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0z
Amag: Taradigimiz tiim ingilizce literatiirde Subaraknoid Kanama (SAK) tedavisinde siklikla kullanilan %20 mannitoliin
serebral vazospazm {izerine etkilerinin incelenmedigini gérdiik. Bu nedenle bu ¢alismada tavsanlarda deneysel SAK

modelinde bir osmotik diiiretik ajan olan ve kafa ici basin¢ artis1 sendromu (KiBAS) durumunda siklikla kullanilan
intravendz %20 mannitol uygulamasinin serebral vazospazm iizerine etkilerini incelemeyi amagladik.

Yontemler: Calismamizda 28 adet Yeni Zelanda beyaz tavsani kullanildi. Tavsanlar Grup 1 (kontrol, n=7),Grup 2 (SAK
(+), n=7),Grup 3 (SAK(-)%20 Mannitol (+), n=7), Grup 4 (SAK(+), %20 Mannitol(+), n=7) olmak lizere 4 gruba ayrildi.
Deneysel SAK modeli Grup 2 ve 4’teki tavsanlarin sisterna magnalarina otolog arteryel kan verilerek SAK olusturuldu.
Grup 3 ve 4’teki tavsanlara 1gr/kg/giin % 20 mannitol 4 esit doza béliinerek 3 giin siire ile intravenoz olarak verildi.

Tiim tavsanlar SAK olusumunu takip eden 72.saatte sakrifiye edilerek beyin beyin sap1 global olarak ¢ikarilip fiske edildi.
DeneKklerin baziller arterlerinden elde edilen kesitler Hematoksilen ve Eosin ile boyanarak mikroskop altinda incelendi.

Bulgular: Elde edilen baziller arter kesitlerinde damar kalinligi, damar ¢api, liimen ¢api, liimen kesit alan1 ve damar
toplam alanlar1 6l¢iildii. Grup 1,3,4 arasinda damar duvar kalinlig1 yoéniinden anlamh fark saptanmadi(p=0,01). Tiim
gruplar arasinda en fazla damar duvar kalinligi1 grup 2’de 6l¢iildii. Grup 1 ve 3 karsilastirildiginda baziller arter limen
¢aplar1 arasinda anlamh fark saptanmadi (p=0,46). Grup 1,2,4 liimen ¢aplar1 arasinda fark saptanmadi. Baziller arter
liimen kesit alanlar1 arasinda da anlamli fark saptanmadi (p=0,08).

Sonug¢: %20 Mannitol tedavisinin Subaraknoid kanama deneysel modeli sonrasi gelisen serebral vazospazm iizerine
olumlu veya olumsuz herhangi bir etkisinin olmadig1 saptandu.

Anahtar kelimeler: Subaraknoid kanama, serebral vazospazm, mannitol, baziler arter, deneysel subaraknoid kanama
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Effects of IV 20% Mannitol on Cerebral Vasospasm in an Experimental Subarachnoid
Hemorrhage Model in Rabbits

Abstract

Objective: We found that the effects of 20% mannitol, which is frequently used in the treatment of subarachnoid
hemorrhage (SAH), on cerebral vasospasm have not been investigated in the English literature. Therefore, in this study,
we aimed to investigate the effects of intravenous 20% mannitol, an osmotic diuretic agent frequently used in the
treatment of increased intracranial pressure syndrome (ICPPS), on cerebral vasospasm in an experimental SAH model in
rabbits.

Method: In our study, 28 New Zealand white rabbits were used. The rabbits were divided into 4 groups as Group 1
(control, n=7), Group 2 (SAH(+), n=7), Group 3 (SAH(-), 20% Mannitol(+), n=7), Group 4 (SAH(+), 20% Mannitol(+), n=7).
Experimental SAH model SAH was induced by injecting autologous arterial blood into the cisterna magna of rabbits in
Groups 2 and 4. Rabbits in groups 3 and 4 received 1 g/kg/day 20% mannitol intravenously for 3 days divided into 4
equal doses.

All rabbits were sacrificed at the 72nd hour following SAH formation and the brain brainstem was removed globally and
fixed. Sections obtained from the basilar arteries were stained with Hematoxylin and Eosin and examined under a
microscope.

Results: Vascular thickness, vessel diameter, lumen diameter, lumen cross-sectional area and total vessel area were
measured in the basilar artery sections obtained. There was no significant difference between groups 1,3,4 in terms of
vessel wall thickness (p=0.01). Among all groups, the highest vessel wall thickness was measured in group 2. There was
no significant difference in basilar artery lumen diameter between groups 1 and 3 (p=0.46). No difference was found
between the lumen diameters of groups 1,2,4. There was also no significant difference between basilar artery lumen
cross-sectional areas (p=0.08).

Conclusion: It was determined that 20% mannitol treatment had no positive or negative effect on cerebral vasospasm
that developed after the experimental model of subarachnoid hemorrhage.

Keywords: Subarachnoid hemorrhage, serebral vasospasm, mannitol, basilar artery, experimental subarachnoid
hemorrhage.

GIRIS basina tami Kkoydurmasada klinik tanmiy

Spontan  subaraknoid  kanama  (SAK); destekler.

subaraknoid boslukta meydana gelen ve siklikla SAK sonrasi KiBAS'dan intraventrikiiler
anevrizma ruptirine bagh olarak meydana kanama, intraparankimal kanama ve beyin
gelen kanama olarak tanimlanirl2. Tim o6demi gibi etkenler sorumlu tutulmaktadir.

inmelerin %5-10"unu olusturdugu Hematomun bosaltilmasi, ventrikiiler kateter
bilinmektedir3. Mortalite ve morbiditesi yerlestirilmesi, sedasyon, farmakolojik tedavi
oldukca yiiksek bir patoloji olup bu durumdan ve ventilasyonun diizenlenmesi

tekrar kanama (rebleeding) ve vazospazm uygulanabilecek tedavi yontemlerindendir?.
sorumlu tutulmaktadirt. Vazospazm ise
subaraknoid kanama ile iliskilendirilmistir>.
Kanamanin 3. gliniinden itibaren ortaya ¢ikan
arter limenindeki daralmanin siddetine bagh
olarak, gec norolojik kayip, bas agris1 ve klinik
kotiilesme serebral vazospazmi akla
getirmelidir®. Radyolojik olarak gosterilmesi tek

%20 mannitoliin kafa i¢i basincini azalttig
gosterildikten  sonra  KIiBAS'da  siklikla
kullanilan bir ajan haline gelmistir8. %20
mannitol plazma ve beyin dokusu arasinda
ozmotik basing farki olusturarak 6dem sivisinin
beyinden plazmaya gecisini saglar®.
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Bu calisma ile SAK sonrasi gelisebilen KiBAS
tedavisinde kullanilan mannitoliin tavsanlarda

deneysel SAK sonrasinda gelisen serebral
vazospazm  lzerine etkisini  incelemeyi
amacladik.

YONTEMLER

Bu deneysel ¢alisma, Dicle Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan 14.01.2015
tarih ve 2015/6-8 onay numarasi alindiktan

sonra gergeklestirildi. Calisma Dicle
Universitesi saghk arastirmalari
laboratuvarinda uygun kosullarda
gergeklestirildi.

Calismaya toplam 28 adet Yeni Zelanda Beyaz
Tavsani dahil edildi. Bu denekler her grupta 7
denek olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Tavsanlar
kontrol grubu, SAK olusturulmayip sadece %20
Mannitol verilen grup, SAK olusturulup %20
Mannitol verilmeyen grup ve SAK olusturulup
%?20 Mannitol verilen grup olmak iizere 4 gruba
ayrildi (Tablo 1).

Tablo I: Gruplar

Grup 1 |Kontrol

Grup 2 SAK (+)

Grup 3 SAK(-), Mannitol (+)
Grup 4 SAK (+) + Mannitol (+)
Cerrahi Teknik

Deney giinii tavsanlarda 8 saatlik ac¢lik sonrasi
anestezi olarak 80 mg/kg ketamin hidroklorid
(Ketalar®; Pfizer, istanbul, Tiirkiye) ve 10
mg/kg xylazin hidroklorid (Rompun®; Bayer
Healthcare, Leverkusen, Almanya) ile anestezi
uygulandi. Anestezi sonrasi denekler kendi
solunumlarina birakildi.

SAK modeli olusturma; Genel anestezi sonrasi
deneklerin basi hafif fleksiyonda iken
palpasyonla oksiput ile servikal 1. vertebra
arasi tespit edildi. Tiras sonrasi yaklasik 1
cm’lik cilt insizyonu sonrasi adale diseksiyonu
yapildi. Oksiput ile servikal 1. vertebra mesafesi
aciga cikarildi (Figiir 1). Bu alandan instlin
enjektori.  yardimi ile sisterna magnaya
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ulasilarak yaklasik 1 cc beyin omurilik sivisi
(BOS) bosaltildi. BOS bosaltma islemi sonrasi
denegin kulak arterinden aliman 2 cc kan
sisterna magnaya enjekte edildi (Figir 2).
Boylelikle SAK modeli olusturulurken KIBAS
gelisimini de sagladik. SAK olusturulduktan
sonra hayvanlar 45 derecelik trendelenburg
pozisyonunda 15 dakika bekletildi. Sonrasinda
primer kapama yapildi.

Figur 2. Sisterna magnaya kan enjeksiyonu islemi

Grup 3 ve grup 4’deki hayvanlara %20 mannitol
kulak venlerinden intravendéz yoldan verildi.
%20 mannitol, SAK sonrasinda 12. saatte
baslamak tlizere tli¢ glin siire ile 6 saatte bir
1gr/kg/giin dozunda uygulandu.

72. saat sonunda yine genel anestezi saglanip
torakotomi yapilan deneklerin desendan
aortalar1 bulunarak klemp ile kapama yapildi.
Sol ventrikiilleri 14 F nelaton sonda ile kantle
edilip buradan 1000 ml ringer laktat solusyonu
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verildi. Beyin perfiizyonunu takiben kalbe geri
dénen siv1i sag atrium agilarak bosaltildi.
Ardindan 100 ml %2'lik gluteraldehit solusyonu
verilerek  vaskiiler yapilarin fiksasyonu
saglandi. Perflizyon ve fiksasyon islemini
takiben genis kraniektomi yapilarak beyin ve
beyin sap1 global olarak c¢ikarildi (Figlr 3).
Cikarllan  dokular  formaldehit icerisine
konularak +4 derecede muhafaza edildi. Bu
dokulardan beyin sap1 dikkatlice ayrildi.
Takiben, baziler arter yataginda kalacak sekilde
boyu 5 mm ve eni 4 mm olan preperatlar
mikroskop altinda hazirlandi ve parafine
gomildi. Parafin bloklar hazir hale geldikten
sonra her denegin baziler arterinden 0.5 mikron
kalinliginda 3 adet Kkesit alindi. Kesitler
hemotoksilen eozin boyasiyla boyanarak
incelemeye hazir hale getirildi. Preperatlar
mikroskop altinda 20X biiylitmede incelenerek
tim kesitlerin fotograflan cekildi. Cekilen bu
fotograflar lizerinden baziler arter liimen ¢api
ve baziler arter duvar kalinliklart mikronmetre
olarak baziler arter liimen kesit alanlar ise
mikronmetrekare olarak olgiildi. Bu ol¢iimler
icin Spot Windows:Version 4.1 bilgisayar
programi kullanildi (Figiir 4).

Figur 3. islem sonrasi ¢ikarilan beyin ve beyin sapi

Figir 4. Histopatolojik inceleme ve 6lgiim 6rnegi
istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
SPSS for Windows 22.0 paket programinda
yapildi. Tip I hata (a) 0.05, testin giicii (1-8)
0.95, etki biiytikliigii d=0.85 (large) ve alternatif
hipotez tek yonli iken tek ornek t testi
kullanilarak anlaml bir fark bulunabilmesi i¢in
gerekli olan oOrneklem buyukligi 28 olarak
hesaplandi. Gruplara gore ortalamalar1 elde
etmek icin ANOVA (tek yonlii varyans analizi),
gruplar arasi farki incelemek amaciyla ise
Kruskall Wallis testi uygulandi. p<0.05 olarak
degerlendirilen veriler anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Tavsanlar 4 grup altinda incelendi. Alinan baziler
arter Kkesitlerinde damar kalinhigi, limen caps,
damar capi, limen kesit alanlar1 ve damar toplam
alani olciildi (Tablo 2).

Deneysel olarak gerceklestirilen SAK ve kontrol
grubunda damar kalinlig1 gruplara gore incelendi.
Grup 1 (kontrol grubu) ile Grup 2 (SAK
olusturulmadan sadece % 20 Mannitol verilen
grup) Kkarsilastirildiginda baziler arter damar
kalinliklar1 arasinda anlamhi bir degisiklik
olmadigi saptandi. Grup 1, Grup 2 ve Grup 4 (SAK
olusturulup % 20 Mannitol verilen gruplar)
arasinda damar kalinlig1 yoniinden anlamh fark
saptandi1 (F=4,002 p=0,01). Tiim gruplar i¢cinde en
fazla damar kalinlig1 Grup 2’de bulundu (Tablo 2).
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Deneysel olarak gerceklestirilen SAK ve kontrol
grubunda liimen c¢ap1 gruplara gore incelendi.
Grup 1 ile Grup 3 karsilastirildiginda baziler arter
limen c¢aplar1 arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (p>0.05). Grup 1, Grup 2 ve Grup 4’'de
gruplar arasinda liimen c¢ap1 yonlinden anlaml
fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 2).

Deneysel olarak gerceklestirilen SAK ve kontrol
grubunda liimen c¢apindan hesaplanan liimen
kesit alanlar1 gruplara gore incelendi. Kontrol
grubu ile SAK olusturulmadan sadece % 20
Mannitol verilen grup karsilastirildiginda baziler
arter limen alanlar1 arasinda anlamli bir fark
olmadig1 saptandi (p>0.05) (Tablo 2).

Kontrol, SAK olusturulan ve SAK olusturulup % 20
Mannitol verilen gruplar arasinda liimen alani
yoniunden anlamh fark saptanmadi (p>0.05).
Liimen kesit alan1 SAK olusturulup tedavi verilen
grupta, SAK olusturulup tedavi verilmeyen gruba
gore anlamli fark bulunmadi (Tablo 2).

Tablo II: Deneklerin baziler arter dlgtimleri

Duvar Limen Toplam Limen | Toplam
kalinhigir | alani alan capi cap
(um) (1m?) (Hm2) (hm) (um)
Grup | 131,53 162166,4 | 424170,5 2237 2771
1 127,6 65648,21 | 321928,7 1723 2519
142,3 72704,07 | 279231,8 1035 1944
115,13 49208,3 214349,3 1169 1849
128,6 66530,01 | 316486,4 1568 2306
125,5 80350,7 325441,4 1678 2512
133,5 86648,45 | 297466,7 1741 2601
Grup | 165,3 73245,17 | 370637,4 1401 2371
2 122 11514,99 | 316511,4 1253 2050
142,86 92344,58 | 301194,3 1114 1952
171,16 67699,2 333878,9 1013 2089
159,53 75419,89 | 316087,7 1551 2349
251,23 62111,82 | 320144,2 1353 2084
255,81 66880,14 | 334845,6 1192 2247
Grup | 141,86 98712,6 296851,7 1315 2311
3 165,13 90405,1 287125 1257 2072
143,9 82605,94 | 302757,6 1095 2066
175,23 135985,7 | 437167,8 2736 3507
132,56 90921,11 | 285020,4 1271 2099
148,61 95651,4 311720,5 1480 2382
154,84 103845,6 | 331290,6 1592 2452
Grup | 1412 118963 362741 1527 2215
4 128,83 103180,8 | 319827,9 1326 2129
135,96 48624,46 | 211916,3 866 1848
182,28 76377,21 | 397759,9 2060 2790
134,56 189952,7 | 453011,3 1682 2431
136,47 102484,6 | 332564,3 1290 2114
152,52 113644,3 | 365772,8 1681 2342
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TARTISMA

SAK geciren hastalarda asil sorun, intrakranial
arterlerdeki kalic1 vazospazm sonucu 3 ve 14.
glinler arasindaki subakut donemde gelisen
semptomatik beyin iskemisidir. Bircok deneysel
ve klinik calismaya ragmen etkin bir tedavisi ve
o6nleme yontemi bulunamamistirl0. SAK sonrasi
ilk iki hafta icinde serebral vazospazm varligi
mortaliteyi belirgin artirmaktadir??.

Vazospazm radyolojik olarak ilk kez 1951’de
gosterilmistir. Bu donemden sonra bir¢ok
calismaya konu olmustur. Yapilan ¢alismalarda
SAK geciren hastalarin %70’inde radyolojik
vazospazm goriilirken ancak %30-40'1nda
semptomatik  serebral iskemi  gelistigi
gozlenmistir+12.13,

SAK sonrasi gelisen vazospazm halen deneysel
norosirurjinin 6nem arz eden konularindan biri
olmakla beraber etkin bir insan benzeri model
yoktur ve arastirmalarda kopek, sican, primat,
fare ve tavsan gibi hayvan modelleri
kullanilmaktadiri. Calismamizi kolay
bulunabilmeleri, kolay ¢alisilabilmeleri ve daha
once yapilmis calismalar olmasi nedeniyle
tavsanlar lizerinde gergeklestirdik.

Literatiirde tavsanlarda cesitli tekniklerle SAK
modeli olusturulmast ile ilgili yontem
mevcuttur. Bu yontemler arasinda orta serebral
arter ve sagittal sinlise parasagital kraniyotomi
ile veya baziller artere ponksiyon ile SAK modeli
olusturma tariflenmistirl>. Bilateral karotid
arter baglanmasini takiben sisterna magnaya
otolog kan enjekte ederek subaraknoid kanama
modeli daha 6nce denenmis olup anjiyografik
vazospazmin maksimum 3 ve 4. gilinlerde
oldugunu gosteren calismalar mevcutturl®. Biz
SAK modeli olarak sisterna magnaya otolog kan
enjeksiyon yontemini kullandik. Vazospazmin
pik giinii olan 3. giinii ise diseksiyon glinii olarak
belirledik.

Deneysel vazospazmin degerlendirmesinde
anjiyografi, transkranial doppler ve histolojik
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Olciimler yaygin kullanilan yontemler olup
bolgesel serebral kan akiminin o6lciilmesi ve
transkranyal magnetik stimulasyon gibi
yontemler de tariflenmistirl4. Biz calismamizda
halen giivenilir ve sik kullanilan bir yontem
olmasinin yaninda kontrolii ve tekrar1 miimkiin
olan kantitatif veriler saglayabilmesi nedeniyle
histolojik o6l¢timlerle degerlendirme yapmayi
tercih ettik.

Mannitol 1962’de kafa i¢i basincinin azaltici
etkisinin en az hipertonik ilire kadar oldugu
gosterildikten sonra norosirirjide kullanimi
yayginlasmistir8. Mannitol viicutta metabolize
edilmez ve plazma proteinlerine baglanmaz.
Travmatik beyin 6deminin tedavisinde en fazla
kullanilan ajandiré. Plazma ve beyin arasinda
bir ozmotik basin¢ farki olusturarak 6dem
sivisinin beyinden plazmaya gecisini saglar18-20,
Kafai¢i basinci diisiirticti etkisinin baslamasi 1-
5 dakika arasindadir. Maksimum etkisi 20-60
dakikadir. 0,25 gr/kg mannitol dozunun bazi
hastalarda kafaici basincini azaltmada yeterli
oldugu gosterilmistir. SAK sonrasinda gelisen
parankimal hematom ve KiBAS durumlarinda
mannitol noérosirurji pratiginde sik kullanilan
bir ajandir. Ayrica anevrizma cerrahisi 6ncesi
herniasyon riskini azaltmak, retraksiyon
komplikasyonlarini azaltmak amacgh Kkafaici
basincini  diisiirmek icin siklikla mannitol
kullanilmaktadir. Albumin, mannitol,
hipertonik sodyum klorid, gliserin ve dekstran

gibi  hiperosmotik/hiperonkotik  ajanlarin
ozellikle intratekal, intrasisternal ve
intraserebroventrikiiler uygulanmasinin

antioksidan ve koruyucu etkisi ile beyin 6demi
lizerine deneysel calismalarda gdosterilmis
etkinligi  oldugu  gorilmistiir?l.  Ancak
bildigimiz kadari ile ve taradigimiz tiim Ingilizce
literatiirde SAK tedavisinde siklikla kullanilan
%20 mannitolun serebral vazospazm Tlzerine
etkileri incelenmemistir. Bu nedenle biz bu
calismada intrasisternal olarak uygulanan
mannitoliin  serebral vazospazm {izerine
etkilerini incelemeyi amacladik. Calismamizda

yer alan dort grup karsilastirildiginda baziler
arter kesit alanlar1 ve baziler arter liimen
caplar1 arasinda istatistiki olarak anlaml fark
bulunmadi.

SONUC

SAK olusturulup tedavi alan grupta baziler arter
caplar1 ve limen kesit alanlar1 SAK olusturulup
tedavi almayan gruba gore anlamh fark
bulunamamistir. %20 mannitoliin serebral
vazospazm gelisimi lizerine olumlu veya
olumsuz herhangi bir etkisinin olmadig:
sonucuna varimistir. Bizim bu calismamiz bu
konuyla ilgili bir 6n ¢alismadir. Daha genis
sayidaki deneklerle ve daha farkl dozlarda %20
mannitol ile ileri deneysel calisma yapilmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismanin Kisithhiklari: Sinirh sayida denek
tizerinde yapilmis olmasi, denek tizerinde kullanilan
maddenin insan {lizerinde de birebir benzer etki
gosterip gostermeyecegi bilinmemektedir. Ancak
daha genis sayida ve farkli denek gruplan
tizerindeki etkisinin incelenmesi sonrasinda belki
postmortem c¢alismalara oOnciilik etmesi icin
kullanilabilecek bir ¢alisma olabilecektir.

Etik Kurul Onayri: Bu deneysel calisma, Dicle
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan 14.01.2015 tarih ve 2015/6-8 onay
numarasi alindiktan sonra gerceklestirildi. Calisma
Dicle Universitesi saglk arastirmalari
laboratuvarinda uygun kosullarda gergeklestirildi.
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