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OZET

Amag: Bu ¢aligmada srreptommw ile ksa sireli hiperglisemi durumunda gecici serebral iskeminin beyin

kﬂrabxyelme etkisi incelenmektedir

Gereg ve Yéntem: Wistar nirii erkek .m;anlara streptozotosin (65 mg/giin) verilerek kisa sireli (dort giin)
hiperglisemi olugturuldu. Bu siganlara 10 dakika gecici 6n beyin iskemisi uygulandikian sonra, gegitli beyin bélgelerinde
ozel bir histolojik boya yontemi olan asit fuksin-selestin mavisi ile iskemiden etkilenen ve nekroz olugan néronlar 151k
mikroskobunda degeriendirildi ve sayldy. Sonuclar kontrol grubu ile karsilasunid.

Bulgular: STZ ile preiskemik hiperglisemi olugturvlan sicanlarin gesitli beyin bilgelerinde, normoglisemili
iskemik sicaniarin beyinlerine gére daha yaygin ve yogun néron harabiyeti giozlendi.

Sonug: Bu sonug, klinikie karsilagilan kardiyak arest ve inme vﬂkalarmda kan glikoz konsantrasyonunun ¢ok

iyi ayarlanmas gerektigini diigiindiirmektedir

Anahtar Kelimler' Onbeyin iskemisi, streptozotoscin, preiskemik hiperglisemi, ndron harabiyeti, asit fuksin-

selestin mavisi
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ISCHEMTA IN NORMO-H YPERGLYCEMIC RATS: NEURONAL DAMAGE
Puwi' In this study effects of short term preischemic hyperglycemia on transient brain damage are invesli-

Mmérw "_ﬂnd- Mﬁl‘haé‘: Hyperglycemia is developed by administring 60 mg/kg of streptozotoscin (STZ) in male

Wistar rats. Afier 10 minutes of transient forebrain ischemia, necrotic neurons of the rats were quantified by using acid
fuchsin-celestine blue. a specific stain for detecting neuronal injury, in the affected brain areas due to ischaemic insult.
 Findings: Neuronal destriction has been found (o be more extensive and pronounced in various sites of brains
af pre-ischemic rats with STZ induced hyperg!ycemm compared to ischemic rats with normoglycemia:
Results: These findings suggest rhar bload glucose levels should be under strict control in cases with cardiac

arrest and stroke.

- Key words: Forebrain ischemia, streptozotoscin, pre-ischemic hyperglycemia, neuronal injury, acid fuchsin-

celestine blue.
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Iskemi hiicre enerji metabolizmasinda

yetersizlik ve bozulma ile beyin harabiyetine neden

olur (1). Harabiyetin yogunlugu enern
yetersizliginin siiresiyle dogru orantihdir.
Resirkilasyon ile birlikte isleyen karsit
mekanizmalar da harabiyete katkida bulunur.
Preiskemik hipergliseminin gegici global ve

nbeyin iskemisinde olugan beyin harabiyetini daha

da artirdif bilinmektedir (2-5). Aragtirmalara gore

iskemiden hemen Once gergeklestirilen glikoz
infuzyonu ya da beslenme iskemi sirasmda agin
intraselliiler  ve ekstraselliiler asidoz

olusturmaktadir. Normoghsemik kosullarda
iskeminin selektif ndronal nekroz olugturdugu
bilinmektedir (6). Preiskemik hiperglisemi
noronlan ve gha hicrelerini etkileyerek siddetls
beyin 6demi, genig infarkt alanlan ve postiskemik
nobetler olusmasina neden olur. Normoglisemik
beyin harabiyetine goére; preiskemik hiperglisemide
olugan harabiyet farkli 6zellikler gostermektedir.
Birincisi, preiskemik hiperglisemide harabiyet
geligme siiresi kisalmistir (7). Normoglisemik
kosullarda 10 dakikahk gegici Onbeyin
iskemisinden sonraki resirkiilasyonun 438-96
saatlerinde harabiyet gozlenirken; bu siire
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preiskemik hiperglisemide resirkiilasyonun 1-4
saatlerine kadar inmektedir. Ikincisi, preiskemik
hiperglisemik beyinlerde ahisilmigin diginda
lezvonlar gdozlenmistir. Normoglisemiden farkls
olarak SNPR (Subtansia nigra pars retikiilata),
singulate korteks ve talamik ¢ekirdeklerin
hiperglisemiden belirgin bigimde etkilendigi
gosteriimigtir (7,8). Deneysel ¢aligmalarda
preiskemik hiperglisemi olusturmak 1¢in, iskem
Oncesi organizmaya glikoz %50 konsantrasyonda
intraperitoneal olarak yliklenmekte ya da %25
konsantrasyonda intravendz infuze edilmektedir.
Bizim caligmamizda; streptozotosin 65 mg/kg in-
traperitoneal yoldan verilerek hiperglisemi
olusturuldu. Kisa stirelt hiperglisemide (4 gun) kisa
sureli (10 dakika) gegici iskeminin gesitli beyin
bolgelen uzerindeki etkisi incelend: ve kaydedilen
degisiklikler normoglisemtk iskemi grubu ile
karsilastiriids.

YONTEM

(Calismada Wistar tirii Albino erkek
sicanlar, kullamldi. Hiperglisemi olusturmak 1gin
65 mg/kg 1.P. Streptozotosin (STZ) injekte edildi.
Ertesi gtin kan seker diizeyleri 6lguldi. Kan gekers
433+105 mg/dl. Olarak bulundu. Streptozotosin
(STZ) uygulamasindan sonraki 4.gun siganlar
deneye alind:. Islemler sodyum pentotal anestezisi
(35 mg/kg 1.p.) altinda gergeklestirildi. Kan
basincint 6l¢mek i¢in femoral artere kanil
yverlestrildi. Madde vermek i¢in femoral vene kanu!
kondu. On beyin iskemisi olugturmak igin bilateral
karotis arterleri klampe edildi ve ortalama arteriyel
kan basinci distrilda. Kan ¢cekmek i¢in ekstemal
juguler vene ortalama ¢ap: 1.8 mm. olan silikon
kateter yerlestinildi. Kan basinc: 50 mmHg
dizeyinde sabit tutulmaya ¢ahsild: (9). 10 dakika
stiret 1skeminin ardindan 60 dakika boyunca
dokunun yeniden kanlanmasi saglandi. Deney
siresince kan basinct ve EEG kayitlan alind:.
skemik periyot EEG ile dogruland.
Resirkulasyonun sonunda sol kalpten, 350 ml.
pH:7.35 olan tampon i¢indeki %4’ Hik formaldehid
perflizyonu ile beyinler tespit edildi (10). Ertes: giin
beyinler ¢cikarildy ve histolojik inceleme 1¢in rutin
takibe alindi.

Beyinler 2.8 mm kalinhiginda dilimler
seklinde kesildi  ve derecelt etanol
konsantrasyonlarinda dehidrate edildi. Ksilol ile
seffaflastinldiktan sonra, parafine gomiildii, Daha
sonra Reichert mikrotomu ile 8 pm.lik ser1 kesitler
alind1 ve kesitler krezil-viyole ve asit fuksin ile
boyand: (10). Noron harabiyetini incelemek i¢in
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kesitler hipokampus, singulate korteks, pariyetal

korteks, talamus, substansia nigra bolgelerinden

alindi. Beyin kesitleri 151k mikroskopisi 1le
incelend:. Haraplanmig noronlar, 151k mikroskopu
ile x 400 biyiitmede, pembe asidofilik noronlar
sayllarak degerlendirildi. Pariyetal, singulate
neokorteks, hipokampus CA , CA ve CA,
bolgeleri, talamus ve subtansia nigra bolgeleri
incelendi. Noronal harabiyet 5 derece halinde
siniflandirild:. Derece 0 = Histolojik olarak nor-
mal, Derece 1 = her seksiyonda 1-5 patolojik
degisiklige ugramig ndéron, D.2 = hasarli néron oran:
<10%, D.3 = hasarli noron oran1 %10-50 ve D4 =
hasarli néron orani >%50. Biitiin yapiiardaki
harabiyet puanlandi. Her beyin yapisi i¢in
belirlenen oranlar kend: arasinda topland: ve ‘Beyin
Harabiyet Indeksi' ile degerlendirildi.

Deney Gruplari: Kontrol grubu (n=4),
Normoglisemi + iskemi grubu (n=6), Kisa siireli
hiperglisemi + Iskemi grubu (n=6).

BULGULAR

Histolojik incelemede; hipokampus CA ,
CA,, CA , singulate ve pariyetal korteks, talamus
ve subtansia nigra beyin bélgelerinde geridoniigstiz
hiicre harabiyetini gésteren asidofilik noronlar
sayildi. Asidofilik néronlar; anormal {iggen seklini
almis, sitoplazmasi agik kirmizi boya alan néronlar
olup; sitoplazmalari kirmizi olmasina kargin
cekirdekleri koyu mor olarak izlenmekteydi (Resim
1,2,3). Diger bir bulgu olan ‘'sponge’’lar ise;
perinoronal agikhik alanlan olup; astrosit ddemin:
ifade etmektedir (7).

Asidofilik néronlar her iki hemisferde
yukarida belirtilen bolgelerde sayildr ve
derecelendirildi. Sonuglarimiza gore; kontrol
grubuna (normoglisemi) gére, normoglisemi +
iskemi grubunda (NGI) 6 sigandan 3 tanesinin
beyninde 1. Derecede noronal harabiyet bulundu
(Tablo I-1I). Bu beyin bolgelerinde dentat girusta
astrosit 6demi mevcuttu.

Kisa siireli hiperglisemi + i1skemi grubunda
(KSHIG); 6 sican beyninden 2 tanesinde 2. Derece,
3 tanesinde 1. Derece ve | tanesinde 3. Derece
noronal harabiyet bulundu. Normoglisemi + Iskemi
grubuna gore; hiperglisemi + iskemi grubu
sicanlarda biitiin beyin bélgelerinde nekrotik hiicre
sayist artmig bulundu. Ozellikle singulate ve
pariyetal korteks ve talamusun ventromedial ve lat-
era] ¢ekirdeklerinde asidofilik hiicre sayisi anlamh
derecede artmmst: (p<0.001) (Tablo I-II).
Hiperglisemi + Iskemi grubunda asidofilik hiicre
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say1st %S0 civarinda tdi, Sadece kisa sirel;
hiperglisemi + 1skemi grubunda, subtansia nigrada
astdofilik hiicre gozlend:. Bu bulgu anlamh olup
(p<0.001), hiteratir verileri ile uygunluk
gostermektedir. Asidofilik néronlarm bulundugu
bolgelerde “'sponge’lar da 1zlendi (Resim 4).

NORMO-HIPERTANSIF SICANLARDA ISKEMI ..

TARTISMA

10 dakika on beyin 1skemist ve 1 saat
resirkulasyon periyodu uygulanan sicanlarda elde
ettigimiz sonuglara gore; normoglisemi + 1skemi
(NGI) grubunda %5.3 + 0.8 asidofilik (nekroze)
hiicre bulundu. NGI grubuna gore STZ ile kisa

siireli hiperglisemni + 1skemi grubunda asidofilik
hiicre %12.6+0.6 1d1, bu olduk¢a aniaml: bir

RESIM 1: Normoglisemi + iskemi grubunda normal (n) ve asidofilik (AN) néronlarin

gorinimu. x 100.
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RESIM 2: Kisa sireli hiperglisemi + iskemi grubunda normal (n) ve asidofilik boyanmuy
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RESIM 3: Kusa siireli hiperglisemi + iskemi grubunda normal (n) ve asidofilik boyanmis
noronlar (AN), damarlarin (d) ve “'sponge’ (ok) goriinimu. x 180.
. S ———
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RESIM 4: Kisa siireli hiperglisemi + iskemi grubunda asidofilik boyanmis néronlar (ok) ve

damarlann (d) goriinimu. x 50.
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TABLO I: Sol Hemisferde gesitli beyin boigelerinde % asidofilik noron sayisi

*p<0.05
**p<0.01
#e* p <0.001

TABLO II: Sag hemisferde ¢esitli beyin bélgelerinde % asidofilik noron say:s:

 GRUPLAR | ~ Kontrol G.(n=4) Normoglisemi-+skemi| Kisa sireli hiperglisemi
) ) _ | G.(n=6) +{skemi G.(n=06)
Hipokampus CA, 1 20.1 25308 4.5 £0.6** |
Hipokampus CAs 08+0.1 | 281208 |  4.15+08* 1
Hipokampus CA, 06+01 | 238+05 314009 1
—_— - —— - —— VS S ]
Singulate korteks 0 42+ | R.7 £ 244 |
Pariyetal korteks 0 12£0.5 48 129
Talamus i R  1.5%05 8.5 2 1 1*+* J
Substansia nigra 0 0 EC I |

GRUPLAR Kontrol G. ﬁnrmnglisc_lﬁj + Iskemi | Kisa siirels Hiperglisemu + ?
i (n=4) G.(n=0) Iskemi G (n=6) |
Hippokampus CA; 1203 i 13405 1 4+ {” |
| Hippokampus CA, t' 0 | 12x04 1 4x12% |
Hippokampus CA., 0 |8 %04 37 0.6 T
- _ - — —t !
Singulate korteks 0 44z O 8 1 200
Partyetal korieks [ 0 { +0.2 67 % |**e - ’
Talamus I~ 0 12204 20+ 0 6%**
Substansia nigra I 0 J[ " 0 B 566 1*** i

| - _ -

* p<0.05
** p <0.01
**%p < 0.00]

TABLO 111: Biitiin gruplarda ortalama beyin hiicre harabiyeti indeksi

rﬁlﬁ"_l;ir::ll?ll'yv:.:t Yoguﬁluk | 1 1 Ortalama nekrotik |
Derecesi 0 [ 2 3 4 | hiicre (asidofilik) say E

| ‘ T }

_ | — \
Kontrol G. | |
(Normoglisemi) (n=4) N 4 - - | - -| 08+0.1 o {‘

| Normoglisemi +Iskem: |
| - _ . - |
L‘(—;M)— ' —] 3 | 3 1 1 | 5.3+ 08 ] j
Kisa siirels ' %

1 Hiperglisemi +Iskem: - 3 2 l -11264 £ 0.6*** t
(n=6) | |

Derece 0 = Histolojik olarak normal
Derece | = %1-5 asidofilik noron
Derece 2 = %5-10 asidofiltk ndéron
Derece 3 = %10-50 astdofilik noéron
Derece 4 = %50-100 asidofilik noron

sa%n 0,001
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bulguydu (P<0.001) (Tablo 111). Bu

sonuglar literatiir verilenn 1ile uygunluk
gostermektedir (7,8,10,11). Normoglisemik
hayvanlarda iskemik harabiyet duyarl néronlarn
bulundugu-hipokampus-gibi bilgeye has, selektif,
daginik kiiguk alanlar geklinde bulundu. Ayrica
harabiyet hipokampus, neokorteks gibi alanlarda
sinirlt 1di. Bununla beraber iskemiden etkilenen
ndronlann biyyiik boliimii heniiz nekroze olmamisgt.
Sitoplazma ve membranlan normal goriiniimdeydi:.
Bu grupta dentat girusta kiiciik alanlarda sponge
gozlendi. STZ ile olusturulan kisa siireli
hiperglisemide hiicre harabiyeti hipokampus
CA ,CACA, bolgelen, neokortekse tlaveten,
substansia nigra, pars retikiilate, talamus
bolgelerinde genig alanlarda daha yogun bir
bigimde gozlendi. Ayrica 6demi 1fade eden
spongeler mevcuttu. Bu bulgular literatiir verileniyle
uygunluk igindedir. Bu ¢ahigmada hiperglisemi
normoglhisemiye gore iskemik harabiyeti daha
siddetlendirmis ve yayginlastirmisti.
Hiperglisemik kogullarda iskemik dokuda,
gltkoz oksidatif yolla metabolize olamamakta,
anaerobik glikoliz hizi artmaktadir. Bunun
sonucunda hiicre 1¢i pH diismekte ve intraselliiler
laktat biritkmeye baslamaktadir. Doku laktat
orantnun 17-20 mmol/kg olmasi hiperghsemide
hiucre harabiyeti olugumu agisindan esik deger

olarak kabul edilmektedir. Bu durum asidoz beyin

ddemi ve hiicre dliimiine neden olmaktadir

(12,13,14). Dahas infarkt alanlaninm gemslemesum

- yol agmaktadr.

Post iskemik kan glilmz konsantrasynnu
da iskemik beyin harabiyetinin diizeyini
degistirmektedir. Perflizyonun erken déneminde,
iskemik doku glikozu tercihen anaerobik glikoliz
yoluyla kullanir, bu da bir siire daha laktat
birikmesine yol acar. Asidozun, Ca *? birikimini
artirarak, glutamat/aspartat serbestlemesini
artirarak, astrosit aktivasyonunu inhibe ederek,
sitotoksik ve vazojenik beyin ddemi olugumunu
hizlandirarak, serbest oksijen radikallerinin
olusumunu hizlandirarak iskemik hiicre harabiyetini
daha da artirdif1 bildirilmektedir (13,14).

Bu ¢ahsmada, STZ ile olugturulan kisa
siireli hiperglisemide ortaya ¢ikan hiicre harabiyeti,
iskemiden hemen 6nce (20 dak) % 25-50’lik glikoz
ile olusturulan iskemik harabiyetin derecesi ile
yakindan iligkihh bulunmustur. Calismamiz,

hiperglisemik kogsullarda kisa stireli (10 dak) gecici

iskemi ve reperfiizyon (1 saat) periyoduna

noronlann ¢ok duyarh oldugunu ortaya koymakta

ve elde edilen sonuglar; klinikte kisa siireli kardiak
arest veya inme vakalarinda kan glikoz diizeyinin
iyi ayarlanmasi gerektigini diisiindiirmektedir.
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