 

kırmızı floresan ifade eden viral vektör enjeksiyonları yapıldı. Enjeksiyondan sonra 

30. günde hayvanlar sakrifiye edilip beyinleri çıkartılarak 1 mm’lik bloklar halinde 

veya bütün beyin dokusu şeffaflaştırılıp, lazer taramalı konfokal mikroskop, multi 

foton mikroskop ve ışık perdeli mikroskop kullanılarak görüntülenerek hasar sonrası 

meydana gelen aksonal projeksiyonların 3 boyutlu haritalandırılması yapıldı. Sonuç 

olarak, şeffaflaştırma tekniğinin kullanılması ve bunun yanında viral vektör 

enjeksiyonlarının yapılması beyin felci patofizyolojisinin daha iyi anlaşılması, 

hasardan sonra meydana gelen plastisitenin kortiko spinal yolların daha iyi 

belirlenmesi ve son olarak geliştirilecek tedavi yöntemlerinin etkinliklerinin 

yorumlanmasına katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Beyin felci, plastisite, aksonal projeksiyon, şeffaflaştırma   
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2. ABSTRACT 

THE INVESTIGATION OF PLASTICITY RELATED 

PATHOPHYSİOLOGICAL PROCESSES AFTER CEREBRAL ISCHEMIA 

USING ADVANCE MıCROSCOPY TECHNIQUES 

Brain ischemia, is the leading cause of motor dysfunctions in humans. During 

the post-ischemic phase after brain ischemia, activation of endogenous repair 

mechanisms and functional recovery in the brain are achieved by the treatments 

promoting brain plasticity. Recovery from brain ischemia in the post-ischemic phase 

is achieved by the reorganization of neuronal networks in the cortical and subcortical 

levels. Thus, dysfunctional neuronal network is activated and enhanced by the new 

connections to promote the interaction between the peri-infarct zone and the different 

areas of the brain. In the process of remodeling of the injured tissue following brain 

ischemia, alterations such as axonal structuring in the non-ischemic hemisphere 

(contralateral) contributes to the adaptation of the brain to this new condition and to 

functional recovery. Previous experimental studies have shown that these processes 

develop independently from each other in the ipsilateral and contralateral hemispheres. 

Moreover, there is not enough information on how these processes are coordinated. In 

the scope of this thesis, to determine the 3D synaptic reorganization and projections, 

green and red fluorescent protein expressing viral vectors were injected at the 3rd day 

(when the acute pathophysiological alterations are completed) following 30 min brain 

ischemia in mice. Animals were sacrificed 30 days after the injection, brains were 

removed, 1 mm blocks of or whole brain tissue was cleared and the tissue was imaged 

using laser scanning confocal microscopy, multiphoton or lightsheet microscopy. 

Then, the axonal projections occurred after the injury was 3D mapped. In conclusion, 

it is believed that use of clearing technique as well as viral vector injections will help 

clarifying the pathophysiology of brain ischemia, identifying the corticospinal 

pathways of the plasticity after injury and finally interpreting the efficacy of future 

treatment methods. 

Keywords: Brain ischemia, plasticity, axonal projection, clearing 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre dünya çapında her yıl 15 milyon kişi 

beyin felci geçirmekte, bunların 5 milyonu kalıcı sakatlıklar yaşarken yaklaşık 5 

milyonu da yaşamını kaybetmektedir. Beyin patofizyolojisi ve anatomisi oldukça 

kompleks yapılardan oluşmaktadır. Bu tez çalışması ile beyin felci sonrası plastisitenin 

daha ayrıntılı bir şekilde ortaya konması, yeni tedavi seçeneklerinin geliştirilmesine 

ve değerlendirilmesine katkı sağlayacaktır. Bu çalışmada deneysel beyin felci sonrası 

plastisite gelişimindeki değişikliklerin ileri görüntüleme teknikleri kullanılarak 

araştırılması amaçlanmaktadır. Bu amaç için fareler beyin felci uygulandıktan sonra 

aksonal projeksiyondaki değişikliklerin incelenmesi amacıyla motor kortekse verilen 

viral vektör enjeksiyonları ile motor korteks hücreleri hedeflenerek aksonların görünür 

hale gelmesi sağlanmıştır. Hücre somasından akson boyunca ilerleyen viral yeşil 

floresan (GFP) ve kırmızı floresan (tdTomato) proteinlerinin hemisferler arası 

geçişleri takip edilerek 3 boyutlu olarak beyin felci sonrası aksonal projeksiyondaki 

değişikliklerin ortaya konması sağlanmıştır. Daha önce yapmış olduğumuz 

çalışmalardan yola çıkılarak Fasiyal nukleus (FN) ve Red nukleus (RN) bölgeleri 

beyinde plastisite ile ilgili değerlendirme alanları olup herhangi bir hasar durumunda 

hasarsız kısımdan (kontralateral), hasarlı alana (ipsilateral) doğru akson geçişleri 

meydana gelmektedir. Doku şeffaflaştırma ve sonraki görüntüleme, floresan işaretli 

hücrelerin ve moleküllerin 3 boyutlu olarak analiz edilmesinde en etkin yöntemlerden 

biridir. Klasik histolojik uygulamalar sonrasında kalın ve opak bir dokuda mikroskop 

altında görüntü alınırken lazer taramalı mikroskoplarda en fazla 20-50 µm derinliğe 

inilebilmektedir. Şeffaflaştırma yöntemleri kullanılarak gerek bütün beyin dokusu 

gerekse diğer organlarda lazer geçirgenliği arttırılıp dokuda daha derin bölgelerden 

görüntü alınabilmektedir. Bu nedenlerle bu çalışmada ileri görüntüleme tekniklerinin 

etkin kullanılması amacıyla şeffaflaştırma tekniği kullanılmıştır. Bu çalışma (i) yeni 

tekniklerin beyin felci patofizyolojisinin daha iyi anlaşılması amacıyla kullanılması, 

(ii) hasar sonrası meydana gelen plastisitenin yolaklarının daha iyi belirlenmesi, (iii) 

elde edilen bu bulguların gelecekte geliştirilecek olan tedavi yöntemlerinin 

etkinliklerinin yorumlanmasına katkı sağlaması hedeflenen güncel ileri tekniklerin 

kullanıldığı bir çalışmadır.  
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Beyin felci 

Beyin felci yetişkin dönemdeki üçüncü sıradaki ölüm nedeni olmasına rağmen ilk 

sıradaki morbidite nedenidir. Serebral iskemi nöronal kayıp, bilişsel işlev bozukluğu 

ve sinaptik disfonksiyon, bilişsel gerileme ve bellek zayıflamasına neden 

olabilmektedir [1-7]. Her yıl beyin felci sebebiyle yaklaşık 800,000 kişi fizyolojik 

olarak gelişen beyin plastisitesi ile yaşantılarına devam edebilmektedirler. Ancak 

büyük bir kısmı, üretim kaybı, özgürlüklerinin kısıtlanması ve sosyal olarak 

kendilerini toplumdan izole etmektedirler [8]. Her ne kadar rekombinant doku 

plazminojen aktivatörü veya cerrahi işlemlerle tıkanan damarın açılması sağlanabilse 

de bu tedavi seçenekleri ancak damarın tıkanmasını takiben 3-4 saatlik dilimde 

uygulanabilmektedir. Bununla beraber beyin felci sonrası bakım düzeyinin 

iyileştirilmesi ve fizyoterapi tekniklerinin geliştirilmesine paralel olarak tedavi 

yaklaşımlarda gün geçtikte gelişmektedir ve bu da yaşam süresini pozitif yönde 

etkilemektedir. Ancak hayatta kalanların büyük bir çoğunluğu beyinde meydana gelen 

hasarın bulunduğu bölgenin işlev kaybına yansıması ile beraber yaşamak zorunda 

kalmaktadır.  

4.2. Beyin felci patofizyolojisi 

Patofizyolojik açıdan değerlendirildiğinde beyin felcini takiben oluşan hasar 

kompleks süreçler sonrasında meydana gelmektedir. Lokal beyin hasarı sonrasında 

hasarlı bölge patofizyolojik açıdan iki kısma ayrılmaktadır. Hasarlı bölgenin orta kısmı 

kor bölgesini oluşturur. Bu bölgede nekrotik hücre ölümü baskındır, hasarlı bölgenin 

perifer kısmını oluşturan bölge penumbra olarak adlandırılır ve nispeten kan akımı kor 

bölgesine göre daha iyi durumda olup özellikle apoptotik hücre ölümü 

gözlemlenmektedir [9]. Beyin dokusunda diğer dokular ile karşılaştırıldığında yüksek 

düzeyde oksijen ve glikoz kullanımı söz konusu olup enerji üretimi hemen hemen 

tamamıyla oksidatif fosforilasyona bağlıdır. Beyin felcinin akut fazında beynin belli 

bir bölgesine gelen kan akımının durması sonrasında oluşan enerji eksikliği nöronların 

membran polarizasyonlarını kaybederek depolarize olmalarına ve içerdikleri uyarıcı 

glutamat nörotransmitterleri sinaptik boşluk ve ekstrasellüler boşluğa vermelerine 

neden olmaktadır. Aynı zamanda yine enerji eksikliği nedeniyle glutamat geri alınım 

mekanizmalarının da işlevlerini kaybetmeleri hücrelerarası boşlukta aşırı miktarda 
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glutamat nörotransmitter birikimine neden olmaktadır. Bu olay beyin felci 

patofizyolojisinde glutamat nörotoksisitesi (excitotoxicity) olarak adlandırılmaktadır 

[10]. Postsinaptik nöronların glutamat ile uyarılması sonrasında hücre içerisine Na+ ve 

Ca+2 iyonlarının girişi bu nöronların depolarize olarak ekstrasellüler sıvıya tekrar 

glutamat nörotransmiterlerinin ve K+ iyonlarının salınımına neden olmaktadır. Bu 

beyin felcinin olduğu alandan perifere doğru dalga şeklinde yayılan uyarılmalara 

“hasar çevresi depolarizasyon (peri-infarct depolarization)’’ neden olmakta ve hasarın 

periferindeki nöronların enerji ihtiyaçlarını artırarak ölümlerine neden olabilmektedir. 

Bu uyarı dalgalarının beyin felci sonrası oluşan hasarın yaklaşık %20’sinden sorumlu 

olduğu kabul edilmektedir [11]. Hücre içine uyarılma sonrası giren Na+’u, Cl- ve su 

izleyerek hücrede “sitotoksik hücresel ödem’’ oluşumuna neden olmaktadır. Genel 

sinyal iletici olarak da adlandırılan ve glutamat nörotoksisitesi sonrası hücre içinde 

aşırı artan Ca+2’un aktive ettiği enzimler bir taraftan membran yıkımına neden olurken 

diğer taraftan serbest radikallerin oluşumuna neden olmaktadır. Devam eden süreçte 

ise yangının uyarılması sonrasında lökosit infiltrasyonu ve mikroglia aktivasyonu 

gözlenmektedir [12]. Bunu takiben, Ca+2 ve serbest radikaller DNA ve mitokondri 

hasarı üzerinden apoptotik hücre ölümüne neden olmaktadır [9]. 

4.3. Plastisite ve beyin felci 

Beyin plastisite terimi, bir bireyin tüm ömrü boyunca merkezi sinir sisteminde 

meydana gelen sinirsel bileşenlerin organizasyonundaki tüm değişiklikler olarak 

tanımlanır [13]. Plastisite ile ilgili mekanizmalar: hasara uğramış fonksiyonların 

iyileştirilmesi için paralel yolakların aktivasyonu; nöronal ağın yeniden organize 

edilmesi ve yeni bağlantıların oluşmasını sağlayan sinaptogenez ve sessiz kalan 

yolakların (silent pathways) aktivasyonudur [14]. Anjiyogenez, nörogenez ve 

sinaptogenez iskemik beyin felcinin iyileşmesinde birbiriyle ilişkili olan onarım 

mekanizmalarıdır. İskemik ortamın periventriküler bölgelerde ve serebral korteksde 

yeni nöronların oluşmasını teşvik ettiği bildirilmiştir [15, 16]. Serebral iskeminin 

ardından iyileşme kompleks ve dinamik bir olaydır [17]. Sinaptik plastisite, serebral 

hasarı takiben fonksiyonel iyileşme ve davranış değişiklikleri ile de ilişkilidir [18]. 

Dendritik dallanma ve diken (spine) yoğunluğunun artırılması beyindeki nöronal ağın 

reorganizasyonunun sağlanması için potansiyel morfolojik stratejilerdir [19]. Bu süreç 

uzun vadede gerçekleştiği ve regülasyon mekanizması bilinmediği için etkili 

farmakolojik tedavilere yönelik yeni stratejiler geliştirilmelidir. İskemik beyin felci 
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sonrası, sinaptik aktivitenin iskemik lezyon sınırında arttığı sinaptik protein 

ekspresyonu ve ilgili büyüme faktörlerinin artışı ile kanıtlanmıştır [20]. 

Statinler gibi farmakolojik ajanlar [21-23], eritropoietin [24, 25], trofik 

faktörler ve büyüme faktörleri tamir mekanizmalarının bir ve birkaçını birlikte 

uyararak beyin felci sonrası fonksiyonel iyileşmeyi arttırabilirler. Bunlar nörogenez 

[26-28], anjiogenez [24, 29], sinaptogenez [30, 31], seviyesinde önemli değişiklikler 

yapan sinyal iletimi üzerinden etki gösterir. Beyin felci insanlarda en fazla motor 

fonksiyon bozukluklarına neden olan hastalıktır [32]. Beyin felcinin akut fazında 

hastaların %80-90’ında hemiparezis görülmesine rağmen bu hastaların %40-60’ında 

post-akut fazda motor fonksiyon bozuklukları görülmeye devam etmektedir. Bu 

durum nörolojik iyileşmenin kısıtlı olduğunu göstermektedir. Beyin felci sonrası post-

iskemik fazda beynin endojen onarım mekanizmalarının etkinleştirilerek en azından 

fonksiyonel olarak iyileşmesi, rehabilitasyon [33] ve beyin plastisitesini uyaran 

tedaviler ile paralellik göstermektedir [34, 35]. Post-iskemik fazda beyin felcinin 

iyileşmesi, kortikal ve subkortikal seviyede nöronal ağın yeniden organize edilmesiyle 

gerçekleşmektedir. Yedek veya fonksiyonel olmayan nöronal ağ, aktive edilip yeni 

bağlantılar ile güçlendirilerek hasarlı bölge çevresi ve beynin farklı bölgeleri ile 

iletişimi sağlanmaktadır. Beyin felci sonrasında hasarlı dokunun yeniden 

şekillendirilmesinde iyileşme ile paralellik gösterdiği klinik çalışmalardan bilinen 

damarlaşma (anjiogenez), astrogliozun engellenmesi ve anti-inflamatuvar etki rol 

oynamaktadır. İskemik hemisferdeki bu süreçlerin yanında iskemik olmayan 

hemisferde de damarlaşmada artış ve aksonal yapılanma (sprouting) gibi değişiklikler 

beynin beyin felci sonrası oluşan yeni duruma hazırlanmasına katkıda bulunmaktadır 

[34, 36]. Daha önce bu konu ile ilgili yapılmış olan deneysel çalışmalar beyin felcinin 

olduğu ipsilateral ve olmadığı kontralateral hemisferlerde bu süreçlerin birbirinden 

bağımsız olarak geliştiğini göstermektedir. Bu süreçlerin nasıl koordine edildiğine dair 

hiçbir çalışma bulunmamaktadır. Bununla beraber kontralateral beyin hemisferinin bu 

süreçlere katılmasının iyileşme sürecini pozitif etkilediği deneysel çalışmalardan 

bilinmektedir [34, 36]. Bu çalışmalarda, kontralateral motor kortekse anterograd tracer 

enjeksiyonu metoduyla elde edilen bulgular plastisiteyi uyaran tedavilerin 

kontralateral projeksiyonları artırarak nörolojik iyileşmeyi uyardığını göstermektedir. 

Bununla beraber, yapılan bu çalışmalarda motor korteksin hasarıyla sonuçlanan kalıcı 

beyin felci modeli kullanılmış ve ipsilateral hemisferdeki projeksiyonlar 
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değerlendirilmemiştir. Buna ilaveten, insanlarda yapılan positron emission tomografi 

(PET), fonksiyonel manyetik resonans görüntüleme (fMRI), transkraniyal manyetik 

uyarım (TMU) ve magnetoensefelografi (MEG) çalışmaları ile kontralateral 

hemisferdeki plastisitenin beyin felci sonrası iyileşme ile paralellik gösterdiği 

belirlenmiştir [35, 37-39]. İnsanlarda bu sonuçların yorumlanması oluşan beyin 

felcinin homojenlik göstermemesi nedeniyle güç olmaktadır.  

5.  Beyin felcinde sinaptik fonksiyon bozukluğunun patomekanizması 

Sinapslar, sinir hücreleri arasındaki özelleşmiş hücreden hücreye bağlantı 

bölgeleridir ve sinir sisteminde kimyasal nörotransmisyonda yer alan esas yapıyı 

oluşturmaktadırlar ve pre- ve postsinaptik sistem ile etrafını çevreleyen astroglial 

kaplamayı içeren üç önemli bileşenden oluşmaktadırlar. Sinaptik plastisite terimi, 

kullanıma bağlı sinaptik değişkenliklerin farklı birçok konusunu kapsamakta ve 

sinaptik sinyal olaylarıyla alakalı sinapsın moleküler yapısındaki yapısal 

değişikliklerin yanı sıra sinaptik sinyal iletimi kavramlarını da açıklayan daha geniş 

bir alanı içermektedir. İskemi gibi tedaviye kolay cevap vermeyen nörolojik koşullar, 

sinaptik fonksiyon bozukluğu olarak tanımlanan sinaptik sinyal iletiminde ve 

yapısında hasara neden olabilir [40]. Akut iskemik beyin felci, beyine kan taşıyan bir 

arter tıkandığında oluşmakta ve kan beyin bariyerinde (KBB) hasar, beyin ödemi, 

nöronal hücre ölümü ve beyinde sinaptik kayıp gibi çeşitli patofizyolojik değişikliklere 

neden olmaktadır [41].  

Aquaporin (AQP) hücre membranından su taşınmasını kolaylaştıran bir su 

kanalı proteinidir [41]. Spesifik olarak AQP-1 sadece suya geçirgendir ve beyin su 

homeostazisine katkıda bulunduğu kabul edilmektedir [42]. Ayrıca, AQP-1’in beyin 

hasarını takiben ödem oluşumunda ve hipokampüste hücre ölümünde rol oynadığı 

rapor edilmiştir [43]. Beyin ödemi, enerji ihtiyacında bir dengesizliğe neden olmakta 

ve glutamatın postinaptik etkilerine [44] ve iskemi sonrası penumbrada sinaptik 

iletimin engellenmesine [45, 46] yol açmaktadır. Önceki çalışmalarda, beyin felcinin 

sinaptik belirteçler olan sinaptofizin ve PSD-95’in ve sinaptogenezin 

düzenlenmesinde önemli görevi olan MAP2’nin ekspresyonunu baskıladığı 

belirtilmiştir [47]. Kompanse edilmemiş beyin felcinden birkaç dakika sonra, hücre 

ölüm yolakları sağkalımı uyaran yolakları baskılamakta ve üç etkileşim mekanizması 

yoluyla nöronal ölüme neden olmaktadır: aşırı glutamat varlığına dayandırılabilen 

egzitotoksisite, oksidatif stres ve apoptotik yolakların uyarılması [48, 49]. Ayrıca, 
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iskemide kalsiyumun düzenlenmesinde bozulma ile ilişkili mekanizmalar da hücre 

ölümünü uyarabilir. Kalsiyum tamponlama kapasitesi, kalsiyum kanalı aktivitelerinin 

düzenlenmesinde bozulma ve diğer kalsiyumla ilgili proteinlerin egzitotoksisite, 

bozulan enerji metabolizması ve oksidatif stres nedeniyle değişiklik göstermesi ile 

ilişkilendirilmektedir. Anormal hücresel kalsiyum yükü, kaspaz aktivasyonuna yol 

açan sinyallerin arttırılmasıyla veya lipazlar ve nükleazlar tarafından yürütülen diğer 

katabolik süreçlerin tetiklenmesiyle hücre ölümünü tetikleyebilir. Artan trombinin de 

sinaptik fonksiyonda bozulmaya neden olduğu gösterilmiştir [50]. Önceki 

çalışmalarda, iskemik yarı kürede trombin aktivitesinin anlamlı oranda artarak iskemik 

merkez düzeyinde pik seviyelere eriştiğine işaret edilmektedir [51]. Buna ilaveten, 

uzamsal dağılım analizi, yüksek trombin aktivite düzeylerinin peri-infarkt alanlarda 

saptandığını göstermektedir. Yüksek trombin düzeyleri, uyarılabilirliği [52] ve 

apoptozu doğrudan tetikleyerek daha sonraki aşamalarda hücre ölümünü [53] 

uyarmaktadır. Peri-infarkt alanlarda yüksek trombin aktivite düzeylerinin bulunması, 

iskemik bir olay sonrası peri-infarkt alanlarda fonksiyonu etkileyebildiğini de 

göstermektedir. Beyin felci reperfüzyon hasarı, serbest radikal oluşumunun yanı sıra 

hipokampüs hasarı ve sinaptik iletimin uzun süreli fonksiyonel bozukluğuna neden 

olmakta ve ayrıca öğrenme ve hafıza kusurları meydana getirmektedir. Ayrıca, iskemi, 

adenozin tri fosfat (ATP) ve nörotransmitter üretimini ve depolanmasını engelleyerek 

sinaptik iletimi inhibe edebilir. Buna ilaveten, beyin felci hasarı altında beyin GLU 

sisteminin bozulmasının birçok nörodejeneratif hastalığın bilişsel hasarı ile ilişkili 

olduğu ve öğrenme ve hafıza kapasitesini etkilediği belirtilmiştir. Bu hasarlar, aşırı 

sinaptik glutamat birikimine katkıda bulunarak bir dizi hücre içi biyokimyasal 

değişikliği tetiklemekte ve sonunda nöron hücresi ölümünü uyarmaktadır. Aynı 

zamanda, eksitotoksisiteyi sınırlandırmanın gamma-aminobutirik asit (GABA) aracılı 

inhibisyonu arttırarak elde edilebildiği ve merkezi sinir sisteminde GLY gibi bazı 

inhibitör amino asitlerin hipoksi altında rat kortikal nöron hücrelerinde sinirleri 

koruduğu gösterilmiştir.  

5.1. Beyin felci sonrası plastisitenin hücresel ve moleküler substratları 

İletişim ağının yeniden organizasyonu ve motor fonksiyonun yeniden 

kazanılması süreçlerinin altında yatan mekanizmalarla ilgili birçok konu henüz tam 

olarak anlaşılmamıştır. Bu mekanizmalar, eşik değerinin altındaki var olan 

bağlantıların veya yeni liflerin filizlerinin maskelenmesine neden olabilir [54]. Bu 
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bağlamda, GABAerjik sistem ve ekstrasellüler matrisin bu plastisite olaylarının 

kontrolünde önemli görevleri bulunabilir. Örneğin, yoğunlaşmış kondroitin sülfat 

proteoglikanlardan oluşan özelleşmiş ekstrasellüler matris yapıları olan Perinöronal 

Ağlar (PNA’lar) beyin plastisitesi ve tamiri ile ilişkilendirilmiştir ve bu ağlar özellikle 

hızlı voltajı yükselen parvalbümin pozitif internöronlar olmak üzere GABAerjik 

nöronların somalarını çevrelemektedir [55]. PNA’ların görevi kritik dönemin açılması 

ve kapanmasıyla ilişkili olarak görsel sistemin olgunlaşması sırasında kapsamlı olarak 

incelenmiştir [56, 57]. PNA’ların olgunlaşmış bağlantıları stabil hale getirdiği ve spina 

hareketliliğini ve fonksiyonel plastisiteyi baskıladığı düşünülmektedir. Merkezi sinir 

sistemi (MSS) hasarını takiben, bakteriyel bir enzim olan kondroitinaz ABC 

enjeksiyonu ile PNA’ların ortadan kaldırılması sensörimotor iyileşmesini 

arttırmaktadır [58-60]. Ayrıca, yakın tarihli bir çalışmada perilezyonel kortekste PNA 

sayısında spontane azalma olduğu bulunmuş ve plastisitede artış olduğuna işaret 

edilmiştir [61]. GABAerjik sistem aynı zamanda duyusal kortekslerde erken “kritik 

dönemlerin” açılması ve kapanması ile [62] ve iskemi sonrası motor gerikazanım ile 

ilişkili olarak da çalışılmıştır. Önceki çalışmalarda, iskemi sonrası GABAerjik 

sinyalleri arttırmanın iskemi sonrası performansı iyileştirmediği [63], ancak bunun 

yerine iskemi hastalarında motor hasarın akut halde yeniden ortaya çıkmasını arttırdığı 

gösterilmiştir [64]. Ayrıca, insanlardaki bir korelasyon çalışmasında, GABAerjik 

inhibisyonda azalmanın fonksiyonel gerikazanımla ilişkili olduğu gösterilmiştir [65]. 

Beyindeki inhibitör etki, esasen çok sayıda GABAA reseptör ailesi üzerinden GABA 

sinyalleri yoluyla sağlanmaktadır [66, 67]. Bu iyonotropik reseptörler farklı alt 

birimlerden oluşmaktadır ve oluşan moleküler yapı farklı hücre bölgelerinde 

lokalizasyonu (örn. sinaptik veya ekstrasinaptik) ve sonuç olarak reseptörün biyolojik 

etkisini belirlemektedir [68]. Fokal iskemi sonrasında, bu GABAA reseptör 

komplekslerinde önemli oranda yeniden organizasyon görülmektedir [69]. Yapılan bir 

çalışmada, tonik GABAerjik sinyal sisteminin iskemi sonrası arttığı gösterilmiştir 

[70]. Gerçekten de beyin kesitlerinden alınan kayıtlar, GABAA reseptöründeki artışın 

katman 2/3 piramidal nöronlarda tonik inhibisyonu sağladığı gösterilmiştir. Bir 

benzodiazepin ters agonisti kullanılarak iskemiden sonraki ilk haftalarda bu yükselen 

inhibisyonun deneysel olarak azaltılması, çeşitli davranışsal görevlerde ön uzuv 

fonksiyonunda anlamlı iyileşmeler sağlamıştır. Buna ilaveten, a5 veya d-GABAA 

reseptörleri (tonik GABA akımını sağlayan) bulunmayan transgenik fareler iskemi 

sonrası fonksiyonda daha az bir hasar sergilemiştir [70, 71]. Yakın tarihli bir 
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çalışmada, fazik GABA iskemiden sonraki ilk haftada, özellikle perilezyonel korteksin 

5. katmanında artmıştır ve tedavi süresi boyunca GABAA reseptörleri dahil a1’in 

pozitif düzenleyicisi ile tedavi motor sonucu iyileştirmiştir [72]. Ancak, midazolam 

uygulamasının hemiparezik hastalarda iskemi hasarını geri getirdiğine yönelik klinik 

gözlemler ile bu son bulguların uzlaşması zor görünmektedir [64]. GABAA 

reseptörlerinin ters bir agonisti olan ve a1 yönünden zengin reseptörlere karşı yüksek 

bir önceliğe sahip olan DMCM kullanılarak iskemiden sonraki ilk haftada GABA 

sinyalini azaltmanın [73, 74], genel motor sonucu kuvvetli oranda iyileştirdiği ve 

etkilerin tedavinin sonundan sonra da kalıcı olduğu gösterilmiştir. Genel olarak, bu 

bulgular GABA sisteminin terapötik müdahale için farklı olasılıklar sunduğuna işaret 

etmektedir ve terapötik tedavilerin uygun zamanlamasını ve hedefini (fazik veya 

tonik) daha iyi bir şekilde nitelendirmek amacıyla daha fazla çalışma 

gerçekleştirilmelidir. Egzitatör nörotransmisyonun görevi aynı zamanda iskemi 

sonrası iyileşme ile ilişkili olarak çalışılmıştır. Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-

izoksazol propiyonik asit (AMPA) reseptörlerinin farmakolojik aktivasyonu, beyin 

türevli nörotrofik faktör (BDNF) nörotrofini salgılanmasını ve TrkB reseptörlerinin 

fosforilasyonunu arttırarak motor sonucu iyileştirmektedir [75]. Ayrıca, BDNF 

düzeylerinde artış ve TrkB aktivasyonu, seçici bir antagonist olan memantin 

kullanılarak N-methyl-D-aspartat (NMDA) reseptörlerinin bloke edilmesinden sonra 

da saptanmıştır. Önceki çalışmadaki gibi, BDNF sinyal yolağının aktivasyonu motor 

performansta iyileşme ile ilişkilendirilmiştir [76]. Bu nedenle, BDNF’nin aktiviteye 

bağlı olarak salgılanmasının motor geri kazanım için önemli olduğu görülmektedir 

[77]. Aslında, BDNF modülasyonunun transkraniyal doğrudan akım uygulaması gibi 

perilezyonel korteks uyarılabilirliğini arttıran tedavilerin terapötik etkilerini sağladığı 

da ifade edilmiştir [78, 79]. İskemi, miyelin bileşenleri (Nogo-A, myelin-ilişkili 

glikoprotein) ve kılavuz molekülleri (efrinler, semaforinler) gibi çeşitli nöral 

rejenerasyon, filizlenme ve plastisite inhibitörlerinin de üretimini uyarmaktadır. Anti-

plastisite ajanlarını etkilerini ortadan kaldırmak amacıyla, Nogo-A antikorları gibi 

ilaçların uygulanmasının çok sayıda kortikal ve spinal hasar hayvan modellerinde 

akson rejenerasyonunu, filizlenmeyi ve fonksiyonel gerikazanımı iyileştirdiği 

görülmüştür [80-83]. Özellikle, motor egzersizden önce uygulanan anti-Nogo-A 

antikoru tedavisi motor gerikazanımı önemli oranda iyileştirmektedir [84]. Bu 

çalışmada, tedavi zamanlamasının önemli olduğu bulunmuştur. Gerçektende anti-

Nogo-A’nın motor egzersiz sırasında verilmesi motor hasarını iyileştirmekte etkili 
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olmamıştır [84]. İskemi sonrasında, peri-infarkt bölgesinde 43 kDa’lık büyüme ile 

ilişkili protein (GAP43), CAP23, c-Jun gibi klasik aksonal büyüme belirteçlerinde bir 

artışla beraber “filizlenme belirteçlerinde” sabit bir değişim, ancak aynı zamanda daha 

geç zaman noktalarında efrin-A5, CSPG’ler ve diğerleri gibi büyüme inhibe edici 

genlerde paralel bir artış rapor edilmiştir [85, 86].  

5.2. İskemide peri-infarkt aksonal filizlenme 

Beyin felci, enfarktüs alanına yakın veya bu alanla bağlantılı kortikal alanlarda 

aksonal filizlenmeyi tetiklemektedir. Bu durum, beyin felcinden sonraki üç hafta kadar 

önce dahi kortikal devrelerin anatomik olarak haritalandırılmasıyla tespit edilebilir 

[86] ve kabaca beyin felcinden bir ay sonra [87, 88] ve birkaç ay sonra [89, 90] görülür 

hale gelmektedir. Peri-infarkt aksonal filizlenmenin başlangıç aşaması ilk hafta içinde 

gerçekleşmektedir [87]. İskemi sonrası peri-infarkt kortekste aksonal filizlenme, 

enfarktüsü çevreleyen dokuda ve hasara uzak olan motor, somatosensör ve premotor 

alanlarda ortaya çıkmaktadır. Motor veya somatosensördeki bağlantılar kontrol, 

iskemi-olmayan durumda haritalandırıldığında ve iskemiden sonra aynı motor ve 

duyusal projeksiyonlar ile karşılaştırıldığı zaman bağlı aksonal filizlenme 

saptanmaktadır. Bu tür çalışmalarda, yeni projeksiyonlar komşu somatosensör 

kortekste, örneğin, sıçanlarda somatosensör korteksteki ufak çaplı felçten 3 hafta sonra 

oluşmaktadır. Bu yeni projeksiyonlar, somatosensör sistemdeki kortikal 

projeksiyonların topografisini değiştirmekte ve projeksiyonların agregat haritasını 

anlamlı olarak ötelemektedir [86]. Motor veya somatosensör korteksteki daha büyük 

çaplı iskemilerde, iskemi sonrası motor korteksteki aksonal projeksiyonlarda anlamlı 

bir değişiklik de görülmektedir. Bu durum, kontrol, iskemi olmayan ile iskemi 

gerçekleştirilen farelerde ön uzuv motor kortekse bir traser madde enjeksiyonundan 

sonra kortikal bağlantıların kantitatif olarak haritalandırılması ve daha sonra 

korteksteki bağlantıların yerlerindeki değişikliklere karşı popülasyon istatistiği veya 

polar istatistik kullanılması yoluyla test edilebilir. Bu fare iskemi modellerinde 

iskemiden bir ay sonra, motor korteksten premotor kortekse ve primer ve sekonder 

somatosensör kortekse anlamlı oranda farklı ve yeni bağlantılar oluşmaktadır [87, 88, 

91]. Maymunda iskemi de somatosensör ve premotor korteks arasındaki 

projeksiyonların anatomik olarak etiketlenmesi yoluyla saptanan benzer bir aksonal 

sprouting modeli oluşturmaktadır [90]. Ayrıca, iskemi enfarktüs bölgesinin yanındaki 

sensorimotor korteksten parietal kortekse giden projeksiyonların şeklinde görünür bir 
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değişikliğe neden olmaktadır [89]. Fare, sıçan ve maymundaki bu aksonal filizlenme 

modelleri, insandaki peri-infarkt motor, premotor ve somatosensör alanlardaki motor 

kontrolün fonksiyonel haritasındaki değişikliklerle çakışmakta ve dolayısıyla iskemi 

sonrası beyinde benzer plastisite alanları bulunduğuna işaret etmektedir. 

5.3. İskemi sonrası kontralateral kortikal aksonal filizlenme 

İskemi, kontralateral hemisferin korteksinde yer alan nöronlardan da aksonal 

filizlenmeyi tetiklemektedir. Kontralateral korteksteki kortikospinal nöronlar, 

kortikospinal traktustan servikal omuriliğe projeksiyonlar uzatmaktadır. Bu 

kontralateral kortikospinal aksonal filizlenme iskemi sonrası sıçan, farede ve insan 

harici primatlarda ve diğer kortikal lezyonlarda rapor edilmiştir [92-94]. Bu motor 

kortekste ipsilateral uzvun motor reprezentasyonlarının yeniden haritalandırılmasıyla 

ilişkilendirilmektedir [93]. Belirtildiği üzere, daha geniş çaplı iskemiler daha büyük 

kontralateral kortikal aksonal filizlenme ile ilişkilendirilmektedir. Bu durum kemirgen 

iskemi modellerinde görülmektedir ve yakın zamanda daha geniş frontal lezyonların 

kontralateral primer motor korteksten servikal omuriliğin hasar görmüş ventral 

boynuzuna daha fazla aksonal filizlenmeye neden olduğunun gösterildiği insan harici 

primat çalışmalarında valide edilmiştir [94]. Bu insan harici primat çalışmasında, 

kontralateral motor korteksten aksonal filizlenmenin motor korteksi içeren iskemilerde 

indüklenmesi, ancak ilgili lezyonun sadece motor korteksi değil, aynı zamanda parietal 

somatosensör korteksi de içermesi durumunda baskılanması ilginçtir [94]. Bu durum, 

kemirgen çalışmalarında değeri anlaşılmamış iskemi sonrası aksonal filizlenme 

yanıtındaki kompleks durum düzeyine, iletişim ağının nöronal aktivite seviyelerindeki 

etkilerine, spesifik projeksiyon sistemlerinden lokal trofik faktör salgılanmasına veya 

muhtemelen somatosensör girdi kaybedildiği zaman aksonal filizlenme ile davranışsal 

bir aktivite etkileşimine işaret edebilir. Aksonal filizlenme aynı zamanda beyin felcine 

kontralateral olan korteksten beyin felcine ipsilateral olan striatuma doğru da 

görülmektedir [95-97]. Son olarak, beyin felcine kontralateral olan korteksten aksonal 

filizlenme, beyin sapındaki red nükleusta normal projeksiyon alanından karşı taraftaki 

hasarlanmış red nükleusa doğru da oluşmaktadır. Kontralezyonel kortikospinal 

sistemdeki bu aksonal filizlenme, davranışsal gerikazanım açısından önemlidir. Beyin 

felcine kontralateral olan korteksten ipsilateral servikal omuriliğe doğru spesifik 

projeksiyonlar seçili bir şekilde inaktive edildiğinde, motor gerikazanım 

engellenmektedir [98]. Dolayısıyla, kontralateral kortikospinal devrelerde aksonal 
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filizlenme bu geniş hacimli iskemi modellerinde nedensel olarak iyileşme ile 

ilişkilendirilmektedir. Geniş hacimli iskemilerde sağlam, kontralezyonel kortikospinal 

traktus hasarlanmış alanlara doğru filizlenme yapabilse de daha küçük iskemilerden 

sonra hasar görmeyen hemisferdeki diğer kortikal devreler aslında beklenmedik 

bağlantılar oluşturabilir. Örneğin, tek taraflı iskemi sonrası felç görülmeyen uzvun 

egzersizi iskemiden etkilenen uzvun rehabilite edici egzersizinin sonucunu 

azaltmaktadır [99, 100]. Ayrıca, felçten etkilenmeyen uzvun aşırı kullanımı, peri-

infarkt kortekste ön uzuv reprezentasyonunda azalma ve belki de transkallosal 

nöronlardan anormal sinaps oluşumu ile ilintilidir [101]. Bu etkiler, “öğrenilmiş 

kullanmama” olayı nedeniyle veya iskemi sonrası iyi olan uzvun kullanılmasına 

yönelimin artması hemipareziden sonra yaygın olarak görülen bir durum olduğundan 

ve devrenin tedavi edilmesini ve motor gerikazanımı baskılayabildiğinden, klinik 

olarak önemli bir durumdur. Kontralateral korteksin gerikazanıma etkisinin zararlı 

olduğu, kontralezyonel korteksin 3-14 gün boyunca muskimol ile inaktivasyonunun 

davranış sonucunu iyileştirdiği bloklama çalışmasında da gösterilmiştir [102]. Bu 

sonuç, farklı iskemi hayvan modellerinde (beyin felcine) kontralateral olan korteksin 

hem iyileşmeyi sağladığını hem de iyileşmeyi geciktirdiğini göstermektedir. Genel 

olarak, iskemi sonrası kontralateral korteksin görevini tam olarak ortaya çıkarmak için 

hem telafi edici hem de iyileştirici olan ilgili davranışsal paradigmaların yanı sıra 

iskemi kapsamının ve yerinin de analiz edilmesi gerekmektedir. 

5.4. İleri mikroskop teknikleri ve şeffaflaştırma 

Biyolojik dokularda mikroskop altında görüntü almak her araştırmacı için 

çağımızın vazgeçilmez ihtiyaçları arasındadır. Birkaç yıl öncesine kadar dokular 

mikrotom tarafından kesilip belirli kalınlığa kadar mikroskop altında 

görüntülenebiliyordu. Alınan kesitlerin hem ince olması hem de iki boyutlu olması 

araştırmacılar için çok fazla anlam ifade etmemeye başladı. Bu sebeplerle 

mühendisler, biyologlar, fizikçiler birlikte düşünmeye başlayarak görüntüleme 

konusunda çığır açacak girişimlerde bulundular. 

5.4.1. Nöron izleme ve yeniden yapılandırma 

Nöron izleme ve yeniden yapılandırma, bir nöronun gövdesinin, aksonunun, 

dendritlerinin ve dikenlerinin betimlendiği ve yeniden yapılandırıldığı bir süreç olup 

geometrik bir model oluşturulmasıdır [103]. Tek bir hücrenin morfolojik özelliklerinin 
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bu hücrenin nöronal dinamiklerini ve sinaptik plastisitesini belirlediği giderek artan 

bir şekilde kabul görmektedir [104-110]. Aynı şekilde, karakteristik dallanma yapıları 

nöronların spesifik ateşleme modelleriyle ilişkili olabilir [107, 109, 111-113]. Ayrıca, 

nöronal dendritik ağaçların organizasyonundaki değişimler her bir nöronun son derece 

organize bir nöronal iletişim ağının bir parçası olduğunu göstermektedir. Fonksiyon 

ile yapı arasındaki önemli bağlantı, kendisini global ve lokal nöron yapılardaki 

bozuklukların (yani, iletişim ağı düzeyindeki veya tek bir hücre düzeyindeki 

bozukluklar) görünür olduğu nörolojik hastalıklarda ortaya koymaktadır. Yapı ile 

fonksiyon arasındaki bu bağlantıyı daha ayrıntılı açıklamak amacıyla, araştırmacılar 

nöronların morfolojik olarak analizini sağlayan bilgisayar destekli ve otomatik nöron 

yeniden yapılandırma teknikleri kullanmaktadır. Elde edilen 3 boyutlu yeniden 

yapılandırmalar, sadece bütün nöronal proses uzunluğunu değil, aynı zamanda 

dallanma sıklığı, segment uzunluğu, dal açısı, spina veya reseptör yoğunluğu ve 

segment çapı gibi diğer morfolojik özellikleri de görüntülemek ve analiz etmekte 

kullanılmaktadır. Bu yapısal parametrelerin tek bir nöronun ve nöronal iletişim 

ağlarının fonksiyonu ile yapısı arasındaki ilişki hakkında bilgi sunması 

beklenmektedir. 

Tek bir hücrenin veya hücre ağlarının projeksiyonlarını 3 boyutlu şekilde 

yeniden yapılandırmak için birçok görüntüleme yöntemi bulunmaktadır. Bu 

yöntemlerin bazıları tek bir hücrenin görüntülenmesi için de kullanılabilir. Bu 

tekniklerin sinirbilim araştırmasında kullanımına yönelik örnekler mevcuttur. Yeşil 

floresan proteinin nöronlarda transgenik anlatımı, lazer taramalı konfokal mikroskop 

(LTKM) ile fikse edilmiş dokuda görüntülenmiştir [114-116]. Bu yöntemi özellikle 

kullanışlı hale getiren birçok özellik bulunmaktadır: (i) GFP bir proteindir. 

Dolayısıyla, hücreler, kromoforun kendisini vermek yerine bir cDNA’nın (transgenik 

olarak) iletimi ile floresan hale gelebilir. (ii) GFP kromoforu, tamamen polipeptid 

zincirden türetilmektedir. Aynı şekilde, GFP-anlatımı yapan hücreleri floresan hale 

getirmek için herhangi bir yabancı kofaktörün veya substratın iletilmesine gerek 

yoktur. (iii) GFP, floresanda herhangi bir kayıp olmaksızın başka proteinlere 

birleştirilebilir. (iv) GFP, spektral özelliklerinde değişiklik olan ve daha iyi 

translasyonel etkinliğe, termostabiliteye ve kuantum verime sahip varyantlar 

oluşturmak üzere mutasyona uğratılabilir. 
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Nöronların GFP anlatımı yapan viral vektörler ile enfeksiyonu, LTKM 

kullanılarak fikse edilmiş dokuda görüntülenmiştir [117]. Literatürde, nörotropik 

herpes virüsleri gibi doğal tür veya genetiği değiştirilmiş virüslerin kullanımına 

yönelik bazı raporlar bulunabilir [118]. Bu teknik, nöral doku kültürlerini in vitro 

ortamda bu moleküllerin anlatımını yapan viral vektörlerle enfekte ederek hastalıkla 

ilişkili moleküllerin nörodejenerasyona etkilerini çalışmak ve bu molekülleri floresan 

bir protein ile birleştirerek tek bir hücre içerisindeki varlıklarını kontrol etmek için 

kullanılabilir. Hücreleri farklı floresan boyalarla doldurmak ve varsayılan sinapsları 

araştırmak için, iki fotonlu lazer tarama mikroskopisi ile canlı doku kesitleri 

görüntülenmiştir [119]. Bu teknoloji, nöron çiftleri arasındaki tek bir sinaptik 

bağlantının fonksiyonel analizinde önemli hale gelmiştir. Hücreleri bir izleyici madde 

(traser) ile doldurmak ve traserin gap bağlantılar (gap junctions) yolu ile diğer bir 

nörona geçişini araştırmak) için, parlak alan (brightfield) mikroskopisi ile sabit doku 

örnekleri görüntülenmiştir [120]. Bu tekniğin uygulanması nöronlar arasındaki 

elektriksel sinapsların görüntülenmesini sağlamaktadır. Hücreleri floresan bir boya ile 

doldurmak ve immünohistokimya yoluyla nörokimyasal belirteçlerin 

kolokalizasyonunu araştırmak için LTKM ile sabit doku görüntülenmiştir [121, 122]. 

Bu teknoloji, nörokimyasal sistemlerin inervasyon modellerinde hedef spesifikliği 

gösterip göstermediğini belirleme imkanı ile birlikte büyük ölçekte nöronal devreleri 

analiz etmeyi sağlayan önemli bir teknolojidir. Floresan proteinlerinin tümleşik 

transgenik ekspresyonu (Brainbow transgenleri) LTKM ile sabit dokuda 

görüntülenmiştir [116]. Brainbow sistemi, temel olarak (i) GFP’yi değişik spektral 

özelliklere sahip varyantlar bu proteinler toplu olarak “XFP” terimi verilmiştir) 

oluşturmak için mutasyona uğratabilme olasılığına ve (ii) üç veya daha fazla XFP 

arasında rastgele bir ekspresyon seçimi oluşturmak üzere Cre/lox rekombinasyon 

sisteminin kullanımına dayanmaktadır. Cre/lox sistemi (deoksiribo nükleik asit) DNA 

kesme, ters çevirme veya kromozomlar arası rekombinasyon yoluyla gen 

ekspresyonunun başlatılmasını sağlayabilir [123] 

Nöron membranlarına bağlanan lipofilik boya kombinasyonları kullanarak çok 

renkli DiOlistik etiketleme LTKM ile canlı ve sabit dokuda görüntülenmiştir [124]. 

Bu da canlı veya sabit dokuları farklı floresan boyalarla hızlı bir şekilde etiketlemeye 

yarayan başka bir yöntemdir ve transgenik GFP anlatımına, nöronların GFP anlatımı 

yapan viral vektörlerle enfeksiyonuna veya Brainbow sistemine alternatif olarak ele 
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alınabilir. Ayrıca, bu yaklaşım çok ince spina boyunları gibi klasik hücre doldurma 

tekniğiyle görüntülenmeye hücre bölümlerinin etiketlenmesine izin vermektedir [125]. 

GFP’nin nöronlarda transgenik anlatımı, in vivo ortamda nöronlara en az zararı 

verecek şekilde görüntülemek amacıyla iki fotonlu lazer tarama mikroskopu ile canlı 

bir hayvanda in vivo görüntülenmiştir [115]. 

5.4.2. Şeffaflaştırma 

5.4.2.1. Solvent bazlı şeffaflaştırma 

Dehidrasyon veya şeffaflaştırma aşamalarında kullanılmak üzere bir dizi 

çözücü test edilmiştir [126]. En yaygın olarak, dehidrasyon anında hegzan içeren veya 

içermeyen metanol veya tek başına tetrahidrofüran kullanılarak gerçekleştirilmektedir 

[126-129]. Bu ajanlar suyu uzaklaştırırken, aynı zamanda bazı lipidleri de çözmekte 

ve uzaklaştırmaktadır. Suyun ve lipidlerin uzaklaştırılması, oldukça homojen, esasen 

proteinden oluşan, yoğun (yani refraksiyon indisi yüksek) bir numune sağlamaktadır. 

Dehidrasyona tabi tutulmuş proteinin refraktif indisi 1,5’tan yüksektir (sudan veya 

lipidden yüksektir). Bu nedenle, dehidrasyon aşamasını numuneyi şeffaflaştırmak 

amacıyla yağdan arındırılan ve dehidre edilen dokunun daha yüksek refraktif 

indeksiyle eşleşerek ilave lipidleri çözen ve numune boyunca homojen bir şekilde 

karışan bir ikinci ajan grubu takip etmelidir. Bugüne kadar, nihai şeffaflaştırma 

çözeltisi olarak metilsalisilat, benzil alkol, benzil benzoat, diklorometan ve dibenzil 

eter (DBE) kullanılmıştır [126-130]. 

5.4.2.2. Hidrojele gömme 

Buraya kadar tartışılan su bazlı şeffaflaştırma yöntemleri, küçük (Basit 

Batırma) numuneleri şeffaflaştırma ile veya çok yavaş olmasıyla (Hiperhidrasyon) 

sınırlıdır. Ayrıca, katı çözücüleri ve yüksek deterjan konsantrasyonlarını kullanan 

herhangi bir teknik, dokunun protein içeriğinin büyük bir miktarını da uzaklaştırma 

riskini içermektedir. CLARITY ve PACT/PARS yöntemleri, ilk olarak dokunun 

hidrojele gömülmesiyle bu konuları ele alma girişiminde bulunmaktadır [131-133]. 

Hidrojele gömme işlemi tamamlandıktan sonra, lipidler deterjan içinde (%8 SDS) bir 

hafta boyunca pasif olarak veya elektroforez yöntemiyle hızlı bir şekilde (günler 

içinde) uzaklaştırılmaktadır. FocusClear, Histodenz bazlı şeffaflaştırma çözeltisi 

RIM’ler, TDE veya %80 gliserol içinde daldırmadan oluşan son bir aşama, numunenin 
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tamamen şeffaflaştırılmasını sağlamaktadır. Yakın tarihte, bir numune boyunca 

hidrojel polimer ağı sentezleyen ve ardından bunu 4,5 kat arttıran (esasen, 

hiperhidrasyonu ve hidrojel gömdürmeyi birleştiren) Expansion Mikroskopunun 

geliştirilmesi, eğer numune hidrojele gömülürse şeffaflaştırmada hidrasyonun 

oynayabildiği görevi göstermiştir [134] 

5.4.3. Şeffaflaştırılmış dokunun görüntülenmesi 

Floresan ışık mikroskopisindeki gelişmeler, günümüzde şaşırtıcı bir hızla 

ilerlemektedir. Çok sayıda farklı optik kesit alma tekniği ticari olarak satın 

alınabilmektedir. Bunlardan çoğu da şeffaflaştırılmış dokunun görüntülenmesi için 

doğrudan kullanılabilmektedir. Bu optik kesit alma teknikleri konfokal, 2-Foton 

mikroskop ve ışık perdeli (lightsheet) floresan mikroskopunu içermektedir [135-137]. 

Bu tekniklerden, 2-Foton mikroskop, şeffaflaştırılmamış dokunun derinlemesine 

görüntülenmesi için en uygun yöntemdir. Ancak, ışık saçılması sınırlandırıcı faktör 

olmaktan çıktığında, mikroskop kullanıcılarının floresan tekniklerden hangisinin 

kendi örnekleri için en uygun teknik olduğunu yeniden değerlendirmesi gerekecektir. 

Şeffaflaştırılmış doku görüntülemenin, yeni mikroskop teknolojilerinin ve 

bileşenlerinin gelişimini itekleyen güç haline gelmesi ilginçtir. Ayrıca, yaban turbu 

peroksidaz (HRP), diğer peroksidaz reaksiyon ürünleri (örn. APEX [138]) veya gümüş 

boyaları (örn., Golgi boyası) gibi ışığı yansıtan bazı etiketlerin artık şeffaflaştırma 

sayesinde daha kalın hacimlerde görüntülenebilmesi olasılığı ortaya çıkmıştır. Bu 

nedenle, yansıtılmış ışık konfokali bir geri dönüş yapabilir [139, 140]. 

5.4.4. Konfokal ve 2-foton mikroskopta çalışma mesafesi: şeffaflaştırılmamış 
doku 

Bir objektifin çalışma mesafesi, fiziksel ön lensi ile numune içindeki odak 

noktası arasındaki uzaklıktır. Konfokal mikroskoplarının şeffaflaştırılmamış dokuda 

sınırlı bir penetrasyon derinliği (yaklaşık 100-200 µm) bulunmaktadır. Bu nedenle, en 

yüksek sayısal diyafram açıklığı (çözünürlüğün temel belirleyicisi, NA) 200 µm’den 

daha düşük çalışma mesafeleriyle tasarlanmıştır. NA ve çalışma mesafesi genel olarak 

ters orantılıdır; çalışma mesafesi 1 mm’den fazla olan birçok objektifin çözünür 

kuvveti daha düşüktür, özellikle de aksiyal boyut anlamında zayıftır.  

Teorik ve deneysel çalışmalarda daha önce, saçılma dokusunda (scattering 

tissue) 1 mm derinliğin 2-Foton mikroskopun yaklaşık derinlik sınırı olduğu 



 18 

belirtilmiştir [141, 142]. Bu derinlikte görüntüleme yapılırken, saçılma odak noktasına 

gelen uyarılma ışığını zayıflatmaktadır. Buna ek olarak, odak noktası daha derine 

hareket ettikçe kum saati şeklindeki lazer ışını tarafından aydınlatılan dokunun hacmi 

hızlı bir şekilde artmaktadır. 2-Foton uyarılma olasılığı odak noktası haricinde düşük 

olmasına karşın, bazı 2-Foton uyarılma olayları bu noktanın dışında ortaya 

çıkmaktadır. Bunun bir sonucu olarak, belirli bir derinlikte, floresan uyarılma 

olaylarının odak noktası dahilinde ortaya çıkma ihtimali kadar odak noktasından 

uzakta da ortaya çıkma ihtimali bulunmaktadır. İğne delikleri (pinholes) 2-Foton 

görüntülemede kullanılmadığından, odak noktasında ve odak dışında floresan yayılma 

objektif tarafından toplanmakta ve tekrar detektörün üzerinde görüntülenmektedir. Bu 

nedenle, maksimum derinlikte, odak dışı floresan görüntüye hakim hale gelmeye 

başlamaktadır. Bir iğne deliği odak hacminin dışındaki saçılma olaylarından 

kaynaklanan floresanı hariç tutmakta kullanılabilmesine karşın, bu derinliklerde 

numune üzerinden objektife geri hareket ettiğinde fokal düzlemde oluşturulan floresan 

ışık son derece saçılmış hale gelmektedir. Bu saçılmış floresan ışığı daha sonra iğne 

deliği tarafından reddedilmekte, böylece sinyalin saptanamayan düzeylere 

düşürülmesi sağlanmaktadır [141]. Bu fiziksel sınıra karşın, milimetre aralığı içinde 

görüntüleme kapasitesine sahip yüksek çözünürlüklü objektifler gerektiğinden, 2-

Foton mikroskopu, objektif tasarımlarını daha ileri itmiştir. Esasen su daldırma (water 

dipping) objektifleri olarak tasarlandığından, en önemli tasarım öğesi büyük çaplı ön 

lenstir. Daha büyük lens, yaklaşık 1,0’lık bir NA değerini korurken, objektifin 1-2 mm 

çalışma mesafesiyle tasarlanmasını sağlamaktadır. 

5.4.5. Konfokal ve 2-foton mikroskopta çalışma mesafesi: şeffaflaştırılmış doku 

Şeffaflaştırılmış doku, ışık saçılımından kaynaklanan penetrasyon sınırlarını 

ortadan kaldırmaktadır; yani, objektif çalışma mesafesi çok sıklıkla belirli bir 

mikroskopun ne kadar derini görüntüleyebileceğinin sınırlayıcı faktörüdür. 

Şeffaflaştırılmış doku görüntülemenin öncüleri, görüntüleme derinliğinin artık 

numune tarafından değil mikroskop objektifi tarafından sınırlandırıldığını 

keşfetmiştir. Uzun çalışma mesafesi (>5 mm), yüksek NA (>0.9) objektifleri artık 

birçok mikroskop üreticileri tarafından tedarik edilebilmektedir ve şeffaflaştırılmış 

doku görüntülemede tercih edilen lenslerdir. Şeffaflaştırılmış doku sayesinde 1 

mm’den daha büyük derinliklerde 2-Foton görüntülemenin gerçekleştirilebildiği artık 

kabul görmüştür. Ancak, numune içindeki derin noktalarda görüntü kalitesinde 
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belirgin bir azalma olduğu hala görülebilmektedir. Yayılan floresan ışığın saçılması 

şeffaflaştırılmış dokuda büyük oranda azalmaktadır; ancak, bir numune içerisinde 

derinlikte 2-Foton uyarılma kullanılırken, odak noktasının dışında hala bir miktar 

uyarılma gerçekleşmektedir. Bu nedenle, şeffaflaştırılmış doku ile geri dönen ışık 

yolunda fiziksel bir iğne deliği kullanımıyla, 2-Foton görüntüleme kalitesini 

iyileştirebilir ve böylece bir konfokal-2-Fotonlu mikroskop hibridi oluşabilir [143]. 

5.4.6. Konfokal ve 2-foton 

Çalışma mesafesi, genellikle şeffaflaştırılmış dokunun görüntüleme 

kapasitesindeki sınırlayıcı faktördür. Bu nedenle, büyük aksiyal uzaklığa sahip bir dik 

(upright) mikroskop uzun çalışma mesafesine sahip objektiflerin ve kalın numunelerin 

kullanımı için esastır. Ancak, 2-Foton uyarılma sıklıkla gerekli değildir. Gerçekten de 

doğrudan karşılaştırıldığında, konfokal görüntüleme 1-Foton uyarılmanın daha yüksek 

etkinliğe sahip olması ve birden fazla boya ile etiketlenmiş dokularda daha düşük 

çapraz uyarılma olasılığı bulunması nedeniyle belirli numunelerde daha iyi 

sinyal/gürültü oranları üretebilir. Ayrıca, çok renkli konfokal görüntüleri, lazer 

çizgileri arasında hızlı değişiklik nedeniyle daha hızlı elde edilebilir (ayarlama 

gerekmemektedir). 2-Foton görüntüleme tamamen şeffaflaştırılmamış görüntüleme 

numuneleri dahil olmak üzere çok sayıda durumda hala avantajlı olabilir. Ancak hem 

konfokal hem de 2-Foton yöntemleri lazer tarama gerektirdiğinden zaman alıcı ve 

yavaş bir işlemdir. Aslında, 1000 mm3 hacme sahip bütün bir fare beyninin 20x/1,0’lık 

bir objektif kullanılarak taranması>4,200,000 görüntü (500 × 500 µm görüntü alanı ile 

aksiyal basamak boyutu olduğu varsayılarak) gerektirecektir. 1 Hz’lik görece hızlı bir 

tarama hızında, bu neredeyse 50 gün almaktadır. Bu nedenle, şeffaflaştırılmış dokunun 

konfokal ve 2-Foton görüntülemesi sadece küçük, lokalize bölgelerin yüksek 

çözünürlüklü görüntülemesinde pratiktir. 

5.4.7. Işık perdeli mikroskop ile görüntüleme 

Konfokal ve 2-Foton görüntüleme teknikleri büyük bir numuneyi 

görüntülemek için gereken zaman miktarı açısından büyük bir sınırlamaya sahiptir. 

Dolayısıyla, ışık perdeli mikroskopun yeniden icat edilmesi esasen 1903 yılında 

tanımlanmış ve 1925 yılında Nobel ödülü ile ödüllendirilmiştir ve son derece avantaj 

sağlamıştır. Işık perdeli mikroskopunun temel tasarımı (bir görüntüleme objektifinin 

eksenine dik olarak odaklanmış ince bir uyarılma ışığı tabakası) bütün ışık perdeli 
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floresan mikroskoplarda ortak olmasına karşın, çok sayıda farklı tasarım ortaya 

çıkmıştır. 

Bütün ışık perdeli floresan mikroskop (IPFM) tasarımlarında, tek bir düzlem 

vardır ve sadece o düzlem uyarılma ışığı ile aydınlatılmaktadır. Bu tam aydınlatma, 

bir lazer ışınının numune boyunca yavaş bir şekilde tarama yapma ihtiyacını ortadan 

kaldırmaktadır. Bunun yerine, bütün bir düzlemin görüntüsü tek bir pozlama ile 

kameraya çekilebilmektedir. Hızlı bir bilimsel tamamlayıcı metal-oksit yarı iletken 

(sCMOS) kamera ile kombine edildiğinde, okuma hızı veya numuneyi sonraki odak 

düzlemine hareket ettirmek için gereken zaman temporal numune alımında sınırlayıcı 

faktör haline gelmektedir. Saniye başına 20’den fazla düzlemin görüntülendiği hızlara 

kolaylıkla erişilebilmektedir. Ancak ne yazık ki, lightsheet’in fiziksel genişliği 

(aksiyal çözünürlüğü saptayabilir) ile görüntülenebilen hacim boyutu arasında bir 

değiş tokuş olduğu görülmektedir.  

En ince lightsheetleri yansıtan teknikler (5 ila <1 µm): Objektif-Bağlı 

Düzlemsel Aydınlatma Mikroskopu [144], diSPIM [145], 2-Foton Lightsheet, Bessel 

Beam Lightsheet [146], Lattice Lightsheet [147] ve SCAPE [148] en iyi aksiyal 

çözünürlüğü sağlarken, sadece birkaç yüz mikrometre kalınlıkta ve alanı görece küçük 

numuneler ile sınırlıdır. 

Daha kalın perdeler (4-40 µm) düşük NA odaklama optikleri ile birleştirilmiş 

silindirik lensler tarafından oluşturulmuştur ve çok daha geniş alanlar (cm2) üzerine 

düzgün bir şekilde projeksiyon sağlayabilir ve daha derini görüntülemeye izin 

verebilmektedir (yüksek NA uyarılma ve görüntüleme objektifleri kullanıldığında 

ortaya çıkan yapısal engellemeyi önleyerek). Bu tasarımları kullanan ışık perdeli 

mikroskopları, en yüksek optik çözünürlük gerektirmeyen durumlarda şeffaflaştırılmış 

dokuların görüntülenmesinde kullanım için idealdir [127, 132, 149, 150]. 

Yukarıda verilen bilgiler doğrultusunda beyin felcini takiben meydana gelen 

patofizyolojik süreçlerden plastisite yolaklarının daha iyi belirlenmesi ve üç boyutlu 

olarak haritalandırılmasının yapılması hedeflenmektedir.  
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6. MATERYAL VE METOT 

Bu çalışmada kullanılan C57/BL6 türü fareler İstanbul Medipol Üniversitesi, 

Tıbbi Araştırma Merkezinden temin edildi ve deney hayvanlarına uygulanan iskemi 

modeli, İstanbul Medipol Üniversitesi Rejeneratif ve Restoratif Tıp Araştırmaları 

Merkezi, Beyin Araştırmaları Laboratuvarında gerçekleştirildi. Deney hayvanları 

İstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi Araştırma Merkezi’nden (MEDİTAM) temin 

edilip, bu merkezde bakıldı. Bu tez çalışması Medipol Üniversitesi yerel etik 

kurulunun 16.04.2017 tarihli 04 karar numaralı onayı ile yapılmıştır. 

Yetişkin iki aylık farelere orta serebral artek tıkanması metodu ile beyin felci 

yapılıp, post operatif bakımlarının ardından ve akut patofizyolojinin tamamlanmasının 

ardından 3. günde hayvanların motor kortekslerine viral vektör enjeksiyonları yapılıp 

30. günde hayvanlar (n=60) sakrifiye edildi (Şekil 6.1). 

 

Şekil 6.1. Deney dizaynı. 

6.1. Orta serebral arter oklüzyon modeli ve beyin kan akımı ölçümü  

20-25 gram ağırlıkta erkek fareler %1 Isofluran (%30 O2, kalanı N2O) ile 

anezteziye alındıktan sonra vücut ısıları homeotermik ısıtma sistemiyle 36,5-37,0 °C 

arasında tutuldu. Beyin kan akımının ölçülmesinin yanında, beyin felci ve 

reperfüzyonunun kontrolu amacıyla Laser Doppler’in (LDF) probu (Perimed, 

Stockholm, Sweden) orta cerebral arter bölgesine (Bregma -2mm posterior; 6mm 

lateral) temporal kaslar ayrılarak direk kafatası kemiği üzerine açılan 0.5mm’lik 

açıklıktan korteks üzerine yerleştirilerek kaydedildi. 30 dakikalık fokal serebral iskemi 

daha önceki çalışmalarımızda olduğu gibi intraluminal teknik ile yapıldı [151-153].   

Serebral	iskemi	
başlangıcı 

30	dakikalık	
serebral	iskemi 

i.c.v.	virüs	
enjeksiyonu 

Deneyin	
sonlandırılması 

0.	dk 30.	dk İskemi	
sonrası	3.	

gün 

Enjeksiyon	sonrası	
30.	gün 
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6.2. Virüs hazırlama 

Aksonal projeksiyonların belirlenebilmesi amacıyla hayvanların kontralateral 

ve ipsilateral motor kortekslerine anterograde olarak ilerleyen ve sürekli olarak ifade 

edilen GFP ve tdTOMATO adeno asosiye viral vektörleri hazırlandı [154].  

6.2.1. AAV üretimi 

Adeno asosiye viral vektörler (Şekil 6.2.1.) de gösterilen basamaklar takip 
edilerek yapıldı.  

6.2.1.1. Transformasyon 

Kompetent hale getirilmiş E. Coli bakterisinin içine pAAV-CAG-eGFP ve 

pAAV-CAG-tdTomato plazmitleri transforme edildi. 37°C ve 250 rpm koşullarında 1 

saat inkübe edilen bakteri ve plazmitler, bu sürenin sonunda katı besi yerinde 

büyütülmeye hazır hale getirildi. Bakteriler katı besi yerinde 18 saat boyunca 37°C’de 

büyütüldü. Seçilen koloniler sıvı besi yerine aktarıldı ve 8 saat boyunca 37°C’de 

büyütüldü. Bu işlem pAAV-CAG-eGFP, pAAV-CAG-tdTomato, Helper ve AAV2/1 

plazmitleri için tekrarlandı. 

6.2.1.2.Transfeksiyon 

Transformasyon aşamasında elde edilen pAAV-CAG-eGFP, Helper ve 

AAV2/1 plazmitleri PEI transfeksiyon ajanı ile AAV293 hücre hattına verildi, verilen 

DNA’lar ile birlikte bu hücreler 72 saat boyunca 37°C ve %5 CO2 koşullarında inkübe 

edildi ve aynı aşamalar pAAV-CAG-tdTomato için tekrarlandı.  

6.2.1.3.Pürifikasyon 

Toplanan hücreler sırayla 37°C ve kuru buz / EtOH yardımıyla patlatıldı. 

Hücre artıklarından arındırmak için ultra santrifüj ile katmanlarına ayrıldı. %17, %25, 

%40 ve %60’lik katmanlar hazırlandı. 18°C, 55000 rpm koşullarında 90 dakika 

boyunca yapılan ultra santrifüjün ardından, rekombinant adeno-asosiye virüsler 

%40’lik katmandan toplandı ve aynı aşamalar rAAV-CAG-tdTomato için tekrarlandı. 
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Şekil 6.2.1. Virüs hazırlama basamakları. Beyin felcini takiben aksonal projeksiyonların takibinin 
yapılabilmesi için AAV vektörler 3 basamaklı bir hazırlık aşamasından geçmektedir. 

6.2.1.4.Virüs enjeksiyonu 

Beyin felci geçiren hayvanlar 3 gün süre ile dinlendirilip ardından daha 

önceden hazırlanmış olan eGFP ve tdTOMATO ile kodlanmış virüsler hayvanlara 

Bregma AP 0.5, lateral 2.00, 2,50 mm olacak şekilde her iki hemisfere 1.0 mm 

derinlikte, 45o’lik açılarla dört yerden cam pipet ile enjekte edildi (Şekil 6.2.1.4.1). 

Cam pipet 1 dk süre ile enjeksiyon bölgesinde bırakıldı. Her bir enjeksiyon bölgesine 

400 nl virüs enjeksiyonu yapıldı. Enjeksiyondan 30 gün sonra sakrifiye edilen 

hayvanların beyinleri çıkartıldı ve RN ve FN bölgeleri (Şekil 6.2.1.4.2) beyin matirisi 

kullanılarak koronal kesitler alınarak ortaya çıkartıldı [155] ardından kesitlere 

şeffaflaştırma işlemi başlatıldı.  

1 - Transformasyon 

Helper    eGFP 
AAV2/1 

2 - Transfeksiyon 

3 - Pürifikasyon 
4 - Intrakranial Enjeksiyon 

eGFP 
(rAAV	vektör) AAV	helper AAV2/1	(Adenoviral 
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Şekil 6.2.1.4.1. Viral enjeksiyon bölgeleri. Beyin felci geçiren hayvanların sağ ve sol motor korteks 
bölgesine yapılan 450’lik enjeksiyonlar.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

rAAV-CAG-eGFP rAAV-CAG-tdTomato 
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Şekil 6.2.1.4.2. Beyin Kesitlerinde RN ve FN konumları. Motor korteksten yapılan enjeksiyonların 
bütün beyin boyunca izlediği yol ve analizi yapılan RN ve FN bölgeleri. 

6.3. Kullanılan şeffaflaştırma yöntemleri ve optimizasyon 

Doku şeffaflaştırma yöntemlerinin optimizasyonu için ilk başta GFP-M 

transgenik hayvanların beyinlerinden alınan dokularda CLARITY ve 3DISCO olmak 

üzere 2 farklı doku şeffaflaştırma yöntemi denendi. Yapılan optimizasyonun ardından 

viral vektör uygulanan hayvanlara 3DISCO protokolleri uygulandı.  

6.3.1. Clarity yöntemi ile şeffaflaştırma 

Yetişkin fareler kloral hidrat ile anestezi edildi ve 4% paraformaldehid (PFA), 

4% akrilamide, 0.05% bis-akrilamide, 0.25% VA044 ve tamponlu tuz çözeltisi (TTÇ) 

ile transkardiyak olarak perfüze edildi. Beyinler çıkartılıp 3 gün boyunca aynı 

solusyonda 4 oC’de inkübe edildi. Daha sonra polimerizasyon için solüsyon sıcaklığı 
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37 oC’ye çıkartıldı. 3 saat sonra 37 oC’de hidrojel gömülü beyinler organ-elektroforez 

haznesine konuldu. 4% (wt/vol) sodyum dodesil sülfat (SDS) içeren sodyum borat 

solusyonu (200mM, pH 8.5) haznede dolaşırken, 10-60 V 2 gün boyunca 37-50 oC de 

beyine uygulandı. SDS’i gidermek için beyinler temizlemeden sonra 2 gün süreyle 37 
oC’de TTÇ ile inkübe edildi. Beyinler 1 mm’lik bloklar halinde kesildi. Bloklar daha 

sonra temizlenmesi için 1 gün süreyle elektroforez yapıldı [156].  

6.3.2. 3Disco yöntemi ile şeffaflaştırma 

Hayvanlar letal doz kloral hidrat ile anesteziye alındı ve herhangi bir refleks 

gözlemlenmediği anda 5-10 dakika süre ile soğuk PBS ile kan tamamen vücuttan 

uzaklaşıncaya kadar kardiyak perfüzyon yapıldı. Daha sonra dakikada 5 ml olacak 

şekilde toplamda 50 ml ve soğuk olarak %4’lük PFA ile perfüzyona devam edildi. 

Perfüzyonu takiben dikkatlice kafatası açılıp beyin bütün olarak dışarı çıkartıldı ve bir 

gece boyunca %4’lük PFA’da post-fiksasyona bırakıldı. Post-fiksasyon sonrasında 

dokular PFA artıklarından temizlenmesi için PBS ile 3x5 dakika süre ile yıkandı. PBS 

ile yıkanan dokular refraktif indeks ayarlayıcısı olarak ilk başta farklı 

konsantrasyonlarda tüm beyin dokusu için 12 saat arayla, 1 mm’lik dilimler için ise 2 

saat arayla tetrahidrofuran (THF) serisinden geçirildi. THF serileri %50, 70, 80 olacak 

şekilde distile su ile karıştırılıp hazırlandı. Ayrıca son basamakta %100 THF ile 

muamele edilip sonrasında asıl şeffaflaştırma kimyasalı olan dibenzil etere (DBE) 

bırakıldı, şeffaflaştırmanın kalitesini arttırmak için her 10 dakika taze DBE konuldu 

(Tablo 5.3.2) [157].  
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Solüsyon Beyin (kısa protokol) Beyin (uzun protokol) 

%50 (vol/vol) THF 2 saat 12 saat 

%70 (vol/vol) THF 2 saat 12 saat 

%80 (vol/vol) THF 2 saat 12 saat 

%100 (vol/vol) THF 1 saat, geceboyu, 1 saat 3x12 saat 

DBE >3 saat 1-2 gün 

Tablo 5.3.2.1. 3DISCO şeffaflaştırma protokolü. Kısa protokol 1 mm kalınlığındaki dokular için 
kullanılırken, uzun protokol bütün beyin şeffaflaştırmalarında kullanılmaktadır. Şeffaflığın kalitesini 
arttırmak için her 10 dakika taze DBE konulmalıdır. 

6.4. Görüntüleme 

Görüntüleme işleminin yapılabilmesi için öncelikle bir cam petri alınıp etrafı 

dental sement veya katı gliserin ile kaplandı ve içerisine şeffaflaştırma solusyonu olan 

DBE konuldu. Tam ortaya yerleştirilen beyinlerde görüntüleme işlemi Axio Zoom 

Stereo V12 Mikroskop (Zeiss GMBH), Lazer Taramalı Mikroskop (Zeiss GMBH) ve 

Multi-Foton Mikroskop (7MP Zeiss GMBH) ve Işık Perdeli Floresan Mikroskop 

(LaVision Biotech GMBH) yapıldı. Alınan 3 boyutlu görüntüler post-işlem 

programları ile tekrar organize edildi. 

6.4.1. Axio zoom mikroskop  

Axio Zoom mikroskop (AZM), dokulara geniş açıdan bakılmasını sağlayan ve 

11X ila 40X arası büyütmeye sahip bir mikroskoptur. Hayvanlara uygulanan AVV 

viral vektörlerin motor korteks üzerinde hızlıca yoğunluklarının ölçülmesinde ve ne 

kadar bir alana yayıldığının anlaşılmasında kullanıldı. Viral enfeksiyonun süresinin 

tayin edilmesi aşamasında dokuya uzaktan bakarak anatomik olarak virüsün ilerlemesi 

izlendi.  

6.4.2. Lazer taramalı konfokal mikroskop 

Lazer taramalı konfokal mikroskop (LTKM), normal opak dokularda ve 

kesitlerde maksimum 50 µm kalığındaki dokuların görüntülenmesi için 

kullanılmaktadır. Ancak doku şeffaflaştırıldıktan sonra ışık geçirgenliği arttığından 
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dolayı daha kalın kesitlerde de görüntüleme yapılabilmektedir. Şeffaflaştırılan 1 

mm’lik kesitlerin LTKM aracılığıyla görüntülemeleri yapıldı. 

6.4.3. 2-foton mikroskop 

2-Foton mikroskop (2FM) genellikle canlı hayvan görüntülemesinde ve daha 

kalın kesitlerin görüntülenmesinde kullanılan bir mikroskoptur. LTKM nazaran çok 

daha kalın numunelerden floresan işaretli örneklerin analiz edilmesinde kullanılır. 

Şeffaf beyin dokusunun tamamının görüntülenmesi 2FM aracılığıyla 

yapılabilmektedir. Ancak kullanılan femtosaniye lazerler bütün beyin dokusunun 

fotoğrafını çekmede hız olarak yetersiz kalmaktadır. İki farklı floresan işaretli bütün 

beyin dokusunun anteriyörden posteriyöre ve dorsalden ventrale tarama işlemi 

yaklaşık olarak üç ay sürmektedir. Sürenin bu kadar uzun olması hem dokudaki 

floresan işaretli hücrelerin solmasına, hem de sonuca ulaşılmasının gecikmesine yol 

açmaktadır. 

6.4.4. Işık perdeli floresan mikroskop 

Işık perdeli floresan mikroskop (IPFM), çalışma prensibi olarak diğer lazer 

mikroskoplardan farklıdır. Özellikle şeffaflaştırılmış dokularda ışığın geçirgenliği 

kullanılarak çok daha derin bölgelere ulaşabilen bir sistemdir. Klasik mikroskoplarda 

tek bir objektif bulunurken, IPFM’lerde 3 objektif bulunmaktadır. Objektiflerden bir 

tanesi görüntü alınmasında kullanılırken, diğer ikisi karşılıklı olarak konumlandırılır. 

Karşılıklı birbirlerine bakan objektiflerin içerisinden geçen lazer objektiflerin arasında 

bir ışık huzmesi oluşturur. Bu şekilde şeffaf dokuların büyük bir kısmı eş zamanlı 

olarak görüntülenebilir. 2FM’lara nazaran görüntü alımı çok daha kısa sürmektedir. 

Bütün bir beyin görüntülemesi tek floresan işaret için 6.3X büyütmede yaklaşık olarak 

3-4 saat sürmektedir.  

6.5. İstatistik 

Gruplardaki hayvan sayısının belirlenmesinde Power Analiz programı 

kullanılmış olup çalışma için toplam 60 olarak bulunmuştur. Çalışmamız sonucunda 

elde edilen verilerin değerlendirilmesi amacıyla SPSS ANOVA istatistik analiz sistemi 

kullanılmıştır. Gruplar arasındaki anlamlılığı bulmak için indipendent T testi 

kullanıldı. 
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7. BULGULAR 

Beyin felci geçiren hayvanların (n=20) beyinleri çıkartıldıktan sonra 

CLARITY ve 3DISCO olmak üzere 2 farklı şeffaflaştırma yöntemi denendi. Dokunun 

anatomik olarak özelliklerini koruyan ve floresan sinyallerin daha uzun süre kalıcı 

olabilen modelin 3DISCO modeli olduğu belirlendi (Resim 6.1). 

 

Resim 6.1. Bütün beyin dokusunda farklı şeffaflaştırma yöntemleri.  

Doku şeffaflaştırma yöntemlerinin optimizasyonu için GFP-M transgenik 

hayvanlar kullanıldı. Sadece nöronlarından yeşil floresan üretimi yapan GFP-M 

hayvanlardan alınan 1 mm kalınlığındaki kesitler herhangi bir şeffaflaştırma protokolü 

uygulanmadan öncelikle 2FM ve LTKM altında görüntüleri çekildi. Alınan 

görüntülerde (Resim 6.2.) doku yüzeyinden ancak MFM mikroskopta 120 µm, LTKM 

ise 58 µm derinliğe inilebildiği görüldü. Sonrasında hayvanlardan alınan 1 mm 

kalınlığındaki kesitler 3DISCO protokolü uygulanarak kesilerek MFM altında üç 

boyutlu olarak hipokampüs bölgesinin görüntüleri alındı (Şekil 6.3). 

3DISCO CLARITY 
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Resim 6.2. Transgenik GFP-M hayvanda 2-PM ve LTM görüntüleri. Şeffaflaştırma protokolü 
uygulanmadan önce alınan mikroskop görüntüleri.  
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Resim 6.3. Tg GFP-M hayvanda şeffaflaşmış hipokampüs bölgesi. Alınan 1 mm’lik hipokampüs 
kesitlerinin üç boyutlu halden iki boyutlu hale getirilerek görüntüleri alındı.  
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Virüs canlılığının optimizasyonu için ilk önce hücre kültürü çalışması yapıldı 

(Resim 6.4). Kullanılan virüslerin aktif oldukları anlaşıldıktan sonra virüslerin daha 

önceden belirtilen bölgelere enjeksiyonları yapıldı ve korteks bölgesindeki yayılımları 

izlendi (Şekil 6.5). 

 

Resim 6.4. Hücre kültürü AAV görüntüleri. 

 

Resim 6.5. Enjeksiyon bölgeleri in vivo. Korteks bölgesine yapılan viral enjeksiyonların şeffaflaştırma 
sonrası AAV GFP ve AAV tdTOMATO hücrelerin enfekte oldukları görülmüştür. 
 

rAAV-CAG-eGFP rAAV-CAG-tdTomato 

Enjeksiyon Bölgeleri 

z=1 mm z=1 mm 
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Resim 6.6. Virüs enjeksiyon bölgelerinin dorsal görünümü. 

GFP ve tdTOMATO AAV vektörlerin hayvanların motor kortekslerine 

enjeksiyonunu takiben 30. günde hayvanlar sakrifiye edilerek beyinleri çıkartıldı ve 

herhangi bir şeffaflaştırma protokolü uygulanmadan Axio Zoom mikroskopta beynin 

dorsal kısmından ve ventral kısmından görüntüler alındı. Alınan görüntüler sonucunda 

AVV vektörlerin her iki hemisferde de yayıldığı ve enjeksiyonun doğruluğu saptandı 

(Resim 6.6).  
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Resim 6.7. Virüs enjeksiyon bölgelerinin ventral görünümü. 

AAV vektörlerin her iki hemisferde de motor korteksten başlayarak beynin 

ventraline doğru izlediği kortiko spinal yol Axio Zoom mikroskop kullanılarak izlendi. 

Enjeksiyonu takiben üç hafta içerisinde serebellum bölgesine ulaştığı saptandı (Resim 

6.7). Serebellumun ventral bölgesinde mikroskopta büyütme yapılarak kortiko spinal 

yoldan gelen lifler daha ayrıntılı olarak görüldü (Resim 6.8, 6.9).  

 

 

 

 

 

 

 



 35 

 

Resim 6.8. Viral vektörlerin enjeksiyonunun ardından serebellumun ventral görünümü tdTOMATO. 
Serebellumun ventral bölgesinden LTKM ile alınan görüntü.  

 

Resim 6.9. Viral vektörlerin enjeksiyonunun ardından serebellumun ventral görünümü GFP.  
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Enjeksiyon yapılan viral vektörlerin zamana bağlı olarak yapılan 

optimizasyonunda fasiyal çekirdek bölgesine ulaşmaları 3 hafta sürdüğü saptandı 

(Resim 6.10). 

 

Resim 6.10. Viral optimizasyon görüntüleri. 

Yapılan şeffaflaştırma optimizasyonlarının ardından hayvanların sağ ve sol 

hemisferlerine viral vektör enjeksiyonları yapıldı. Enjeksiyonları takiben 30. günde 

hayvanlar sakrifiye edilerek beyinleri çıkartıldı. Uygulanan 3DISCO protokolünün 

ardından kesitlerde RN ve FN bölgeleri hem 2FM hem de LTKM kullanılarak 

fotoğraflandı. Kontrol grubunda fasiyal çekirdek bölgesinde her iki hemisferden de 

karşılık olarak aksonal projeksiyonların geçişi izlendi (Resim 6.11, 6.12). 
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Resim 6.11. İskemi geçirmeyen hayvanda FN bölgesi aksonal projeksiyonları. Alınan 1 mm’lik kesitler 
şeffaflaştırıldıktan sonra görüntülemeleri yapıldı ve maksimum intesity projeksiyonları (MİP) alındı. 
Orta hat beyni dorsalden ventrale tam olarak ikiye bölmektedir.  
 

Z=1 mm 
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Resim 6.12. RN bölgesindeki aksonal projeksiyonlar. Alınan 1 mm’lik kesitler şeffaflaştırıldıktan sonra 
görüntülemeleri yapıldı ve maksimum intesity projeksiyonları (MİP) alındı.  
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Resim 6.13. İskemi geçiren hayvanların RN bölgesindeki aksonal projeksiyonları. Görüntüler MİP 
olarak kaydedilmiştir. 

Otuz dakikalık beyin felci geçiren hayvanlar 30 gün sonra sakrifiye edilip 

perfüzyon fiksasyon yapıldıktan sonra beyinleri alınıp 3DISCO yöntemi kullanılarak 

şeffaflaştırıldı. Alınan 1 mm’lik koronal kesitlerin 2FM altında görüntülenmesi 

yapıldı. Yapılan analiz sonucundan kontralateral alandan, ipsilateral bölgeye bol 

miktarda aksonal projeksiyonun olduğu gözlendi. Görüntüler MİP yapılarak 

kaydedildi (Resim 6.13, 6.14). Kontrol grubu ve beyin felci geçiren hayvanların fasiyal 

nükleus seviyesinde kontralateralden ipsilaterale geçen akson sayısı bakımından 

incelendiğinde kontrole göre yaklaşık dört kat daha fazla aksonun karşı hemisfere 

geçtiği tespit edildi (Şekil 6.1) 

iskemik hemisfer 

non-iskemik hemisfer 
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Resim 6.14. İskemik hayvanda FN bölgesindeki görüntüleri. Kontralateral bölgeden ipsilateral bölgeye 
geçen aksonların MİP görüntüleri. Orta hattın üzerinde kalan kısım ipsilateral, alt kısmında kalan bölge 
ise kontralateral alandır.  
 

 

 

 

 

 

İskemik hemisfer 
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Şekil 6.1. Karşı hemisfere geçen akson sayıları. Beyin felci geçiren ve geçirmeyen hayvanlarda fasiyal 
nukleus bölgesinde kontralateralden ipsilaterale geçen akson sayıları. Sonuçlar ortalama ± SD olarak 
verilmiştir **p<0.05. 

Beyin felci geçirmiş hayvanlardan alınan beyinlere 3DISCO protokolü 

uygulandı ve beyinlerin IPFM altında bütün olarak görüntüleri alındı. Alınan 

görüntüler Fiji programı ile analizleri yapıldı. Viral vektörlerin korteks bölgesinden 

beyin sapına kadar izlediği yol üç boyutlu olarak saptandı. Aynı şekilde IPFM ile 

alınan görüntüler Fiji programı ile 3 boyutlu hale getirilip hasar alanının 

hesaplanabileceği görüldü. Yapılan analiz sonucunda total beyin hacmi 350 ± 9 mm3 

olarak hesaplandı. Hasar gören bölgenin alanı hesaplandığında ise 1.73 ± 0.09 mm3 

olduğu görüldü. Ayrıca program özellikleri kullanılarak üç boyutlu dokunun ortagonal 

olarak görüntüleri alınarak hasar bölgesi, RN ve FN bölgeleri daha ayrıntılı olarak 

gözlemlendi (Resim 6.15, 6.16, 6.17). 
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Resim 6.15. IPFM ile alınan hasar bölgesi. Işık perdeli floresan mikroskop ile alınmış her kesitin 15 
µm kalınlığındaki kesitlerden bir tanesi resimde gösterilmiştir.  
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Resim 6.16. IPFM ile alınan hasar bölgesi, RN ve FN bölgeleri.  
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Resim 6.17. IPFM ile alınan 3 boyutlu beyin görüntüsü. Alınan 15 µm’lik kesitler birleştirildiğinde 
toplamda 5.37 mm kalınlığında tüm beyin görüntüsü 3 boyutlu olarak elde edilmiştir.  
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8. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışmada deneysel beyin felci sonrası plastisite gelişimindeki 

değişikliklerin ileri görüntüleme teknikleri kullanılarak araştırılması amaçlanmıştır. 

Bu amaç için orta serebral arterin filament yöntemiyle 30 dakika tıkanması sonrası 

uzun dönemde plastisitede meydana gelen değişikliklerin incelenmesi için motor 

korteks hücreleri floresan işaretli viral vektörlerle işaretlenerek üç boyutlu olarak ileri 

mikroskopi teknikleriyle incelenmiştir.  

İskemiden günler sonra gerçekleşen kortikospinal yolaktaki aksonal 

filizlenmenin yani nöronal plastisitenin artan fonksiyonel geri kazanımla bağlantılı 

olduğu bilinmektedir. [158]. Bunun için fonksiyonel geri kazanımı test etmenin 

yanında plastisitenin nasıl gerçekleştiğini gösterebilmek için kortikospinal yolak 

boyunca aksonal uzamanın üç boyutlu olarak analiz edebilme tekniklerine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Ancak bugüne kadar yapılan çalışmalarda özellikle iskemi sonrası 

kontralateral alandan ipsilateral alana uzayan aksonların analizi sadece ince koronal 

kesitlerde iki boyutlu olarak yapılmaktadır. Bunun sonucunda da elde edilen bilgiler 

tam olarak gerçeği yansıtmaktansa çok dar bir alandaki aksonal projeksiyonları 

göstermektedir. Bu analizlerin kalın kesitlerde yapılamamasının bir nedeni de opak 

yapıdaki dokuların mikroskoplar aracılığıyla dokuya zarar vermeden 

görüntülenememesinden kaynaklanmaktadır. Kalın dokunun ileri mikroskopi 

teknikleri kullanılarak dahi görüntülenememesi i) kalın dokunun daha çok arka plan 

görüntüsü vermesi, ii) alınan arka plan görüntüsünün gerçek sinyali bastırması iii) 

biyolojik dokunun doğası gereği bulanık görünmesinden kaynaklanmaktadır [143]. Bu 

sorunun çözümü için şeffaflaştırma yönteminin kullanılabileceği 20. yüzyılın 

başlarında Splateholz ve ark. 2014 tarafından önerilmiştir. Ancak bu teknikleri 

kullanılan yoğun kimyasallar, dehidrasyon basamakları ve doku soldurma sebebiyle 

dokular zarar görmekte ve bir bütün halinde görüntülenememektedir. MFM 

teknolojisinin gelişmesiyle birlikte dokuya zarar vermeden daha derinden görüntü 

alınabilmesinin önü açılmıştır. Lazer taramalı mikroskopların gerek dokunun derinine 

inebilmesi gerek aynı anda farklı floresan işaretli moleküllerin tespit edilebilmesi gibi 

avantajları olsa da kendi içlerinde de bazı önemli farklarının olduğu bilinmektedir. 

Konfokal mikroskoplarda fazla kalın olmayan dokuların daha yüksek çözünürlükte 
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görüntü alınabildiği, 2FM’larda konfokale göre daha kalın örneklerin incelenebildiği 

fakat büyük dokularda örneğin tüm beyin dokusunun görüntülenmesinde hız olarak 

dezavantajlı olduğu, LSKM ise derinlik açısından MFM’lara göre daha derine 

inebildiği ve bütün beyin dokusunun çok daha hızlı görüntülendiği bilinmektedir. Her 

ne kadar mikroskopi teknolojisi gelişmiş olsa da dokudan gelen otofloresanın 

minimize edilmesi amacıyla MFM görüntülenmesine uygun şeffaflaştırma teknikleri 

geliştirilmiştir. Bu tezde 2FM, LTKM ve IPFM kullanıldığı için şeffaflaştırma tekniği 

olarak CLARTY ve 3DISCO protokolleri denenmiş ve 3DISCO’nun mevcut 

görüntüleme imkanlarına göre daha uygun olduğu tespit edilmiştir. CLARTIY 

protokolü uygulanan beyin dokusunun yapı olarak daha genişlemiş, yumuşak ve 

floresan işaretlerin uzun süre kalmaması, şeffaflaştırma basamaklarından kullanılan 

kimyasalların maliyetlerinin yüksek olması, içerdiği tuz solüsyonlarının korozyona 

uğradığı tespit edilmiştir. Bu sebeplerle beyin felci sonrası aksonal uzamanın üç 

boyutlu analizinin yapılabilmesi için 3DISCO metodu kullanılmıştır. Literatürde 

yapılan çalışmalarda beyin felci sonrası aksonal projeksiyonun görüntülenmesi 

amacıyla BDA ve CB gibi tracerler uygulanarak sonrasında alınan koronal kesitlere 

rutin immünkimyasal veya immünfloresan teknikler kullanılmaktadır. Alınan 

kesitlerin ince olması sebebiyle yapılan analizler tüm beynin sonuçlarını 

yansıtmaktansa daha dar bir alanın sonucunu yansıtmaktadır [158, 159]. 

İmmünkimyasal veya immünfloresan boyamalarda antikor antijen ilişkisi ile 

kullanıldığından beyin gibi kompleks dokularda kullanılan antikorların yanlış bölgeye 

bağlanması sonucu gerçeği yansıtmayan otofloresan harici ışımalar verebilir. Bununla 

birlikte kalın kesitlerde yüzeyden daha derindeki bölgelere antikor bağlanması on-

onbeş gün gibi uzun inkübasyon süreleri gerektirdiğinden ve yeteri kadar derine 

penetre olamamasından dolayı son yıllarda antikor-antijen ilişkisini kullanan 

immünfloresan yerine floresan işaretli viral vektör kullanımı artmıştır. BDA veya 

CB’nun alternatifi olarak lazer taramalı mikroskoplarda görüntü alınabilinmesi için 

dokuda floresan işaretli moleküllerin bulunması gerekmektedir. Literatürde bu tür 

mikroskoplarla alınan görüntülerin bulunduğu çalışmalarda büyük bir kısmının 

transgenik fare hatlarının kullanıldığı görülmüştür. Ancak beyin felci sonrası yeni 

oluşan aksonal projeksiyonların belirlenebilmesi için transgenik fare hatları 

kullanılamamaktadır. Dolayısıyla nöronların işaretlenmesi için motor korteks 
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bölgesine yeşil floresan ve kırmızı floresan protein ifade eden viral vektörler enjekte 

edilmiştir.  

İskemi sonrası, kontralateral hemisferdeki hasarsız nöronların aksonlarını 

ipsilateral alana doğru uzattığı ve hasardan etkilenen duysal ve motor fonksiyonlara 

karşı duyarlı olduğu bilinmektedir [160, 161]. Yapılan bir çalışmada PirB ifade 

etmeyen hayvanlarda beyin felci sonrası yapılan plastisite analizinde kortikospinal 

yolaktan hasarsız motor korteksten red nukleus seviyesinde hasarlı alana doğru geçen 

akson sayısı ve uzunluğunda artış görülmüştür [158]. Literatürde yapılan çalışmalarda 

kullanılan hedef molekül kadar tedavi zamanlamasının da önemli olduğu 

gösterilmiştir. [98, 162]. İskemi başlangıcından 24 saat içinde 5-GABAA 

reseptörünün inhibe edilmesi veya rehabilitasyon gibi geç dönemde yapılan tedavinin 

daha az etkili olduğu gösterilmiştir [70, 163].  

Sonuç olarak beyin felci sonrası aksonal projeksiyonların belirlenebilmesi için 

öncellikle uygun olan şeffaflaştırma yöntemi GFP-M hayvanlar kullanılarak optimize 

edildi. Denenen şeffaflaştırma tekniklerinin içerisinden 3DISCO solvent bazlı tekniğin 

gerek süre açısından gerekse beyin dokusunun daha stabil olarak saklanabildiği 

gözlemlendi. Ayrıca bu şeffaflaştırma yönteminin floresan işaretli hücrelerin ve 

aksonların daha uzun korunduğu tespit edildi. Şeffaflaştırma tekniğinin 

optimizasyonunun ardından deney protokolünde uygulanan viral vektörlerin ne kadar 

süre sonunda red nükleus ve fasiyal nükleus bölgelerine ulaştığı tayin edilmiştir. Motor 

kortekse yapılan viral vektör enjeksiyonlarının 3 hafta ile 1 ay sonra istenilen bölgelere 

ulaştığı tespit edilmiştir. Daha sonra beyin felci yapılan hayvanlara operasyondan 3 

gün sonra viral vektör enjeksiyonları yapılıp 30. gün sakrifiye edilip 3DISCO 

şeffaflaştırma modeli uygulandı. Gerek süre gerekse değerlendirme açısından uygun 

doku kalınğını belirleyebilmek için şeffaflaştırılan dokular gerek 1 mm kalınlığında 

gerekse bütün olarak görüntülendi. Lazer taramalı mikroskopta bütün beyin 

dokusunun görüntülenemediği ancak 1 mm’lik kesitlerin fotoğraflanabildiği ve 

çözünürlük olarak çok daha iyi olduğu gözlemlendi, buna rağmen süre olarak çok uzun 

zamanda görüntü alındığı saptandı. Multi foton mikroskoplarda 1 mm’den daha kalın 

dokuların analiz edilebildiği hız olarak lazer taramalı mikroskopa nazaran daha kısa 

sürede fotoğraf çektiği görüldü. Işık perdeli mikroskoplarda ise bütün beyin 
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dokusunun tek seferde ve süre olarak hem lazer taramalı mikroskoplara hem de multi 

foton mikroskoplara nazaran çok daha hızlı görüntü alınabildiği saptandı.  

Bulduğumuz bu sonuçlar doğrultusunda şeffaflaştırma tekniğinin kullanılması 

ve bunun yanında viral vektör enjeksiyonlarının yapılması beyin felci 

patofizyolojisinin daha iyi anlaşılması, hasardan sonra meydana gelen plastisitenin 

kortiko spinal yolların daha iyi belirlenmesi ve son olarak geliştirilecek tedavi 

yöntemlerinin etkinliklerinin yorumlanmasına katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 
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