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OZET : Bu calismada, tavsanda modifiye iskemi
teknigiyle olusan néronal lezyonun dagihmi gézden
gecirilmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan tavsan-
larda, sadece sag karotid arter baglanmistir. Diger iki
grupta ise sag karotid arter baglanmas: yaninda sol
karotid artere de anevrizma klipleriyle 6 ve 12 daki-
kalik gecici klipaj uygulanmutir. Bu sekilde mezense-
falonda olusan ge¢ néronal lezyon tetrazolium
boyamasi ve histopatolojik inceleme ile gésterilmis-
tir. Tanumlanan teknik beyin sap1 iskemisi igin bir mo-
del olup, bu modelin avantajlari ve patofizyolojisi
tartisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Arteria Karotis Kommunis,
Beyin Sap: Iskemisi, Ligasyon, Tavgan.

SUMMARY : In this study, the distribution of
neuronal damage following modified ischemia techni-
que in the rabbit was demonstrated. In rabbits serv-
ing as control, only the right common carotid artery
was ligated. In the other two groups, the right carotid
artery of the rabbits was ligated and the left one was
transiently occluded with aneurysmal clips for 6 and
12 min respectively. Delayed neuronal damage oc-
cured in mesencephalone was shown by tetrazolium
staining and histopathological examination. The
technique described here is a model for the study of
brain stem ischemia and pathophysiology and advan-
tages of this model were discussed.

Key Words: Brain stem ischemia, Common carotid
artery, Ligation, Rabbit.

GIRIs:

Bugiine kadar uygulanan iskemi modellerinin he-
men hemen tamamu kortikal iskemiye yénelik olma-
sna ragmen, farmakolojik ajanlarin potansiyel
terapétik etkilerini incelemek icin kronik serebral is-
kemi modeli halen bulunamamistir (8,12). Uygulanan
cesitli yéntemlerden bazilan global iskemiye yol agar-
ken uzun sireli ¢alismalar icin gerekli olan siirvive
de uygun diismemektedir (12).

Bu yontemler i¢inde vaskiiler okliizyonla gercek-
lestirilen eksperimental serebral iskemi modelleri,
embolizasyon veya direkt vaskiiler okliizyonla sag-
lanmustir (12,14.18). Fakat fokal iskemi hemen daima
goriilmedigi gibi lezyonun boyutlan ve etkilenen be-
yin alanlan da degisebilmistir. Tek veya iki tarafli ser-
vikal karotid arter ligasyonu ise ¢ogu hayvan
tirlerinde kollateraller iyi calistigindan iskemiye de
yol agmamustir (8). Yalmz, Willis poligonu yetersiz
olan (posterior komunikan arterlerin yoklugundan
dolay1) mongol cinsi gerbillerde ligasyonla % 50 ora-
ninda iskemik beyin lezyonu olusturabilmistir (11).

Eksperimental iskemi modellerinde, tavsan deney
hayvani olarak birka¢ calismada yer almaktadir
(19,20,21). Bu nedenle Anabilim Dalimizda tavsanlar-

da iskemi modeli olusturma calismalarina baglanmis-

tir. Tek tarafl servikal karotid arter ligasyonu ve karsi
taraf karotid arterin gegici klipajiyla tavsanlarda géz-

lenen geg beyin sap: iskemisi modeli asagida sunu-
larak, modelin avantajlan ve ge¢ iskeminin patofiz-
yolojisi tartigilmistr.

MATERYAL VE METOD

Deneylerde cins aymrm yapilmaksizin fzmir Ve-
terinerlik As1 Kontrol Merkezinden temin edilen 15
adet Ankara tavsam kullanildi. Ortalama agirhklan
2—2.5 kg arasinda degismekteydi. Tavsanlar begerli
gruplar halinde tice aynlarak hepsinde preoperatif
kan tetkiki, kan gazi ve rektal ateg 6l¢iimleri yapild:.
Bir kulak veni IV siv1 ve gerekirse de sodyum bikar-
bonat vermek, sag femoral arter ise kan gaz 8l¢tim-
leri icin kaniile edildi. Supin pozisyonda yatinlarak
lokal anestezi altinda orta hat insizyonu ile boynun
iki tarafinda A. karotis kommunisler agiga qikarila-
rak cevresinden iki tarafl: 3/0 ipekler gecirildi. Spon-
tan oda havasi soluyan hayvanlarda, fizyolojik
parametrelerin stabilizasyonu icin 5-10 dakika bek-
lenerek arahikh kan gaz 8l¢iimleri yapildi. Kontrol gru-
bunda (Grupl). sadece sag karotid arter iki tarafh
baglanarak kesildi. Diger gruplarda ise buna ek ola-
rak sol karotid artere 6 (Grup2) ve 12 (Grup3) dakika-
Ik gecici klipaj (gecici Yasargil anevrizma Kklipi ile)
uygulandi. Deney siiresince rektal ates 1sitia1 lamba
ile 37 C ile korundu. Metabolik asidoz ise BExkgx0.3
formiiliine gére sodyum bikarbonat verilerek diizel-
tildi. Deney sonras: tavsanlar normal postiirlerine
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birakilarak aralikli nérolojik muayeneleri yapild.

Nérolojik degerlendirme: Tavsanlar, suur, ayak-
ta duruslanina ve ekstremite kuvvetine bakilarak ope-
rasyon Oncesi,operasyondan hemen sonra, 2, 24, 48
ve 72 saat sonra degerlendirilmislerdir.

Tetrazolium ile boyama: Ligasyondan 72 saat
sonra 1V sodyum pentobarbitat ( 50 mg/kg ) verile-
rek tavsanlarin beyinleri gikanlds. Kollikuluslar sevi-
yesinden baslanarak éne ve arkaya dogru 4—5 mm
lik koronal kesitler alindi. Kesitler non-spe ik
NADH aktivitesini agiga ¢ikartmak icin Nitroblue tet-
razolium ile inkube edildi. Inkubasyon solusyonu, 10
ml 0.2 M Tris—Hcl, 10 ml % 0.4 Nitroblue tetrazoli-
um, 4 ml %1 Magnezyum klorid ve 8 ml distile su ige-
riyordu. Tetrazolium bu solusyona katilmadan 6nce
0.5 ml N.N Dimetil formamid icinde ¢ézdiiriildii. Bu
soliisyonda 30 dk tutulan kesitler boyandiktan son-
ra 48 saat stireyle %10 formaldehit i¢inde bekletildi.
Daimi kayit icin fotograflar1 alindu.

Histopatolojik inceleme: Tetrazolium boyama-
sinda iskemi gériilen kesitler ile kontrol grubundaki
aym yerden gecen kesitler histopatolojik inceleme-
ye alind1. Kesitler parafine yatinlarak, alinan ince ke-
sitler hematoksilen—eosin ile boyanarak mikroskopik
tetkikleri yapildi.

istatistik metod: Sonuclar Student—t testine gé-

re karsilastinldi.

SONUGLAR

Kan parametreleri: Her ti¢ gruptaki tavsanlarin
ortalama hemoglobin (Hb), Hematokrit (Htc), Eritro-
sit (E) degerleriyle pre— ve post-operatif kan gazlan
tablo 1'de gésterilmigtir. Aym grubun pre— ve pos-
toperatif pO2, PCO2 ve pH degerleri arasinda anlaml
bir fark bulunmadig gibi kontrol grubuyla diger grup-
lar arasinda da anlambh farkhlik gérillmemistir (p>0.05
). Sadece I. ve III. gruplarin Hb degerleri arasinda
p<0.05 bulunmus olmasmna ragmen iskemi olusan
grupta Hb daha yiiksek oldugundan sonucu etkile-
yecegi disiiniilmemistir.

Nérolojik degerlendirme: Operasyondan hemen
sonra bile suurlan hi¢ bozulmayan tavsanlann post—
operatif 30—60 dakika kadar bir késede sakin durduk-
lan gézlenmistir. ilk saatlerde én veya arka ekstre-
mitelerinde gériilen minimal pareziler daha sonradan
ortadan kalktigindan operasyon sirasmda supin po-
zisyonda yapilan tesbite baglanmistir. Bunun disin-
da suur, kuvvetsizlik ve postiir agsindan kayda deger
bir degisiklige rastlanmamistir.
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Tablo I : Kan Parametrelerinin karsilastirilmasi

GRUP I GRUP II GRUP III
Eritrosit 4.86 + 030 5.12 + 0.10 543 + 0.16
(x 1 milyon)
Hb 10.7 + 0.60 11.1 + 0.30 122 + 0.27
Htc 325 + 1.58 33.6 + 0.66 355 + 0.10
pre—op 84.1 + 5.17 92.1 +5.85 8&7.4 + 2.08
pO2
post—op 83.8 + 538 90.0 + 4838 874 + 1.70
pre—op 30.8 + 2.73 29.8 + 0.92 28.6 + 1.08
pCo2
post—op 31.0 + 2.83 309 + 0.57 283 + 1.00
pre—op 7.43 + 0.01 7.46 + 001 7.39 + 0.02
pH
post—op  7.43 +0.01 7.46 + 0.01 7.40 + 0.13

* QOrtalama + standart hata olarak verilmistir.

Tetrazolium ile boyama: Nitroblue tetrazolium
ile boyanan koronal kesitlerde kollikulus kaudalis dii-
zeyinde normal boyanan mor renklerin yaninda agik
pembe renkte uniform olmayan iskemiyi gésteren
alanlar $ekil 1'de gosterilmistir. Kontrol grubunda

Sekil 1 : tetrazolium boyama ile kollikulus kaudalis diizeyinden ge-
cen kesitlerde daha az boya tutan (Aqik renkte gériilen) yer-
ler iskemi alanlanimi gostermektedir.

Grup I (kontrol) ortada, Grup I (6 dk gegici klipaj) solda, Grup 11l
(12 dk gecici klipaj) ise sagda gériilmektedir.



(ortada goriilenler) bu bélgede boyanma azhig goriil-
mezken, grup II'de (solda goriilenler) 4, grup 11I'te ise
5 tavsanda iskemi alanlan gorilmistir. Diger kesit
alanlan normal olup iskeminin sadece mezensefalon-
da oldugu gozlenmistir. iskemi goriilme oranlar kar-
silastinldiginda (kontrol grubuyla) anlaml bir farklilik
bulunmustur (p<.0.01).

Histopatoloji: Tetrazoliumla daha agk renkte bo-
yanan kesitlerde sitoplazmanin koyu eozinofilik, nuk-
leusun ise koyu bazofilik oldugu ve perikaryonun bu
bolgelerde daha cok tiggen seklinde hakimiyeti iske-
miye uyar bulgular olarak degerlendirilmistir (Sekil
2). Kontrol grubunda ise bu degisiklikler gozlenme-
mistir.

Yapilan cahgmada mortalite gériilmemistir.

Sekil 2 : Histopatolojik incelemede stoplazmada homojenizasyon ve
asidofilisinde artig, hiicrede biizilme, koyu kromatinize
nukleus ve Nissl cisimciklerinin belirsiz olmas: iskemiyle
uyumludur (HE,x50)

TARTISMA

Fokal serebral iskemi, serebral vaskiiler hastalik-
ta, serebral kan akimmin intraoperatif gegidi olarak ke-
silmesinde veya lokalize bir kitlenin beyine kompres-
yonunda goriilebilen ve bélgesel iskemik 6demden in-
farkt gelisimine kadar bir dizi olaylar zincirini bagla-
tan tetik mekanizmasidir (6). Nérolojik lezyonun de-
recesi, kollateral kan akimmn etkinligine bagh oldu-
gundan ana serebral arterin bile ani oklizyonu hemen
daima serebral enfarkta yol agmamaktadir (9). Bu ne-
denle fokal iskemide komplet iskemi olabildigi gibi is-
keminin hic olmamas: da olagan bulgudur (6.9).

Tetik mekanizmasi olugturdugundan patofizyolo-
ji ve farmakolojik ajanlarin etkilerini incelemek icin
fokal serebral iskemi modelleri {izerine ¢alismalar uzun
yillardir devam etmektedir (8,18). Tercih edilecek mo-
delde; uygulamanin kolay olmasi, anesteziye bagh de-
gisikliklerin minimuma indirilmesi, gegici okliizyon
olusturabilme yetenegi, iskeminin aym bélgede olu-

sabilmesi ve patofizyolojik calismalar i¢in hayvanla-
rin yeterli siire hayatta kalabilmeleri aramilan
Szelliklerden birkagidir. Uygulamanin kolay oldugu ve
anestezi gerektirmedigi tek girisim sekli servikal ka-
rotid arter ligasyonu olmasma ragmen ¢ogu hayvan
tiirlerinde kollateraller iyi gelistiginden sadece ligas-
yonla beyin sirkiilasyonunda belirgin degisiklik ve is-
kemi olusturulamanustir (7,13,17). Sadece bazi cins
gerbillerde Willis poligonu yetersiz oldugundan uni-
form olmayan hemisferik iskemi gézlenmistir (5,11).

Tavsanlarda iskemi modelleri az calisildigindan
karotid ligasyonu modifiye edilerek cahismamizda uy-
gulanmustir. Uygulama genel anestezi gerektirmemek-
tedir. BOylece anestezinin riskleri, anestetik
maddelerin iskemi tizerindeki etkileri ve post-operatif
erken dénemde nérolojik degerlendirmeleri engelle-
mesi ortadan kalkmaktadir. Tavsanlarda, diger hay-
vanlarda problemli olan iV serum takilmasi ve
femoral arter kateterizasyonu bile sadece lokal anes-
tezi ile rahatlikla yapilabilmektedir. Hayvanlar genel-
likle suur ve ayakta duruglarina gore
degerlendirildiklerinden anestetik ilag ve kas gevse-
ticiler ters etki yaratmaktadir (17). Trakeostomi ve en-
tubasyon gerekmediginden post-operatif dénem daha
rahat gecmistir. Sadece karotis diseksiyonu sirasin-
da bazen trakea irritasyonuna baglh gecici solunum
etkilenmesi olabildiginden ligasyon 6ncesi bir stire
beklenilerek kan gazlariyla takip etmek gerekmekte-
dir, Ozellikle iskemi modeli ¢alismalarinda kan gaz
olctimleri olduk¢a 6nem kazanmustir. Ayrica bu mo-
delde, direkt girisim séz konusu olmadigindan ope-
rasyona bagh lokal cevap degisikligi, kan/beyin
engelinin permeabilite degisikligi ve direkt kortikal
hasar da olmamaktadir (13,17).

Boyamada kullanilan tetrazolium, dehidrojenaz-
larn histokimyasal tayininde yaygmn kullanilan bir en-
dikatérdiir (3). Havanin bulundugu ortamda O2
radikali tetrazolium tuzlarinin gergek rediiktamdur.
NADH aktivasyonu varsa tetrazoliumla boyanma ol-
maktadur. Infarktta hi¢ boyanma olmazken iskemi-
de daha az boya almaktadur. TTC (Trifenil tetrazolium
klorid) ve diger tetrazolium tuzlan daha 6nceleri kul-
lamilmist (1). Daha kolay temin ettigimiz icin biz ca-
hismamizda Nitroblue tetrazoliumu Lye ve ark. (12)
nin bahsettigi inkubasyon solusyonunda kullandik.
Bu metod iskemi alanlarinin makroskopik gértinme-
sini sagladigindan iskemi ¢aligmalarini daha kolay-
lastirmistir. Calismamizda da bu boyama metodu ile
patolojik degerlendirme arasinda tam bir uygunluk
bulunmustur.

Asidofilik néronlarin gériilebilmesi icin iskemik
olaydan sonra en azindan 16 - 18 saatin ge¢mesi ge-
rekmektedir (14).
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Geg néronal lezyonda ise hiicresel degisiklikler ag-
sindan 3-4 giinliik bir siirenin ge¢mesi uygundur (5).
Servikal karotid arter end-arter olmadigindan ve di-
ger ligasyon calismalarinda da infarkt goriilmedigin-
den gec iskemiyi gézlemek amaayla cahsmarmizda
beyinin kesitlerinin incelenmesini ti¢tincd giintin so-
nunda yapmay tercih ettik.

Patofizyolojik agidan bakildiginda bu geg iskemi
iki sekilde aciklanabilmektedir ; ge¢ iskeminin nedeni
ya gec bir hipoperfiizyondur, ya da bu lokalizasyon-
daki néronlar iskemiye daha ¢ok hassastir. Resirkii-
lasyonun iki tarafli karotid okliizyonu sonras: gegici
klipaj uygulanan tarafta saglanmasiyla o tarafta nor-
mal perfiizyon basinanin temini, gegici olarak, aki-
min yeniden olusmasina bir engel olusturacak veya
gecici hiperemiden dolay1 doku perfiizyonunda se-
konder azalmaya yol acacaktir. Bu ge¢ hipoperfiizyo-
nun bir nedeni ise de, bazlan bunun doku
asidozundan kaynaklanan vazo paralizi ile agklamak-
tadir (10). Pulsinelli ve arkadaslan (15) ise serebrovas-
kiiler liimenin, 6deme bagh olarak glial, endotelyal,
perivaskiiler astroglial progeslerin sismesinden ve pla-
telet veya astrositlerin agregasyonunun artmasindan
dolay1 komprese olabilecegini ve artmus diiz kas to-
nusunun da bunda etkili olabilecegini belirtmiglerdir.

Bu lokalizasyondaki néronlann iskemiye daha gok
hassas (vulnerabilite) olmas: da patofizyolojide diger
bir agklama tarzidir. Néronlar arasinda iskemik né-
ronal yaralanma agsindan bir hiyerarsi sézkonusu-
dur. Selektif olarak iskemiye hassas néronlar
dncelikle etkilenerek iskemik néronal yaralanmanin
olusmasinda anahtar rol oynarlar. Nitekim Araki ve
ark. (2) gerbillerde iki tarafh gecici karotis klipaji son-
ras1 inferior kollikulus ve hipokampusun cAl sekto-
riiniin ilk 5 dakikalik klipaj sonrasinda etkilendigini
ve buralanin en hassas bélgeler olduklanni belirtmis-
lerdir. Lezyonun ilerlemesi gézoniine alindiginda da
medial genikiilat cisim ve inferior kollikulusta daha
huzh ilerledigini géstermislerdir.

Yaptigimiz cahsmada gériilen geg iskemiyi detayh
aciklamak icin gerekli kan akim ve 45 Ca otoradyog:
rafi calismalar ne yazikki yapilamamigtir. Yalniz bu
bulgularla yine de bir agiklama yapabilmek olanag
vardir. Brehmer ve ark. (4) tek tarafh karotis arterin
baglandif: tavsanlarda, 6n sirkiilasyondan cok arka
sirkiilasyonun ¢alistigim ve o tarafta kaudal kommu-
nikan arterin genisledigini géstermislerdir. Yaptigimiz
calisma disiintilecek olursa ligasyonun yapildig sag
tarafta kaudal kommunikan arter sag hemisfere da-
ha cok kan tasiyacagindan beyin sap1 daha az kan al-
maktadir. Diger taraftan gegici klipaj uygulanan sol
tarafta perfiizyona olanak saglaninca yukanda bah-
sedilen resirkiilasyona bagh degisiklikler olacaktir. N6-
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ral ve vaskiiler dokulardaki degisiklikler hem iskemi
dénemi hem de resirkiilasyon dénemindeki seliler
olaylardan etkilenmemektedir (15). Yaptigimiz hipo-
tansiyonlu ikindi bir iskemi calismasinda iki tarafh ka-
rotis arterin baglandig1 tavsanlarda bu bolgede
iskemiye rastlamadigimizdan bu calismada goriilen
iskemik noronal degisikliklerin tek bagina karotid Li-
gasyonundan kaynaklanmayip bunda reperfiizyonun
da etkileri oldugu inanandayz.

Sonug olarak, bazi bélgelerden kollateral akim ol-
dugu icin serebral kan akimindaki artisin iskemide
etkisi olabilecegi ve iskemi dansitesinde degisiklik g6-
riilebilecegi gibi baz1 dezavantajlarindan bahsedilme-
sine ragmen, islemin anestezi gerektirmeden
yapilabilmesi, iskeminin ayn: bélgede yer almas, di-
ger biiyiik hayvanlara nazaran daha kolay ve ucuz te-
min edilmesi gibi avantajlan da sézkonusudur.
Ustelik, bugiine kadar genellikle hemisferik iskemi
cahismalan yapildigindan beyin sapr iskemisi calisma-
larina &n - ayak olmas: agisindan da énemli oldugu
inanandayiz.
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