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SICANDA AKUT FOKAL SEREBRAL isKemi

OLUSTURULMASI VE BU DENEYSEL MODELIN
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OZET

Santral Sinir Sisteminde néronlann normal fizyolojik fonsiyonlanmn yerine getire-
bilmeleri ancak, néronlan ¢evreleyen i¢ ortamun dengesi ile saglanir. Kan-beyin bariyeri-
nin gegitli maddelere karg1 seqici gecirgenlik gostermesi bu dengenin korunmasinda
onemli bir faktordiir. Kan-beyin bariyeri fonksiyonunu bozan gegitli patolojik siiregler-
den 6nemli bigi de iskemidir. Bunun i¢in beyin iskemisinin patofizyolojisinin, ozellikle
iskemi sonucu ortaya gikacak sekonder degisikliklerin aydinlatiimasi; bunlan engelleye-
bilecek tedavilenin geligtirilmesini miimkiin klacakbr.

Bu amagla, caligmamizda siganda; OS 2 mm proksimalinden VCI'e kadar olan
ACM pargasinun bipolar koagiilasyon yardimiyla okliizyonu gergeklegtiriidi. Uygulanan
bu modelin fokal serebral iskemi olugturmasi; nérolojik olarak Bederson Derecelendirme
Sistemi ile izlendi. Kan-beyin bariyeri gegirgenligindeki degismeler makroskopik olarak
Evans Blue kullanularak gozlendi. Aynca morfolojik degismeler, 1;1k mikroskobu yardi-
miyla degerlendirildi. Beyin dokusunda su oraninin saptanmas: ve spesifik gravitenin
dlglilmesiyle de iskemi sonucu gozlenen beyin 6deminin erken ve ge¢ fazdaki olugum
mekanizmas: aragtirtida.

Bu yﬁntemlerle elde edilen sonuclann degerlendirilmesi, akut fokal serebral iskemi

olugturulmasinda, kullandigimuz modelin uygun ve yeterli oldugunu, ilerideki ¢aligma-
larda da kullarulabilecegini gésterdi.

Anahtar Kelimeler: Fokal Beyin Iskemisi, Sican, Orta Serebral Arter
SUMRMARY '

ACUT FOCAL CEREBRAL ISCHEMIA IN THE RAT; EARLY AND LATE
NEUROPAT HOLOGICAL CHANGES

The normal physiological functions of the neurons in Central Nervous System are
possible if there is equilibrium interior media around the neurons. Selectivity of the
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Blood-Brain barrier against to some substances is a very important factor to keep this

equilibrium. Ischemia is one of the pathological process disturbing function of the
Blood-Brain barrier. For this reason, the most recent studies related to the pathophysiolo-

gy of brain ischemia, especially secondary changes following ischemia will help to create
new treatment modalities.

We occluded part of the ACM from 2 mm. above OS to the VCI with bipolar coagu-

lation in 30 rats. We followed focal cerebral ischemia neurologically by Bederson Scaled
System and changes of Blood-Brain barrier using Evans-Blue dye. Morphological chang-

es was evaluated with Iight microscope. Formation of the brain edema in early and late
stages was found out to be present by determining water ratio in brain tissue and meas-

uring of the spesific gravity.

As a result of our study, we showed that, this model is appropriate and sufficient to
create acut focal cerebral ischemia and can be used further studies.

Key Words: Focal Brain Ischemia, Rat, Middle Cerebral Artery

GIRIS

Santral Sinir Sistemi travma ve hastaliklarinda iskeminin olusturdu-
gu degisikliklerin 6nemli klinik sonuglara yol a¢hg: ve bu degigikliklerin
biiyiik kisminin sekonder olarak geligtigi bilinmektedir.

Iskemi sonrasi olugacak degigikliklerin énlenmesi; bu olaylar ZINnci-
rindeki fizyopatolojik mekanizmalarn aydinlatilmasi ve bunlara yénelik

cesitli tedavilerin geligtirilebilmesiyle miimkiindiir.

Bu amag ile, aragtirmacilar bir ¢ok hayvan tiriinde cgegitli iskemi
modelleri olugturmaya ve gelistirmeye caligmislardir (2, 3, 4, 6, 7, 8, 9,
10). Modeller yardimiyla gerceklegtirilen aragtirmalaria beyin iskemisi-
nin ve sonuglarinin daha iyi anlagilmasi saglanmig, ancak hala alinacak

¢ok yol oldugu da goriilmiigtiir.

Biz de; klinigimizde bir deneysel serebral iskemi modelini yerlegtir-
mek, olugturulan iskemi sonucu kan-beyin bariyerindeki yitkim derecesi-

nin etkinligini aragtirmak, erken ve ge¢ dénemde ortaya ¢ikan histopato-
lojik degigiklikleri 1g1k mikroskobu ile yorumlamak ve olugan enfarkt
alaniru dlgiilebilir bir deger olarak saptamak diiglincesinden yola ¢ika-
rak, bu ¢aligmay: gerceklegtirdik.

MATERYAL VEMETOD

Galhismamizda agirliklan 300-350 gr. arasinda degigen 50 adet erig-

kin Sprague Dawley sigan kullanildi. Bu hayvanlar dért grupta toplandi-
lar: _
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Kontrol Erken (K.E.) : 10 sican
Kontrol Geg (K.G.) : 10 sican
Deney Erken (D.E.) : 15 sican
Deney Geg (D G.): 15 sigan

Anestezi igin Once intraperitoneal yol ile 10 mg./kg. Xylazine ve 5
daklka kadar beklendikten sonra da 50 mg./kg. Ketamine Hydrochlori-
de verildi. Anestezi uygulanana dek siganlarin gida ve su alimlan ser-

best birakilda.

Gahgmamizda, Tamura'nin cerrahi teknigi kullanilarak mikrogiriirji-
kal yontem ile Arteria Cerebralis Media (ACM)'nin, Olfaktor Striae 2
mm., proksimalinden Vena Cerebralis Inferior (VCI)'e kadar olan parca-
s1 bipolar ile yakilarak kapatld: (18). Tamura'nin tanimladig teknik ile
gerceklegtirilen cerrahi iglem ortalama 18 dakika siirdii.

Kontrol grubunu olugturan hayvanlara da deney grubu ile ayn ko-
sullarda cerrahi iglem uygulandi. Bu grubta bipolar koagtilasyon yonte-
mi ile ACM okliizyonu gergeklegtirilmedi.

Norolojik Degerlendirme: Tim hayvanlar cerrahi islemin ortalama
15. dakikasinda tamamlanan ACM okliizyonunu takiben anestezi etkisi-
nin gectigi andan (ortalama, anestezi baglangicindan 90 dakika sonra) 6l-
diiriiliinceye dek gozlem altinda tutuldular.

Norolojik muayenede Bederson Derecelendirme Sistemi kullanildi

(Tablo I). Erken dénem igin sol ACM okliizyonunun gergeklestirildigi
andan 2 saat sonra yapilan ilk ndrolojik muayeneden hemen sonra top-

lam 25 (10 K.E., 15 D.E.) hayvan dekapite edildi. Ge¢ dénem i¢in ise, top-
lam 25 (10 K.G,, 15 D.G.) hayvan ilk muayenelerinden sonra her iki saat-
te bir yeniden degerlendirilerek 24 ncii saatte yapilan son muayene
sonrasinda dekapite edildi.

Tablo I: Bederson Derecelendirme Sistemi (1).

GRADE 0 Gozlenen defisit yok

GRADE 1  On ekstremite fleksiyonu

GRADE 2 Yandan itmeye azalmg direng

GRADE 3 Giigsiiz olan tarafa donme egilimi
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Néropatolojik Degigiklikler

(1) Kan-Beyin Bariyeri Gepirgenliginin Izlenmesi: Tiim gruplardan
beger (toplam 20) sican her bir grup igin belirlenen siireler doldugunda
(2 ve 24 saat) hafif eter anestezisi altinda supin pozisyonda tespit edile-
rek penis veninden 2 ml. % 2'lik Evans Blue verildi. 15 dakika kadar bek-

lendikten sonra dokularin tamamen boya materyalinden temizlenmesini
saglamak iizere gogiis kafesi agilarak sol ventrikiilden her iki jugular

ven kesildikten sonra 15 dakika kadar serum fizyolojik perfiizyonu ger-
ceklestirildi. Tim hayvanlar hemen dekapite edildiler ve ¢ok ¢abuk ola-
rak ¢ikarilan beyin érneklerinin fotograflan ¢ekildikten sonra taze hazir-
lanmis % 10 formalin igine konuldular.

(2) Istk Mikroskobu Ile Degerlendirme: Gerekli iglemlerden gegirile-
rek hazirlanan kesitler Hematoksilen-Egsin ve nissl cisimcigi boyas: olan

Krezil Viyole ile boyanarak néropatolog tarafindan degerlendirildi ve
fotograflandi.

(3) Beyin Dokusunun Su Orani: Iskemik beyin hasarini takiben orta-
ya ¢ikan ve beyin 6demi nedeniyle olugan beyin gsigmesini gosterebilmek

amaciyla her gruptan beser hayvan tizerinde ¢ahgildi. Cikarilan beyin
ornekleri sag ve sol yanimlar halinde, énceden agirhiklar: bilinen ve nu-
maralanmig aliiminyum kagitlarda tartilarak kaydedildiler. Gerekli ig-
lemleri takiben elde edilen degerler beyin dokusu su oranini veren for-
miile yerlestirildiler (19).

(4) Spesifik Gravite: Spesifik gravite kolonunun hazirlanmasi igin

Kerosen ve Bromobenzenin iki farklh miktardaki karnigimi (20, 21), stan-
dart soliisyon olarak da bidistile suda eritilmig K,30 , kullanildi (21). Be-

yin dokusunun su oranini hesaplamak igin ¢ikarilan 20 beynin her iki
yarimlarindan alinan yaklagik 1 mm? doku 6rnekleri 6l¢iim i¢in kolonun

icine atildi ve 3 dakika bekletildikten sonra 6rnegin pozisyonu dereceli
meziir Uzerinden kaydedildi (22, 23).

(5) Enfarkt Alamimin Olgiilmesi: Erken ve Ge¢ deney geruplarindan
beger hayvan ile ¢alisildi. Daha 6nce anlatilan iglemleri takiben ¢ikarlan

beyin 6rneklerine ilki frontal ucun 2.5 mm. arkasindan baglayip, 2 mm.
aralarla enfarkt alan1 bitene dek devam eden koronal kesitler yapiid.
Ameliyat mikroskobu kullanilarak her kesitin ve enfarkt sahasinin hari-
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tas1 milimetrik kaght lizerine gikarildi. Her kesit haritasinda enfarkt alan
mm2 olarak hesapland. '

Sonuglarin degerlendirmesinde Mann-Whitney-U ve Wilcoxon-
Signed Ranks testleri kullanildi. p'nin % 5'in altinda oldugu degerler
anlamh olarak kabul edildi. Nérolojik muayene gruplarinin kiyaslanma-
s1 igin ise Kolmogorov-Simirnof testi kullanildi. Bu testte dmax =
0.16'un, dt = 0.49 degerinden kiigiik olmas: hali anlamsiz olarak deger-
lendirildi. " ' '

BULGULAR

Cahigmamizda kullanilan toplam 50 hayvana ait ACM okliiz-
yonunu takip eden 2. saatte yapilan ilk norolojik degerlendirme
sonuglari  Tablo II'de gosterilmigtir. Kontrol grubunda yer alan hay-

vanlardan birinde 15 sn siiren fokal karakterde epileptik bir nébet goz-
lend.i.

Tablo II: Tiim Hayvanlann 2nci Saatte Yapilan 11k Nérolojik Degerlendirme Sonuclan.

*-

GRADEO

GRADE1 | GRADE? GRADE 3
KONTROL
Erken 10 - 10
Geg 10 10
TOPLAM 20 i i 20
DENEY
Erken i 5 9 15
Geg - 7 5 15
TOPLAM 12 14 30

Bipolar koagiilasyon yontemi ile sol ACM okliizyonu gergeklestiri-
len gerek beg D.E., gerekse beg D.G. toplam 10 hayvanin tiimiinde kan-
beyin bariyeri gegirgenligindeki artig, Evans Blue maddesinin damar di-
sina ¢ikmas) sonucu beyinin belirli bir bolgesinin mavi renge boyanmas:
seklinde izlendi (Resim 1). Kontrol grubunda yer alan on hayvanin ise
hicbirinde boyanma gozlenmedi.
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Resim 1. Evans Blue Testi lle Kan-beyin Bariyeri Gegirgenliginin Izlenmesi.

D.E. grubundan bes hayvanin lezyon alanlarindan hazirlanan para-
fin kesitlerin 151k mikroskobunda incelenmesi sonucu gozlenen degisik-

likler; hiicrelerde yaygin olarak niive membraninda siliklesme ve nive
kromatininde bulaniklagma geklindeydi. Ayrica daha az sayidaki hiicre-

lerde ise niivede btiziilmenin yaninda hiperkromazi mevcuttu (Resim 2).

-
Ci

Resim 2. (Erken Degisiklik) Lezyon Alaninda Hiicrelerde $isme, Niive

lceriginde Bulaniklagma ve Bazi Hiicrelerde U¢ Kogeli Goriiniim. Hiicre
Periferinde Vakuollegme (Krezil Viyole x 500).
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D.G. grubunda yer alan beg hayvanin lezyon alanindan alinan kesitlerde
ise hiicrelerin bilyiik bélimiinde piknotik niive ve hiperkromazi gortil-
dii. Bu hticrelerde g koseli gériniim ile periselliiler bogluklar dikkati-
mizi cekti (Resim 3).

Resim 3. (Geg Degisiklik) Hucrelerin Cogunda Biziilme ve Hiperkromazi,
Biiziilmiis Hicrelerde U¢ Koseli Gorianuim. Hicre Periferinde Vakuollesme

(Krezil Viyole x 500).

Her grupta yer alan beger hayvanin her iki beyin yarimlan igin bu-
lunan beyin dokusunun su oranlar1 Tablo III'de gosterilmigtir. Deney er-
ken ve ge¢ gruplardaki hayvanlarin sol beyin yarimlar: i¢in bulunan or-
talama oranin, sag beyin yarimlarina kiyasla % 1.56 ve % 1.70 daha fazla
oldugu goriildii. Bu sonug istatistiksel olarak Anlamh bulundu (p <

0.05).

Tablo III: Kontrol ve Deney Gruplan; Beyin Dokusonun su Oram Degerler.

KONTROL (n = 10)

DENEY (n = 10)

-

Erken (2 Saat) L Gec (24 Saat) " Erken (2 Saat) Gec (24 S;at)

SOL | SAG | SOL SAG | SOL | sAG | sOL | sAC
;+-_ — :

68.04 | 68.17 67.56 68.89 70.05 65.60 71.31 68.13

6752 | 68.64 68.20 66.20 68.01 67.12 67.26 66.92

6797 | 66.54 69.57 67.58 69.51 68.84 7106 | 68.70

68.54 | 69.71 66.45 68.26 70.37 68.65 69.95 67.87

67.43 | 68.64 69.30 70.27 70.29 70.19 68.27 67.73
— 1 ——

6790 | 6834 58.21 68.24 69.64 68.08 69.57 67 .87
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Kontrol grubundaki hayvanlarin sol ve sag beyiﬁ yarimlar ile de-
ney grubundakilerin sag beyin yarimlarindan elde edilen ortalama spe-
sifik gravite degerleri 1.047, 1.050 ve 1.048 olup istatiksel olarak anlamh

fark bulunmadi. Bu degerler bizim ¢alismamiz i¢in normal kabul edildi.
Her gruptan beger toplam 20 hayvanin sol beyin yarimlarindan elde edi-

len ortalama spesifik gravite degerleri Tablo IV'de gosterilmigtir. Deney
gec grubunun degeri, kontrol gruplariyla kargilaghnldiginda istatistiksel
- olarak anlaml derecede diigiik bulundu (p < 0.05).

Tablo IV: Sol Beyin Yarimlanndan Elde
Edilen Ortalama Spesifik Gravite
Degerlen ve Standart Sapmalar.

KONTROL DENEY

Iskemi sonrasi ortaya ¢ikan enfarkt alanlarinin hesaplanmas: sonu-
cu toplam 10 hayvanda elde edilen degerler arasinda anlamh fark sap-
tanmada (p > 0.05). '

TARTISMA

Deneysel olarak gergege en yakin serebral iskemi modelini elde ede-
bilmek i¢in ¢esitli hayvan gruplaninda (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 17), ge-
sitli teknikler olugturulmustur (1,19, 24, 25, 26, 27, 28, 29). Biz, ¢caligma-
mizda; serebral dolasim sisteminin insandakine olduk¢a benzemesi,

kolay bulunabilir ve ucuz olmasi gibi bilinen nedenlerle sigan kullanma-
y1 tercih ettik.

Sicanlarda ACM okluzyon fokal serebral iskemi ve takiben enfarkt
bolgesinin olusumuna neden olur (1). ACM okliizyonu 1975 yilindan bu
yana yaygn olarak kullanilmaktadir (1, 19). Bu model, fokal serebral is-
kemi cahsmalarinda bir¢ok kez kullanilmig ve kendini kanitlamigtir (1,

19, 23, 26, 30, 31, 33, 34, 35). Burada teknik olarak en énemli soru
ACM'nin ne kadarlik béliimiiniin kapatilacagidir. Bu soruya yamt bul-

mak igin yapilan ayrnintih ve kargilagtirmali galigmalarda, % 100 oranin-
da enfarkt olan ACM'nin baslangicindan ya da SO 2 mm. proksimalin-
den VCI'e kadar olan pargasinin okliizyonu ile elde edilmigtir (1, 19, 35).
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Biz ¢aligmamizda ACM'nin SO 2 mm. proksimalinden VCI'e kadar
olan pargasinin bipolar koagiilasyon ydntemi ile kapatilmasin: tercih et-
tik. Bu modelin fokal serebral iskemi ¢ahigmas igin iskeminin tiim hay-

vanlarda enfarkt ile sonuglanmasi, uygulanmasinin kolay olmasi, hemen
her zaman belli bir enfarkt sahasinin elde edilmesi ve mortalitenin hic

olmamasi nedenlerlyle uygun ve yeterli oldugunu bir kez daha dogrula-
dik.

Cerrahi tekniginin uygulanmasi sirasinda Tamura ve bazi arasgtir-
macilarin da bahsettigi gibi adalenin genigce kesilmesi ve mandibula ko-
ronoid ¢ikintisy ile zigoma kemiginin arka yarisinin ronjor ile alinmasi-
nin belirli bir tecriibe elde edildikten sonra gerekli olmadigini biz de
gordiik (18, 26, 32, 36). Teknigin bu modifikasyonu; travmanin daha az
olmasi ve cerrahi iglemin daha kisa zamanda bitirilmesi gibi avantajlar
saglamasinin yaninda, olugturulan iskemi sonrasi1 hayvanlarin daha
uzun usreli izlenmesinin gerekli oldugu deneylerde, beslenmenin aksa-
mamasin da saglayacaktir.

Norolajik Degerlendirme: Fokal serebral iskemi ¢aligsmalarinda sigan
modellerinin belli bir siire 6ncesine kadar kisith olarak kullaniimasinda-
ki en énemli nedenlerden biri tiim deney hayvanlarina uygulanabilecek
objektif bir ndrolojik degerlendirme olanaginin bulunmamasiydi (1). Bu-
glin hemiparezi gibi motor defisitlerin sicanda frontal korteks ve strai-

tum lezyonlarinun bir sekeli oldugu ve defisitin agirhiginin lezyon alans-
nin biyiikliigii ile ilgili oldugu iyi bilinmektedir (1, 37, 38).

Norolojik tabloyu enfarkt alamimun biiyiikliigiine gore ayirabilecek
Ozellikte bir derecelendirme sistemi 1986 yilinda Bederson (1) tarafindan
bildirilmis ve bircok arastirmaci tarafindan kullanilmigtir (28, 30, 37, 39,

40).

Bu oldukga kolay ve uygulanmasi agisindan da objektit bir sistem-
dir. Caligmamizda buldugumuz sonuglar, 6zellikle 2 nci saat sonunda

buldugumuz ilk degerler agisindan bagta Bederson (1) olmak {izere di-
ger baz1 araghrmacilann (30, 37, 39, 40) sonuglanyla da kiyaslandiginda
biiyiik oranda uyumlu bulunmusgtur.

ACM okliizyonu ile fokal serebral iskemi olugturulan hayvanlann
norolojik degerlendirmeleri Bederson Derecelendirme Sistemi ile izlen-
diginde zaman igerisinde iskemiyle ilgili néropatolojik bulgular (hticre
nekrozu) devam ettigi halde, hayvanlarin klinik yonden diizeldigi go-
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riilmektedir. Kaynaklarda da bu bulgularimizla uyumlu gézlemler sap-
tadik (1, 30, 35). | _

Bederson Derecelendirme Sisteminin uygulanmasinin kolay olmas;,
ufak, orta ve genis enfarkt sahasi olan hayvanlan ayirt edebilmesi ne-

denleriyle kullanigh ve giivenilir bir sistem olduguna katiliyoruz. Hay-
vanlann tiiniiniin tek kigi tarafindan degerlendirilmesinin derecelendir-
me hatalarinin miimkiin oldugunca 6niine gecebilecegine inaruyoruz.

Noropatolojik Degisiklikler

(1) Kan-Beyin Bariyeri Gegirgenliginin Izlenmesi: Bilindigi gibi bii-
ylik molekiillii birgok madde viicudun diger interstisyel sivilarina ko-
layhkla gegebildigi halde, kandan Beyin Omurilik Sivis1 (BOS) ya da
beynin interstisyel sivisina gecemez. Bu nedenle arada kan-beyin bariye-
ri ad1 verilen bir engelin varlig:1 kabul edilmigtir. Bu bariyer bir kag 6zel
bolge diginda tum beyin parenkiminde mevcuttur. Genelde kan-beyin
bariyeri suya, karbondioksite, oksijene, alkole ve bir¢ok anestezik gibi li-
pidlerde eriyen maddelere kars:1 ¢ok; sodyum, kloriir ve potasyum gibi
elektrolitlerle suda eriyen maddelere karg: az gegirgendir. Plazma prote-
inleri ve birgok biylik molekiilii organik maddelere kars1 gegirgenligi
ise yoktur. Kan-beyin bariyerindeki bu segici gegirgenligin nedeni kapil-
lerlerin endotelyal hiicrelerinin "tight junction” ad1 verilen baglanti alan-

lariyla birlegmeleridir. Bu, komgu endotelyal hiicre membranlarinin, vii-
cudun bir¢ok diger kapillerinde oldugu gibi aralarinda "slit pore'lar

olmasindan ziyade birbiriyle kenetlenmis olmasi halidir (41, 42).

Albumine baglandif) i¢in normalde kan-beyin bariyerini geceme-
yen Evans Blue gibi maddelerin fokal iskemiden sonra kan-beyin bariye-
rini gectigi gosterilmigtir (43). Evans Blue ile yapilan baz: iskemi ¢ahsg-
malarinda kontrol grubu (sham operated) hayvanlarda bile bazen kan-
beyin bariyeri gecirgenliginin arttig1 izlenmigtir (1, 30, 35). Bundan da
anlagilabilecegi gibi kan-beyin bariyeri gecirgenligindeki artigin izlenme-
si i¢in dogrudan kortikal hasar veya enfarkt olugturulmasina gerek yok-
tur. Kranyektomi sirasinda elektrikli drill kullanilmasi ve beyin retraksi-
yonu gibi dolayli cerrahi travma bu sonuca neden olabilir. Bu sebeple;

calismamizda, cerrahi islem sirasinda elektrikli drill ile tiim kemik katla-
rinn gegcmedik ve yalmizca ACM okluzyonu sirasinda bir-iki dakika sii-

reyle beyin retraksiyonu yaptk. Calismamizda kontrol gruplarindaki
(erken ve ge¢) hayvanlarda Evans Blue maddesinin damar disina cikisi-
run ifadesi olan beynin maviye boyanmasini gérmedik. Buna karsin de-
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ney grubu hayvanlann beynin bélgesel olarak boyandigimi gérdiik. Bu
sonug bize, ACM okliizyon sonrasi olugan iskemik degigiklikler nede-
niyle; kan-beyin bariyerinde bozulma ve kati madde (plazma proteinle-
ri, bliyliik molekiiller) gegisinde artig oldugunu gosterdi.

Kan-beyin bariyerinin bozulmasi sonucu patolojik gegirgenlik artigi-
nin ne kadar siire ile devam ettigi sorusu ise tarhigmalidir ve kesin yaniti
bugiine kadar bulunamamigtir (42). Yaptigimiz ¢alisma bize Evans Blue
gegiginin iskeminin 2 nci saatinde mevcut oldugunu ve 24 {incii saatte
de hala devam ettigini gosterdi.

(2) Istk Mikroskobu Ile Degerlendirme: Iskemide hiicre degisiklikle-
ri oksijen yetersizligi i¢in karakteristiktir ancak kesin belirleyici degildir.
Benzer degigeiklikler akut beyin kontiizyonlar: ve viriis ensefalitleri gibi
bagka nedenlere bagh beyin dokusu hasarlarinda da geligebilir (42). Spi-
elmeyer (44) iskemik hiicre degisikligini koagiilasyon nekrozu olarak
degerlendirmistir. Daha sonra Monnighaft (45) ve Moegen (46) enzim-
lerle yaptiklar1 cahgmalarda gergek bir koagiilasyon nekrozunun soz ko-
nusu oldugunu goéstermiglerdir. Colmant (47) ve Brierley (48) iskemik
degigikliklerin, farkls donemlerin birbirini izledigi dinamik bir olay ol-
duguna dikkat ¢ekmiglerdir. -

Iskemik hiicre degisikliklerinin ACM okliizyonundan ne kadar za-

man sonra bagladig: ve olusan morfolojik degigsikliklerde ne zamana dek
geriye doniigiin miimkiin oldugu sorularina kesin yanit heniiz verilebil-

mi§ degildir. Baz: araghrmacilara gore 1. saatte, bazilarina gore de 10. sa-
ate kadar, zaman diliminin herhangi bir aninda bu degisiklikler ilk kez
gosterilebilir (47, 49). Bu degisikliklerin, bir haftadan uzun bir siire gos-
terilebilir oldugu hatta "Ammon Boynuzu" arka bandi gibi bazi bolgeler-
de yedi ay kadar degismeden kalabildigi bildirilmigtir (49). Yine baz:
araghirmacilara goére mikrovakuolizasyon déneminde, bazilarina gore
de hiicre biiziilmesi déneminde geriye doniis mumkiindiir (42, 44, 47,
50).

Biz erken dénemde yer yer niive membraninda siliklesme ve niive
kromatininde bulaniklagsma gordiik. Ayrica bazi 6rneklerde niivede bii-
zlilme dikkati ¢ekiyordu. Geg degigiklik olarak da iskemik ganglion hiic-
re nekrozu ve biiziilmiig hiicrelerde ti¢ kogeli goriiniim saptadik.

Bu degigiklikler daha 6nce yapilan ¢aligma sonuglanyla birlikte ele
alindiginda 6zellikle 2 nci saatteki erken dénem degigikliklerinin, daha
once yazilan iskemi sonras: sinir hiicresindeki ilk iki donem degigiklik-
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ler ile uyumlu oldugunu gordiik. Ancak 6zellikle erken dénem igin 151k
mikroskobu ile elde edilen sonuglarin ¢ok kesin ve giivenilir olmadig)
bilinmektedir (42). Bu nedenle 151k mikroskobu yerine elektron mikros-
kobu ile ¢ahgmalann siirdiiriilmesi tavsiye edilmektedir (42, 51).

Gordiugiimiz geg degisiklikler, iskemi sonras: degigikliklerdeki son
iic donemdeki bulgular ile uyumluydu. Cahgmamuz bize somut olarak
iskeminin yol achg degisikliklerin 24 iincii saatte mutlak gosterilebilir
oldugunu kanitladi. Ancak bu degisikliklerin geriye doniigliniin miim-
kiin olup olmadiginin ve siirenin belirlenebilmesi amaaiyla daha fazla
saylrda ve uzun siire yagahlan hayvan gruplariyla yapilan ¢aligmalara
gereksinim vardir.

(3) Beyin Dokusunun Su Oram: Iskemi sonrasi ilk once ortaya ¢ikan

6dem tipi vazojenik 6demdir. Vazojenik 6demin varlig: su miktarindaki
artma, Evans Blue, "Horseradish peroxydase” gegisi ve histopatolojik

bulgular ile kendini gosterir (52). Daha sonra tabloya hiicre igi sivi bmk-
mesiyle karakterize sitotoksik 6dem eklenir.

Serebral iskemi gahgmalarmda beyin dokusunun su oran tayini sik-
¢a kullanilan bir yontemdir (4, 19, 24, 53) ve bu yontem spesifik gravite
yontemiyle birlikte bize olugturulan iskemi sonrasinda ortaya ¢ikan kan-
beyin bariyeri gecirgenligindeki artig sonucu sivi1 ya da kati maddelerin
transportu hakkinda fikir verir (23, 53, 54).

Bu yontemler kullanilarak bulunan degerler §imdiye’ka.i-:":lar bildiri-
Jen calisma sonuclarinda farklh bulunmustur (4, 19, 23, 24, 53, 54), ancak

burada 6nemli olan, normal degerlerden sapma oramidir. Beyinde %
1'lik bir sapma bile anlamli olarak kabul edilmektedir (4, 23, 24, 53, 54).

Calismamizda deney grubu erken ve ge¢ donem sol beyin yarimlari

ortalama su oranlarini, ayni1 hayvanlarnin sag beyin yarimlar: ortalama su
oranlarina kiyasla anlamli derecede yiiksek bulduk (% 1.56 ve % 1.70).

Ayrica kontrol gruplan sol beyin yarimlariyla deney gruplan sol beyin
yarimlar1 ortalama su oranlan arasinda da anlamh derecede fark vardi
(% 1.36 ve % 1.74). Bu sonuglar bize olugan beyin 6deminin, ilk 24 saatte
kan-beyin bariyerinden katt maddelerin gegisinden ¢ok, sivi gegigine
bagh oldugunu distindurdii.

(4) Spesifik Gravite: Spesifik gravite doku komponentlerindeki de-
gisiklikleri saptamak igin yaklagik 70 yildir kullanilan bir diger yontem-
dir. 1924 yilinda Hamilton ve Barbour (41) xylen ile bromobenzenden
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hazirladiklan bir gradiyenti, daldirma teknigi ile kan spesifik gravitesini
6lgmek igin kullandilar. 1945 yilinda Laury ve Hunter (41) serum protein
diizeyinin spesifik gravite ile diizenli 6l¢iimiinii saglayan kerosen-
bromebenzen kolonunun tam hazirlanigimi agikladilar. Beyin 6demi ve
diger fizyopatolojik degisiklikleri araghrmak igin spesifik gravite yonte-
minin kullaruligi 1971 yalinda Nelson (41) tarafindan tanimlanmastir. Fu-
jiwara’nin (21) ¢abalanyla yéntem yaygin olarak kullaniimaya baglamusg-
tir. ‘Bu gekilde bulunan sonuglar 6demin tipini belirlemek agisindan
oldukc¢a Snemlidir. '

Gahgmamizda fokal iskemi olugturulan beyin yarimlarindaki su
oraninda erken ve ge¢ dénemde belirgin artig bulmamiza ragmen spesi-

fik gravite degerlerinde yalmzca geg¢ donemde anlaml bir azalma sapta-

dik. Erken deney grubundaki deger ise kontrol grubuna kiyasla anlamh
derecede farkhi bulunmadi (p > 0.05).

Bu sonuglar, beyin dokusunun su orani sonuglariyla birlikte ele alin-
diginda, bize olusan beyin 6deminde; 2 nci saatte siv1 gegiginin onemli
rol oynadigini ancak 24 iincii saatte kan-beyin bariyerinden siv1 gegisine
eslik eden kati madde giriginin de baglamig oldugunu gosterdi.

(5) Enfarkt Alaninin Olgiilmesi: Cesitli yontemler ile olusturulan fo-
kal iskemi sonrasinda ortaya ¢ikan enfarkt alanin hesaplanmas: yaygin
olarak; nokta analizi yapan bilgisayar programlan yardimiyla gergekles-
tirilmektedir (1, 17, 25, 26, 28). Bu yontem ile saptanan enfarkt alan: ha-
cimleri ortalama 11.9-23.8 arasinda degismektedir (6, 8, 9).

GCahgmamuzda, milimetrik kagit ve ameliyat mikroskobu yardimiyla
elde edilen kesitlerde Evans Blue ¢ikig1 ile saptanan iskemi alanlarinin
haritas1 gikarildi ve bunlar kesit alanina oranlandi. Bu basit yontem ile
degerlerimiz erken dénem igin ortalama 8.92, ge¢ donem iginse ortalama

12.56 bulundu.

Kullandigimiz yontem, teknik yetersizlik nedeniyle bize kesin bir

degerlendirme olanag saglamamakta, ancak iskemi sonras: olusan en-
farkt alan ile ilgili sayisal bir deger vermektedir.

SONUCLAR

Sicanda ACM'nin OS 2 mm proksimalinden V(I'ye kadar olan par-
¢asinin kahc kapatilmasi ile; her zaman belirli bir enfarkt alan elde edi-

lir ve mortalite yoktur.
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Cerrahi teknigin uygulanmasi sirasinda belirli bir tecriibe elde edil-
dikten sonra temporal adalenin genigce kesilmesinin ve mandibula koro-
noid ¢ikintisi ile zigoma kemiginin arka yansinin ahnmasimn gerekli ol-
madify goriigli bizim tarahmizdan da paylagilmaktadir (Bu modifikas-
yon ile cerrahi teknik; daha kisa zamanda ve daha az travmatik olarak
uygulanabilir, bu da hayvanlarin uzun siire yagatilmasi gereken deney-
ler sirasinda beslenme sorunlarinin olmamasini saglar).

ACM okliizyonu yapilan hayvanlarda, Evans-Blue maddesinin da-

mar digina gikhg gérilmektedir. Buna neden olan kan-beyin bariyerin-
deki bozukluk 2 nci saatte mevcuttur ve 24 tinci saatte de devam etmek-

tedir.

Fokal serebral iskemi sonrasi 151k mikroskopisinde, yer yer iskemi-
nin erken histopatolojik degisiklikleriyle ilgili bulgular saptamak miim-
kindiir, ancak bunlar iskemiye has olmadig: gibi her kesitte de mutlak
gorulmemektedir.

Iskemiden sonra 24 iincii saatte ise 151k mikroskobu ile iskemi icin
Ozel (Vakuolizasyon, inkriistasyon ve ganglion hiicre nekrozu) olabile-
cek bulgular mutlak olarak goriilebilmektedir.

ACM okliizyonu sonrasi fokal serebral iskemi olusan beyin yarimla-
rinda erken ve ge¢ dénemde (2 nci ve 24 {incii saatlerde) kontrol grupla-

rina ve kargl beyin yarimlarina kiyasla beyin dokusunun su oraninda
anlamli derecede artig oldugu goriilmektedir. Spesifik gravite yontemi

ile elde edilen sonuglarda ise 24 {incii saatte anlamlh derecede diigtis iz-
lenmektedrir. Beyin dokusunun su orani ve spesifik gravite sonuglarn
birlikte degerlendirildiginde iskemi sonrasi 2 nci saatte kan-beyin bari-
yerinin bozuk oldugu ve siv1 gecisine olanak saglayarak 6deme neden

oldugu, bu siv1 gegiginin 24 ncti saatte de devam ettigi ancak kati madde
gegisinin de patolojik siirece eklendigi anlagilmaktadir.

Yukarida kullandigimiz aragtirma yontemleriyle elde ettigimiz so-
nuglar, siganda ACM'nin OS 2 mm proksimalinden VCI'ye kadar olan
boliimiiniin yakilarak kapatilmasinin, deneysel akut fokal serebral iske-
mi i¢in uygun oldugunu gostermigtir.
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