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1. ÖZET 
 

REPETATİF TRANSKRANİYAL MANYETİK STİMÜLASYONUN (rTMS) 

BEYİN FELCİ SONRASI HASARA ETKİSİ 

 

Repetatif transkraniyal manyetik stimülasyon (rTMS) tedavisi invazif olmayan, 

frekansı uyarıcı veya inhibe edici olmak üzere ayarlanabilen, beyin felci sonrası 

hemisferler arası düzeni tekrar sağlayan tedavi yöntemidir. Her ne kadar rTMS 

tedavisi klinikte sıklıkla kullanılsa da rTMS uygulamasının etki ettiği moleküler 

mekanizma tam olarak bilinememektedir. Beyin felci gelişmekte olan ülkelerde 2. 

ölüm sebebidir. rTMS tedavisinin, beyin felci sonrası moleküler mekanizmalardaki 

etkilerini araştırmak için 90 dakika orta serebral arter tıkanması modeli BALB/c 

farelerde oluşturuldu. Reperfüzyon başlangıcında uygulanan rTMS tedavisinin 

serebral kanlanma, hasar hacmi, ve gen ekspresyon değişiklikleri üzerindeki etkileri 

incelendi. Deney gruplarına 1 Hz inhibe edici, 20 Hz uyarıcı etki gösteren rTMS 

tedavisi uygulandı. Kontrol grubu rTMS tedavisi almadı. 20 Hz rTMS tedavisi 

kontrol grubuna ve 1 Hz grubuna göre iskemik kor bölgesinde, penumbra alanında ve 

hasarsız kortekste serebral kanlanmayı istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artırdı 

ve hasar hacmini istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalttı. 20 Hz rTMS 

tedavisinin gen ekspresyonunda yaptığı değişiklikler enflamasyonun azaltılmasına, 

nöroplastisiteye ve vasküler regülasyona katkı sağladığı görüldü. Uygulanan 20 Hz 

rTMS tedavisinin beyin felci sonrası sonrası gen ekspresyonunu regüle ederek ve 

serebral kanlanmayı arttırarak hasarı azalttığı düşünülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: rTMS, Serebral İskemi, Tedavi 
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2. ABSTRACT 

 

EFFECTS OF REPETITIVE TRANSCRANIAL MAGNETIC STIMULATION 

(rTMS) ON POST- BRAIN STROKE DAMAGE 

 

Repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) is a non-invasive treatment 

method whose frequency is regulated as stimulator or inhibitor, which provides the 

balance between hemispheres after brain stroke. Although rTMS treatment is often 

used in clinic, effect of TMS on the molecular mechanism is unknown. Brain stroke 

is the second cause of death in the developing countries. A 90-minute of middle 

cerebral artery occlusion was induced in BALB/c mice to investigate the effects of 

rTMS treatment on molecular mechanism post-stroke. The rTMS treatment was 

administered at the beginning of reperfusion and the effects of treatment on infarct 

volume, cerebral blood flow and gene expression changes were examined. 

Experimental groups were designed as 1 Hz rTMS (inhibitory) application group, 20 

Hz rTMS (stimulatory) application group whereas the rTMS treatment was not 

applied to the control group. 20 Hz rTMS treatment increased the cerebral blood flow 

in the ischemic core area, penumbra area and undamaged cortex when compared  

with control group. Also, 20 Hz rTMS treatment reduced the infarct volume. 20 Hz 

rTMS treatment regulated gene expression that contributes the reduction of 

inflammation, induction of the neuroplasticity related genes and the vascular 

regulation. It is believed that by regulating gene expression and increased cerebral 

blood flow the application of 20 Hz treatment decreased infarct volume. 

 

Key Words: rTMS, Cerebral Ischemia, Treatment 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 
 

Dünya sağlık örgütü verileri incelendiği zaman ölüm nedenleri arasında 2. 

sırada görülen beyin felci, görülme sıklığı gittikçe artan ve ciddi sağlık 

problemlerinin ortaya çıkmasına neden olan bir rahatsızlıktır (1). 2013 yılı verilerine 

göre 25.7 milyon kişi inme vakasına sahiptir (2). Gelişmekte olan ülkelerde inme 

vakasıyla karşılaşma oranı sağlıksız yaşam tarzının benimsenmesi ile hızlı bir artış 

göstermektedir. (3,4) Bu artış tekrarlama sıklığını ve inmeye bağlı gelişen sağlık 

problemlerini de beraberinde getirmektedir (2,5). Yapılan araştırmalar sonucunda 

Amerika’da inmeye maruz kalmış birey sayısı yılda yaklaşık 800.000 kişiyi 

bulmaktadır (6). İnme geçiren bireylerin yaklaşık % 80’i inme sonrası 

fonksiyonelliklerini kaybetmektedir (7). Yaşla birlikte artış gösteren inmenin giderek 

artması, ülkelere sağlıksız toplumlar kazandırmakta ve kişilerin ekonomik yük 

oluşturmasına neden olmaktadır (8). Amerika’da inmenin ekonomik yükü giderek 

artmaktadır, inme maliyeti yaklaşık olarak Amerika’da 65.5 milyar dolar 

gösterilmektedir (9). Yaşlı nüfusta sık görülmesine rağmen inme vakası her yaş 

grubu için tehdit oluşturmaktadır (10, 11). İnme sonrası akut tedavi uygulamalarında 

süre kısıtlamasıyla karşılaşılmaktadır ve tedavi kapsamı tüm hastaları içermemektedir 

(3, 12, 13). Akut inme tedavisinin yapılan araştırmaların sonuçlarına dayalı olarak 

doku plazminojen aktivatörü (t-PA) tedavisi ile sınırlı olduğu gösterilmiştir. 2017 

verilerine göre t-PA tedavisinin, 4.5 saat içinde akut müdahele için uygun olduğu 

gösterilmiştir. Tedavi kapsamı % 10’luk hasta popülasyonunu kapsamaktadır (14, 

15). Bu durum mortalite oranının artmasına neden olmaktadır (16). Tedavi 

yaklaşımında t-PA ile birlikte uygulanacak tedavileri kullanmak tedavinin etkinliği 

bakımından fayda sağlayabilir (17, 18). Alternatif tedavi seçeneklerinin artırılması, 

inme sonrası daha fazla hasta popülasyonuna tedavi uygulanmasını sağlayabilir. Bu 

tezde akut inme tedavisi için seçilen rTMS tedavisinin iskemi sonrası moleküler 

mekanizmalara, hasar hacmine, serebral kan akımına ve gen ekspresyonundaki 

değişikliklere olan etkisini incelemek amaçlandı. Bu amaç doğrultusunda, beyin felci 

vakalarının % 87’sini oluşturan iskemik beyin felci modeli olarak 90 dakika orta 

serebral arter tıkanması (OSAT) modeli oluşturuldu. 
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4. GENEL BİLGİLER 
 

Dünya Sağlık Örgütü’ne göre inme 24 saat veya daha uzun süre devam eden, 

ani bir şekilde gerçekleşen ve ölüme yol açabilen bir rahatsızlıktır (1). Beyin felci 

beyni besleyen serebral kan akımının kesilmesi sonucu, beyinde nörolojik hasarın 

meydana gelmesi ile oluşmaktadır (2). İnme, iskemik ya da hemorajik olarak 

meydana gelebilir. İskemik inme beyni besleyen damarların tıkanması sonucu, 

hemorajik inme ise damarlardaki yırtılmalar sonucu görülebilir (3). İnmelerin % 

87’si iskemi kaynaklı % 10’u hemoraji kaynaklıdır (4). İskemi sonrası hasar 

merkezden çevreye doğru yayılır. Merkezde geri dönüşümsüz hasar oluşurken, 

penumbra alanı daha kararsız bir yapıdadır, penumbra alanında hücresel 

fonksiyonellik devam etmektedir (5). Penumbra’daki serebral kan akımı 

değişiklikleri, hasarın boyutu hakkında belirleyici rol üstlenir (6, 8). İskemik hasar 

sırasında temel problem, serebral kan akımı yetersizliğinden kaynaklandığından ilk 

adım kanlanma problemini ortadan kaldırmaya yönelik olmalıdır. Trombolitik ajan 

olarak t-PA kullanımı tercih edilmesine rağmen t-PA tedavisinde süre kısıtlamasıyla 

karşılaşılmaktadır ve t-PA tedavisi tüm hastaları kapsamamaktadır (9, 11). 2017 

verilerine göre t-PA tedavisi 4.5 saat içinde müdahele için uygundur ayrıca bu 

müdahele sadece % 10’luk hasta popülasyonunu kapsamaktadır (12, 13). 
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4.1. İskemik Beyin Felcinin Patofizyolojisi 

 

Beyinde görülebilecek enerji eksikliği, beynin işlevselliği bakımından geri 

dönüşümsüz sonuçların oluşmasına neden olmaktadır (14). İskemik beyin felci 

sonrası tıkanan damarın etkisiyle serebral kan akımı azalmakta, bunun sonucunda 

oksijen ve glikoz yetersizliği görülmektedir (15, 16). Enerji yetersizliğine bağlı 

olarak, beynin elektriksel devreleri bozulmakta ve hücresel membran potansiyeli 

iyonik dengesini kaybetmektedir (17). Hücrenin homeostazisinin bozulmasına bağlı 

olarak hücreler depolarize olmaktadır (18). Uyarıcı nörotransmitter olan glutamat 

hücre dışı ortama salınmaktadır. Ortamda glutamatın miktarının artması kalsiyum, 

sodyum, ve potasyum iyonlarının membran geçirgenliklerini artırmaktadır (19, 20). 

Glutamat reseptörlerinden N-metil-D-aspartat (NMDA), reseptörü kalsiyum ve 

sodyum artışında etkilidir (21). Sodyumun hücre içinde artışı sonucunda hücrede 

ödem görülür (22). Ödem artışıyla astrositler fonksiyonelliklerini kaybederler (23). 

Açılan kalsiyum kanallarını kullanıp hücre içinde birikmeye başlayan kalsiyum, 

toksisiteyi artırmaktadır (24, 25). Kalsiyum protein yapısını bozan, yıkıcı enzimatik 

aktivitelerin artmasını sağlamaktadır (26). Artan toksik etkilerden sonra, hücresel 

yıkımı hızlandıran serbest radikallarin artışı, mitokondri fonksiyonelliğinin 

bozulmasına neden olmaktadır (27). Serbest oksijen radikalleri (SOR) artışı ile 

birlikte hücresel tahribat artmakta, Deoksiribo nükleik asit (DNA) hasarı ve lipit 

peroksidasyonu görülmektedir (28). Mitokondrideki fonksiyonel bozulmalar, sonucu 

ATP üretilememekte ve apoptoz tetiklenmektedir. Ayrıca hücre membranı 

yapısındaki lipitlerin ve proteinlerin yapısında hasar meydana gelmektedir (29, 30). 

Artan toksik etkiler mikroglia aktivasyonunun artmasına neden olmaktadır (31). 

 

4.1.1. Enerji eksikliği ve ekzitotoksisite 

 

Beyin en çok oksijene ihtiyacı olan organlardan biridir, (14) ve tüm enerjinin 

yaklaşık % 20'sini harcar. Beyin kullandığı ATP’nin yaklaşık olarak % 40 ve % 

50’sini iyonik dengenin sürdürülmesi için kullanmaktadır. Beynin ihtiyacı olan 

oksijen ve glikoz yeterli miktarda sağlanamazsa, hücre membranındaki iyonik 

dengeyi sağlamak için harcadığı ATP, yetersiz kalır ve iyonik denge kaybedilir (32). 
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Yetersiz enerji üretimine karşılık, fosfolipid metabolizması için yeterince ATP 

sağlanamaz. İskemi kaynaklı nöronal hasarın başlangıcı olarak, enerji 

metabolizmasının yetersizliği kabul edilebilir. ATP metabolizması iyonik dengeyi 

sağlamaktadır, hücre içi ve hücre dışı iyonik yük dengesini düzenlemektedir. Na+-K+ 

ATPaz pompası, membran potansiyelini dengede tutmaktadır (33). Enerji eksikliğine 

bağlı olarak Na+-K+ ATPaz pompası çalışamamaktadır. Hücre iyon dengesini 

kaybeder ve membran potansiyeli bozulur. İyon dengesinin kaybedilmesiyle, 

hücresel depolarizasyondan sonra glutamat artışı gözlenmektedir (34). Glutamat 

artışı NMDA ve AMPA reseptörlerinin de uyarılmasını tetiklemektedir (35). 

Glutamat reseptörlerinden NMDA, kalsiyum ve sodyum geçişine duyarlıdır (21). 

NMDA reseptörlerinin aşırı uyarılması ile toksisite ve hasar boyutu artmaktadır (36). 

AMPA reseptörü patolojik bir durum yokken, sodyum ve potasyum geçişine 

duyarlıdır, inme sonrası kalsiyum geçişine duyarlı hale gelmektedir (37). Açılan 

kalsiyum kanallarını kullanıp hücre içinde birikmeye başlayan kalsiyum, toksisiteyi 

artırmakta ve protein yapısını bozan, yıkıcı enzimatik aktivitelerin artmasını 

sağlamaktadır (26). İskemi sonrası, iyon dengesinde düzenleyici rol oynayan 

astrositler, artan glutamatları tutamamakta ve artan glutamat toksik etkiye neden 

olmaktadır (38). 

 

4.1.2. Oksidatif stres 

 

Nörodejeneratif hastalıklarda ve sağlıksız yaşam koşullarında tetiklenen 

oksidatif stres hasarın kötü prognoza sahip olmasında etkili rol oynamaktadır (39). 

Hücrede oluşan iyon dengesizlikleri sonrası artan ödem ve oksidatif stres, toksisite 

artışına neden olmaktadır (40). Patolojik bir durumun varlığında artan SOR miktarına 

bağlı olarak antioksidanlar yetersiz kalmaktadır (41). SOR artışı ile birlikte hücresel 

tahribat artmakta, DNA hasarı meydana gelmekte ve lipit peroksidasyonu 

görülmektedir (28). Hasara bağlı olarak kararsız yapıda bulunan SOR kararlı hale 

gelmektedir. SOR artışı ile oksitadatif stres meydana gelmektedir (42). Oksidatif 

stres hücresel tahribatta önemli bir role sahiptir, kan beyin bariyerinin (KBB) 

koruyucu yapısının ortadan kalkmasıyla birlikte hasarı tetikleyici olaylar 

başlamaktadır. (42). 
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4.1.3. Ödem 

 

Beyinde meydana gelen sıvı hacmindeki artış, intrakraniyal basıncın 

değişmesine neden olmaktadır, sonrasında nörolojik hasarı tetiklemektedir (43). 

Arterlerin tıkanması sonucu kafa içi basıncın artmasının yanısıra diğer bir patolojik 

bulgu da ödem artmasıdır (44). İskemi sonrası serebral ödem artışının devam etmesi, 

iskemi vakalarının % 80’inin ölümle sonuçlanmasına neden olmaktadır (45, 46). 

Hücrenin hayatta kalabilmesi için iyon giriş-çıkışında dengeye ihtiyacı vardır. 

Hücrede oluşan iyon dengesizlikleri sonrası artan ödem ve oksidatif stres, toksisite 

artışına neden olmaktadır (47). Kan beyin bariyeriyerinin yapısal bütünlüğünün 

bozulması, glial hücrelerdeki iyon kanalllarının hasardan etkilenmesine neden 

olmaktadır buna bağlı olarak sitotoksik, iyonik ve vazojenik ödem meydana 

gelmektedir (48). Sitoksik ödem, hücre hacmindeki değişikliklere bağlı olarak 

görülmekte ve iyon dağılımındaki dengesizliklere bağlı olarak oluşmaktadır (22, 49). 

 

4.1.4. Peri-enfarkt depolarizasyon 

 

Nöronal hasar, iskemi sonrası artan enerji ihtiyacının karşılanamamasına ve 

hücre membranındaki iyonik dengenin kaybına bağlı olarak görülmektedir. İskemi 

süreci başladıktan bir-iki dakika sonra, nöronal hasar tetiklenmektedir (7). Enfarktüs, 

iskeminin kor bölgesinden penumbraya doğru artış göstermektedir. Nöranal hasar 

evresi yaklaşık birkaç hafta devam edebilir. Devam eden hasar sürecinde, vazojenik 

ödem artışı ile birlikte, enflamasyon ve apoptoz da artmaktadır. (7). Peri-enfarktüs 

genişlemesini sağlayan faktörlerden biri artan hücresel depolarizasyondur (50). 

Hasarın yayılmasına bağlı olarak, artan enerji ihtiyacı karşılanamamaktadır, hücresel 

depolarizyon ve laktat artışı görülmektedir (51). Artan peri-enfarktüs 

depolarizasyonuna bağlı olarak hasar hacmi artmaktadır (52). 
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4.1.5. Apoptoz ve nekroz 

 

Apoptoz nöronal hasarın yayılması ile birlikte penumbra alanında artış 

göstermektedir. Apoptoz hücresel fonksiyonların ne zaman durdurulacağının, planlı 

bir şekilde gerçekleştirilmesidir (51). Elde edilen verilere göre Bcl-2 ailesi, hücrenin 

apoptotik aktivitelerini engellemelerine rağmen pro-apoptotik üyeleri (BAX, BAK, 

BID) apoptozu tetiklemektedir (52, 53). Bcl-2, Bax ve Kaspaz 3 proteinleri hasar 

sonrası nöronal dejenerasyonda rolü olan proteinlerdir. Hasarın meydana gelmesiyle 

apoptoz sürecinde etkili olan Bcl-2 ailesine ait proteinler ve p53 geni aktif 

olmaktadır. Mitokondri apoptozun gerçekleşmesinde önemlidir, mitokondride 

bulunan sitokrom c’lerin salınmasıyla aktifleşen prokaspazlar apoptozu 

tetiklemektedir. Bcl-2 proteinleri mitokondri ile ilişki içinde olarak apoptozise yanıt 

oluşturmaktadır (54). p53 geni işlevsel olarak DNA hasarında görev almaktadır. 

Hasar tamir edilemezse apoptotik süreçlerin başlatılmasında rol oynamaktadır (55). 

Mitokondri, pro-apoptotik faktör salınımını ve SOR üretimini tetiklemektedir (56). 

Mitokondri pro-apoptotik proteinlerin sitoplazmaya salınmasını sağlamaktadır. Bu 

proteinler apoptozu tetikleyecek kaspaz yolaklarını aktifleştirirmektedir (57). 

Apoptozu tetikleyen kaspaz kaskadı hücre içinden ve hücre dışından gelen sinaptik 

uyaranlarla tetiklenmektedir (58). Kaspaz aktivasyonunun artması nöronal hasarın 

artmasına neden olmaktadır (59). Serebral kanlanma yetersizliğine bağlı olarak, 

nekrotik süreç tetiklenmekte ve hasarın yayılması hız kazanmaktadır (6). Nekrotik 

aktivasyonun yayılma sürecinde SOR artışının ve JNK yolağının etkili olduğu 

düşünülmektedir (60). İskemi süreci artışıyla birlikte, mevcut hücresel tahribat ve 

nekrotik doku miktarı artmaktadır (61). 

 

4.1.6. Enflamasyon 

 

Hasar sonrası enflamatuar cevap her ne kadar nekroza neden olsa da nöronal 

onarımda enflamasyon nöronal korumanın bir parçasıdır (8). Nöronal onarımda beyni 

hasara karşı korumak ve işlevselliğini yeniden kazandırmak amaçlanmaktadır (62).  

 

Enflamatuar yanıt, mikrogliaların, lökositlerin ve makrofajların aktivasyonu 

ile oluşmaktadır (63). Mikroglialar ve makrofajlar nekrotik dokuların yok edilme 

süreci ile onarım aşamasında rol oynamaktadır (64). İnme sonrası lökositler (64) 

tarafından salgılanan sitokinler, fagositoz aktivasyonuna sahiptirler. Enflamatuar 
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yanıtta önemli olan sitokinler: IL-1 (4), TNF- α ve IFN-γ, Kimokinler ve 

Prostaglandinlerdir (5). Oluşan enflamatuar aktiviteler, endotel yapılardaki koruyucu 

bütünlüğün bozulmasına ve kan beyin bariyeri dejenerasyonuna neden olmaktadır 

(38). Bu bozulmalar nekrozu tetiklemektedir. İskemi sonrası mitokondrinin 

fonksiyonel aktivitesinin bozulmasıyla SOR artışı meydana gelmektedir (65). Hasar 

sonrası SOR ve nitrik oksit artışı hasarı artırmaktadır (63). Astrositler enflamasyonun 

yayılmasını engellemek için skar doku meydana getirirler, bu skar doku hasar 

hacmini sınırlandırmasına rağmen, yeni aksonal uzantıların oluşmasını 

engellemektedir (66).  

 

          4.2. Klinik Tedaviler 

 

          4.2.1. T-PA 

 

İnme için akut tedavi seçeneği sınırlıdır, akut tedavi olarak t-PA tercih edilen 

tek tedavi seçeneğidir. t-PA serebral kan akımının kesilmesine neden olan pıhtıyı 

ortadan kaldırmaya çalışmaktadır, pıhtının çözülüp tekrar kanlanmanın sağlanması ve 

hasardan en az etkilenime sahip olmak tedavinin amacını oluşturmaktadır. Fakat t-PA 

tedavisinde süre kısıtlaması vardır, ayrıca sürenin kısıtlamasının yanısıra kanama 

problemi de görülmektedir (13). 2017 verilerine göre t-PA tedavisi 4.5 saat içinde 

akut müdahele için uygundur, fakat bu müdahele sadece % 10'luk hasta 

popülasyonunu kapsamaktadır (66). t-PA uygulamalarında kanama riski ve toksik 

etkilerle karşılaşılmaktadır, bunun sonucunda t-PA tedavisi nöronal korumada 

yetersizlik kalmaktadır. t-PA tedavisinde süre kısıtlaması ile her hastada 

kullanılmaması yönünden araştırmalara ve alternatif tedavilere ihtiyaç vardır (67).
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4.2.1. Hiperbarik oksijen tedavisi 

 

Hiperbarik oksijen, 1 atmosfer basınçtan daha yüksek bir basınçta, bireylerin 

 oksijen tedavisi aldığı yöntemdir (68). Hbo tedavisi akut tedavi olarak uygulanan ve 

invazif olmayan bir tedavi seçeneğidir (69). Hbo tedavisi yapılan çalışmalara göre 

kan akımı yetersizliği sonucu karşılaşılan, oksijen eksikliği tedavisinde etkilidir. Hbo 

tedavisi, hasar oluşumunda önemli bir etken olan oksidatif stresi azaltmaktadır (70). 

Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdiği hücresel tahribatı azaltmak için 

antioksidanlar devreye girmektedir. Yoğun oksijen tedavisi antioksidanların 

etkinliğini artmaktadır, fakat yüksek dozda alınması halinde hücresel tahribata neden 

olmaktadır (71). 

 

4.2.2. Hipotermi 

 

Hipotermi tedavisinin ödem ve kanama gibi patolojik durumlarda etkili 

olduğu yapılan çalışmalarda saptanmıştır. Hipotermi tedavisi hasarı tetikleyen 

mekanizmalarda etkilidir, apoptoz üzerinde, sinyal yolakları üzerinde ve toksisite 

üzerinde olumlu etkiye sahiptir (72). Glutamat’ın tetiklediği toksik etkileri 

engellemektedir. Deneysel hayvan modellerindeki etkinliği güzel sonuçlar 

göstermesine rağmen klinikteki sonuçlar yetersizdir (73) ve klinikteki etkisi net 

olarak bilinmemektedir (72). 

 

4.2.3. rTMS tedavisi 

 

Akut inme tedavisinde kullanılan terapatik ajanlar sınırlıdır. Tedavi 

yöntemlerinden rTMS tedavisi, hasar hacminde etki gösteren, tekrarlı olarak 

manyetik uyarımlarla beyni uyaran, invazif olmayan bir tedavi yöntemidir. Oluşan 

manyetik uyarımlar, kortikal uyarılabilirliği artırmaktadır. Uyarılabilirliğin artması 

ile birlikte, hasar nedeniyle görülen fonksiyonel kayıplarda azalma görülmektedir. 

İnme sonrası meydana gelen fonksiyonel kayıpların nedeni, hasarın oluşmadığı 

hemisferin, hasardan etkilenen hemisferdeki uyarılabilirliği azaltılmasıdır (74). 
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Manyetik uyarımlar, kortikal alandaki uyarılabilirliği artırarak, aksonal 

depolarizasyonun artmasını sağlamaktadır (75). rTMS tedavisinin çalışma prensibi, 

etkilenen hemisferdeki uyarılabilirliğin artırılmasına yöneliktir. rTMS tedavisi 

yüksek (20 Hz) ve düşük frekanslarda (1 Hz) uyarılabilirliği artırmak ve azaltmak 

amacıyla uygulanabilir. Uygulanan yüksek frekanslı rTMS tedavisinin uygulama 

amacı, hasardan etkilenen hemisferdeki uyarılabilirliği artırmak, uygulanan düşük 

frekanslı rTMS tedavisinin amacı ise, hasar hacmindeki uyarılabilirliği baskılayan 

etkileri ortadan kaldırmaktır (74). Yapılan çalışmalar sonucunda manyetik 

uyarımların, nöronal fonksiyonelliğe ve nöronal iyileşmeye katkı sağladığı 

görülmektedir (76, 77). Yapılan araştırmalar neticesinde yüksek frekanslı rTMS 

uygulamalarının kortikal uyarılabilirliği artırdığı, düşük frekanslı rTMS 

uygulamalarının ise korteks üzerinde uyarılabilirliği baskıladığı görülmektedir (78). 

rTMS tedavisi için, manyetik uyarımın etki edeceği rTMS cihazının bobini kafatası 

bobin üzerine gelecek şekilde yerleştirilir (79) rTMS tedavisinin hedeflerinden biri 

hemisferler arası düzeni tekrar sağlamaktır (80). Yapılan çalışmalara göre hasarlı 

bölgeye uygulanan yüksek frekanslı rTMS uygulamaları, hasar çevresini de 

etkileyerek nöronal iyileşmeye katkı sağladı. Düşük frekanslı rTMS uygulamaları ise 

hasardan sonra hemisferler arası denge üzerinde etki gösterebilir (81). rTMS 

uygulamaları sonrası gen ekspresyonları değişebilir (82). rTMS tedavisi nöronal 

plastisiteyi de desteklemektedir. (83, 84). Hasar hacminin artışına bağlı olarak 

hasarsız hemisferdeki uyarıların artışı, fonksiyonel kaybı artırmaktadır (85, 86). 

Araştırmalar sonucunda, rTMS tedavisi uygulanan hasta popülasyonu fazladır (87) . 

 

4.3. Tedavide Karşılaşılan Zorluklar 

 

Oluşturulan deneysel hayvan modelleri üzerinde yapılan çalışmalarda olumlu 

sonuçlar alınmasına rağmen, insanlar ve hayvanlar arasındaki beynin morfolojik yapı 

değişikliği ve yaş gibi farklılıklar bu çalışmaların klinikte yetersiz olmasına neden 

olmaktadır (88). İskemi geçiren hastalar genellikle yaşlı popülasyonuna sahip 

olmasına rağmen, deney hayvanları genellikle genç hayvanlardan oluşmaktadır. 

Diğer bir neden de oluşturulan deneysel reperfüzyon modeli ile klinikte gerçekleşen 



12  

reperfüzyon vakasının zaman olarak farklılık göstermesidir (89). HBO tedavisi 

uygulanan hastalarda yüksek basıncın etkisinden dolayı bazı sağlık problemleri ile 

karşılaşılabilmektedir; kulakta ve gözde yüksek basınç etkisine bağlı sorunlar, 

kulakta basınç farkı etkisine bağlı barotravma, gözde görme kusurları 

oluşabilmektedir. rTMS tedavisinin, iskemi sonrası kanlanma, hasar hacmi ve gen 

seviyelerinde olumlu etkileri olmasına rağmen rTMS tedavisinin etkilediği moleküler 

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

5.1. Deney Düzeni ve Deney Setleri 

 

Yapılan deneysel çalışmalar için İstanbul Medipol Üniversitesi, Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alındı. Yapılan çalışmalarda kullanılan 

hayvanların biyolojik ritim periyotları 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık olacak 

şekilde düzenlendi. Bu çalışmada 8-12 haftalık erkek BALB/c farelere 90 dakika orta 

serebral arter tıkanması (OSAT) metodu uygulandı. Sonrasında fareler rastgele 3 

gruba ayrıldı; 1 Hz veya 20 Hz rTMS tedavisi uygulanan gruplar ve kontrol grubu 

(rTMS uyarımı yok) olacak şekilde gruplar oluşturuldu. Deneyde kontrol, 1 Hz ve 20 

Hz olarak düzenlenen gruplardaki hayvan sayıları n=8 olacak şekilde belirlendi. 

 

5.2. Deney Dizaynı 

 

rTMS tedavisinin beyin felci sonrası gelişen hasar hacmine etkisi ve gen 

düzeyindeki çalışmalar için iki farklı deney seti oluşturuldu. rTMS tedavisinin beyin 

felci sonrası iskemik kor, penumbra ve hasarsız korteks bölgelerindeki serebral kan 

akımına olan etkileri için ise ayrı bir set olmak üzere toplam 3 farklı deney seti 

düzenlendi. Set I ve set II için farelere uygulanan 90 dakika OSAT modeli’nin 

ardından 1 dakika boyunca Laser Doppler cihazı ile kan akımı kaydı alındı. Ardından 

farelere 10 dakika süresince 1 Hz, veya 20 Hz rTMS tedavisi uygulandı. Kontrol 

gubuna 10 dakika boyunca sadece % 1’lik izofloran anestezi uygulandı. rTMS 

tedavilerinden sonra kendi kafeslerine geri alınan fareler 24 saatlik reperfüzyonun 

ardından yüksek doz anestezik kullanılarak sakrifiye edildi. Set III için ise 90 dakika 

OSAT sonrasında farelerin beyin kan akımları 1 dakika süresince izlendikten sonra 

farelere 1 Hz veya, 20 Hz rTMS tedavisi uygulandı. Sonrasında farelerin beyin kan 

akımı 60 dakika süresince Laser Speckle görüntüleme cihazı (PeriFlux Sistem 5000, 

Perimed, İsveç) kullanılarak gerçek zamanlı olarak izlendi. Fareler tekrardan kendi 

kafeslerine alınarak reperfüzyonun 24. saatinde fareler yüksek doz anestezik 

kullanılarak sakrifiye edildi. 
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Şekil 5.1.1. Deney seti, IF çalışmaları, Gen çalışmaları, Laser Speckle çalışmaları 

 

Deney dizaynı. OSAT : orta serebral arter tıkanması, TMS: transmanyetik uyarıcı, 

IF: immünfloresan. 
 

5.3. Orta Serebral Arter Tıkanması Modeli 

 

Çalışma grubundaki BALB/c fareler ilk olarak % 1’lik izofloran (N0015A09, 

Adeka, Türkiye, % 30 oksijen, kalanı N2O) ile gaz anestezisine alındı. Fareler ısıtıcı 

pet (507221F, Harvard Apparatus, ABD) üzerine OSAT sırasında sırtüstü olacak 

şekilde yerleştirildi. Deney protokolü süresince geri–bildirim tekniğiyle çalışan rektal 

ısı ölçer sıcaklık değerlerlerine göre artan veya azalan ısıtıcı pet yardımıyla, 

hayvanlarının vücut sıcaklık değerlerinin 36.5, 37 º derecede kalması sağlandı. Beyin 

felci boyunca beyin kan akımı Laser Doppler kan akımı (LDF) cihazı kullanılarak 

gerçek zamanlı olarak izlendi. Bunun için kafatası derisi, deri makası yardımıyla 

probu (Perimed, Stockholm, İsveç) yerleştirmek için kesilerek açıldı. Cihazın probu 

bregma noktası merkez kabul edilerek bregmadan 2 mm posteriora ve 6 mm laterale 

gelecek şekilde yapıştırıcı yardımıyla kafatası üzerine dik bir şekilde yapıştırıldı. 

Monofilament tekniği kullanılarak 90 dakika deneysel iskemi modeli OSAT 

gerçekleştirildi. İlk olarak kommon karotise ulaşmak ve izolasyonunu yapmak 

amacıyla boyun bölgesinin orta hattına kesi atıldı. Kesi yerinden girip, kommon 

karotis arterlerin izolasyonu sağlandıktan sonra, kommon karotis arterin altından 6.0 

ipek ip (S2185, Doğsan, Türkiye) ile bağlandı. Eksternal karotis arter de aynı 

yöntemle bağlanıp artere gelen kan akışı kesintiye uğratıldı.  
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Sonraki aşama olarak internal karotis artere kısa bir süreliğine klips (FD562R, 

Aesculap, Almanya) takılarak artere gelen kan akışı engellendi. İskemi modeli 

oluşturmak amacıyla internal karotis arterin tıkanması için kalınlığı 7.0 (P0812, 

Doğsan, Türkiye) olan silikon monoflament ip tercih edildi. Kommon karotise ince 

damar makasının ucu ile küçük bir kesi atıldı. Kesi atılan yerden girdikten sonra 

arteri geçici olarak tıkayan klipse doğru monofilament 7.0 ip itilmeye devam edildi. 

90 dakika deneysel iskemi modeli OSAT modelinin oluşturulması için yaklaşık 

olarak 9 mm orta serbral artere doğru monoflamet ip ilerletildi. Oluşturulan 90 

dakika deneysel iskemi modeli OSAT doğruluğunu teyit etmek için, LDF cihazı 

kullanılarak beynin kan akışındaki düşüş elde edilen anlık serebral kan akımı 

verilerine göre analiz edildi. 90 dakika deneysel iskemi modeli OSAT 

oluşturulduktan sonra boğazın kurumamasına dikkat edildi, boğaz ıslak peçete 

yardımıyla nemli tutuldu. Solunum kontrolü düzenli aralıklarla yapıldı. Beyin felci 

başlangıcından 90 dakika sonra monofilament geri çekilerek reperfüzyon aşamasına 

geçildi. 1 dakika süresince beyin kan akımı takip edildikten sonra kommon karotise 

kadar atılan boğazdaki kesi yeri 5.0 ip (S2185, Doğsan, Türkiye) ile dikildi. 

Sonrasında farelere kendi gruplarına göre rTMS tedavisi uygulanarak 24 saat 

sonunda fareler yüksek doz anestezik kullanılarak sakrifiye edildi. 

 

5.4. rTMS Uygulaması 

 

90 dakika OSAT modelinden sonra rTMS’nin akut dönemdeki iyileşme olan 

etkisini incelemek için 1 Hz, 20 Hz veya kontrol grubu rTMS uygulandı. 90 dakika 

deneysel iskemi modeli OSAT uygulandıktan sonra, reperfüzyon başlangıcında 10 

dakika rTMS uygulanmasının hasar hacmine etkisine, serebral kan akımına etkisine 

ve gen seviyesindeki değişikliklere olan etkisine bakıldı. rTMS tedavisi, kısa süreli 

ve tekrarlı manyetik uyarımlar verilerek yüksek frekanslı ve düşük frekanslı olmak 

üzere uygulandı. Deney hayvanlarının kafatası uyarımın gerçekleştiği rTMS 

cihazının bobini üzerine gelecek şekilde konumlandırıldı. Anestezi olarak % 1’lik 

izofloran (N0015A09, Adeka, Türkiye, % 30 O2, kalanı N2O) gaz anestezi yöntemi 

tercih edildi. OSAT modeli sonrası, beyindeki manyetik uyarım sayesinde beyinde 

lokal bir manyetik alan oluşturuldu. Oluşturulan manyetik alan aracılığı ile 



16  

beyin bölgelerinde iskemik hasar hacminde, iskemik penumbra da ve hasarsız 

kortekste elektriksel uyarımlar gerçekleştirildi. Deney dizaynı 1 Hz ve 20 Hz deney 

grupları için 5 saniye uyarım, 55 saniye dinlenim olacak şekilde 10 tekrar şeklinde 

uygulandı. 1 Hz grubu 5 saniye süresi boyunca 5 uyarı alırken, 20 Hz grubu 5 saniye 

süresince 100 uyarı aldı. Kontrol grubu için ise fareler manyetik uyarıyı aldıkları 

bobinin üzerine yerleştirilerek rTMS tedavilerinde oluşturan şartların aynısı 

gerçekleştirildi. Tüm rTMS uygulamaları süresince bobinin sıcaklığı 28-40oC 

arasında tutuldu.  

 

5.5. Laser Speckle Görüntüleme 

 

Deney hayvanları % 1’lik izofloran ile anesteziye alınarak stereotaksi 

cihazına (World Precision Instruments, Berlin, Germany) yerleştirildi. Deney 

süresince geri–bildirim prensibiyle çalışan rektal ısı ölçer kullanılarak farelerin vücut 

sıcaklığı sıcaklık 36.5, 37oC arasında kalması sağlandı. Kafatasının derisi orta hattan 

makas yardımıyla kesildi, yüzey steril % 0.9’luk NaCI ile temizlendi. Daha sonra 90 

dakika deneysel iskemi modeli OSAT oluşturuldu. Ardından 1 dakika 

reperfüzyondan sonra gerçek zamanlı serebral kan akımı değişiklikleri Pericam PSI 

sistemi (Perimed) kullanılarak beynin yaklaşık 10 cm üzerine bir CCD kamera 

yerleştirlerek kaydedildi. Laserin penetrasyon derinliği (785 nm), beyin yüzeyinin 

yaklaşık 500 μm altındadır. Ham speckle görüntüleri 20 μm’lik mekansal görüntü 

çözünürlüğü ile 2 saniye aralıklarla çekildi. İskemik merkez, iskemik penumbra ve 

hasarsız korteks serebral kan akımı değişikliklerini 1.0 mm x 5.5 mm (sırasıyla 

lateral ve rostokaudal yönde) boyutunda kapsadığı alanları değerlendirmek için, 

bregmaya göre 0.5, 1.5 ve 2.5 mm lateral ve 0.5 mm posterior serebral kan akımı 

perfüzyonu (PIMSoft Perimed) görüntüleme yazılımı kullanılarak hesaplandı. 



17  

5.6. Beyin Kesitleri Alma 

 

90 dakika deneysel iskemi modeli OSAT modeli oluşturulduktan sonra, 

reperfüzyon başlangıcından 24 saat geçmesinin ardından deney hayvanları yüksek 

doz anestezi (izofloran) altında dekapite edildi. Çıkarılan beyinler -70 derece kurubuz 

üzerinde donduruldu. Dondurulan beyinler falkon içine alınıp kesit alınana kadar -80 

derece dolaba kaldırıldı. Kryostat cihazı (CM1950, Leica, Almanya) yardımıyla 

manuel olarak kalınlığı 18 µm olan kesitler alındı. Kryostat cihazı’nın içi -20, -24 

derece, kesitlerin alındığı metal tabla ise -20, -22 derece olacak şekilde ayarlandı, 

alınan kesitler pozitif yüklü lamlara (Isoterm, Almanya) alındı. Beyin dokusu 

kesitleri alınırken bregma odak olarak seçildi, bölgeler arası 2 mm uzaklık olacak 

şekilde beyin 4 bölgeye ayrıldı. Pozitif lam üzerine her cam için 2 beyin kesiti 

alınmaya çalışıldı. Elde edilen beyin kesitleri Pozitif lam üzerinde fikse işlemini 

sağlamak için 40 dereceye ayarlanmış ısıtıcı üzerinde 30 dakika süresi boyunca 

bekletildi. Sabitlenen beyin kesitleri önceden -20 derecede soğutulan slayt kutularına 

yerleştirildi ve boyama yapılana kadar -20 derece dolapta muhafaza edildi. 

 

5.7. Creysl Violet Boyama 

 

Kryostat cihazı kullanılarak elde edilen kesitlerin fiksasyonu için % 4 

paraformaldehit (PFA, 1040051000, Merck, ABD) kullanıldı. Daha sonra kesitler 

PFA’dan fosfat tamponlu salin ile yıkama yapılarak arındırıldı ardından slaytlar steril 

su ile yıkandı. Yıkama işlemleri çalkalayıcı cihazın üzerinde yapıldıktan sonra creysl 

violet boyaması yapıldı. Creysl violet boyasının üzeri aliminyum folyo ile kaplandı, 

boyanan kesitler alkol serisinden geçirildi ve ksilen (534056, Sigma Aldrich, ABD) 

ile berraklaştırıldı. Boyanan kesitlerin üzerine entallan (1.079.610.500, Merck 

Millipore, ABD) damlatılarak ince lamel ile (Isoterm, Almanya) kapatıldı. Boyama 

işlemi tamamlanan beyin kesitlerinin tarama işlemi tarayıcı yardımıyla 

gerçekleştirildi. Analiz için Image J programı kullanıldı. Imaje J programı (Image J; 

National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) ile manuel olarak ölçüm yapıldı, 

sağlam taraf ve hasarlı taraf arasındaki hasar hacmi farkı karşılaştırıldı. 
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5.8. QPCR Analizi Gen Değişikliklerinin Tespiti 

 

90 dakika deneysel fokal serebral iskemi modeli OSAT oluşturulduktan sonra 

uygulanan rTMS uygulamalarının, gen ekspresyonu üzerindeki etkileri qPCR 

yöntemi ile incelendi. Deney hayvanları oluşturulan 90 dakika OSAT modelinin 

ardından, reperfüzyon aşamasından 24 saat sonra qPCR analizlerine başlandı. 

Beyinlerden elde edilecek kesitler -70 derece kuru buz üzerine yerleştirilen 

beyinlerden, bregma odak seçilerek rostal 2 mm, kaudal 2 mm bloklar olacak şekilde 

alındı. Elde edilen bloklar konralateral ve ipsilateral örnek dokular aynı gruba sahip 

olan dokular birlikte koyuldu. RNA izolasyonu yapılacak zamana kadar örnekler -80  

°C de muhafaza edildi. Elde edilen dokulardan cDNA sentezi, RNA izolasyonu ve 

qPCR gen seviyesindeki değişiklikler 16 gende incelendi (Tablo 5.8.1’de 

gösterilmiştir). 

 

Tablo 5.8.1. Elde edilen dokulardan cDNA sentezi, RNA izolasyonu ve qPCR gen 

seviyesindeki değişiklikler 16 gende incelendi. 

 

Damar Oluşumu ile İlgili 

Genler 
VEGF-B VEBF-A MMP-9 

  

Plastisiteyi Tetikleyen, 

Hücresel Yaşam Üzerinde 

Etkili Genler 

 
GAP43 

 
CNTF 

 
BDNF 

 
CDNF 

 
MANF 

Plastisite Üzerinde Etkili 

Genler 
Ncam1 Efrin A5 Versican Ncan Ntn1 

Enflamasyon Üzerinde Etkili 

Genler 

 

IL-1β 
 

TNF-α 
 

TGFβ 
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5.9. RNA İzolasyonu 

 

90 dakika OSAT modelinin ardından, reperfüzyon aşamasından 24 saat sonra 

elde edilen dokulardan Qiagen AllPrep RNA/DNA/Protein İzolasyon kiti (80004; 

Qiagen, ABD) kullanımı tercih edilerek, RNA izolasyonu gerçekleştirildi. Örnekler, 

kit içindeki uygulama protokolüne uygun bir şekilde, cam homojenizatör yardımıyla 

600 µL RLT lizis tamponu içinde ezildi ve örnekleri homojenize etmek amacıyla 

21G uçlu şırıngadan geçirildiler. Dokuların üstte kalan fazının alınması için 18.000 

g’de 3 dakika boyunca santrifüj yapıldı ardından kitteki DNA’nın spin kolonuna 

yüklenmesi yapıldı. % 70’lik etil alkol kolondan akan sıvı fazla eşit hacime sahip 

olacak şekilde eklendi. Kit içindeki RNeasy spin kolonuna süspansiyonun, yükleme 

işleminden sonra santrifüj 10.000 g’de 30 sn boyunca yapıldı. RW1 yıkama çözeltisi 

kit ile birlikte geldi. Kolonun yıkanması 1 kez RW1 yıkama çözeltisi kullanılarak, 2 

kez de RPE yıkama çözeltisi kullanılarak gerçekleştirildi. Yıkanan kolon kuruması 

amacıyla mikrosantrifüj tüpüne yerleştirildikten sonra santrifüj işlemi 1 dakika 

süresince 18.000 g’de yapıldı.Ardından yeni temiz mikrosantrifüj tüp kolonun altına 

yerleştirildi, 50 µl RNase bulunmayan su kolona eklenerek santrifüj işlemi 1 dakika 

süresince 10.000 g’de yapıldı. Protokülün sonunda elde edilen RNA’lar -80 °C’de 

muhafaza edildi. 

 

5.9.1. cDNA sentezi 

 

Ayrıştırılan RNA örneklerinin konsantrasyonu OD260 ölçümü üzerinden 

Implen P330 NanoPhotometer cihazı yardımıyla hesaplandı. Örneklerin tamamının 

saflığı (OD260/OD280 ve OD260/OD230) belirlendi. Komplementer DNA (cDNA) 

sentezi gerçekleştirmek için edilen değerler doğrultusunda, RNA her örnekten 1 µg 

alınacak şekilde cDNA sentezi gerçekleştirildi. Kullanılan kit Roche Transcriptor 

First Strand cDNA Synthesis Kit (04896866001; Roche, ABD). 
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5.9.2. cDNA sentezinde kullanılan solüsyon oranları 

 

Rev. Trans. Buffer (5X) oranları: 1 Reaksiyon için 6 (µl), 25 Reaksiyon 

(µl) 150 (µl)’dir. dNTP mix (25X) 1 Reaksiyon oranları: 3 (µl), 25 Reaksiyon (µl) 

75 (µl)’dir. Enzim ve RNase Inhibitor oranları: 1 Reaksiyon için 0,75 (µl), 25 

Reaksiyon (µl) 18,75 (µl)’dir. 

Tercih edilen kit 1 µg RNA’ya karşılık gelen hacimde 0,2 µL’lik PCR tüpleri 

kullanılarak oligo (dT) primerler random primerlerle karıştırma işlevi gerçekleştirildi 

ve 10 dakika 65 °C’de inkübe edildi termal döngü cihazı kullanılarak (T100 Thermal 

Cycler, Bio-Rad, ABD) ardından buz üzerine yerleştirildi. Bu işlemler kit içindeki 

protokolle uyumlu bir şekilde gerçekleştirildi. cDNA sentezinde kullanılan solüsyon 

oranlarında gösterildiği gibi 24 reaksiyon için temel karışım hazırlandıktan sonra her 

bir reaksiyon için 10,5 µl olacak biçimde tüplere paylaştırıldı ve tüp başına toplam 

hacim 30 µl oldu. Reaksiyon 50 °C’de 1 saat süresince gerçekleşen inkübasyonun 

sonraki adımı olarak, 80 °C’de 5 dakika boyunca inkübe edildi, ve termal döngü 

cihazına yeniden alındı. Reaksiyon sonucu olarak ortaya çıkan cDNA örnekleri 1:10 

oranında RNA ve DNA içermeyen su kullanılarak, qPCR çalışması için seyreltildi. 

Stok çözeltiler -80 °C’de muhafaza edildi. 
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5.10. Gerçek Zamanlı PCR (QPCR) ve Kullanılan Primerler 

 

Gen düzeyindeki değişiklikleri incelemek için kullanılan cihazlar ve karışım: 

Bio-Rad markalı CFX Connect Real Time System cihazı ve Bio-Rad SsoAdvanced 

Universal SYBR Green Supermix (1725270, Bio-Rad, ABD) karışımı kullanıldı. 

 

Tablo 5.10.1. Gen çalışmalarında kullanılan primerler ve DNA dizileri 

 

qPCR Primer Listesi   

İsim Numara  Sekans 

IL-1β NM_008361 F: 5'- GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3' 

  R: 5'-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT - 3' 

TNF-a NM_013693 F: 5'-CCCTCACACTCAGATCATCTTC T - 

3' 

  R: 5'- GCTACGACGTGGGCTACAG - 3' 

TGFβ NM_011577 F: 5'- CTCCCGTGGCTTCTAGTGC -3' 

  R: 5'- GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG - 

3' 

VEGF-B NM_011697 F: 5'-GCCAGACAGGGTTGCCATAC-3' 

  R: 5'- GGAGTGGGATGGATGATGTCA G 

-3' 

VEGF-A NM_001025250 F: 5'-ACCATGAACTTTCTGCTCTCTT G - 

3' 

  R: 5'-GAACTTGATCACTTCATGGGAC T 

-3' 

MMP-9 NM_013599 F: 5'- CTGGACAGCCAGACACTAAAG-3' 
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  R: 5'- CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG-3' 

GAP43 NM_008083 F: 5'TGGTGTCAAGCCGGAAGATAA -3' 

  R: 5'- GCTGGTGCATCACCCTTCT -3' 

 

Ntn1 NM_008744 F: 5'- TGTGTCAGCGGACTTCCTTC-3 

  R: 5'- AGGAACACTGGCCCAAACAA - 3' 

CNTF NM_170786 F: 5'- TCTGTAGCCGCTCTATCTGG-3' 

  R: 5'- GGTACACCATCCACTGAGTCAA 

3' 

BDNF NM_007540 F: 5'- TCATACTTCGGTTGCATGAAGG - 

3' 

  R: 5'- AGACCTCTCGAACCTGCCC -3' 

CDNF NM_177647 F: 5'-CTTTTGCGCCGGGTTTTGTAT-3' 

  R: 5'-AGGGAGTTGTAGAATCGGTCT AA 

-3' 

MANF NM_029103 F: 5'-TCTGGGACGATTTTACCAGGA - 3' 

  R: 5'- TCTTGCTTCACGGCAAAACTTTA 

-3' 

Ncam1 NM_001113204 F: 5'- ACCACCGTCACCACTAACTCT - 

3' 

  R: 5'-TGGGGCAATACTGGAGGTCA- 3' 

Efrin A5 NM_207654 F: 5'- ACACCGTACATGAGTCAGCC -3' 

  R: 5'-ACGGGAGGAGACTGTGCTAT- 3' 

Versican NM_001081249 F: 5'- TTTTACCCGAGTTACCAGACTC A 

-3' 
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  R: 5'-GGAGTAGTTGTTACATCCGTTG C 

-3' 

Ncan NM_007789 F: 5'- TGCAACCACGGCTAAGCTC - 3' 

  R: 5'- GGGGATAAGCAGGCAATGAC - 3' 

    

 

Bir cDNA örneği ve gen için kullanılacak ana karışım, cDNA olmadan 

hazırlandı. Ardından 9’ar µl olacak şekilde ayarlanarak 96’lık gerçek zamanlı PCR 

plakasına (Hard Shell PCR Plate, HSP9601, Bio-Rad, ABD) dağıtıldı. Tabloda 

belirtilen oran baz alındı. Ardından kuyucuklara cDNA örnekleri yüklendi. Termal 

profilde (98°C’de 30 sn, [95 °C’de 15 sn, 60 °C’de 30 sn] x 40 döngü sonrasında 

PCR reaksiyonu melt analiz için 55 °C’den 95 °C’ye 0,5 sn) olacak şekilde 

uygulandı. 

 

5.10.1. qPCR analizi 

 

Gerçek zamanlı PCR analizi yapabilmek için Bio-Rad CFX Connect Real 

Time System cihazının CFX Manager programı tercih edildi. Cihazdan Ct (Cycle 

threshold) değerleri elde edilerek kontol (sadece izofloran alan grup), 1 Hz ve 20 Hz 

grupları için 16 genin verileri düzenlendi (ipsi ve kontralateral bölgeler için ayrı 

olacak şekilde). 

 

5.11. İstatistik 

 

 

Grupların aralarındaki istatistiksel farklılıkların tespiti için SPSS programı 

kullanımı tercih edilerek, istatistiksel test uygulandı. Tespit edilen farkların one-way 

ANOVA kullanımı yoluyla, LSD testiyle analizi yapıldı. Değerler ortalama ± 

standart sapma olarak gösterildi, *p<0.05 ve **p<0.01, ##p<0.01 ve #p<0.05 

istatistiksel olarak anlamlı olarak ifade edildi. 



24  

 

6. BULGULAR 
 

6.1. Laser Doppler 

 

90 dakika OSAT modelinin tekrar edilebilirliğini ve operasyonların başarısını 

kontrol etmek için OSA’in beslediği beyin bölgesinden (Bregma -2 mm posterior; 6 

mm lateral) operasyonlar öncesinde, sırasında ve reperfüzyonun başlangıcından 

itibaren 1 dakika boyunca gerçek zamanlı olarak LDF kaydı alındı 

 

1 Hz 

 

 

 

 

0   
 

 

 

 

 

Şekil 6.1.1. Laser Doppler beyin kan akımı. OSAT modelinde hasarın 90 dakika ile 

sınırlandırıldığını ve beyin kan akımının % 80'nin altına düştüğünü göstermek için 

Laser Doppler sistemi kullanılarak beyin analizi yapıldı. 

 

Filament yöntemi ile orta serebral arterin girişinin tıkanması sonucu bütün 

gruplarda striatum seviyesinde ki beyin kan akımının yaklaşık olarak % 80 oranında 

düştüğü gözlemlendi. Beyin felci sırasında beyin kan akımın sabit kaldığı ve 

filamentin geri çekilmesi ile kan akımını arttığı gözlemlendi. Hem beyin felci 

sırasında hem de reperfüzyonun başlangıcından itiberen geçen 1 dakika süre 

içerisinde beyin kan akımlarındaki artışta istatistiksel olarak bir farklılık 

gözlemlenmedi. 

 

 

Kontrol 

1 Hz 

20 Hz 
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Laser Speckle Görüntüsü 

0 400 

Kontrol 1 Hz 20 Hz 

6.2. Laser Speckle Görüntüleme 

 

90 dakika OSAT metodundan sonra farelere gruplarına göre 1 Hz, 20 Hz veya 

kontrol rTMS tedavileri uygulandı. rTMS tedavisinin beyin felci sonrası beyin 

mikrodolaşımı üzerine olan etkilerini araştırmak için Laser Speckle görüntüleme 

cihazı (PeriFlux Sistem 5000, Perimed, İsveç) kullanıldı. 

 

Şekil 6.2.1. 90 dakika OSAT modeli sonrası Laser Speckle görüntüsü 

 

İskemiden sonra uygulanan rTMS tedavilerin hemen ardından farelerin 

korteksinden gerçek zamanlı olarak beyin kan akımı ölçümleri yapıldı. Beyin 

yüzeyinden 500 µm derinliğine inen laseri sayesinde iskemiden etkilenen iskemik 

kor, penumbra ve hasarsız korteks seviyelerinden ölçümler yapıldı.  

 

 

Şekil 6.2.2.  90 dakika OSAT modeli sonrası uygulanan rTMS tedavisinin beyin felci 

sonrası gelişen iskemik kor bölgesine olan etkilerinin Laser Speckle görüntüleme 

tekniği ile analizi.

Laser Speckle Görüntüsü 
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Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. **p<0.01/*p<.0.05 

kontrol grubu ile 20 Hz rTMS tedavi grubu arasındaki istatistiksel olarak anlamlılığı 

göstermektedir. İskemik kor bölgesinden alınan Laser Speckle görüntülerinin analizi 

sonrasında elde edilen sonuçlar: kontrol grubunda 15. dakikada 104.58 ± 9.27, 30. 

dakikada 112.45 ± 12.24, 45. dakikada 101.18 ± 14.24, 60. dakikada 96.10 ± 

14.77’dir. 1 Hz grubunda 15. dakikada 127.91 ± 9.50, 30. dakikada 127.77 ± 5.62, 

45. dakikada 108.72 ± 7.69 60. dakikada 100.26 ± 4.51’dir. 20 Hz grubunda 15. 

dakikada 142.15 ± 24.09, 30. dakikada 150.72 ± 22.50, 45. dakikada 129.49 ± 24.09, 

60. dakikada 124.03 ± 22,68’dir. Elde edilen sonuçlara göre iskemik kor bölgesinde 

20 Hz rTMS uygulamasının kontrol grubuna kıyasla 15. ve 30. dakikalarda 

p<0.01,45 ve 60. dakikalarda ise p<0.05 olacak şekilde kan akımını arttırdığı 

gözlemlenmektedir. 1 Hz grubu hem kontrol grubuna kıyasla hem de 20 Hz grubuna 

kıyasla iskemik kor bölgesinde kan akımı üzerine herhangi bir etkisi 

görülmemektedir. 

 

Şekil 6.2.3. 90 dakika OSAT modeli sonrası uygulanan rTMS tedavisinin beyin felci 

sonrası gelişen iskemik penumbra bölgesine olan etkilerinin Laser Speckle 

görüntüleme tekniği ile analizi. Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

*p<.0.05 kontrol grubu ile 20 Hz grubu, #p<0.05 1 Hz grubu ile 20 Hz grubu arasında 

istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. İskemik penumbra bölgesinden alınan 

Laser Speckle görüntülerinin analizi sonrasında elde edilen sonuçlar: kontrol 

grubunda 15. dakikada 115.58 ± 14.72, 30. dakikada 125.95 ± 22.51, 45. dakikada 

113.99 ± 20.43, 60. dakikada 109.69 ± 22.34’dir. 1 Hz grubunda 15. dakikada 

154.93 ± 1.22, 30.dakikada 165.46 ± 10.14, 45. dakikada 145.76 ± 7.28, 60. dakikada 

137.56  ± 1.58’dir. 
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20 Hz grubunda 15. dakikada 158.36 ± 34.27, 30. dakikada 174.61 ± 35.18, 45. dakika 

da 154.42 ± 36.03, 60. dakikada 147.96 ± 32.23’dir. Elde edilen sonuçlar 20 Hz 

grubunun penumbra bölgesindeki kan akımını Laser Speckle kaydı alınan 15, 30. 

45. ve  60.dakikalarda kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde 

arttırdığı gözlemlenmektedir. Ayrıca 1 Hz rTMS uygulanan gruptaki kan akımının da 

15. dakikada kontrol grubuna kıyasla arttığı göstermektedir. 

 

 

Şekil 6.2.4. 90 dakika OSAT modeli sonrası uygulanan rTMS tedavisinin beyin felci 

sonrası gelişen hasarsız korteks bölgesine olan etkilerinin Laser Speckle görüntüleme 

tekniği ile analizi. Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. *p<.0.05 

kontrol grubu ile 20 Hz grubu arasındaki, #p<0.05 ise 1 Hz grubu ile 20 Hz grubu 

arasındaki istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. İskemik hasarsız korteksten 

alınan Laser Speckle görüntülerinin analizi sonrasında elde edilen sonuçlar: kontrol 

grubunda 15. dakikada 156.69 ± 32.28, 30. dakikada 177.34 ± 47.15, 45. dakikada 

160.25 ± 41.37, 60. dakikada 152.96 ± 44.62’dir. 1 Hz grubunda 15. dakikada 

221.64 ± 17.40, 30. dakikada 239.44 ± 17.79, 45. dakikada 214.90 ± 14.93, 60. 

dakikada 203.89 ± 4.75’dir. 20 Hz grubunda 15. dakikada 213.03 ± 48.41, 30. 

dakikada 233.51 ± 35.26, 45. dakikada 204.51 ± 32.61. 60. dakikada 196.21 ± 

34.31’dir. Elde edilen sonuçlar 20 Hz grubunun hasarsız kortekste bölgesel kan 

akımını kontrol grubuna kıyasla 15. dakikada istatistiksel olarak anlamlı ölçüde 

arttırdığı gözlemlenmektedir. 1 Hz rTMS uygulanan gruptaki kan akımının 15. 30. ve 

45.dakikalarda kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde arttırdığını 

göstermektedir. 
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Hasar Hacmi 

6.3. Hasar Hacmi 

 

Oluşturulan 90 dakika iskemi modeli OSAT sonrası, elde edilen 18 µm 

kalınlığındaki koronal beyin kesitlere hasar hacminin analizi için creysl violet 

boyaması yapıldı. Boyanan kesitlerden hasar hacmi image J programı kullanılarak 

hesaplandı. 

 

 

Şekil 6.3.1. 90 dakika deneysel iskemi modeli sonrasında hasar hacminin Cresyl 

violet boyaması ile değerlendirilmesi. 

 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verildi. *p<.0.05 kontrol grubu ile 

20 Hz grubu arasında istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. Beyin felci 

sonrası oluşan hasar hacmi değerlendirmesi, kontrol grubunda 60.65 ± 14.99 1 Hz 

grubunda 55.12 ± 10.27, 20 Hz grubunda 47.36 ± 11.00’dir. Elde edilen sonuçlara 

göre 20 Hz rTMS uygulamasının kontrol grubuna kıyasla hasar hacmini istatistiksel 

olarak anlamlı bir seviyede azalttığını göstermektedir. 1 Hz rTMS uygulanmasının 

ise hasar hacmi üzerine istatistiksel olarak farklı bir etkisinin olmadığı görülmektedir. 

. 
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6.4. İskemi Sonrası Gen Seviyesindeki Analizler 
 

 

Şekil 6.4.1. 90 dakika OSAT sonrasında IL-1β ve TNF-α ekspresyonuna etkisi. 

 

İskemi sonrası gen seviyesindeki değişiklikler QPCR metodu kullanılarak 

değerlendirilmektedir. Elde edilen sonuçlara göre interlökin-1 beta’nın (IL-1β) gen 

seviyesi kontrol grubunda 1 ± 0.03 kat, 1 Hz grubunda 1.07 ± 0.01 kat ve 20 Hz 

grubunda 0.62 ± 0.02 kat olarak bulundu. Tümör nekrozis faktör-alfa (TNF-α) 

seviyesi ise kontrol grubunda 1 ± 0.03, 1 Hz grubunda 1.03 ± 0.11 ve 20 Hz 

grubunda 0.66 ± 0.09 olarak bulundu. Kontrol grubuna kıyasla IL-1β ekspresyonu 1 

Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır, 20 Hz grubunda ise 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı gözlemlenmektedir. 20 Hz grubunda 

IL-1β protein seviyesi 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı seviyede 

azalttığı gözlemlenmektedir. Kontrol grubuna göre TNF-α ekspresyonu 1 Hz 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen artmaktadır, 20 Hz 

grubunda ise istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 20 Hz grubu 1 Hz 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 
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Şekil 6.4.2. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin TGFβ ve MMP-9 ekspresyonuna etkisi. 

 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. **p<0.01 kontrol 

grubuyla kıyaslandığında, ##p<0.01 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 

göstermektedir. 90 dakika OSAT sonrasında Tansforming growth factor beta (TGFβ) 

ve Matrix metallo-proteinase-9 (MMP-9) gen seviyesinde qPCR yöntemi ile 

değerlendirildi. Elde edilen sonuçlara göre TGFβ kontrol grubunda 1.0 ± 0.02, 1 Hz 

grubunda 1 ± 0.01, ve 20 Hz grubunda 0.55 ± 0.09 olarak bulundu. MMP-9 seviyesi 

ise kontrol grubunda 1 ± 0.01, 1 Hz grubunda 1.09 ± 0.08 ve 20 Hz grubunda 0.59 ± 

0.03 olarak bulundu. Kontrol grubuna kıyasla TGF-β ekspresyonu 1 Hz grubunda 

istatistiksel olarak herhangi bir değişiklik görülmemesine rağmen, 20 Hz grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 1 Hz grubu, 20 Hz grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı olmasa da artmaktadır, 20 Hz grubu 1 grubuna göre 

istatiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. Kontrol grubuyla kıyaslandığında 

MMP-9 ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen 

artmaktadır, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 1 

Hz grubu, 20 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen 

artmaktadır, 20 Hz grubu 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azalmaktadır. 
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Şekil 6.4.3. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin VEGF-A ve VEGF-B ekspresyonuna 

etkisi. 

 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verildi. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol 

grubuna göre, ##p<0.01, 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 

göstermektedir. 90 dakika OSAT sonrasında Vasküler endotelyal büyüme faktörleri 

(VEGF), VEGF-A ve VEGF-B gen seviyesinde qPCR metodu kullanılarak 

değerlendirildi. Elde edilen sonuçlara göre VEGF-A kontrol grubunda 1.0 ± 0.06, 1 

Hz grubunda 0.73 ± 0.15, ve 20 Hz grubunda 2.17 ± 0.03 olarak bulundu. VEGF-B 

seviyesi ise kontrol grubunda 1 ± 0.12, 1 Hz grubunda 0.77 ± 0.08 ve 20 Hz 

grubunda 1.14 ± 0.08 olarak bulundu. Kontrol grubunda karşılaştırıldığında VEGF-A 

ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır, 20 

Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır. 1 Hz grubunda, 20 

Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olmasa da azalmaktadır, 20 Hz grubunda 

1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır. Kontrol 

grubuyla kıyaslandığında VEGF-B ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde azalmaktadır, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde artmaktadır. 1 Hz grubunda, 20 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

olmamasına rağmen azalmaktadır, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır. 
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Şekil 6.4.4. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin GAP43 ve Ncam1 ekspresyonuna 

etkisi. 

 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verildi. **p<0.01 kontrol grubuna 

göre, ##p<0.01, 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 90 

dakika OSAT sonrasında Growth Associated Protein-43 (GAP43) ve Ncam1 gen 

seviyesinde qPCR metodu kullanılarak değerlendirildi. Elde edilen sonuçlara göre 

GAP43 kontrol grubunda 1 ± 0.13, 1 Hz grubunda 0.83 ± 0.04 ve 20 Hz grubunda 

1.14 ± 0.11 olarak bulundu. Ncam1 seviyesi ise kontrol grubunda 1 ± 0.10 1 Hz 

grubunda 0.98 ± 0.07 ve 20 Hz grubunda 0.74 ± 0.05 olarak bulundu. Kontrol 

grubuyla kıyaslandığında GAP43 ekspresyonu, 1 Hz grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı olmamasına rağmen azalmaktadır, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde artmaktadır. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna göre istatistiksel 

anlamlı olmamasına rağmen azalmaktadır, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır. Kontrol grubuyla kıyaslandığında 

Ncam1 ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak herhangi bir değişiklik 

görülmedi, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 1 Hz 

grubunda 20 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen 

artmaktadır, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde azalmaktadır. 
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Şekil 6.4.5. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin CNTF ve CDNF ekspresyonuna etkisi. 

 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. *p<.0.05 kontrol 

grubuna göre, #p<0.05, ##p<0.01 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 

göstermektedir. 90 dakika OSAT sonrasında Siliyar Nörotrofik Faktör (CNTF) ve 

Serebral dopamin nörotrofik faktör (CDNF) gen seviyesinde qPCR metodu 

kullanılarak değerlendirildi. Elde edilen sonuçlara göre CNTF kontrol grubunda 1 ± 

0.11, 1 Hz grubunda 1.61 ± 0.20 ve 20 Hz grubunda 1.17 ± 0.34 olarak bulundu. 

CDNF seviyesi ise kontrol grubunda 1 ± 0.63, 1 Hz grubunda 0.69 ± 0.09 ve 20 Hz 

grubunda 2.14 ± 0.41 olarak bulundu. Kontrol grubuyla kıyaslandığında CNTF 

ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen 

azalmaktadır, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen 

artmaktadır. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

olmamasına rağmen azalmaktadır, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna göre anlamlı bir 

şekilde artmaktadır. Kontrol grubuyla kıyaslandığında ekspresyonu 1 Hz grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen azalmaktadır, 20 Hz grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen azalmaktadır, 20 Hz grubunda 1 

Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır. 



34  

 

 

 

Şekil 6.4.6. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin BDNF ve MANF ekspresyonuna etkisi. 

 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. **p< 0.01/ *p< 0.05 

kontrol grubuna göre, ##p< 0.01 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 

göstermektedir. 90 dakika OSAT sonrasında Beyin kaynaklı nörotrofik faktör 

(BDNF) ve Mezensefalik astrosit kaynaklı nörotrofik faktör (MANF) gen 

seviyesindeki değişiklikler qPCR metodu kullanılarak değerlendirildi. Elde edilen 

sonuçlara göre BDNF kontrol grubunda 1 ± 0.02, 1 Hz grubunda 1.02 ± 0.09 ve 

20 Hz grubunda 0.67 ± 0.07 olarak bulundu. MANF seviyesi ise kontrol grubunda 1 

± 0.15, 1 Hz grubunda 0.73 ± 0.06 ve 20 Hz grubunda 1.08 ± 0.08 olarak bulundu. 

Kontrol grubuyla kıyaslandığında BDNF ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel 

olarak anlamlı olmamasına rağmen artmaktadır, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı olmamasına rağmen artmaktadır, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. Kontrole grubuna göre 

karşılaştırıldığında MANF ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde azalmaktadır, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

artmaktadır. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

olmamasına rağmen azalmaktadır, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır. 
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Şekil 6.4.7. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin Nörocan ve Versican ekspresyonuna 

etkisi. 

 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. *p<0.05 kontrol 

grubuna göre, #p<0.05, ##p<0.01 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 

göstermektedir. 90 dakika OSAT sonrasında Nörocan ve Versican gen seviyesindeki 

değişiklikler qPCR metodu kullanılarak değerlendirildi. Elde edilen sonuçlara göre 

Nörocan kontrol grubunda 1 ± 0.10, 1 Hz grubunda 1.25. ± 0.25 ve 20 Hz 

grubunda 0.75 ± 0.16 olarak bulundu. Versican seviyesi ise kontrol grubunda 1 ± 

0.09, 1 Hz grubunda 1.19 ± 0.19 ve 20 Hz grubunda 0.66 ± 0.14 olarak bulundu. 1 

Hz grubunda 20 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen 

artmaktadır, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde azalmaktadır. Kontrol grubuyla kıyaslandığında Versican ekspresyonu 1 Hz 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen artmaktadır, 20 Hz 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 1 Hz grubunda 20 Hz 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen artmaktadır, 20 Hz 

grubunda 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 
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Şekil 6.4.8. 1 Hz ve 20 Hz rTMS tedavisinin Efrin A5 ve Netrin-1 ekspresyonuna 

etkisi. 

 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verildi. **p<0.01 kontrol grubuna 

göre, ##p<0.01 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 90 

dakika OSAT sonrasında Efrin A5 ve Netrin-1 gen seviyesindeki değişiklikler qPCR 

metodu kullanılarak değerlendirildi. Elde edilen sonuçlara göre Efrin A5 kontrol 

grubunda 1 ± 0.08, 1 Hz grubunda 1.02 ± 0.15 ve 20 Hz grubunda 0.67 ± 0.08 

olarak bulundu. Netrin-1 seviyesi ise kontrol grubunda 1 ± 0.07, 1 Hz grubunda 1.03 

± 0.09 ve 20 Hz grubunda 0.62 ± 0.07 olarak bulundu. Kontrol grubuyla 

kıyaslandığında Efrin A5 ekspresyonu 1 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı 

olmamasına rağmen artmaktadır, 20 Hz grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde azalmaktadır. 1 Hz grubunda 20 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

olmayacak bir şekilde artmaktadır, 20 Hz grubunda 1 Hz grubuna göre anlamlı bir 

şekilde azalmaktadır. Kontrol grubuyla kıyaslandığında Netrin-1 ekspresyonu 1 Hz 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen artmaktadır, 20 Hz 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 1 Hz grubunda 20 Hz 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen artmaktadır, 20 Hz 

grubunda 1 Hz grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. 
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7. TARTIŞMA 
 

Bu tezde akut inme tedavisi için seçilen rTMS tedavisinin, inme sonrası i) 

serebral kanlanmaya, ii) hasar hacmine, iii) damar oluşumu ile ilgili genlere, iv) 

plastisiteyi tetikleyen ve hücresel yaşam üzerinde etkili genlere ve v) enflamasyon 

üzerinde etkili genlere etkisini araştırmak amaçlandı. rTMS tedavisinin kullanım 

kolaylığı, uygulamanın ağrısız olması, invazif olmaması, uygulanan frekansın uyarıcı 

ya da inhibe edici olarak ayarlanabilmesi, inme sonrası hemisferler arasındaki düzeni 

tekrar sağlayabilmesi tedavinin kullanımını artırmaktadır. Araştırmalar sonucunda, 

rTMS tedavisinde ciddi bir yan etkiye rastlanmadı. Yan etki olarak rTMS tedavisi 

sonrası, hafif derecede baş ağrısı gözlemlenmiştir (91). Yapılan çalışmalar 

neticesinde, rTMS tedavisinin etkilerinin sadece akut inme tedavisiyle sınırlı 

olmayıp, kronik inme tedavisinde de etkili olduğu görülmektedir. rTMS uygulamaları 

beyinde bölgesel bir alana odaklanıp, manyetik uyarımlar gerçekleştirmektedir (92, 

93). Uygulan düşük frekanslı rTMS tedavisi motor korteksin uyarılabilirliğini 

baskılayarak, inhibe edici bir özellik göstermektedir. Yüksek frekanslı rTMS 

tedavisi, kortikal uyarımı artırabilecek bir özellik göstermektedir (93). Uygulanan 

yüksek frekanslı rTMS tedavisinin amacı, inmeye bağlı olarak etkilen hemisferler 

arası düzeni tekrar sağlamaktır. Kronik fazda nöronal plastisite üzerinde etkili olduğu 

düşünülen rTMS, akut fazda nöronal hasarın artışını engellemektedir (94). Yüksek 

frekanslı rTMS tedavisi sonrası, enflamasyonu artıran genlerin ekspresyonlarının 

önemli ölçüde azaldığı görülmüştür. . rTMS tedavisi nöronal sağkalımı artırmıştır 

ayrıca glial hücrelerde, astrositlerde ve mikroglialarda da etki göstermiştir. rTMS 

tedavisinin, iskemi sonrası moleküler mekanizmalardaki etkilerini araştırmak için 90 

dakika serebral deneysel iskemi modeli OSAT oluşturuldu. İskemi modeli 

oluşturulduktan sonra LDF cihazı kullanılarak reperfüzyon başlangıcında 1 dakika 

serebral kan akımı kaydı alındı. Kullanılan LDF cihazı (yaklaşık 1 mm3) kanlanma 

hakkında fikir vermektedir (110). Hasar hacminin tespiti için kullanılan Creysl violet 

boyaması nöronal dejenerasyonların, nöronal kaybın belirlenmesi için tercih edildi. 

qPCR gen analizi rTMS tedavisi sonrası gen ekspresyonlarındaki değişiklikleri 

saptamak amacıyla tercih edildi. Reperfüzyonun 1. dakikasında 10 dakika boyunca 

rTMS tedavisi uygulandı ve sonrasında 60 dakika boyunca Laser Speckle cihazı 

yardımıyla lokal serebral kan akımı değişiklikleri kaydedildi. Laser Speckle cihazı 
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kullanılarak CCD kamera yardımıyla laser ışığının yoğunlaştığı noktalarda kan akımı 

kaydedildi Oluşturulan 90 dakika deneysel iskemi modelinin doğruluğunu teyit 

etmek için, LDF cihazı kullanıldı. Beyin kan akışındaki düşüş elde edilen anlık 

serebral kan akımı verilerine göre analiz edildi. Yüksek frekanslı rTMS tedavi 

grubunda enflamasyon, sinaptik plastisite, trofik faktörler ve anjiyojenez ile ilgili 

birçok gende önemli değişiklikler olduğunu gözlemledik. BDNF, nöronal plastisite 

gelişiminde rol oynayan, hafızayla ilişkili bir gendir (95). Nöronların yaşamsal 

fonksiyonlarının devam ettirilmesinde, nöronal gelişimde, sinaptik aktivitelerde 

görevlidir. Beynin fonksiyonelliğinin korunmasında önemlidir (96). Beyinde en çok 

bulunan nörotrofindir. Deneysel hayvan modellerinde yapılan çalışmalarda 

nöroprotektif etki göstermektedir.Yapılan çalışmalar sonucunda, iskemik hasar 

sonrası BDNF seviyesinin arttığı görülmektedir (97). Yüksek frekanslı rTMS tedavi 

uygulamalarının ardından, BDNF gen ekspresyonunun arttığı görüldü (98, 99). 

Uygulanan rTMS tedavisi sonrası BDNF seviyesi, 1 Hz rTMS tedavisinde 

istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen artış gösterirken, 20 Hz tedavisi 

sonrası, kontrol ve 1 Hz grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azaldığı görülmektedir. CDNF geni, dopaminerjik nöronların dejenerasyonunu 

engellemektedir. (100). CDNF’nin nöronal plastisiteyi destekleyici etkileri vardır ve 

hücrenin yaşamsal fonksiyonlarında rol oynar. 1 Hz rTMS tedavisi sonrası nöronal 

plastisiteyi tetikleyen CDNF seviyesi istatistiksel olarak anlamlı olmayacak bir 

şekilde azalırken, 20 Hz tedavisi sonrası CDNF seviyesi kontrol ve 1 Hz grubuna 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artış göstermektedir. GAP43 aksonal 

gelişim ve onarımda görevli bir gendir. Hasar oluşumuyla birlikte GAP43 

seviyesinde artış görülmektedir. İskemik hasar sürecinde GAP43 penumbrada artış 

göstermektedir. Hasarın ardından 7. günde en yüksek seviyeye ulaştığı görülmektedir 

(101). 1 Hz rTMS tedavisi sonrası aksonal büyümede görevli GAP43 seviyesi 

istatistiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen azalmaktadır, 20 Hz tedavisi sonrası 

kontrol ve 1 Hz grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde CDNF 

seviyesi artış göstermektedir. CNTF, merkezi sinir sisteminde ekspresyon seviyesi az 

olan, nöronal sitokinlerdir. Nöronal hasar sonrası hızlı bir şekilde artış 

göstermektedir. Artan CNTF nöronal korumada görev almaktadır (102). 1 Hz rTMS 

tedavisi sonrası nöronal korumada görevli CNTF seviyesi istatistiksel olarak anlamlı 

olmayacak bir şekilde azalırken, 20 Hz tedavisi sonrası CNTF seviyesi 1 Hz grubuna 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artış göstermektedir. MANF geni, 
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iskemi sonrası tetiklenen apoptozun engellenmesini sağlayarak, nöronal korumada 

etki göstermektedir. MANF seviyesi iskemi ardından artış göstermektedir (103). 1 

Hz rTMS tedavisi iskemi sonrası tetiklenen apoptozun inhibisyonunda görevli 

MANF seviyesini kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azaltırken, 20 Hz tedavisi MANF seviyesini 1 Hz grubuna kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde artırmaktadır. IL -1β hücre dışı matriksin (HDM) yenilenmesinde 

rol alır, enflamatauar cevap oluşturur. İnterlökin-1β endotel hücre aktivasyonunda 

görevlidir (104). Endotel hücre aktivasyonunda görevli IL-1β’nın gen seviyesi, 1 Hz 

rTMS tedavisi sonrası kontrol grubuyla kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı 

bir şekilde artmasına rağmen , 20 Hz rTMS tedavisi sonrası IL-1β gen seviyesi 

kontrol ve 1 Hz gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azalmaktadır. TNF-α enflamatuar kaskadın başlatılmasında rol oynar. İskemi sonrası, 

kan beyin bariyerinin (KBB) koruyucu yapısında bozulmalara neden olur. TNF-α 

ekspresyonunun azaltılması hasar hacmini azaltmaktadır. TNF-α ekspresyonu 

enflamasyonu ve apoptozu tetikleyebilir (105). 1 Hz rTMS tedavisi sonrası, pro-

enflamatuar ve pro-apoprotik etki gösteren TNF-α ekspresyonu istatistiksel olarak 

anlamlı olmamasına rağmen artış gösterirken, TNF-α ekspresyonu 20 Hz tedavisi 

sonrası kontrol ve 1 Hz grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azalmaktadır. TGFβ nöronal korumada görevli ve anti-enflamatuar etki gösteren 

sitokinlerdir (106). 1 Hz rTMS tedavisi sonrası TGFβ ekspresyonu istatistiksel olarak 

herhangi bir değişiklik görülmemesine rağmen 20 Hz tedavisi sonrası TGFβ 

ekspresyonu kontrol ve 1 Hz grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azalmaktadır. VEGF-A ve VEGF-B iskemi sonrası damar onarımında, nöronal 

korumada, nöronal yenilenme rol oynar (107). 1 Hz rTMS tedavisi sonrası iskemi 

sonrası tetiklenen damar ve nöronal onarımda görevli VEGF-A ve VEGF-B seviyesi 

kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalırken, 20 Hz 

tedavisi sonrası VEGF-A ve VEGF-B gen seviyesi 1 Hz grubuna kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır. MMP-9, kan beyin bariyerinin yapısal 

bütünlüğünün bozulmasını tetikler (108). 1 Hz rTMS tedavisi sonrası kbb yapısının 

bozulmasını sağlayan MMP-9 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamlı olmayacak bir 

şekilde artış gösterirken, 20 Hz tedavisi sonrası MMP-9, ekspresyonu Kontrol ve 1 

Hz grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmaktadır. rTMS 

tedavisinin nöronal iyileşmeye ve nöronal onarıma olan etkileri incelendi. Nöronal 

onarım için, CNTF ve VEGF gen ekspresyon değişiklikleri incelendi. VEGF geni 
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vasküler onarımda yer alan bir gendir (110). VEGF dopaminerjik nöronların 

korunmasında rol oynamakta ve nöronal korumayı desteklemektedir (111). rTMS 

tedavisinin nörotrofik/büyüme faktörlerinin gen ekspresyonu üzerindeki 

değişiklikleri belirlemek için, BDNF, GDNF, VEGFA ve VEGF-B genleri analiz 

edildi. BDNF, GDNF, VEGF-A ve VEGF-B gen ekspresyonları rTMS tedavisi 

sonrası kontrol grubuyla kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artış 

göstermektedir. BDNF geni nöronal gelişim ve plastisitede önemli bir gendir. Hasar 

sonrası BDNF gen ekspresyonu üzerinde yapılacak incelemeler, nöronal plastisite 

hakkında bilgi sağlayabilir (109). Bu doğrultuda rTMS tedavisinin nöronal 

plastisiteyi destekleyici yönde etki gösterebilir. Ayrıca yapılan çalışmalar, yüksek 

frekanslı rTMS uygulamalarının BDNF gen seviyesini istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde artırdığını göstermektedir. Buna rağmen çalışmalarımız sonucunda BDNF 

gen seviyesi, 1 Hz seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı olmayacak şekilde artış 

gösterirken, 20 Hz rTMS tedavisinde istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azalmaktadır. Bu farklı sonuçlar, rTMS tedavi uygulamasının farklılıkları (zaman ve 

frekans), tercih edilen deneysel hayvan modellerinin farklı olmasından dolayı 

meydana gelmiş olabilir. 20 Hz rTMS tedavisi sonrası fonksiyonel geri kazanımın 

arttığı gözlenmektedir ve hasar hacminde azalma meydana gelmektedir. Bu tez 

çalışmasında uygulanan 20 rTMS tedavisi Kontrol ve 1 Hz grubuna kıyasla hasar 

sonrası enflamasyon ile ilgili gen seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azalttığı görülmekte , vasküler regülasyon, plastisite ve hücresel yaşam ile ilgili gen 

seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artırdığı görülmektedir. rTMS 

tedavisi sinyal yolakları üzerinde ve endojen tamir mekanizmaları üzerinde etki 

gösterip, gen ekspresyon seviyesinde değişikliklere neden olabilir. Hasar sonrası 

rTMS uygulamaları moleküler biyosentezin tetiklenmesini sağlayarak, nörotrofik 

büyüme faktörlerinde artışa neden olabilir.  
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          8. SONUÇ 

Tüm bu datalar incelendiğinde, iskemi sonrası reperfüzyon başlangıcında 

uygulanan 20 Hz rTMS tedavisinin serebral kanlanmayı artırdığı, kanlanmanın 

artmasına bağlı olarak hasar hacmini azalttığı görülmektedir. 

Enflamasyonla artış gösteren IL-1β, TNF-α, TGFβ gen seviyelerini 20 Hz 

rTMS tedavisi istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaltmaktadır. Vasküler 

regülasyonu sağlayan genlerden VEGF-A ve VEGF-B istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde azaltmasına rağmen, endotel bütünlüğü olumsuz etkileyen MMP-9 gen 

seviyesini istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaltmaktadır. Plastisiteyi 

engelleyen Efrin A5, Versican, Nörocan, Netrin-1 gen seviyelerini istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde azaltmaktadır. Plastisiteyi uyaran hücre yaşamı üzerine etkili 

CDNF, CNTF, GAP43, MANF’ın gen seviyelerini olarak anlamlı bir şekilde 

artırmaktadır. BDNF seviyesini istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalttığı 

görülmektedir. 

Uygulanan 20 Hz rTMS tedavisinin inme sonrası moleküler mekanizmalar 

üzerine iyi sonuçlar getirdiği düşünülmektedir. 
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