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1. OZET

OMURILIK HASARI SONRASI TEKRARLAYAN MANYETIK UYARIM
TEDAVISININ MOTOR AKTIiVITE VE NORON SAG KALIMINA OLAN
ETKIiSi

Omurilik hasar1 sonrasi zarar goren aksonlarin kollateral dallanmasi ve propriospinal
ndronlar ile sinaps yaparak intraspinal ve supraspinal seviyede yeni aksonal aglar
kurabildigi bilinmektedir. Bu c¢alismada tekrarlayan transkraniyal manyetik
simiilasyon tedavisinin (tTMS) omurilik yari kesi hasar1 sonras1 fonksiyonel geri
kazanim, atrofi, aksonal sag kalim ve kollateral dal iiretebilme etkilerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Arastirmada 8-12 haftalik erkek Balb/c farelerin T10 vertebra
seviyesinde omurilikte yari kesi meydana getirilerek sag alt ekstremitede hemipleji
olusturulmustur. Hasar ardindan 28 giin boyunca fareler transkraniyal ve transspinal
olarak 1Hz veya 20Hz frekanslar1 kullanilarak tedavi edilmistir. Tedavi surecinde sag
arka ayaktaki lokomotor aktivite, motor kabiliyet ve motor fonksiyonlar takip
edilmistir. Tedavi ardindan omurilikte meydana gelen atrofi, aksonal sag kalim ve
aksonal yolaklarin biitiinliigii incelenmistir. Gruplar karsilastirildiginda lokal ve
transkraniyal olarak 1Hz frekansla uyarilan gruplarin sag arka ayaginda motor
kabiliyetlerin ve genel lokomotor aktivitenin kontrole oranla arttig1 goriilmiistiir.
Davranigtaki sonuglar elektrofizyolojik deneylerle desteklendiginde bu gruplarin
bacak kaslarindaki motor uyandirilmis potansiyelde daha hizli cevap olustugu
bulunmustur. Ayrica 1Hz tedavisi hiicre gdvdesinin distalindeki aksonlarin bulundugu
dorsal funiculus atrofisini azaltirken bu aksonlardaki dejenerasyonu onleyip yeni
akson kolaterallerinin olugsmasini sagladigi goézlemlenmistir. Diisiik frekansta verilen
tTMS tedavisi aksonlarda yeni yolaklarin olusumunu saglayarak zarar gérmiis sinyal
yolunun tekrar tamir edilmesi ve fonksiyonel iyilesmenin saglandigini gostermektedir.
Non-invazif bir tedavi olan tTMS tedavisinin dolays1 ile merkezi sinir sistemi
yaralanmalarinda kullanilabilecek alternative bir tedavi yontemi olabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Travmatik omurilik hasari, manyetik stimulasyon tedavisi,

fonksiyonel geri kazanim, aksonal rejenerasyon.



2. ABSTRACT

EFFECTS OF REPETITIVE MAGNETIC STIMULATION THERAPY ON
MOTOR ACTIVITY AND NEURONAL SURVIVAL AFTER SPINAL CORD
INJURY

After spinal cord injury, damaged axons can sprout axon collaterals and form new
intraspinal or supraspinal circuits by interact with propriospinal neurons. In this study,
the effects of repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) therapy on
functionel recovery, atrophy, axonal survival and axonal sproutings after lateral
hemisection injury on spinal cord was investigated. 8-12 week old male Balb/c mice
were submitted tolateral hemisection in T10 level by transecting right side of the spinal
cord and leaving left side intact, causing hemiplegia in lower extremities. After injury,
mice were treated with low or high frequency rTMS therapy for 28 days. Within the
therapy process, motor skills and the locomotor activity was assessed in right hindlimb.
After therapy, effects of rTMS on cord atrophy, axonal survival and stability of the
axonal circuits was evaluated. Findings show that when low frequency rTMS apllied
either with transcranial or transspinal, the motor activity of the right hindlimb and the
general locomotor activity were significantly increased. Latency periods in the motor
evoked potentials of the gastrocnemius muscle were also further strengthen the
functional recovery data, where the low frequency therapy significantly reduce the
latency period of muscle contraction. Atrophy in dorsal funiculus area and the
degeneration of distal axons were also reduced by low frequency therapy. Together
data show that low frequency therapy can aid the formation of new axonal circuits and
increase functional recovery after lateral hemisection injury on spinal cord. Non-
invasive rTMS therapy therefore can be a promising therapy method for the central

nervous system injuries.

Keywords: Traumatic spinal cord injury, magnetic stimulation therapy, functionel

recovery, axonal regeneration



3. GIRIS VE AMAC

Omurilik hasari, omurilikte meydana gelen ¢esitli hasarlar sonucunda motor ve
duyu fonksiyonlarinda kayiplar meydana getiren travmatik bir hasardir. Hasar, kiside
is giiclinlin kaybina yol acarak yasam kalitesini diisiiriirken hastanin yakinlarina ve

topluma da maddi ve manevi agidan zarar vermektedir.

Yapilan istatistiksel ¢aligmalarda ABD’ de her yil ortalama 17,000 omurilik
hasar1 gerceklestigi ve an itibari ile omurilik hasar ile yasayan 282,000 insan oldugu
belirtilmigstir [1]. Hasarin en ¢ok inkomplet tetrapleji ile sonuglanmasindan dolay1

hastanin hayat boyu bakim ve tedavi masraflari yaklasik 4 milyon $’a ulasabilmektedir

[11[2].

Etiyolojik sebepler incelendiginde omurilik hasari1 travmatik veya travmatik
olmayan sebeplerle gelisebilmektedir. Travmatik olmayan sebepler ile gelisen hasarlar
genellikle 40 yas iistiinde goriiliirken travmatik hasarin daha ¢ok 40 yas alt1 bireylerde
goriildiigii belirtilmistir. Travmatik omurilik hasarinin en ¢ok goriildiigi etiyolojik
sebepler motorlu tasit kazalari ve diismelerdir. Tirkiye’de yapilan etiyolojik
caligmalarda travmatik omurilik hasarmin %48’1 trafik kazalar1 sebebi ile olustugu
goriilmektedir [3]. Tiirkiye nin dogu ve batis1 kiyaslandiginda ise, bat1 bolgelerde tasit
kazalar1 kaynakli travmatik omurilik hasar1 daha fazla goriilirken doguda travma

sebebini diismeler olusturmaktadir [4][5].

Travmatik hasar ardindan gegen siirecte bolgede cesitli komplikasyon
kaskatlar1 gerceklesir. Hasar patofizyolojisi incelendiginde primer ve sekonder
hasarlar olmak {izere ikiye ayrilabilmektedir. Primer hasar, penetran yaralanmalarda
veya distraksiyonel bir kuvvetin omurilik yapisinda bozulma yaratarak bolgedeki
aksonlarin biitiinliigiiniin bozulmast sonucunda gelisir [6]. Bu evrede omuriligin
vaskiiler yapisinin bozulmasinin ardindan hiicrelerde membran potansiyeli kaybolur
ve bunun sonucunda ddem ve hiicre membraninda parcalanmalar meydana gelir [7].
Sekonder hasarda ise bolgedeki primer hasarin meydana getirdigi vaskiiler
bozukluklar sonucunda iskemi ve eksitotoksisite sebebi ile hiicre i¢i kalsiyum birikimi

ve enflamatuar tepkiler, hasarin daha da kétiilesmesini saglar [8].



Bugiine kadar yapilan caligmalar, primer ve sekonder hasarin yarattig
patofizyolojik degisimleri hedef alarak cesitli terapatik ajanlar kullanilarak hasar
mekanizmasinda diizelme yaratmaya calisilmistir. Caligmalar arasinda doku veya
hiicre implantasyonu [9], kok hiicre tedavisi [10][11], matriks implantasyonu [12] ve
mikrokonnektdr yerlestirme [13] gibi hasar alaninda akson uzamasini ve
rejenerasyonu saglayacak teknikler denense de, hasar mekanizmasini tam anlamiyla
durduracak bir etki saglanamamistir. Ayrica uygulanan bu tedavi yontemlerinin
cerrahi miidahale gereksiniminin olmasi, klinik agidan degerlendirildiginde bdlgede

daha fazla hasara yol agarak hasar1 daha da kétii etkiledigi diistiniilmektedir.

Hastanelerde ve polikliniklerde kullanilan transkraniyal manyetik stimiilasyon
(TMS), manyetik alanina hedeflendigi bolgede elektrik olusturarak néronlarda aktivite
iizerinde degisimler meydana getirebilen bir tedavi yontemidir [14]. Elektriksel
stimiilasyon tedavisine oranla daha az rahatsiz edici ve non-invaziv bir yontem olmasi
sebebi ile omurilik hasar1 gibi travmalarda kullanilabilecek alternatif bir tedavi
yontemi olarak goriilebilir. Hasar ardindan bolgede goriilen asir1 uyarilim sonucu
eksitotoksisite ve hiicre 6liimii sonucunda aksonlarda uyarimin kesilmesi sebebi ile
TMS tedavisinin uyarici ve inhibe edici frekanslarinda verilen tedavilerin omurilik

hasarinda fonksiyonel iyilesmeler saglayacak oldugu diistiniilmektedir.

Bu tez caligmasinda diigiik ve yiiksek frekansta verilen tekrarlayan
transkraniyal manyetik stimiilasyon tedavisinin (tTMS) omurilik hasar1 sonrasi
aksonal sag kalim, kollateral dallanma, aksonal yayilma ve fonksiyonel iyilesme
iizerine olan etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu etkilerin incelenebilmesi adina,
klinikte omurilik yaralanmalarinda en ¢ok goriilen inkomple yaralanma modeli olan
T10 vertebra seviyesinde yari kesi yapilarak olusturulmustur. Bulunan sonuglar
omurilik hasar1 gibi travmatik hasarlar i¢in alternatif tedavi yontemi bulunmasina katki

saglayacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Omuriligin Yapis1

Omurilik, motor korteksten ¢ikan uyarilari viicuda ve viicuttan gelen uyarilar
beyine ileten, merkezi sinir sisteminin pargasidir. Tiibiiler yapidaki omurilik, i¢inde
bulundurdugu néronlar sayesinde beyin ve viicut arasindaki iletisimi saglayan yapi
olarak gorev alir. Omurilik, arcus vertebrae ve corpus vertebrae arasinda kalan
bolgedeki foramen vertebrale adi verilen bosluktan ge¢cmektedir. Bu bosluklar
vertebralarin iist {iste gelmesi ile vertebral kanali olusturur. Atlas kemiginin iist
smirindaki foramen magnum dan baslayarak erkeklerde 1. ve 2. lumbar vertebra
arasina kadar, kadinlarda ise 2. vertebranin ortasina kadar goriiliir. Vertebral kanal 5
bolgeye ayrilir. Vertebralarin 7 si servikal, 12 si torakal, 5 i lumbar, 1 sacral, ve 1
koksigeal olarak siralanirlar. Rodentlerde servikal vertebra sayisi insanlar ile ayni
olurken torakal 13, lumbar 6 ve sakral 4 tiir. Arcus vertebrae listiindeki superior ve
inferior artikiilar proses ¢ikintilari, bir iist ve bir alt vertebranin c¢ikintilari ile

birbirlerine faset eklem ile baglidir.
4.1.1. Inen ve cikan yolaklar

Beyin ile viicut arasindaki iletisim inen ve ¢ikan yolaklar tarafindan
saglanmaktadir. inen yolaklar motor hareket icin gerekliyken ¢ikan yolaklar ise
koordinasyon, postiir ve denge gibi dzelliklerde etkilidir. Insan ve rodent inen-gikan

yolaklar1 benzer olsa da kullandiklar1 bolgeler ve oranlar1 degisiklik gosterebilir.



Sekil 4.1.1.1. inen ve ¢ikan yolaklarmn rodent omuriligindeki konumlari. Inen yolaklar
(A); kortikospinal yolak (lacivert), rubrospinal yolak (yesil) ve vestibulospinal yolak
(sari). Cikan yolaklar (B); kuneat ve grasil yolak (siyah), spinotalamik yolak (mavi)
ve spinoserebellar yolak (kirmizi).

4.1.1.1. inen yolaklar

Motor kortekste iiretilen uyarinin motor hareket ile sonuglanabilmesi igin
sinyalin efektér kasa ulasabilmesi gerekmektedir. Inen yolaklar beyinden sinyali
omuriligin ¢esitli fiinikuluslarindan kaudale dogru tasiyarak organa iletmektedirler. Bu
yolaklar arasinda en Onemlileri; kortikospinal yolak, rubrospinal yolak ve

vestibiilospinal yolaklaridir.

Distal eklemlerdeki becerili kas hareketleri kortikospinal yolak ile saglanir.
Korteks’de layer V piramidal noronlardan baslar ve medulla oblongatanin altinda
dekkiizasyon yaparak lateral kortikospinal yolagi olusturur. Diigiik bir kisim akson ise
dekkiizasyon yapmadan ayni taraftan inerek dorsal kortikospinal yolagi olusturur.
Insan ve rodent kortikospinal yolag: incelendiginde insanlarda lateral yolak yaklagik

%80 civarinda iken rodentlerde dorsal yolak daha fazla goriilmektedir.

Rubrospinal yolak, genel lokomotor hareket ve kortikospinal yolak ile becerili
motor hareketlerin diizenlenmesinde rol oynar. Beyinde red niikleus ta baglar ve
ventral tegmental dekkiizasyon da ¢apraz yaparak kaudale inerken omuriligin

dorsolateralini kullanir. Rodentlerde bu yolak insanlara gére daha biiyiik olabilir.



Vestibiilospinal yolak, postiirel hareketlerin ve uzuvlarda ekstansor aktivitenin
diizenlenmesinde rol oynar. Lateral vestibiiler niikleustan ¢ikan aksonlar g¢apraz
yapmadan inerek lateral vestibiilospinal yolagi olustururken, ¢apraz yapanlar ise
medial ve spinal vestibiiler niikleustan olugarak medial vestibiilospinal yolagi

olusturur.

4.1.1.2. Cikan yolaklar

Periferdeki duyular1 beyine tasiyarak denge ve postiir saglar. Cikan yolaklar
arasinda en onemlileri; grasil ve kiineat yolak, spinotalamik yolak ve spinoserebellar

yolaklaridir.

Grasil ve kiineat yolak, dorsal kok gangliyon hiicrelerinin aksonlart omurilige
girerek viicut ve uzuvlarin duyu bilgilerini beyine tasir. Aksonlar medulla oblongatada
bulunan grasil ve kiineat niikleuslari ile sinaps yapar. Rodentlerde insanlardan farkl

olarak kuyruktan gelen duyu sinyallerinin sonlandig1 dorsal column niikleus bulunur.

Spinotalamik yolak agri1 ve 1s1 duyularinin kortekse taginmasinda rol oynar.
Dorsal kok aksonlari girdigi bolgede commissura alba da ¢apraz yaparak kars tarafa

geger ve beyaz cevherin lateralinden yukari ¢ikar.

Spinoserebellar yolak kas ve tendonlardan propioseptif duyunun serebelluma
tasinmasinda rol oynar. Omurilikte dorsolateral ve ventrolateral fiinikuluslari

kullanarak yukar: ¢ikarlar.
4.2. Omurilik hasan

Omurilik iistiinde bir noktanin ¢esitli sebeplerden dolay1 zarar gérmesi ve bu
bolgede bulunan inen ve ¢ikan yolak aksonlarinin bozulmasi sonucunda motor ve duyu
fonksiyonlarinda kayiplar meydana gelmektedir. Hasar travmatik veya travmatik
olmayan sebeplerden dogabilmektedir. Travmatik hasarlarda dislokasyon, fleksiyon
ve rotasyon gibi distraksiyonel kuvvetlerin omurilik iistiinde hasar birakmasi veya
kazalarda ve silahli yaralanmalarda omuriligin laserasyonu sonucunda biitiinliigiin

bozularak bolgede doku 6liimii gergeklestirmektedir.



Patofizyolojik silire¢ degerlendirildiginde merkezi sistem yaralanmalarinda
ortak olarak goriilen olaylar kaskat1 meydana gelmektedir. Omurilik yaralanmalarinda
bu olaylar iki ayr1 faz olarak goriilebilmektedir. Hasarin olustugu an itibari ile baslayip
birka¢ giin siiren primer faz ve daha sonra haftalar boyunca siiren sekonder faz

[15][16].

4.2.1. Primer Faz

Primer faz, hasarin bélgedeki doku biitiinliiglini bozmasi ve aksonlarin zarar
gormesi ardindan hasar bolgesindeki néronlarin nekrotik 6liim sonucunda yok olmasi
ile baslayan ilk fazdir. Primer fazin ge¢ evresinde omuriligi besleyen damarlarin zarar
gdrmesi sonucunda bdlgede vaskiiler bozukluklar ve hemoraj, ¢evre néronlarin enerji
kayb1 sonucunda membran potansiyellerini saglayamayip iyonik imbalanslar meydana
getirmektedir [17]. Primer hasarin yaratti§i iyon dengesizligi, mikrovaskiiler
degisimler ve pargalanmis noronal dokular ileri evrelerde sekonder hasari

olusturmaktadir.

4.2.2. Sekonder faz

Hasarin hemen ardindan yaklagik 15 dakika gibi kisa bir siirede beyaz madde
de akson dejenerasyonu baslasa da apoptotik 6liimlerin maksimum oldugu donem
hasar sonrasi 7. Giindiir [18] [19]. Primer hasarin yarattig1 mikrovaskiiler bozukluklar
hasar bolgesinde iskemi ve anoksik ortam yaratarak 24-48 saat siire icinde hasarin hem
rostral hem de kaudalinde 6dem meydana getirmektedir[20]. Lezyon sonucu bozulan
kan-omurilik bariyeri sonucu da ise bdlgeye makrofajlarin nétrofillerin ve T-

hiicrelerinin akin etmesini saglamaktadir [21].

Hasar alan1 ve ¢evresindeki hiicrelerde membran biitiinliigiiniin saglanamadig1
goriilmektedir. Hasar merkezindeki hiicrelerde primer hasar sonucu membran yapisi
bozulurken, hasarin yakin ¢evresinde bolgede olusan iskemik ortam, Na+, K+ ve Ca2+
gibi iyonlarin miktarinda degisiklikler meydana getirmektedir. Hasarin ardindan

ATPase islevinin bozulmasi ile hiicre icinde Na+ ve Ca2+ miktarlar1 artarken K+



miktar1 azalmaktadir [22]. Hasardan dakikalar sonra hiicre disinda artan glutamat ileri
evrelerde asir1 uyarlim sonucu eksitotoksisiteye sebep olarak hiicre O6liimlerini

arttirmaktadir [23][24][25].

Gri cevher

Beyaz cevher

Sekil 4.2.1. Hasar sonrasi beyaz cevherede glutamat birikimi[23].

4.3. Omurilik hasar1 sonrasi aksonal rejenerasyon

Merkezi sinir sistemi ndronlarinin rejenerasyon kabiliyetlerinin olmamasi
bilgisi genel olarak kabul edilse de yeni yapilan ¢calismalarda aksonlarin ortama
adapte oldugu ve rejenerasyon yonii olmasa da yayilip kollateral dallanma sayesinde
yeni aksonal aglar olusturdugu tracer ve goriintiileme teknikleri ile kanitlanmistir.
Periferik sistem ndronlarinda hasarin ardindan néronlarda rejenerasyonu saglayacak
olan proteinlerin ekspresyonu ve schwann hiicrelerinin rejenerasyon tiipii olugturarak
aksonun distal ucunu tekrar efektdr organa baglarken, merkezi sinir sisteminde

rejenerasyon sinyallerinin olmamasi ve hatta rejenerasyonu inhibe eden proteinlerin



artmas1 travmalarda genellikle kalic1 hasar yaratmaktadir [26]. Fakat omurilik hasar1
gibi merkezi sinir sistemi travmalarindan sonra spontan fonksiyonel iyilesmelerin
goriilmesi aksonlarin yeni sinapslar kurabildigini isaret etmektedir. Yapilan
arastirmalar omurilikte kesilen aksonlarin {i¢ hafta sonra ¢ikarttiklar1 kollateral
aksonlarin hasarsiz aksona oranla 4 kat arttigini gostermektedir [27]. Bu kollateral
dallanmalar ise saglikl1 kalabilen bolgelerdeki propriospinal ndronlara ulasarak
intraspinal seviyede yeni akson aglar1 kurabilmektedir [28]. Bu sekilde hasar alanina
gecebilecek yeni yolaklar olusup sinyalin tekrar efektor organa iletilebilmesi ile

fonksiyonel iyilesmeler goriilebilmektedir.
4.4. Transkraniyal manyetik stimiilasyon

TMS tedavisi, kortikal uyarimda regiilasyonlar1 saglayabilen non-invazif bir
tedavi yontemidir. Manyetik indiiksiyon ile bobinden gegen yiiksek akim manyetik
alan olusturarak istenilen bolgede ndronlar lizerinde elektrik akimi olusturabilmektedir
[29]. Merkezi sistemde meydana gelen travmatik hasarlar sonucunda néranlarin
uyarilimlarinda cesitli sorunlar meydana gelmektedir. Hasarin hemen ardindan gelisen
bolgesel asir1 uyarilim ve daha sonra spinal sinirlerin uyarilabilirliginin baskilanmasi
ve spastisite gibi sorunlar [30] bdlgede ndronal uyarimlarin ve inhibisyonlarin
dengesinde problem oldugunu isaret etmektedir. Hasarin ardindan bolgenin
kaudalinde kalan motor ndronlarin aksonal dejenerasyonlar sebebi ile uyari
alamamalari, zamanla uyarilara asir1 hassas hale gelerek spazmlar meydana getirdigi
bilinmektedir [31]. TMS tedavisinin kortikal veya spinal ndronlarda uyarimi
arttirabilecek veya azaltabilecek frekanslart kullanilarak hasar sonrasi uyarim
dengesinin tekrar saglanabilecegi diisliniilmektedir. Literatlirde kabul gormiis ve en
cok kullanilan inhibe edici diisiik frekans (1Hz) ve uyarici yiiksek frekans (20Hz)
tedavisi, tekrarli olarak (tTMS) kullanilarak aksonal sag kalimi saglayacagi

goriilebilmektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Gruplan

Deney hayvanlarmna yapilan tiim miidahaleler, Istanbul Medipol Universitesi,

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay:r alinarak yapilmistir. Deneylerde 8-12

haftalik 20-25 gram agirliginda erkek Balb/c fareler kullanilmistir. Deneylerin

oncesinde ve sonrasinda fareler 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde uygun

kosullarda, su ve yeme serbest erigimleri olacak sekilde tutulmustur. Fareler ¢calisma

icin rastgele bes gruba ayrilmstir.

Deney Gruplar;

1. Grup: Omurilik hasar1 sonras1 herhangi bir uyarim yok (kontrol grubu).
Hayvanlar T10 vertebra seviyesinde omurilikte yar1 kesi sonrasi takip eden 28
giin boyunca her giin 10 dakika boyunca izofluran gaz anestezisi altinda

tutulmustur.

2. Grup: Omurilik hasar1 sonrasi omurilige 1 Hz uyarim. T10 vertebra
seviyesinde omurilikte yar1 kesi sonrasi takip eden 28 giin boyunca her giin
izofluran gaz anestezi altinda 10 dakika boyunca 1 Hz dalga boyunda omurilik

hasar alan1 lizerine manyetik uyarim.

3. Grup: Omurilik hasar1 sonrast omurilige 20 Hz uyarim. T10 vertebra
seviyesinde omurilikte yar1 kesi sonras1 takip eden 28 giin boyunca her giin
izofluran gaz anestezi altinda 10 dakika boyunca 20 Hz dalga boyunda

omurilik hasar alan1 lizerine manyetik uyarim.

4. Grup: Omurilik hasar1 sonrast beyne 1 Hz uyarim. T10 vertebra seviyesinde
omurilikte yar1 kesi sonrasi takip eden 28 giin boyunca her giin izofluran gaz
anestezi altinda 10 dakika boyunca 1 Hz dalga boyunda beyin {izerine

manyetik uyarim.

5. Grup: Omurilik hasar1 sonrasi beyne 20 Hz uyarim. T10 vertebra
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seviyesinde omurilikte yar1 kesi sonras1 takip eden 28 giin boyunca her giin
izofluran gaz anestezi altinda 10 dakika 20 Hz dalga boyunda beyin {izerine

manyetik uyarim.

Omurilik yari kesi Tracer enjeksiyonu Sakrifikasyon
-7 01 7 14 28 40 |
\ ]\ J
Y Y
Davranig egitim TMS tedavisi

Sekil 5.1.1. Deney dizayni
5.2. Omurilik yar1 kesi modeli

20-25 g agirhiginda 8-12 haftalik erkek Balb/c fareler %1 lizofluran (%30 O2,
kalan1 N20) ile gaz anestezisine alinmis ve viicut sicakliklari 36.5-37.0 °C arasinda
hemotermik 1sitict sistem (Harvard Apparatus) ile sabit tutulmustur. Anestezideki
farelerin viicutlar1 stereotaksik sabitleyiciye (World Precision Instruments)
yerlestirilerek torakal vertebra seviyesi sabit tutulmustur. Sirt bolgesindeki tiliyler
traglanip alkol ile sterilize edildikten sonra yaklasik 2-3 cm genisliginde bir kesik
acilmistir. Kesik agildiktan sonra m.spinotrapezius tendonlarinin birbirlerine en yakin
oldugu seviye disekte edilerek vertebraya dorsalden erisim saglanmistir. T10 vertebra
seviyesinin lokalizasyonu, on {i¢iincii yiizen kostanin belirlenmesinin ardindan bagh
oldugu vertebra seviyesinden 3 vertebra yukari ¢ikilarak bulunmustur. T10 ve T11
arasindaki interspinoz ve supraspinoz ligamentler 11 numara bisturi ucu ile dissekte
edildikten sonra siiperior ve inferior artikiiler proses arasinda yer alan faset eklem
disekte edilmigstir. Serbest kalan T10 vertebraya, forseps yardimi ile laminektomi
uygulanmigstir. Omuriligin sag kismina, dorsal spinal venin hemen altindan baglayacak
sekilde 26G insiilin enjektor ignesi (Hayat Tibbi Aletler A.S.) ile hasar verilmis ve
daha sonra disekte edilen kaslar omuriligin lizerini 6rtecek sekilde vikril iplik (W9561,
Ethicon) ile dikilirken deri 5.0 ipek iplik (S2160, Dogsan) ile dikilerek kapatilmistir.
Operasyon sonrasi hayvanlar, yeme ve suya rahat erisebilmeleri i¢in altlig1 fazla ve

ag1zli1 uzun suluklu kafeslere yerlestirilmistir.
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7N T8
T9

T10
T11
T12

Sekil 5.2.1. Farede omurilik yar1 kesi modeli

5.3. Tekrarlayan Transkraniyal ve Trans-spinal Manyetik Stimiilasyon (tTMS)

Tedavisi

55sn

1Hz

20Hz ITTTITETTTTTT T TITTITETTTT

)
5sn

600sn

Sekil 5.3.1. Tekrarlayan manyetik stimiilasyon tedavisinin periyodizasyonu.

tTMS tedavisinin omurilik yar1 kesi sonrast aksonal sagkalim ve fonksiyonel
iyilesme siirecleri tizerindeki etkisini incelemek amaciyla operasyondan 24 saat sonra
baglayarak 28 giin boyunca manyetik uyarim tedavisi yapilmistir. Bolgesel ve
transkraniyal uyarim etkilerini incelemek amaciyla hayvanlar omurilik ve beyin grubu

olmak iizere ikiye ayrilip her iki gruba farkli bolgelere ayr1 ayr1 1 Hz veya 20 Hz dalga
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boyunda manyetik uyarim verilmistir. Hasarin ardindan bir giin sonra hayvanlar tekrar
gaz anesteziye alinarak manyetik uyarici (Neurosoft, Avm Saglik) ile farkli dalga
boylarinda ve farkli bolgelere manyetik uyarim verilmistir. Bolgesel uyarim igin
hayvanlar anestezi altinda iken sirt kismindaki hasar bolgesi, 34 mm i¢ ¢ap1 olan
uyarici bobinin yiizeyine bakacak sekilde yerlestirilirken hayvanlarin basi1 bobinin
uyarict bolgesinin disinda ve bobin ile aralarinda mesafe olacak sekilde
yerlestirilmistir. Transkraniyal uyarim i¢in hayvanlarin kafatast bobinin merkezine
bakacak sekilde yerlestirilirken sirt kismi uyarici alandan uzak ve uyarici alana
degmeyecek sekilde tutulmustur. Uyarim verilme sekli su sekildedir; 1 Hz veya 20 Hz
dalga boyunda 5 sn uyarim ardindan 55 sn dinlendirme yapilarak toplam 10 dakika
uygulama siiresince 10 tekrar (Sekil 5.3.1.).

5.4. Davranis Deneyleri

5.4.1. Basso Fare Skalasi

Basso, Beatti, Bresnahan skorlamasi (BBB skorlamasi), sicanlarda omurilik
hasar1 sonrasi olusan kuadripleji veya hemipleji gibi durumlarin ardindan gelisen
fonksiyonel iyilesmenin skorlanma yontemidir [32]. Basso ve arkadaslarinin daha
sonra fareler i¢in 6zel olarak hazirladigi Basso fare skalasi (Basso mice scale, BMS),
felcli uzuvdaki bilek ekleminde olusan/gerceklesen (bunlar daha uygun buraya bence)
motor hareketlerin skorlanmasidir. Hasarin ardindan ilk 3 giin, 7., 14., ve 28. giinler
arka ayaktaki hareketler 5 dakika boyunca kamera ile kayit altina alinarak iki gézlemci
tarafindan incelenip tarafsiz olarak skorlanmistir. Alt ekstremitede goriilen hemipleji
sonucunda sag arka ayak bileginin motor hareketleri Tablo 5.4.1.1.°deki gibi

skorlanmugtir.
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Tablo 5.4.1.1. Basso Fare Skalas1

Skor Motor Hareketler

0 Bilekte hi¢ hareket olmadigi durumdur.

1 Bilekte biraz hareket (eklem hareketinin %50’sinden az) oldugu
durumdur.

2 Bilekte hareket (eklem hareketinin %50’sinden fazla) oldugu durumdur.

3 Agirlik destekli veya desteksiz plantar adim veya dorsal adim oldugu
durumdur.

4 Araliklarla plantar adim (adimlarin %50’sinden azinda) oldugu
durumdur.

5 Siklikla veya diizenli plantar adim, koordinasyon yok ya da siklikla veya
diizenli plantar adim, az koordinasyon, adim kalkis ve inisinde bilek
dondiigli durumdur.

6 Siklikla veya diizenli plantar adim, az koordinasyon, adim inisinde bilek
viicuda paralel ya da siklikla veya diizenli plantar adim, ¢ogunlukla
koordine, adim kalkis ve inisinde bilek dondiigii durumdur.

7 Siklikla veya diizenli plantar adim, ¢ogunlukla koordinasyon, adim
iniginde bilek viicuda paralel ya da siklikla veya diizenli plantar adim,
cogunlukla koordinasyon, adim kalkis ve inisinde bilek viicuda paralel,
agir postiir bozuklugu oldugu durumdur.

8 Siklikla veya diizenli plantar adim, ¢ogunlukla koordinasyon, adim

kalkis ve inisinde bilek viicuda paralel, hafif postiir bozuklugu ya da
siklikla veya diizenli plantar adim, ¢ogunlukla koordinasyon, adim
kalkis ve iniginde bilek viicuda paralel, normal postiir, kuyruk asagida

veya yukari asagi hareket oldugu durumdur.
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9 Siklikla veya diizenli plantar adim, ¢ogunlukla koordinasyon, adim
kalkis ve inisinde bilek viicuda paralel, normal postiir, kuyruk daima

yukarida oldugu durumdur.

5.4.2. Merdivende Yiiriime Testi ile Motor Koordinasyonun Degerlendirilmesi

Motor koordinasyon ve fonksiyonel geri kazanimin olciildiigii merdivende
yiiriime testinde 69.5 cm uzunlugunda iki pleksiglas levhaya 0.2 cm ¢apinda 0.5 cm
araliklarla delikler agilmis ve metal ¢ubuklar gegirilerek merdiven olusturulmustur.
Olusturulan koridor, farenin rahatlikla gecebilecegi fakat geri donmesini engellemek
adma 3-4 cm araliginda tutulmustur. Merdiven yerden 30 cm yiikseltilmistir ve giris
alant (farelerin yiiriimeye basladigi ug) parlak 1sikla aydinlatilirken bitis ucuna
(ylirimenin sonlanip farenin ¢iktig1 ug) kendi kafesleri konarak farelerin merdivende
hizli ve duraksamadan ylirlimeleri saglanmistir. Testten bir hafta once hayvanlar
alistirma siirecinden gecirilmistir. Bu siirecte fareler 5 dakika boyunca merdivenin
icinde etrafi gezerek ve koklayarak zaman gecirmis ve aparata asina olmalar
saglanmigtir. Daha sonra egitim evresinde girig alanindan birakilan farelerin yiirtime
esnasinda duraksamadan bitis ucuna ylirlimeleri saglanmistir. Operasyondan 2 giin
once ylirlimeler yiiksek hizli kamera ile kayit altina aliip goriintiiler daha sonra
izlenerek yapilan hatali adim sayilar1 hesaplanmistir. Hesaplamada kullanilan formiil

su sekildedir;

Dogru atilan adim sayist x 100

05 Doo d =
% Dogru adim sayist Atilan toplam adim

Hasardan 3 giin sonra ve daha sonra 7. 14. ve 28. giin merdivende yiiriime testi
yapilarak atilan dogru adim sayisinin yiizdesi yukarida verilen formiile gore
hesaplanmustir. Ugiincii giin spinal sok sebebiyle arka ayakta adim goriilmeyip sadece

basamaklar arasinda ayak siirlimeden dolay1 dogru adim yiizdesi %0 olarak alinmistir.
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5cm

15cm

® 0O

Sekil 5.4.2.1. Merdivende yiiriime testi aparati

5.4.3. Acik Alan Testi ile Motor Aktivitenin Degerlendirilmesi

Bu test farelerin spontan motor aktivitelerinin ve alandaki aragtirma benzeri
davraniglarinin degerlendirildigi bir metottur. 150 cm ¢apinda ve 35 cm yiiksekliginde
bir ucu kapali silindirden olusan bir alanda fareler 10 dakika boyunca gézlemlenmistir.
Kameraya bagl bir bilgisayar ile Anymaze programi kullanilarak silindir sanal olarak
3 bolgeye ayrilmig ve farelerin hem bu boélgelere giris ¢ikis siireleri hem de bu
bolgelerde gecirdikleri siireler hesaplanmigstir. Hesaplanan bu degerler operasyon

sonrasi 28. giin gruplar arasinda karsilastirilmistir.
5.4.4. Arka Ayak Fleksiyon Acisinin Degerlendirilmesi

Hasar sonrast hayvanlarin arka ayaklarinda adim atma sirasinda
hiperaddiiksiyon ve hiperekstensiyon goriilmektedir. Adimin son evresinde, ayagin
yerden temasi kesilmeden hemen once, arka ayak viicut eksenine yakinlagacak sekilde
ekstensiyon yapmaktadir. Yapilan hiperabdiiksiyonun Ol¢lilmesi i¢in 69.5 cm
uzunlugunda ve 5 cm genisliginde pleksiglastan bir koridor yapilarak hayvanlarin bu
alanda yiiriimeleri saglanmistir. Yiiriime sirasinda lateralden ve dorsalden iki ayri
yiiksek hizla fotograf ¢ekebilen kamera ile yiirtime kaydedilerek sag arka ayagin viicut

eksenine olan acist Sl¢iilmiistiir. Cekilen goriintiiler agir ¢ekimde incelenerek arka
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ayagin yerden temasi kesilmeden hemen oOnce goriintlisii alinmistir. Elde edilen
goriintlilerde, once viicut eksenini gosteren bir ¢izgi ¢izilmis ve daha sonra pelvisten
baslayarak parmak uclarina dogru bir c¢izgi c¢ekilerek iki ¢izgi arasindaki aci
Olgiilmiistiir. Fleksiyon yapan ayagin ac¢is1 yalnizca hasarli hayvanlarda
goriildiigiinden taban degeri (baseline) olarak 3. giin acilar1 kullanilmustir. Olgiimler

3., 7., 14. ve 28. gilinlerde alinarak iyilesmeye bagli agidaki azalma incelenmistir.
5.5. Tracer Enjeksiyonu ve Doku izolasyonu

tTMS tedavisi sonucu aksonal sag kalim ve aksonlardaki kollateral dallanma
miktarinin tayini i¢in anterograt olarak taginan tracer kullanilmistir. 28. giin fareler gaz
anestezi altinda L1 seviyesinde laminektomi uygulanmis ve omurilige dorsalden
erigim saglanmistir. Hamilton ignesi ucuna takilmis cam pipet yardimi ile omuriligin
her iki korduna birer mikrolitre yesil floresan protein eksprese eden adenoviriis
verilmistir. Enjeksiyondan 10 giin sonra farelere yiiksek doz anestezi altinda serum
fizyolojik ile perflizyon ve %4’liik paraformaldehit (158127 -500G, Sigma-Aldrich)
ile fiksasyon yapilmistir. Omurilikten T10 seviyesi merkezde kalacak sekilde 1 cm’lik
bolge alinarak 4 °C’de 3 saat daha %4’liik PFA ¢ozeltisinde inkiibe edilmis, son olarak
da %30’luk siikroz (800-081-LG, Multicell) ¢ozeltisinde 4 °C’de ¢okene kadar

bekletilmistir. Coken omurilikler kesim i¢in dondurularak -80 °C’de saklanmustur.
5.6. Elektrofizyolojik Ol¢iim

Hasar alan aksonlarin yeni sinapslar olusturarak sinyali efektdr organa tagimasi
sonucu fonksiyonel iyilesme saglanmaktadir. Sinyal iletiminin tekrar saglandigim
gostermek adina omurilik hasar alani Ustiinden uyarilarak sag arka ayaktan
elektromiyografi kaydi alinmigtir. Hayvanlar 38. giin sonunda sakrifikasyon oncesi
anesteziye alindiktan sonra T6 ve TS5 vertebralarin intervertebral foramenine uyarici
igne uglu elektrot yerlestirilmistir. Daha sonra sag arka ayagin derisi traslandiktan
sonra kaslara zarar verilmeden deri kesilmis, pozitif ve negatif igne elektrotlar m.
gastrocnemius kasina yerlestirilmistir. Stimiilator paneli 2V uyar1 siddeti ve 0.2 Hz’de
10 tekrar olacak sekilde ayarlanmigtir. Kayitlar PowerLab (ADInstruments, PowerLab

16/35) ile alindiktan sonra uyari artifakti/giiriiltii sonras1 gelen en biiyiik ilk ve ikinci
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pozitif veya negatif dalganin gecikme siiresi 6lgiilerek uyarinin kasa ulagmasi ve kasin

kasilmast siirelerindeki gecikme gozlemlenmistir.
5.7. Histolojik Kesim

Izole edilen omurilikler T10 seviyesi merkezde kalacak sekilde 1 cm boyunda
kesilmis ve kryostat (Leica CM 1950) ile kaudalden rostrale dogru 50 um kalinliginda
pozitif yliklii lamlara (Isotherm, Objecttrager) alinmistir. Kesitler daha sonra 30 dakika
boyunca 1sitici lizerinde bekletilerek fikse edilmistir. Her hayvandan hasar alaninin
kaudal ve rostrali (T13 ve T8) cresyl violet boyamas1 ve GFP+ akson sayimi i¢in

alinmustir. Secilen kesitler boyama yapilana kadar -80 °C’de saklanmustir.
5.8. Cresyl Violet Boyamasi ve Atrofinin Hesaplanmasi

Hasarin ardindan beyaz cevherdeki funikuluslarda gelisen atrofinin ol¢limii
icin her hayvandan birer kesitte cresyl violet boyamasi yapilmistir. Kisaca, -80 °C’den
cikarilan kesitler 30 dakika oda sicakliginda bekletilmis, daha sonra fosfat tamponlu
salin (PBS) ¢ozeltisinde yikandiktan sonra 2 dakika masa {izerinde, sonrasindaki 13
dakika boyunca calkalayici lizerinde cresyl violet (C5042-10G) boyasi ile muamele
edilmistir. Boya 0.5 g cresyl violet acetate ile 1.25 ml glacial asetik asit ile karistirilip
500 ml su iginde kristaller ¢oziinene kadar 60 oC’ de calkalanmistir. Kesitler
boyamadan hemen sonra her birinde beser saniye inkiibe edilecek sekilde sirasiyla
%70, %90, %95 ve %100’lik etanol serisinden gegirilmistir. Alkol serisinden sonra
boyanin fikse olmasi i¢in ksilen soliisyonuna alinan kesitlerin {izeri, uygun kapatma
stvist ve lamelle kapatilmistir. Goriintiileme, 151k mikroskobu (Axiozoom V16, Zeiss)
kullanilarak yapilmigtir. Her omuriligin kaudal ve rostralinde dorsal, lateral ve ventral

funikuluslarin alan1 6l¢lilmiis ve kontralaterali ile karsilastirilmistir.
5.9. Aksonal Sag Kalim ve Kollateral Dallanmanin Hesaplanmasi

Hasarin ardindan gelisen aksonal dejenerasyonun hiicre gdvdesinin proksimal
ve distalindeki etkileri ve kollateral dallanmalarin miktarinin belirlenmesi adina bolim
5.5’te belirtilen sekilde tracer enjeksiyonu yapilmistir. Alian kesitlerin kaudal ve
rostral segmentleri (sirastyla, T13 ve T8) floresan mikroskopu (Axiozoom V16, Zeiss)

kullanilarak ve alinan goriintiilerin hepsi Zen Black programinin tile (goriintiileri
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yanyana birlestirme) ve z-stack (farkli fokuslardan goriintli alabilme) fonksiyonlari
kullanilarak ipsilateral ve kontralateral bolgeler i¢in toplu goriintiiler elde edilmistir.
Beyaz cevherde 1s1ma yapan aksonlar manuel ve tarafsiz olarak sayilmigtir. Rostral ve
ipsilateralde bulunan aksonlarin sayist 6nce kontralateral ile daha sonra rostraldeki
total akson sayisi kaudal ile karsilastirilarak tTMS tedavisinin aksonal dejenerasyon
ve kollateral dallanma {izerine etkisi Ol¢iilmiistiir. Kesitlerdeki akson gruplari1 daha
sonra spinoserebellar, spinotalamik ve kuneat-grasil yolaklarina gore gruplandirilarak

cikan yolaklardaki aksonal kayiplarin ylizdesi hesaplanmistir.
5.12. Istatistiksel Analizler

Deney gruplar arasindaki istatistiksel analizler SPSS programi (Ibm)
kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar tek yonlii (one-way) varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak, en diisiik anlamli farklilik testiyle analiz edilmistir
(least significant difference).
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6. BULGULAR

6.1. Omurilik Yar1 Kesisi ve Fonksiyonel Geri Kazamimin Degerlendirilmesi

A B

BMS

10 1

Skor

|

0 — T T T T ]
K BL PO1 PO3 PO7 PO14 PO28

—{—Kontrol /@—SC1Hz —#—SC20Hz ——Beyin1Hz ——Beyin20Hz

Sekil 6.1.1. Omurilik T10 yar1 kesi modeli sonucu arka ayakta fonksiyon kaybi ve rTMS
tedavisi ile fonksiyonel geri kazanimin degerlendirilmesi. Hasar modelinin illiistrasyonu ve
hasar alani bolgesinin, kaudalinin ve rostralinin hasar sonrasi cresyl violet boyamasi ile
gosterimi (A). Hasar ardindan uygulanan tTMS tedavisinin motor aktivite tizerindeki etkisi

(B).

Omurilik hasart sonrast gruplar icinde istatistiksel fark olmaksizin hasar alanm
bolgesinden alinan koronal kesitlerde nekrotik dliimler sonucu hiicre ve doku kaybi
goriiliirken, hasarmn distalinde (T8 ve T13) morfolojik bozulma goriilmeyip néron
sayisinda azalma ve atrofi gibi bozukluklar tespit edilmistir. Hasardan hemen sonra

sag alt ekstremitede motor kayiplarin oldugu gozlemlenmis ve arka ayakta hareket
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kayb1 gergeklesmistir. tTMS tedavisinin ardindan gruplar arasinda fonksiyonel geri
kazanimda istatistiksel farklar ortaya ¢ikmistir. Lokal veya trankraniyal olarak diisiik
dalga boyunda (1 Hz) verilen tTMS tedavisinin 28. giin sonunda hayvanlarin arka
ayaklarindaki motor hareketi diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttirdig1 gézlemlenmistir (Sekil 6.1.1., 28. giin SC1Hz p=0.024,
BeyinlHz p=0.05).

6.2. Yar1 Kesi Sonras1 Motor Kabiliyetin Olciilmesi

Merdivende YlUrime Testi

A B

100 1

80 o

60 1

% dogru adim

40 -

20 1

BL PO3 PO7 PO14 PO28

Sekil 6.2.1. Merdivende yliriime testi ile motor kabiliyet ve fonksiyonel geri kazanimin
degerlendirilmesi. Hasar ardindan tTMS tedavisi ile basamaklara atilan dogru adim sayisi (A).
Farelerin merdiven tizerindeki adim pozisyonlar1 (B, 3. giin iist, 28. giin alt).
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Merdivende yiiriimek icin egitilmis fareler, hasar Oncesi daha az hatal
yirlirken (~%97 dogru adim), hasarin ardindan 3 giin sonra gruplar arasinda
istatistiksel fark olmaksizin hemipleji sebebi ile adim atabilme goriilemeyip atilan
dogru adim yiizdesi “0” olarak almmustir. ilerleyen siirecte tTMS tedavisi ile, 6zellikle
SC1Hz grubu olmak iizere, merdiven iizerinde atilan dogru adimlarda gozle goriiliir
bir artis oldugu goézlemlenmistir. 28 giinliik tedavinin sonucunda hem lokal hem de
transkraniyal 1 Hz ile tedavi goren gruplarin basamaklar1 kavrayabilecek sekilde arka
ayaklarini kaldirarak yiiriimeye basladigi goriilmiistiir. Hasardan 14 giin ve 28 giin
sonra, 1 Hz dalga boyu ile lokal olarak uyarilan grubun diger gruplarla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde dogru adim attig1 6l¢iilmiistiir. Kontrol grubu ise
Beyin20Hz grubu ile birlikte en kotii performansi gosteren grup olmustur (Sekil 6.2.1.,
14. giin SC1Hz p=0.048, 28. giin SC1Hz p=0.041).

6.3. Omurilik Hasar1 Sonucu Anksiyetenin Degerlendirilmesi

Merkez Alanda Gecirilen Zaman
600 1 *

500 ; ‘

400 1

300 1 -"

200 1

Saniye

100 1

Kontrol SC1Hz SC20Hz Beyin1Hz Beyin20Hz

Sekil 6.3.1. Omurilik hasari sonrast agik alan testindeki bdlgelerde gegirilen zamanin
degerlendirilmesi; merkez bolge

Omurilik yar1 kesisi sonras1 lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi 6lgmek icin

acik alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin farkli (kenar, gecis, merkez) alanlarda
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kaldiklart siireler hesaplanmistir. 28 giinliik tTMS tedavisinin ardindan gruplar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda lokal ve transkraniyal olarak 1 Hz dalga boyunda tedavi alan
gruplarin, merkez alanda daha ¢ok vakit gecirdigi gozlemlenmistir. Transkraniyal 1
Hz tedavisinin merkez bolgede kalma siiresini istatistiksel olarak anlamli dlgiide

arttirdig1 goriilmistiir (Sekil 6.3.1., Beyin 1 Hz p=0.036).

Kenar Alanda Gecirilen Zaman
600

500 1

400 L _|,_

300

Saniye

200 1

100 1

Kontrol SC1Hz SC20Hz Beyin1Hz Beyin20Hz

Sekil 6.3.2. Omurilik hasari sonrast agik alan testindeki bdlgelerde gegirilen zamanin
degerlendirilmesi; merkez bolge.

Omurilik yar1 kesisi sonras1 lokomotor aktiviteyi ve anksiyeteyi 6lgmek icin
acik alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin farkli (kenar, gecis, merkez) alanlarda
kaldiklart siireler hesaplanmistir. 28 giinliik tTMS tedavisinin ardindan gruplar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda lokal ve transkraniyal olarak 1 Hz dalga boyunda tedavi alan
gruplarin, kenar alanda daha az vakit gecirdigi gézlemlenmistir. Transkraniyal 1 Hz
tedavisinin kenar bolgede kalma siiresini istatistiksel olarak anlamli olarak azalttig1

goriilmistiir (Sekil 6.3.2. Beyin 1Hz p=0.014).
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6.4. Hasar ardindan adim atmada olusan a¢inin dlciilmesi

Arka Ayak Ekstensiyon Agisi

10 0 10
20 20
N 3
o o
S %
S %

R 3

& )

]

-20° -15° -10° -5° 0 5° 10° 15° 20°
PO3 -
po7 | *
PO14 - *

| *
PO28 ¥

—{—Kontrol —/9—SC1Hz —8—SC20Hz —>—Beyin1Hz ——Beyin20Hz
Sekil 6.4.1. Arka ayakta adim sonunda goriilen fleksiyonun viicudun mediani ile yaptig: ag:.
Hasarin ardindan farelerde adim atma sirasinda sag arka ayaklarinda hiperaddiiksiyon
goriilmistiir (sag). tTMS tedavisi ile bu aginin zamanla azalarak median ¢izgi ile paralel
duruma gelmistir (sol).

Sag alt ekstremitede olusan hemipleji ardindan farelerde adim atmanin son
evresinde sag bacakta fleksiyon goriilmiistiir. Yapilan fleksiyon ile arka ayak viicudun
median ¢izgisini asarak kontralaterale dogru hiperaddiiksiyon yapmistir. Bu ag1

zamanla oOlgiilerek tTMS tedavisinin etkisi incelenmistir. Hasarin ardindan 3. Giin
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alinan sonuglarda farelerin ayaklarinda yaklagik 13° lik bir fleksiyon agis1 oldugu tespit
edilmigtir. Adimin son evresinde goriilen bu a¢1 tTMS tedavisi sonucunda gozle
goriiliir bir sekilde diizelmeye baslamistir. Hasardan 1 hafta sonra gruplarda sag arka
ayagin kontralateral kisima addiiksiyonu devam ederken lokal olarak 1 Hz frekans ile
tedavi alan grubun ayak fleksiyonlar1 viicut eksenine paralel hale gelerek anlamli bir
sekilde ayak acilar1 azalmistir. 28. Giine bakildiginda lokal uyarilan gruplarin
ayaklarinda fleksiyon gozlemlenmemistir. Bu gruplardaki ayaklar hasarli bolgeye
dogru a¢i yapmaya baslayarak anlamli bir sekilde diizelme oldugu goriilmiistiir (Sekil
6.4.1. 7. Giin SC1Hz p=0,02, 14. Giin SC1Hz p=0,04, 28. SC1Hz Giin p=0,006
SC20Hz p=0,005).

6.5. Fonksiyonel Iyilesmenin Elektrofizyolojik Olarak Olgiilmesi

A B C

v Kas kasiliminda gecikme

100
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801
70 A
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250

T10 g
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< 20
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Sekil 6.5.1. Hasar sonras1 tTMS tedavisinin motor uyandirilmis potansiyel iizerindeki etkisinin
degerlendirilmesi. Uyarim bolgesinin ve alici elektrotlarin yerlesiminin illiistrasyonu (A).

Uyan artifakt1 (siyah ok basi) sonrasi olugan kas kasilimi (beyaz ok basi) (B). tTMS tedavi
sonrasi kas kasilimindaki gecikme siireleri (C).

Kontrol
SC1Hz
SC20Hz
Beyin1Hz
Beyin20Hz

Dejenere olan aksonlarin yeni sinapslar kurarak uyartyr efektdr kasa
iletebilmesini test etmek amaci ile sag arka ayaktaki gastrocnemius kasindan
elektromiyografi (EMG) kaydi alinmistir. tTMS tedavisinin sinyal iletimi ve kasa

ulagarak kasilma stiresindeki gecikmeyi Olgmek icin T6 seviyesinden uyarim
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sonucunda kas kasiliminin gecikme siiresi ol¢lilmiistiir. Sonuglarda Kontrol grubunun
gecikme suresi 78.1 + 9.8 ms olarak Olciiliirken, lokal ve transkraniyal olarak 1 Hz
dalga boyunda tedavi goren gruplarda kas kasiliminin gecikme siiresi sirasityla 52.4 +
6.9 ms ve 54.5 + 5.8 ms olarak olgiilerek bu tedavilerin istatistiksel olarak anlamli
Olgiide gecikme siiresini azalttifi gozlemlenmistir (Sekil 6.5.1., SC1Hz p=0.046,
BeyinlHz p=0.045).

6.6. Hasar Ardindan Gelisen Atrofinin Degerlendirilmesi

A B C

Dorsal funikulus atrofisi Ventral funikulus atrofisi Lateral funikulus atrofisi
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Sekil 6.6.1. Hasardan sonra lezyon bdlgesinin rostralindeki funikuluslarda meydana gelen
atrofinin degerlendirilmesi. 28 giinliik tTMS tedavisi sonunda T8 vertebra seviyesinden alinan
koronal kesitlerden dorsal funikulus (A), ventral funikulus (B) ve lateral funiculus (C) alanlar1
oOlciilerek kontralaterale gore karsilastirilmistir.

Omurilik hasari ardindan dejenere olan aksonlar sonucu ipsilateral kortta
kontralaterale gore atrofi goriilmiistiir. Bu atrofinin 28 giinliik tTMS tedavisi ile
azaltilabildigi ortaya ¢ikmistir. Verilen tedavi metotlar1 arasinda lokal olarak 1 Hz
dalga boyunda verilen tedavinin dorsal funikulusda meydana gelen atrofiyi diistirdiigii

ve hatta ipsilateralin kontralaterale gore %10 daha biiyiik oldugu 6l¢iilmiistiir. Lateral
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ve ventral funikuluslar incelendiginde lokal 1 Hz tedavinin atrofide istatistiksel olarak
anlaml bir yiikselis saglayamadig: fakat transkraniyal olarak verilen 20 Hz dalga
boyunda tedavinin hem lateral hem de ventral funikuluslardaki atrofiyi etkili bir
bicimde azalttig1 ortaya ¢cikmustir (Sekil 6.6.1. dorsal funikulus SC1Hz p=0.013,
ventral funikulus Beyin20Hz p=0.05, lateral funikulus Beyin20Hz p=0.05).

Dorsal Funiculus Atrophy Ventral funiculus atrophy- Lateral Funiculus Atrophy
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Sekil 6.6.2. Hasardan sonra lezyon bdlgesinin kaudalindeki funikuluslarda meydana gelen
atrofinin degerlendirilmesi. 28 giinliik tTMS tedavisi sonunda T13 vertebra seviyesinden
alinan koronal kesitlerden dorsal funikulus (A), ventral funikulus (B) ve lateral funikulus (C)
alanlar1 6lgiilerek kontralaterale gore karsilagtirilmigtir.

Omurilik hasar1 ardindan dejenere olan aksonlar sonucu ipsilateral kortta
kontralaterale gore atrofi goriilmiistiir. Bu atrofinin 28 giinliik tTMS tedavisi ile
azaltilabildigi ortaya ¢ikmustir. Verilen tedavi metotlar1 arasinda lokal olarak 20 Hz
dalga boyunda verilen tedavinin dorsal ve ventral funikuluslardaki atrofiyi anlamli
olmasa da azalttig1 goriilmiistiir. Lateral funikulus incelendiginde transkraniyal olarak
verilen 20 Hz dalga boyunda tedavinin atrofiyi istatistiksel olarak anlamli olmadan

etkili bir bigimde azalttig1 ortaya ¢ikmustir (Sekil 6.6.2.).
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6.7. Hasar Sonras1 GFP+ Aksonlari Ol¢iimii
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Sekil 6.7.1. Omurilik yar1 kesisi sonras1 tTMS tedavisinin akson sag kalimina etkisi. Hasar
bolgesinin rostralinden alinan kesitlerde GFP+ aksonlarin goriintiisii (A) ve kontralaterale
gore oranlar1 (B).

tTMS tedavisinin hasar sonrasi distal aksonlardaki dejenerasyona olan
etkisinin arastirilmasi icin T8 vertebra seviyesinden koronal kesitler incelenerek
hasarli kortta kalan aksonlar kontralateral ile karsilagtirllmigtir. tTMS tedavisinin
uygulanma yeri ve frekansi fark etmeden her verilme seklinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda akson sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis sagladigi
goriilmistiir. Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda tedavi gérmeyen kontrol
grubun akson sayis1 kontralaterale gore %46 diiserken lokal olarak 1 Hz dalga boyunda
tedavi goren grubun akson sayisi saglikli korda oranla %17 artarak en yiiksek oranda
aksonal sag kalimi sagladigi gozlemlenmistir (Sekil 6.7.1. SC1Hz p=0.0001, SC20Hz
p=0.038, Beyin1Hz p=0.037, Beyin20Hz p=0.031).
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Sekil 6.7.2. Hasar alanin1 gecebilen aksonlarin belirlenmesi. Anterograt tracer viriis
enjeksiyon bolgesi ve isaretlenen aksonlarin illiistrasyonu (A). Aksonal dejenerasyon sonucu
baslangic noktasina oranla akson sayilari (B).

Yeni aksonal baglantilarin kurulumu saglanip hasar bdlgesini gegen aksonlarin
varligimi Olgmek adina L2 vertebra seviyesinden verilen GFP eksprese eden
adenoviriis, ¢ikan yolak aksonlari tarafindan rostrale dogru tasinmistir. Rostral
alandaki GFP+ akson sayis1 kaudalde sayilan aksonlar ile karsilastirilarak tTMS
tedavisinin aksonal biitlinliigli yeniden saglama iizerine etkisi incelenmistir. Sonuglara
bakildiginda 1 Hz dalga boyunda lokal olarak manyetik uyar1 alan grubun istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde akson sayisinda yiikselis oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubunda kaudalde sayilan her 100 aksondan sadece besi rostralde goriiliirken SC1Hz
grubunda her 100 aksondan 20°si rostral kesitlerde gozlemlenmistir. BeyinlHz

grubunda akson sayisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da yiikselme oldugu

belirlenmistir (Sekil 6.7.2. SC1Hz p=0.039).
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6.8. Hasar Sonrasi Cikan Yolaklardaki Akson Kaybinin Degerlendirilmesi

6.8.1. Cikan Duyu Yolaklarimin Distal Uclarinin Incelenmesi

A Spinocerebellar
yolak

Rostral spinoserebellar
yolak aksonlari
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Kontralaterale gore %
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Sekil 6.8.1.1. Hasarin ardindan ¢ikan duyu yolaklarinda meydana gelen aksonal
dejenerasyonun degerlendirilmesi; rostral spinoserebellar yolak. Spinoserebellar yolagin T8
vertebra seviyesindeki konumunu gosteren illiistrasyon (A) ve GFP+ aksonlarin koronal
kesit iistiinde goriintiisii (B). Spinoserebellar yolak iistiindeki aksonlarin hasarli ve hasarsiz
kord iistiindeki morfolojileri (C). Kontralaterale gore aksonal kaybin dl¢iilmesi (D).
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Cikan duyu yolaklarindan olan spinoserebellar yolak aksonlari, GFP eksprese
eden adenovirts ile igaretlenerek kaudalden verilen viriisiin rostral kesitlerde sayilarak
aksonal biitiinliik 6l¢iilmiistiir. T8 seviyesinin koronal kesitlerine bakildiginda,
spinoserebellar yolak aksonlari beyaz cevherde, dorsal boynuzun hemen altinda
bulunarak sayilmis ve kontralateral ile karsilastirtlmistir. Gruplar karsilagtirildiginda
transkraniyal olarak uyarilan gruplarin lokal olarak uyarilan grup ile kiyaslandiginda
spinoserebellar yolaktaki aksonlarinda daha az kayip oldugu gdzlemlenmistir.
Transkraniyal gruplar i¢inde ise 20 Hz dalga boyunun 1 Hz dalga boyuna gore daha
etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.8.1.1.).
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A Spinotalamik
yolak

Rostral spinotalamik
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Sekil 6.8.1.2. Hasarin ardindan g¢ikan duyu yolaklarinda meydana gelen aksonal
dejenerasyonun degerlendirilmesi. Spinotalamik yolagin T8 vertebra seviyesindeki konumunu
gosteren illiistrasyon (A) ve GFP+ aksonlarin koronal kesit {istiinde goriintiisii (B).
Spinotalamik yolak iistiindeki aksonlarin hasarli ve hasarsiz kord {iistiindeki morfolojileri (C).
Kontralaterale gore aksonal kaybin 6l¢iilmesi (D

Cikan duyu yolaklarindan olan Spinotalamik yolak aksonlari, GFP eksprese
eden adenovirts ile igaretlenerek kaudalden verilen viriisiin rostral kesitlerde sayilarak
aksonal biitiinliik 6l¢iilmiistiir. T8 seviyesinin koronal kesitlerine bakildiginda,
spinotalamik yolak aksonlar1 beyaz cevherin lateralinde bulunarak sayilmis ve

kontralateral ile karsilastirilmistir. Gruplar karsilagtirildiginda lokal olarak 1 Hz dalga
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boyunda tedavi alan grubun aksonal dejenerasyona daha dayanikli oldugu
goriilmiistiir. Beyin 1 Hz ve Beyin 20 Hz gruplar ise kendi aralarinda belirgin fark

olmaksizin aksonal sag kalim1 arttirdig1 gézlemlenmistir (Sekil 6.8.1.2.)
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Sekil 6.8.1.3. Hasarin ardindan g¢ikan duyu yolaklarinda meydana gelen aksonal
dejenerasyonun degerlendirilmesi. Kuneat ve grasil yolagin T8 vertebra seviyesindeki
konumunu gosteren illiistrasyon (A) ve GFP+ aksonlarin koronal kesit {istiinde goriintiisii (B).
Kuneat ve grasil yolak {istiindeki aksonlarin hasarli ve hasarsiz kord iistiindeki morfolojileri
(C). Kontralaterale gore aksonal kaybin dlgiilmesi (D).
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Cikan duyu yolaklarindan olan kuneat ve grasil yolak aksonlari, GFP eksprese
eden adenovirts ile igaretlenerek kaudalden verilen viriisiin rostral kesitlerde sayilarak
aksonal biitlinliik 6l¢iilmiistiir. T8 seviyesinin koronal kesitlerine bakildiginda, kuneat
ve grasil yolak aksonlar1 dorsal boynuzun i¢ kisminda kalan beyaz cevherde bulunarak
sayillmis ve kontralateral ile karsilagtirnlmistir. Sonuglara bakildiginda tTMS
tedavisinin kuneat ve grasil yolaktaki aksonal sag kalima olan etkisinin,
spinoserebellar ve spinotalamik aksonlarla kiyaslandiginda etkili olmadig
goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda SC1Hz grubunun akson sayisi
kontrol grubu ile ayn1 bulunurken Beyin20Hz grubunda kiigiik bir artig goriilmiistiir.
SC20Hz ve BeyinlHz gruplarindaki akson sayilari ise kontrolden ¢ok daha az oldugu
goriilmistiir (Sekil 6.8.1.3.).
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6.8.2. Cikan Duyu Yolaklarinin Proksimal U¢larinin incelenmesi

A Spinoserebellar
yolak

Kaudal spinoserebellar
yolak aksonlari

C

Contra

Kontraaterale gére %
3
—
—

Kontrol
SC1Hz
SC20Hz
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Sekil 6.8.2.1. Hasarin ardindan g¢ikan duyu yolaklarinda meydana gelen aksonal
dejenerasyonun degerlendirilmesi. Spinoserebellar yolagin T13 vertebra seviyesindeki
konumunu goésteren illustrasyon (A) ve GFP aksonlarin koronal kesit tistiindeki goriintiisii (B).
Spinoserebellar yolak iistiindeki aksonlarin hasarli ve hasarsiz kord iistiindeki morfolojileri
(C). Kontralaterale gore aksonal kaybin dlgiilmesi (D).

Cikan duyu yolaklarindan olan spinoserebellar yolak aksonlari, GFP eksprese
eden adenoviriis ile isaretlenerek L2 vertebra seviyesinden verilen viriisiin T13

seviyesindeki kesitlerde sayilarak aksonal biitiinlilk Ol¢lilmiistiir. T13 seviyesinin
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koronal kesitlerine bakildiginda, spinoserebellar yolak aksonlart beyaz cevherde,
dorsal boynuzun hemen altinda bulunarak sayilmis ve kontralateral ile
karsilastirilmistir. Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda lokal ve transkraniyal
olarak diisiik dalga boyunda uyarilan gruplarda aksonal kaybin korunumu
goriilmemistir. Yiiksek dalga boyu tedavisinin ise diisiik dalga boyuna oranla
spinoserebellar yolak aksonlarinin korunmasinda daha etkili oldugu 6l¢iilmiis ve 20

Hz transkraniyal uyarimin en iyi korumay1 yarattig1 6l¢iilmiistiir (Sekil 6.8.2.1.).
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Sekil 6.8.2.2. Hasarin ardindan g¢ikan duyu yolaklarinda meydana gelen aksonal
dejenerasyonun degerlendirilmesi. Spinotalamik yolagin T13 vertebra seviyesindeki
konumunu gosteren illiistrasyon (A) ve GFP+ aksonlarin koronal kesit {istiinde goriintiisii (B).
Spinotalamik yolak iistiindeki aksonlarin hasarli ve hasarsiz kord {iistiindeki morfolojileri (C).
Kontralaterale gore aksonal kaybin 6l¢iilmesi (D).

Cikan duyu yolaklarindan olan spinotalamik yolak aksonlari, GFP eksprese
eden adenoviriis ile isaretlenerek L2 vertebra seviyesinden verilen viriistin T13
seviyesindeki kesitlerde sayilarak aksonal biitlinliik 6l¢iilmiistiir. T13 seviyesinin

koronal kesitlerine bakildiginda, spinotalamik yolak aksonlar1 beyaz cevherin
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lateralinde bulunarak sayilmis ve kontralateral ile karsilagtirilmigtir. tTMS tedavisi
goren gruplarda spinotalamik yolak aksonlarinda sag kalim gézlenmemistir. Yiiksek
ve diisiik dalga boyunda lokal uyarimin ve trankraniyal olarak diislik dalga boyunda
uyarim tedavisinin hasarli bolgedeki akson sayisini diigiiriirken 20 Hz dalga boyunda
transkraniyal uyarimin diisiik miktarda akson korunumunu sagladigi

degerlendirilmistir (Sekil 6.8.2.2.).
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Sekil 6.8.2.3. Hasarin ardindan g¢ikan duyu yolaklarinda meydana gelen aksonal
dejenerasyonun degerlendirilmesi. Kuneat ve grasil yolagin T13 vertebra seviyesindeki
konumunu gosteren illustrasyon (A) ve GFP+ aksonlarin koronal kesit {istiinde goriintiisii (B).
Kuneat ve grasil yolak {istiindeki aksonlarin hasarli ve hasarsiz kord iistiindeki morfolojileri
(C). Kontralaterale gore aksonal kaybin dlgiilmesi (D).

Cikan duyu yolaklarindan olan kuneat grasil yolak aksonlari, GFP eksprese
eden adenoviriis ile isaretlenerek L2 vertebra seviyesinden verilen viriisiin T13
seviyesindeki kesitlerde sayilarak aksonal biitiinlilk Ol¢lilmiistiir. T13 seviyesinin

koronal kesitlerine bakildiginda, kuneat grasil yolak aksonlar1 beyaz cevherin

40



lateralinde bulunarak sayilmis ve kontralateral ile karsilastirilmistir. Sonuglar
incelendiginde tTMS tedavisinin aksonal sag kalimi korudugu ve hatta saglikli kord
ile karsilastirildiginda akson sayisini arttirdigi ortaya ¢ikmistir. Tedavi gérmeyen
kontrol grubunda ipsilateralde bulunan aksonlarin sayis1 kontralaterale gore %50
diiserken lokal olarak 1 Hz ve 20 Hz dalga boyunda uyarilan gruplarda akson sayis1
kontralaterale oranla sirasiyla %12 ve %43 artmistir. Transkraniyal grup
incelendiginde diisiik dalga boyunda verilen tedavinin yiliksege oranla daha iyi bir sag
kalim yarattig1 gortilmistiir. Beyin 1 Hz grubunda akson sayis1 saglikli bolgeye oranla

%1 artarken 20 Hz grubunda %7 diismiistiir (Sekil 6.8.2.3. SC20Hz p=0.016).

6.8.3. Rostral Aksonlarin Kaudal ile Oranlanmasi

N '
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Kontrol SC1Hz SC20Hz Beyin1Hz Beyin20Hz

Sekil 6.8.3.1. Rostral bolgedeki ¢ikan yolak aksonlarinin kaudal aksonlara orantisi. Kuneat
grasil (siyah), spinoserebellar (agik gri) ve spinotalamik (koyu gri) aksonlarinin distal uglarinin
hayatta kalim orani. Her bir katman %10’luk dilimi temsil etmektedir.

Yeni aksonal baglantilarin kurulumu saglanip hasar bdlgesini gegen aksonlarin
varligimi Olgmek adina L2 vertebra seviyesinden verilen GFP eksprese eden
adenoviriis, ¢ikan duyu yolaklart olan spinoserebellar, spinotalamik ve kuneat grasil
yolaklar1 tarafindan alinarak rostrale dogru taginmistir. Rostral alandaki GFP+ akson
sayist kaudalde sayilan aksonlar ile karsilastirilarak tTMS tedavisinin aksonal
biitiinligli yeniden saglama iizerine etkisi incelenmistir. Sonuclar incelendiginde
ozellikle spinoserebelar ve spinotalamik yolak aksonlarinin lokal uyarim tedavisine
daha iyi yanit verdigi ve kaudal aksonlarla oranlandiginda aksonal biitiinliigii sagladig:

gozlemlenmistir. Lokal olarak 1 Hz dalga boyunda uyarim verilen gruplarin T8
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vertebra seviyesinde sayilan aksonlarinda, spinoserebellar ve spinotalamik yolak
askonlarin kaudalden daha fazla ¢iktigi goriilmiistiir. Lokal 20 Hz uyarimda ise
spinoserebellar yolak kaudale oranla hemen hemen iki katina ¢ikarken spinotalamik

yolak oraninda fazla degisim gézlemlenmemistir.
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7. TARTISMA

Merkezi sistemin periferik sisteme oranla sinirli rejenerasyon kabiliyetinin
olmasindan kaynakli olarak beyin felci, beyin travmasi ve omurilik hasar1 gibi merkezi
sinir sistemi yaralanmalarmin biiytik bir kismi, motor ve duyu sistemlerde kalic1 hasar
yaratmaktadir. Fonksiyonel iyilesmenin goriilebilmesi icin hasarin ardindan zarar
gormiis aksonlar, yeni baglantilar olusturarak sinyali inen veya ¢ikan yolaklar ile
postsinaptik uclara tasimalar1 ve efektor organa iletebilmeleri gerekmektedir. Kesilmis
aksonlar zamanla kollateral dal olusturarak saglikli bolgede kalan propriospinal
ndronlar ile yeni baglantilar kurup beyin ve efektdr organ arasinda yeniden bir baglanti
kurabilmektedir [33][34][35]. Bu yeni baglantilarin olusumu hasar bolgesinin yakin
cevresinde gerceklesebilirken ayn1 zamanda hasarin distalinde, supraspinal seviyede
de gerceklesebilir [36][37][38]. Fakat merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda goriilen,
hasar bolgesi alanindaki néronlarin membran potansiyelini saglayamayarak etrafa
glutamat yaydigi, ve bu glutamatin ¢evre ndronlarin yiizeyinde bulunan NMDA
reseptorlerine baglanarak asir1 uyarim sonucu hiicre Oliimii  gerceklestirdigi
bilinmektedir [39][40][41]. Ayn1 zamanda merkezi sinir sisteminde rejenerasyonu
inhibe eden proteinlerin varligi zarar gérmiis aksonlarin kendiliginden rejenere

olmasini biiyiik oranda azaltmaktadir [42].

Travma ardindan kesilen aksonlarin sag kalimin arttirilmasi ve yeni kollateral
dallanmalar ile aksonal biitiinliilk tekrar olusturarak fonksiyonel geri kazanim
saglamak adina tTMS tedavisi kullanilmistir. Manyetik uyarim tedavisinin en biiyiik
avantajlarindan birisi de non-invazif bir ydntem olmasidir [43]. Kolaylikla
uygulanabilirligi ve cerrahi miidahaleye gerek duyulmadan bolgesel olarak
verilebilmesi, klinik agidan bu tedavi yonteminin omurilik hasari gibi travmalar
sonunda kullaniminin avantajli oldugunu gostermektedir. Ayrica tTMS tedavisinin
farkli frekanslardaki uyarict ve inhibe edici 6zellikleri ve bu 6zelligini néronlarda
NMDA reseptorlerini kullanarak yapiyor olmasi, omurilik hasar1 gibi travmalarda
kullanmak i¢in uygun bir yontem oldugunu gostermektedir [44]. Frekans olarak,
literatiirde genel olarak kabul edilmis olan inhibe edici diisiik dalga boyu ve aktive
edici yiiksek frekanslar olarak sirasiylal Hz ve 20 Hz secilerek transkraniyal veya

transspinal olarak verilmistir [45].
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Hasar modeli olarak farelerde T10 seviyesinde yar1 kesi modeli uygulanmuistir.
T10 vertebra seviyesi bulunmasi kolay ve literatiirde genellikle kullanilan bir bolgedir.
Cevredeki morfolojik belirtecler ve T10 vertebrasinin kendi 6zgii olan spinal prosesi,
bu bdlgenin hasar i¢in secilmesini saglamistir. Servikal bolgeden sonra en fazla
yaralanmanin torakolumbar seviyede olmasi ve yaralanmalarin biiylik kisminin
tamamlanmamis kuadripleji ile sonuglanmast sebebi ile lateral yar1 kesi modeli tercih
edilmistir. Bu model ayn1 zamanda hasara kontralateral bolgenin saglikli kalmasi
sonucunda bir i¢ kontrol yaratmaktadir. Hasar sonucu sag arka ayakta fonksiyon kayb1
olusurken sol ayakta motor kabiliyet bozulmamakta ve davranis deneylerinde
karsilagtirma  yapilabilmektedir. Hayvanlarin saghigi ve bakimi agisindan
degerlendirildiginde ise yar1 kesi modeli tam kesi ile karsilastirildiginda hayvanlarin
daha kolay hareket edebilme ve beslenebilmelerini saglamaktadir. Ayrica tam kesi
sonucunda mesane kontrolu kayboldugu icin post operatif bakim siirecinde hayvanlara
manuel olarak mesaneye masaj yapilmasi gerekmektedir. Istatistiklere bakildiginda
servikal bolge yaralanmalari torakal bolgeye oranla daha fazla olsa da hayvan saglig
acisindan degerlendirildiginde servikal bolgede yapilan hasarlarin solunum ile ilgili
sikintilar yaratabildigi goriilebilmektedir [46]. Dolayist ile hasar modelinin
tekrarlanabilirligi ve en az hayvan kaybi saglayabilmek adina T10 vertebra seviyesinde

lateral yar1 kesi modeli tercih edilmistir.

tTMS tedavisinin fonksiyonel geri kazanima olan etkisini arastirmak adina
motor kabiliyet ve genel lokomotor aktiviteyi degerlendirecek testler yapilmistir.
Testlere genel anlamda bakildiginda kontrol grubu ve tedavi gruplarinda hasarin
olusturulmasindan hemen sonra biiyiik bir diislis goriilmiistiir. Bunun sebebi hasardan
sonra gelisen spinal sok sebebi ile gegici olarak uzuvlarda motor ve duyu refleks
kayiplaridir. Bu siirecte bazi hayvanlarda sol ayakta da fonksiyon kaybi oldugu
goriilmiistiir. Fakat bu fonksiyon kayb1 hasardan sonra 24 - 72 saat arasinda kaybolarak

hayvanlar yeniden hareket etme yetenegine kavusmustur.

Basso fare skoru ile ilk 3 giin alinan skorlarda sag arka ayaktaki spinal sok ve
fonksiyon kaybi goriilebilmektedir ve bu siirecte hayvanlarin adim attig
goriilmemistir (Sekil 6.1.1.). Yapilan caligmalarda hasar goren aksonlarin 7 - 14 giin

arasinda yaklasik 1 mm uzunlugunda aksonal uzanti ¢ikarabildigini gostermistir [47].
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Uzantilar hasar alanin1 gegemeseler de bu uzunluk saglikli bolgedeki propriospinal
noronlara yetisebilecek bir uzunluk olup basso skorunun 7. giiniinden sonra bulunan
fonksiyonel iyilesmelere sagladig: diisiiniilebilir. Operasyondan 4 hafta sonra gruplar
arasindaki skor farkinin daha fazla acilarak gozle goriilebilir oldugu goriilmiistiir.
Arastirmalar operasyon sonrast 3 hafta sonra omurilikte kollateral dallanmalarin
hasarsiz omurilige oranla 4 kat arttigin1 gdstermektedir [33]. Dolayisi ile operasyon
sonras1 28. gline bakildiginda tTMS tedavisinin sag arka ayaktaki motor aktiviteye

etkisinin kollateral dallanma arttirarak oldugu sdylenebilir.

Tedavi yontemleri karsilastirildiginda diisiik dalga boyunda verilen tedavilerin
daha iyi oldugu goriilmistir. Bir Hz dalga boyunun inhibe edici 0Ozelligi
diisiiniildiiginde bolgedeki hasar sonrasi asir1 uyarilimlart diistirerek kollateral
dallanma i¢in aksonlara uygun bir ortam yarattig1 diislintilebilir. Sasirtic1 olarak
transkraniyal uyarimda da diisiik dalga boyunun etkili oldugu goriilmiistiir. Boyle bir
durumda omurilikte meydana gelen bir hasarin beyinde motor kortekste asir1 uyarilim
olusturdugu diisiiniilebilir. Boylelikle beyin iizerinde inhibe edici uyarimin supraspinal

diizeyde yeni aksonal ag olusturmus olabilecegi diistiniilebilir.

Duyu ve motor kabiliyetlerin 6l¢iildiigii merdivende yiiriime testinde basso
skorunda goriilen sonuglara benzer sonuclar elde edilmistir. Spinal sok sebebiyle 3.
giin almman davraniglarda adim goriilemeyip basamaklar iistlinde ayak siirlime
davranigindan dolay1 dogru adim yiizdesi gruplar arasinda fark olmaksizin 0 olarak
alinmistir. ilerleyen giinlerde basso skoruna paralel bir bicimde merdivende yiiriime
kabiliyetlerinde artis olmustur. Sonuclar degerlendirildiginde kontrol grubundaki
spontan iyilesmenin sadece %38’lik bir dogru adim atabilme yeteneginin geri
kazanildigin1 gostermektedir. tTMS tedavisi ile kontrole oranla diisiik dalga boyunda
tedavi goren gruplarin adim atabilme potansiyellerinde ve atilan adimlarin basamaklari
kavrayacak motor ve duyu kabiliyetlere ulasabildigi goriilmiistiir. Bu iyilesme motor
korteks veya hasar alanindaki aksonlarin yeni aglar olusturarak sag arka ayagin motor

ve duyu yolaklarinda yeni baglant1 kurulmus olabilecegini gostermektedir.

Motor kabiliyetlerin operasyon sonrasi yeni alan arama davranis1 ve anksiyete
izerinde yapilan testte motor testlerde oldugu gibi yine diisiik dalga boyu tedavilerinin

etkili oldugu gortilmiistiir (Sekil 6.3.1. ve Sekil 6.3.2.). Hasar ardindan olusan spinal
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sok ve hareket kayb1 sebebiyle ilk haftalarda alinan davranislarda farelerin merkez
alanda hareketsiz kalmasi, sonucglar1 etkileyeceginden acik alan testi farelerin
lokomotor aktivitelerini maksimum gergeklestirebildigi ilk zamanda yapilmistir.
Travma ardindan gelisen anksiyete davranisini ve tTMS tedavisinin etkisini incelemek
adma fareler agik alanda gezerken kenar ve merkez alanlarda gegirdikleri zamanlar
kaydedilmistir. Kenar bdlgelerin daha giivenli olmasindan dolay1 ortalama gecirdikleri
zaman kenar alanda daha fazla olurken merkez alanda gecirilen zaman farelerin
giivenli kenar alandan risk alarak ¢ikip yeni alan gérme davranisinin olustuguna isaret
etmektedir. Bu davranig ise motor hareket ve motor kabiliyetlerinde oldugu gibi lokal

ve transkraniyal olarak diislik frekansda uyarilan gruplarda goriilmiistiir.

Arka ayakta adim atma sirasinda hasar sonucu olarak rotasyon ve dorsal
adimlar goriilebilmektedir [32]. Bu rotasyon basso skorunda oldugu gibi skorlamada
kullanilabilen bir etmendir fakat fleksiyon sonucunda ayak bileginin yaptig1 aginin
Olciilmesi daha onceki caligmalarda rastlanilmamistir. Basso skorunda kullanilan
adimin baglangi¢ evresi (ayak tabaninin yerden temasinin ilk kesildigi an) ile adimin
bitis evresi (adimin yere temas ettigi an) sirasinda ayak bilegi viicuda paralel veya
rotasyon olmus bir sekilde konumlanabilmektedir. Omurilik hasari sonucunda
uzuvlarda hiperfleksiyon goriilebilmektedir ve yaptigimiz caligmada ise adim
evresinin ortasinda bulunan ve ayagin fleksiyonu ile sonuglanan evre incelenerek
tTMS tedavisinin etkisi Ol¢iilmiistiir. Fleksiyonun yalnizca hasar ardindan
goriilebilmesi sonucunda fleksiyonun en fazla goriildiigii giin olan 3. Giin taban ¢izgisi
olarak alinmistir. Hasardan 7 giin sonra SC1Hz grubunda fleksiyon agisinin azalmasi
ile iyilesme goriilmiistiir. Bu evrede adimlar viicut eksenine paralel hale gelmistir fakat
paralel olmasi iyilegsmenin heniiz tamamlanmayip eklemde fleksiyonun devam ettigini
isaret etmektedir. Tedavi siirecinin ilerleyen giinlerinde ayaktaki fleksiyon azalarak
ipsilateral bolgeye dogru ag¢1 yaptig1 goriilmistiir. Negatif yonde yapilan bu acinin
sebebi, ayak ekleminde iyilesme sonucunda fleksiyonun azalarak tekrar eklem
hareketinin baslamasi ve falanks kemiklerinin viicudun median ¢izgisinden
uzaklagarak aciy1 arttirmasidir. Bu bilgiler dahilinde sonuglar degerlendirildiginde
lokal olarak uyarim alan gruplarda kontralaterale yapilan fleksiyon agis1 anlamli olarak
azalirken plantar adimlarin baglamasi ile bu ag1 ipsilateral yonde artmaya baslamigtir

(Sekil 6.4.1.). Transkraniyal uyarimda ise diisiik frekansta uyarimin fleksiyon agisini
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azalttig1 fakat eklem hareketlerinde motor hareketin geri kazanimini saglayamadigin

gostermektedir.

Fonksiyonel iyilesmenin yeni aksonal aglarin kurularak sinyal iletiminde
diizelmesi iizerine gelistigini kanitlamak amaci ile sag arka ayaktan motor
uyandirilmis potansiyel dl¢iilmiistiir. Davranis deneylerinde sag arka ayakta hareketin
geri kazanimi ve fonksiyonel olarak kullanilabilmesi, bacak kaslarina giden
kortikospinal yolaklarin hasar ardindan yeniden diizenlenerek motor korteks ile
baglant1 kurdugunu isaret etmektedir. Bu baglantinin kurulumunu test etmek adina
hasarin rostralinden verilen uyarinin sag arka ayaktaki gastroknemius kasina ulasip
kasta kasilma yaratmasi ve kasilmadaki gecikme olgiilmiistiir. Insanlarda yapilan
aragtirmada omurilik hasar1 ge¢irmis bireylerin saglikli bireylere oranla MEP
cevaplarinda belirgin bir gecikme oldugu goriilmiistiir [48][49]. Iyilesme siireci ile
beraber bu gecikme siiresi azalarak sinyalin kasa ulagmasi ve kasin kasilmasi i¢in
gegen siire dismektedir. 28 giinliik tTMS tedavisi ardindan gruplar karsilastirildiginda
diistik frekans tedavisi goren gruplarin kas kasilimi i¢in gecen siirenin daha az oldugu
ortaya ¢cikmistir. Kontrol grubu, hasar alaninin rostralinden verilen uyarinin 78 ms
sonrasinda arka ayakta kasilma goriiliirken lokal ve transkraniyal 1 Hz tedavilerde bu
siire sirasiyla 52 ve 54 ms’ye diismiistiir. Bu sonuglar, hasarin rostralinden gelen
uyarinin yeni aglar olusturarak efektor kasa ulasabildigini ve 1 Hz tedavisinin
muhtemel olarak yeni ag olusumunu destekleyerek sinyal iletiminin hizin1 arttirdigini

gostermektedir.

Merkezi sinir sistemi yaralanmalar1 sonucu dokuda zamanla atrofi
gozlenebilmektedir. Rat ve farelerde yapilan iskemik hasar modellerinde hasar
ardindan 30 giin sonra beyinde atrofi olustugu belirtilmistir [SO0][51][52]. Hasarin
ardindan kesilmis aksonlarin gévdeye proksimal ve distal kisimlarinda dejenerasyon
sonucu omurilikte hasar alaninin rostral ve kaudal uglarinda zamanla atrofi
gozlenebilmektedir [47]. tTMS tedavisi ile aksonlarin sag kalimi saglanip inen ve
c¢ikan yolaklar1 tasiyan funikuluslarda atrofinin 6l¢iimii i¢in 28 giinliik tTMS tedavisi
sonrasi hasar alaninin rostral ve kaudali cresyl violet ile boyanmistir. Nissil
cisimciklerinin boyanmasi sayesinde gri madde i¢indeki hiicre govdeleri boyanarak

omurilik i¢indeki gri ve beyaz madde sinir1 belirginlesmistir. Dorsal, lateral ve ventral
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funikuluslar hem kaudal hem de rostral ugta Olciilerek saglikli kontralateral ile
oranlanmistir. Genel anlamda bakildiginda tTMS tedavisi atrofide azalma saglamistir.
Gruplar karsilastirildiginda lokal 1 Hz dalga boyunda uyarim alan grubun rostral
bolgede dorsal funikulus atrofisinde biiylik biz azalma goriilmiistiir. Funikulus alanlari
yaklasik %20 diislis gosterirken 1 Hz tedavisi sonucunda dorsal funikulus saglikli
korda oranla %11 artmistir. Bir Hz tedavisi dorsal bolgedeki lateral ve ventral
funikuluslarda anlamli artig gostermese de kontrole oranla atrofide etkisinin oldugu
goriilmektedir. Sasirtic1 sekilde transkraniyal uyarim yontemi ile 20 Hz dalga boyunda
verilen uyarimin ventral ve lateral funikuluslarda atrofiyi azalttigi goriilmiistiir.
Atrofide azaltma yaratsa da 20 Hz uyarimi fonksiyonel iyilesme ve elektrofizyolojik
Olgtimlerde diizelme saglayamamustir. Dolayisi ile hasar sonrast bolgedeki gri madde
atrofisi gibi morfolojik degisikliklerin dorsal funikulus alanini arttirmig olabilecegi
diisiiniilebilir. Sonuglar literatiir ile karsilastirildiginda benzer sonuglarin bulundugu
goriilmistilir [53][54]. Yapilan arastirma 1 Hz frekansin hasarli bolgede toplam beyaz
cevher alanmi1 15 Hz tedaviye oranla daha fazla arttirarak atrofiyi azalttigim
gostermektedir [55][56]. Hasar alaninin kaudaline bakildiginda tTMS tedavisinin
rostrale oranla daha az etki yarattigi goriilmistiir. Bunun sebebi aksonal
dejenerasyonun hiicre gévdesinin distal ucunda olustugundan tTMS tedavisinin distal

uc aksonlarinda sag kalimi arttirarak etkili oldugu diisiiniilebilir.

Funikuluslarda atrofiye sebep olan aksonal dejenerasyonun incelenmesi ve
fonksiyonel geri kazanim saglayan kollateral dallanmalarin 6l¢iilmesi adina anterograt
tracer yontemi ile ¢ikan yolak aksonlar1 izlenmistir. Anterograt tagima ile duyu yolak
aksonlar viriisii ¢ikan yolaklar ile rostrale tastyarak hasar alani iistiinde kalan bolgeye
tasimig ve T8 vertebra seviyesinde GFP+ aksonlar sayilmistir. Hasar gormiis
aksonlarda L2 seviyesinden verilen viriis, aksonun kesik ucunda kalip hasar alanina
gecemezken, tTMS tedavisi ile rejenere olabilmis veya kollateral dallanma ile yeni
baglantilar kurmus olan aksonlar sayesinde hasar alanini1 gecerek rostral seviyeye
ulagabilmesi hipotezi test edilmistir. Akson kollaterallerinin ol¢imii ve glial skari
gecebilen aksonlarin degerlendirilebilmesi i¢in anterograt tracer yontemi literatiirde
sikca kullanilmaktadir [57][58]. Hasarin rostral bolgesindeki koronal kesitler
incelendiginde hem rostrale dogru ¢ikan z ekseni yoniinde hem de beyaz cevherden

gri maddeye gecen y ekseni yoniinde GFP+ aksonlar goriilmiistiir (Sekil 6.7.1.).
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Yapilan benzer arastirmada, GFP tasiyan virlisiin omurilige verilmesinin ardindan
koronal kesitlerde goriilen akson morfolojileri ¢aligmamizda goriilen ile benzerlik
tagimaktadir [59]. Rostral bolgelede beyaz cevher i¢inde sayilan aksonlar saglikli
kontralateral kord ile karsilastirildiginda tTMS tedavisinin akson yogunlugunu biiyiik
bir dlgiide arttirdig gdzlemlenmistir. Ozellikle lokal 1 Hz uyarimin, akson miktarimni
biliylik oranda arttirdigi ve atrofi ile karsilastirildiginda benzer sonug gostererek
kontralaterale oranla akson sayisinin arttigin1 gdstermektedir. Saglikli bolgedeki akson
sayisindan fazla olmasi hasarli korddaki aksonlarin dallanmasini isaret ettigi
diistiniilmektedir. Diger tedavi gruplarindaki akson miktari, kontralaterale gore diigiik
ciksa da sayilar1 saglikli kord ile neredeyse ayni ¢ikarken kontrol grubundaki akson
say1s1 kontralaterale gore yariya diigmiistiir. Kaudalden sayilan aksonlarin rostral ile
karsilastirilmast sonucunda yine benzer sonucglar elde edilmistir (Sekil 6.7.2.).
Proksimal ve distal ug¢lar oranlandiginda kontrol grubunun aksonlarindan sadece %5’1
rostralde goriiliirken SC1Hz grubunda bu say1 %20°dir. Dolayis1 ile tTMS tedavisinin
aksonlarda kollateral dallanmay1 arttirarak fonksiyonel geri kazanimi sagladig

sOylenebilir.

Rostral ve kaudalde bulunan aksonlar beyaz maddedeki ¢ikan yolak
bolgelerine ayrildiginda tTMS tedavisinin hangi ¢ikan yolak aksonlarma daha fazla
etki ettigi aragtirllmistir. Bulgular incelendiginde omurilik hasar1 sonrasi en fazla hasar
alan yolagin spinoserebellar yolak oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.8.1.1., Sekil 6.8.1.2.,
Sekil 6.8.1.3.). Uygulanan tTMS tedavileri arasinda transkraniyal uyarimin lokal
uyarima gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Beyin 20 Hz tedavisi bu yolaktaki akson
kaybini en fazla diisiiren tedavi olarak goriilmiistiir. Bu tedavi yontemi atrofi 6l¢iimleri
ile karsilastirildiginda paralel sonug¢ vermistir. Spinoserebellar yolagin lateral
funikulusta bulunmasindan dolay1 aksonlardaki sag kalim sayesinde atrofide diisiis
meydana getirmis olabilecegi diisiiniilebilir. Spinotalamik yolakta lokal 1 Hz uyarimin
kontrole oranla akson kaybini azalttig1 goriilmiis fakat kuneat grasil yolaginda tTMS
tedavisinin etkili olmadig1 goriilmiistiir. Omurilik yapisi incelendiginde kuneat ve
grasil yolaklari, diger ¢ikan yolaklara gore kendi kontralateraline en yakin yolaktir.
Dolayzist ile hasar ardindan kollateral dallanma ile saglikli u¢ta bulunan propriospinal
ndronlara uzanarak sinaps yapmis olabilecegi disiiniilebilir. Kaudal kesitler

incelendiginde rostralde bulunan sonuglarin aksine tTMS tedavisinin spinoserebellar
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ve spinotalamik yolak aksonlarinda degisiklik yaratmazken kuneat ve grasil yolak
aksonarinda artig yarattig1 goriilmiistiir (Sekil 6.8.2.1., Sekil 6.8.2.2., Sekil 6.8.2.3.).
Bu sonug ise kuneat grasil yolak aksonlarinin kontralateraldeki propriospinal néronlar
ile sinaps yapmis oldugu hipotezini desteklemektedir. Tedavi yontemleri arasinda en
iyl etki lokal uyarimlarda ortaya ¢ikmustir. Sonuglar degerlendirildiginde tTMS
tedavisi spinoserebellar ve spinotalamik yolak aksonlarinin distal uclarinda hayatta
kalim ve dallanmada artisa sebep olurken kuneat ve grasil yolak aksonlarinda
proksimal ugta etkisinin oldugu diislinilmektedir. Rostral bolgedeki ¢ikan yolak
aksonlar1 kaudal ile karsilastirildiginda ise lokal uyarimin biiyilik bir etkiye sahip
oldugu goriilmektedir. Sonuglar incelendiginde spinoserebellar ve spinotalamik
aksonlarda lokal 1 Hz uyarim ardindan rostral bolgede akson miktar1 kaudale oranla
hemen hemen iki katina ¢ikmistir. Bu sonuglar aksonlarin kollateral dal uzatarak yeni
aglar kurdugunu ve hasarin rostral bolgesine gecebilerek yolaklarin tekrar islevsel hale

geldigini gostermektedir.
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8. SONUC

Sonu¢ olarak, omurilik hasar1 ardindan gelisen sag alt ekstremitedeki
hemiplejide, tTMS tedavisi ile fonksiyonel geri kazanim saglanmig ve bu geri kazanim
diistik frekansta verilen manyetik uyarim sonucunda aksonlarin proksimal ve distal
uclarinda kollateral dallanmalar saglayarak yeni aksonal aglar olusturarak yaptigi
gozlemlenmistir. Bu sayede motor korteksten gelen sinyalin tekrar efektor kasa
iletilebilmesi ve efektdr kastan duyu sinyallerinin hasar alanina gegerek beyne
iletilebilmesi saglanmistir. Bulunan sonuclar herhangi bir cerrahi miidahaleye gerek
duyulmadan verilen bu terapi yonteminin klinikte omurilik hasari gibi travmatik

hasarlarda kullanilabilecek alternatif bir yontem olabilecegini sunmaktadir.
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