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Bahar S, Dayan MO. Atlarda beyin hemisferlerine ait subs-
tantia grisea, alba ve ventriculus lateralis hacimlerinin Cava-
lieri prensibi kullanilarak hesaplanmasi.

Abstract

Bahar S, Dayan MO. Volumetric estimations of the gray mat-
ter, white matter and lateral ventricles on the brain hemisp-
heres in horses using Cavalieri principle.
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Amag: Yapilan bu arastirma ile atlarda beyin hemisferlerinin
bazi morfometrik 6zelliklerinin belirlenmesi ve son zaman-
larda veteriner sahada da kullanilmaya baslanan MRI/CT go-
riintiilerine ve dlglimlerine referans olmasi amag¢lanmakta-
dir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu amagla cinsiyet ve 1irk ayrimi gozet-
meksizin 5 at beyini kullanildi. Beyin hemisferlerine ait subs-
tantia alba, substantia grisea ve lateral ventrikiil hacmi he-
saplamalarinda Cavalieri prensibi kullanildi.

Bulgular: Arastirmada sag ve sol hemisfere ait hesaplamala-
r1 yapilan substantia alba, substantia grisea, lateral ventrikiil
hacmi ve total hacimler arasinda istatistiki fark belirlenmedi.

Oneri: Atlarda sag ve sol beyin hemisferlerinin volumetrik
ozelliklerinin benzer oldugu ve elde edilen verilerin bolge
morfolojisine ve gelecekte yapilacak arastirmalara katki sag-
layacag diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Cavalieri prensibi, at, beyin
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Aim: The aim of this study was to determine morphometric
features of the horse brain hemispheres and to be reference
MRI/CT images and measurements which recently started to
be used in veterinary field.

Materials and Methods: Brains of five horses of different
breeds and sexes were used. Volumetric estimations of the
gray matter, white matter and lateral ventricles of the cer-
ebrum were performed using Cavalieri principle.

Results: In this study, there were no significant differences
between volumes of gray matter, white matter, lateral ven-
tricules and the total volumes in the left and the right hemi-
spheres of brain.

Conclusions: The volumetric features of the left and the
right brain hemispheres in horses were similar. It is thought
that obtained data will contribute to the morphology of re-
lated region and the further studies.

Keywords: Cavalieri principle, horse, brain




Beynin stereolojik degerlendirilmesi

Giris

Sinir sistemi memelilerde i¢ ve dis ortamdan gelen
uyarilar1 alan, bu uyarilari degerlendiren ve gerekli tep-
kileri vermek lizere organize olmus kompleks bir sistem-
dir (Dyce ve ark 2002, Konig ve ark 2004). Bu sistem
morfolojik olarak merkezi (beyin ve medulla spinalis) ve
periferik sinir sistemi olmak tizere iki boliimden olusur
(Nickel ve ark 1975, Tecirlioglu 1977, Dursun 2008). Evcil
memeli hayvanlarda beynin gross ve kesitsel anatomisi at
(Getty 1975a, Nickel ve ark 1975), merkep (Oto ve Haz-
iroglu 2009), sigir (Getty 1975a, Nickel ve ark 1975),
koyun (Getty 1975a), keci (Getty 1975a), domuz (Getty
1975b), kopek (Miller 1964, Getty 1975b) ve kedide
(Getty 1975b) detayli olarak incelenmistir. insanlarda ve
bazi hayvan tiirlerinde yapilan posmortem ve antemor-
tem ¢alismalarda beyine ait substantia grisea, substantia
alba ve ventriculus lateralis hacim ve hacim oranlarinin
yasa ve bazi hastaliklara bagh olarak degistigi ortaya
konmustur (Mayhew ve ark 1990, Mayhew ve ark 1996,
Zhang ve Sejnowski 2000, Yiicel ve ark 2003, Sanfilipo
ve ark 2005, Staff ve ark 2006, Martola ve ark 2010, Ross
2011, Firlag ve ark 2013). Yapilan kaynak taramalarinda
atlarda yukarida belirtilen morfometrik verilerle ilgili
bilgilerin oldukg¢a sinirh oldugu gozlendi.

Temelde biyolojik dokularin etkin bir sekilde 6rneklemesi
esasina dayanan ve 1980’lerden sonra dokularda hacim,
ylizey alani, uzunluk ve sayisal parametrelerin tarafsiz
ve yiiksek dogrulukta hesaplanmasinda siklikla stere-
olojik teknikler tercih edilmektedir (Mouton 2002, How-
ard ve Reed 2005). Bu tekniklerden Cavalieri prensibi
kullanilarak gerceklestirilen ¢calismalarda at (Bahar ve ark
2013), rat (Bjugn ve Gundersen 1993), fare (Bjugn ve ark
1989, Bjugn ve Gundersen 1993) ve civciv (Turgut ve ark
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Resim 1. Diseksiyon sonrasi at beyni dorsalden goriiniim (A) ve agar ile
bloklanmis dorsalden (B) goriintim.
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2007) medulla spinalis’inin segmentlerine ait substantia
grisea ve substantia alba hacimleri ortaya konmustur.

Mevcutarastirmada atlarda Cavalieri prensibi kullanilarak
beyin hemisferlerine ait substantia grisea, substantia alba
ve ventriculus lateralis hacim ve hacim oranlarinin be-
lirlenmesi amagclandi.

Gerec¢ ve Yontem
Materyal

Arastirma 2008-2009 yillar1 arasinda S. U. Veteriner Fakiil-
tesi Binicilik Tesisinden cesitli ortopedik rahatsizliklar:
gerekcesiyle oOtenazisine karar verilen ve bu islemi
gerceklestirmek ve kadavra hazirlanmak lizere Anatomi
Anabilim Dalina tahsis edilen 5 hayvan (1 adet Pony 15
yash 230 kg disi, 2 adet Arap 13 ve 5 yash 300-340 kg
disi, 2 adet Ingiliz 10 ve 12 yash 420-450 kg erkek)’a ait
kadavra tzerinde gergeklestirildi. Arastirma proseduri
Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (Karar no: 2011/015-2011/03).

Diseksiyon

S. U. Veteriner Fakiiltesi Binicilik Tesisinden temin edilen
atlar uygun sekilde 6tenazisi yapildiktan sonra atlanto-
axialis eklem seviyesinden kesildi. Laboratuvar ortamina
getirilen at baslarina éncelikle her iki Arteria carotis com-
munis araciliiyla %0.9'luk NaCl soliisyonu verilerek dam-
arlardaki kan miimkiin oldugunca uzaklastirildi. Daha
sonra ayni damarlardan %10’luk formalin soliisyonu en-
jekte edilerek beyin cavum cranii igerisinde tespit edildi.
At baslarinin dorsal bdliimiinde bulunan deri ve yumugak
dokular uzaklastirildi. Calvarium uzaklastirildiktan
sonra beyin dura mater korunarak cavum cranii’den
¢ikarildi. Bu islemi takiben beyin tizerinden beyin zarlari
uzaklastirild1 ve agirliklar: hassas terazi ile hacimleri ise
Arsimet prensibi ile 6l¢iildi (Resim 1). Beyinler colliculus
rostralis'in hemen 6niinden yapilan transversal Kesitle
hemisferler ile medulla oblongata ve beyincik birbirlerin-
den ayrildi. Bu islemi takiben hemisfer hacimleri tekrar-
dan Arsimet prensibi kullanilarak 6l¢iildii ve kaydedildi.

Beyinlerin bloklanmasi

Kesit alinmasi esnasinda beyin dokusunun dagilmamasi
icin her bir beyin 250 mL distile su ve 17.5 g agar’dan
(Blood Agar, Biomerieux-France) hazirlanan karisim
97°C’de 10 dk kaynatildi. Berrak bir gortiniim alan agar
soliisyonu 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisinde
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Beynin stereolojik degerlendirilmesi

Resim 2. Bloklama sonrasi beyinden aliman boyama oncesi (A) ve
boyanmis (B) makroskobik transversal kesit.

beyin bulunan 6zel kaplara dokiilerek bloklama islemi
yapildi (Zarow ve ark 2004). Bloklar bir giin siireyle oda
1s1sinda bekletildikten sonra kesme islemine gegildi. Elek-
trikli salam dilimleme makinasi ile ortalama 4.74 mm ol-
mak lizere transversal dilimlere ayrildi (Resim 2A).

Makroskobik boyama

Transversal dilimlere ayrilan beyinlerde substantia
grisea’nin boyanmasinda kullanilan Berlin Blue boyan-
ma metodu (Oto 2007) asagida belirtildigi gibi modifiye
edilerek kullanildi. Tiim kesitler énce 12.5 g kristal fenol
+ 1.25 g bakrstlfat + 300 uL. HCI + 250 mL distile su ile
hazirlanmis soliisyonu igerisinde 60°C sicaklikta 5 dakika
bekletildi. Kesitler 10 sn buzlu suya daldirildiktan sonra
hazirlanmis %1’lik potasyum ferrosiyanid soliisyonunda
4 dk bekletildi. Daha sonra yaklasik 1 dakika akan soguk
suyun altinda yikanan kesitler son olarak %2’lik demirk-
loriir soliisyonunda 20 sn bekletildi. Boyanan kesitler Hp
Scanjet G4010 marka tarayiciyla 600 dpi ¢oziiniirliikte
tarandi (Resim 2B).

Hacim hesaplamalari

Hemisferlere ait substantia grisea (cortex cerebri
+ basal ganglionlar), substantia alba ve ventricu-
lus lateralis hacimlerinin belirlenmesinde Cavalieri
prensibi kullanildi. Hacim hesaplamalarinda Image]
programindan faydalanildi. Bu amagla kesit goriintiileri
tizerine farkli nokta sikliklarina sahip noktali alan 6lgtim
cetveli atildi (Resim 3). ilgilenilen her bir alan icin alan-
lara diisen noktalar ayr1 ayri sayildi. Beyinlerde ilgilenilen
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yapilarin hacimleri ise ayr1 ayr1 V= (a/p) x Y.P x t formilii
kullanilarak hesaplandi (Gundersen ve Jensen 1996).
Bu formiilde V= ilgilenilen yapinin hacmi, a/p = noktali
alan 6l¢iim cetvelinde yer alan bir noktanin alanini (sub-
stantia grisea ve alba icin 49 mm?, ventriculus lateralis
icin 4 mm?), Y'P = ilgilenilen yapi lizerine diisen toplam
nokta sayisini, t= ortalama kesit kalinligini (4.74 mm)
ifade eder (Gundersen ve ark 1999, Canan ve ark 2002,
Yiicel ve ark 2003, Howard ve Reed 2005). Tiim yapinin
hacmi Vip=V1+V2.....Vn formiilii ile hesaplandi (Bjugn ve
Gundersen 1993).

Hacim hesaplamalarinda hata katsayisinin (CE) tespiti

Hata katsayisi degerinin ozellikle hacim 6l¢limlerinde
%10’dan kii¢lik ya da esit olmas1 tercih edilmektedir
(Gundersen ve Jensen 1987, Gundersen ve ark 1999,
Garcia-Finana ve ark 2003). Stereolojik arastirmalarda
hata katsayisi hesaplamasinda birden fazla yontem
kullanilmaktadir (Gundersen ve Jensen 1987, West 1993,
Ohm ve ark 1997, Gundersen ve ark 1999, Garcia-Finana
ve ark 2003). Calismanin hata katsayilar1 daha énceden
bildirilen metoda goére hesaplandi (Gundersen ve ark
1999).

Istatistiksel analizler
Calismada beynin béliimlerinden elde edilen morfometrik
veriler bagimsiz t testi kullanilarak degerlendirildi (SPSS

17.0). p<0.05 degeri dnem sinir1 kabul edildi.

Bulgular

Arastirmada kullanilan 5 hayvana ait ortalama beyin
agirhig1 533+24.8 g, Arsimet prensibi kullanilarak elde

Resim 3. Boyanmis Kesitler tizerine Image] programi kullanilarak atilan
noktal alan 6lgiim cetveli (Her bir nokta 49 mm?).
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Tablo 1. Hemisferlerde Cavalieri prensibi kullanilarak elde edilen volumetrik veriler (mean+SEM).

Parametre Sol Sag Toplam
Substantia grisea mL 91.3+4.18 93.4+5.65 184.7
Substantia alba mL 84.8+5.59 83.8+6.51 168.6
Vetriculus lateralis mL 5.01+1.13 4.86+1.11 9.87
Toplam hacim mL 181.1£9.75 182.1+12.2 363.2

*Ayni satirda istatistiki fark belirlenmedi (P>0.05).

edilen ortalama beyin ve hemisferlerin hacmi degerleri
sirastyla 510£25.9 mL ve 384+20.8 mL olarak belirlendi.
Arsimet prensibi kullanilarak yapilan dl¢limlerde hemis-
ferlerin tiim beyin hacmine oran1 %75.3 olarak bulundu.
Ayni beyinlerin Cavaileri prensibi kullanilarak sag, sol
ve toplam hemisfere ait volumetrik verileri Tablo 1'de
sunuldu. Sag ve sol hemisferlere ait morfometrik veriler
arasinda istatistiki fark belirlenmedi (P>0.05).

Arastirmada substantia grisea, substantia alba ve lateral
ventrikilin toplam hemisfer hacimlerine orani sirasiyla
%°50.9, %46.4 ve %2.7 olarak tespit edildi. Hemisferlere
ait substantia grisea, substantia alba ve ventrikiil hacim
hesaplamalarinda hata katsayisi (CE) sirasiyla % 3.1,
%4.1 ve %4.6 olarak gerceklesti.

Tartisma

Beyin hemisferleri dista cortex cerebri ile i¢cte subcortical
cekirdeklerin olusturdugu substantia grisea, yine icte cor-
tex cerebri ile subcortical ¢ekirdeklerin farkli merkezlerle
baglantisini saglayan miyelinli sinir liflerinin olusturdugu
corona radiata olarak isimlendirilen substantia alba ve
icerisinde beyin omurilik sivisinin bulundugu ventriculus
lateralis’ten olusur (Getty 1975ab, Tecirlioglu 1983, Dur-
sun 2008).

Yapilan ¢alismada atlarda ortalama beyin agirhg: 533 g,
relatif agirlik ise 0.15 olarak belirlendi. Arastirmada be-
lirlenen bu veri Nickel ve ark (1975)'1n at i¢in bildirdigi
(0.12-0.17) sonuglarla paralellik gdsterirken, Mayhew ve
ark (1990) ile benzerlik géstermemektedir. Oto ve Haziro-
glu (2009) merkep i¢in bu degeri 0.26 olarak bildirmistir.

Mayhew ve ark (1996) yaptiklari ¢alismada atlarda
(385+£15.6 kg) beyin hacmini 603 mL olarak bildirmis,
sunulan calismada bu deger ortalama 510 mL olarak
bulunmustur. Bu durumun c¢alismalarda kullanilan
hayvanlara ait irk, cinsiyet ve yas gibi farklihiklardan
kaynaklanabilecegi sonucuna varildi.

Mayhew ve ark (1990) tespit edilmis at beyninde Caval-
ieri prensibini kullanarak toplam hemisfer hacmini 326.3
mL olarak tespit etmislerdir. Ayni metodun kullanildig1
bu ¢alismada toplam, sag ve sol hemisferlere ait ver-
iler basarili bir sekilde tespit edildi (Tablo 1). Mevcut
arastirmada Arsimet prensibi ile yapilan toplam hemis-
fer hacim 6l¢iimiiniin ve Cavaileri prensibi ile elde edi-
len degerden %5.5 fazla oldugu gézlendi. Arastirmamiz
Arsimet prensibinin beyin gibi organlarin hacim 6l¢iim-
lerde basarisinin sinirli oldugunu géstermektedir.

Mayhew ve ark (1996) yaptiklar1 c¢alismada at, sigr,
domuz, keci, kdpek, kedi ve tavsanda toplam hemisfer
icerisindeki substantia grisea oraninin yaklasik olarak
%50 oldugunu bildirmisler, substantia alba ve ventricu-
lus lateralisler i¢in ayrintili bir sonug bildirmemislerdir.
Yapilan ¢alismada substantia grisea oran1 Mayhew ve ark
(1996) ile benzerlik gosterirken, substantia alba ve ven-
triculus lateralis i¢cin bu degerler sirasiyla %46.4 ve %2.7
olarak tespit edildi.

Yapilan literatiir taramalarinda atlarda ventriculus
lateralis’lerin volumetrik 6zelliklerine iliskin bir bilgiye
ulagilamadi. Bu ¢alisma ile atlarda ventriculus lateralis
hacminin sag ve solda benzer oldugu tespit edildi (Tablo

1).
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Cavalieri prensibiyle yapilan volumetrik hesaplamalar-
da CE degerinin %10 ve altinda olmasi ilgili calismanin
giivenilirliginin 6nemli bir gostergesidir (Gundersen ve
Jensen 1987, Gundersen ve ark 1999, Garcia-Finana ve
ark 2003). Arastirmamizda elde edilen CE degerleri bu
giiven sinirinin i¢indedir.

Oneriler

Arastirmada kullanilan boyama metodunu substantia gri-
sea ve substantia alba ayriminda oldukea basarili oldugu
ve yapilan morfometrik hesaplamalarda at beyninin sag
ve sol hemisferleri arasinda fark olmadigi ifade edile-
bilir. Ayrica ¢alismada sunulan veriler, at beyni lizerinde
yapilacak benzer morfometrik ¢alismalar i¢in referans
olarak kullanilabilir.
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