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Ozet

Ekstrinsik g6z kaslarinin motor uyarimini saglayan n. oculomotorius, n. trochlearis ve n. abducens'in transversal kesit alanlari ve
icerdigi myelinli akson sayilarinin belirlenmesi amaglandi. Calismada 3 disi, 3 erkek yetiskin at kullanildi. Doku &rnekleri sinirlerin cavum
subarachnoideale'de seyreden bélimlerinden alindi. Parafin bloklarihazirlanan dokular 4 um kalinhginda transversal olarak rotary mikrotom
ile kesildi, Masson trikrom ile boyandi. Sinirlerin kesit alanlari Cavalieri metodu ile icerdikleri myelinli akson sayilari ise parcalama yontemi
ile arastirildi. Sag ve sol goze ait sinirlerin kesit alanlari ve icerdikleri myelinli akson sayilar arasinda istatistiki bir fark gézlenmediginden
sinirlerin akson sayilar taraf ayirt etmeksizin tek bir veri olarak (median) degerlendirildi. Sinir kesitlerinin alanlari n. oculomotorius, n.
trochlearis ve n. abducens icin sirasi ile 2.647 mm2, 0.511 mm?ve 1.092 mm? olarak, myelinli akson sayilariise sirasiile 13.523,2.034 ve 4.151
adet olarak tespit edildi. Atlarda lll, IV ve VI. ¢ift kranial sinirlerin transversal kesit alanlarinin ve myelinli akson sayilarinin belirlendigi calisma
sonuglarinin bu alandaki bilgi birikimine katki saglayacagi ve gelecekte yapilacak ¢alismalara isik tutacagi sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: At, Cavalieri metodu, Kranial sinirler, Myelinli akson sayisi, Parcalama

The Area of Cross Sections and the Number of Myelinated Axons
of Cranial Nerves lll, IV and VI of Adult Horse

Summary

It was aimed to determine the number of myelinated axons and the area of cross sections of oculomotor, trochlear and abducens
nerves providing motor innervation of extrinsic muscles of the eye. The study included 3 male and 3 female adult horses. Tissue samples
were taken from the part of nerve being in subarachnoid space. Paraffin blocks of tissues were prepared and cut with a rotary microtome
transversely at a thickness of 4 um and sections were stained with Masson’s trichrome. The area of cross sections was determined with
Cavalieri’s method and the number of myelinated axons was calculated by fractionator technique. There were no statistically significance
of cross sectional areas and the number of myelinated axons of the right and the left sides, thus the data belonging to both sides were
accepted as a single data (median). The areas of cross sections of oculomotor, trochlear and abducens nerves were calculated to be
2.647 mm? 0.511 mm? and 1.092 mm? and the number of myelinated axons 13.523, 2.034 and 4.151 respectively. The results of the study
performed to determine the area of cross sections and the number of myelinated axons of lIl., IV. and VI. cranial nerves of the horse will
contribute to the knowledge of this area and shed light on the studies to be conducted in the future.

Keywords: Horse, Cavalieri’s method, Cranial nerves, Number of myelinated axons, Fractionator

G0z kaslarinin motor uyanimi somatik efferent sinifinda  visseral efferent (parasempatik) liflere sahiptir '. N.
yer alan nervus oculomotorius, nervus abducens ve nervus  oculomotorius somatik efferent lifleri ile g6ziin pozisyo-
trochlearis tarafindan saglanir. Bu sinirler genel fonksiyon,  nunda, parasempatik lifler aracihdi ile de g6ziin akomo-
filogenetik ve kdken acisindan birbirlerine benzer yapi-  dasyonunda rol almaktadir 2. S6z konusu sinirlerde hem
dadirlar. Nervus oculomotorius digerlerinden farkli olarak  myelinli hem de myelinsiz sinir lifleri bulunmaktadir 3.
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GOz kaslariin innervasyonunu saglayan sinirlerde akson
sayilari rat ', kedi *, kdpek * ve koyunda® yapilan histomorfo-
metrik arastirmalarla ortaya konmustur. Ancak yapilan
kaynak taramalarinda atlarda bu sinirlerin morfometrik
ozellikleriyle ilgili bir bilgiye ulasilamamistir.

Stereolojik metotlar icerisinde yer alan parcalama
yontemi ilk defa Mayhew 6 tarafindan sinir dokusunun
morfometrisinin dederlendirilmesinde ve sinir liflerinin
sayllmasinda kullaniimistir. Bu yontem gelisen bilgisayar
yazihmlarinin destegi ile glinimiizde ¢cok daha kolay kulla-
nilabilir hale gelmistir. Bilgisayar destekli parcalama yonte-
mi sinir liflerinin sayisi, akson ve myelin kalinliklari ve sinir
liflerinin sinir kesiti icerisindeki dagiiminin tespitinde etkili
ve pratik bir yontem olarak kullanilmaktadir ’.

Bu arastirma ile ergin atlarda g6z kaslarinin sinirsel
uyarimina katilan n. oculomotorius, n. trochlearis ve n.
abducens’in transversal kesit alanlari ve myelinli akson
sayllarinin stereolojik yontemlerle belirlenmesi amaclandi.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Arastirma, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Binicilik
Tesisinden cesitli ortopedik rahatsizliklar gerekcesiyle ote-
nazisine karar verilen ve bu islemi gerceklestirmek ve
kadavra hazirlanmak tizere Anatomi Anabilim Dalina tahsis
edilen 6 attan (1 adet Pony 15 yash 230 kg disi, 2 adet arap
13 ve 5 yash 300-340 kg disi, 1 adet Belgika 15 yash 480 kg
erkek, 2 adet ingiliz 10 ve 12 yash 420-450 kg erkek) temin
edilen materyaller lzerinde gerceklestirildi. Calisma, Selcuk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (SUVFEK, 2011/100).

Metot
- Dokularin Tespiti ve Hazirlanmasi

Hayvanlar %10'luk kloral hidrat (80 mg/kg, IV) & ile genel
anesteziye alindiktan sonra a. carotis communis’e yerles-
tirilen kanul vasitasi ile kani bosaltilarak 6tenazi gercek-
lestirildi. Ayni kanl vasitasi ile fizyolojik tuzlu su verilerek
damarlarin temizlenmesi saglandi. Bu islemi takiben her
bir hayvan icin hazirlanan %10’luk yaklasik 40 L formalin
solliisyonu usulline uygun bir sekilde a. carotis communis’
teki kandl araciligi ile hayvanlara verilerek oda isisinda
tespiti saglandi. Tespit islemini izleyen yedinci glinde
hayvanlarin baslari atlanto-occipital eklemden ayrildi ve
15 glin stresince %10 formalin solusyonu iceren tanklarda
bekletildi. Bu siire sonunda beyinler dura mater korunarak
cranium'dan uzaklastirildi. Bu islemi takiben ventral yak-
lasimla dura mater acildi ve lll, IV ve VL. cift kranial sinirler
dura mater'e girdikleri bélgeden ensize edilerek sinirlerin
cavum subarachnoideale'de seyreden boélimlerinin beyin
Uzerinde kalmasi saglandi. Daha sonra sag ve sol sinir
ciftleri beyni terk ettikleri yerden kesilerek alindi. S6z ko-

nusu sinir giftlerinin dura mater’e girmeden onceki 10
mm’lik bolimleri alinarak histolojik takipleri yapildi. Bu
islemi takiben parafin bloklari hazirlanan dokulardan,
sinirin uzun eksenine dik olacak sekilde rotary mikrotom
(Leica RM2125 RT) kullanilarak 4 um kalinliginda kesitler
alindi ve kesitler Crossman’in modifiye Gclii boyasi (triple)
ve May Grunwald Giemsa ile boyandi.

- Sinir Kesitlerinin Alani

Sinir kesitlerinin alanlar Stereo Investigator (ver. 10,
MicroBrightField Inc., VT, USA) yaziliminin cavalieri esti-
mator komutu kullanilarak tespit edildi. iki nokta arasi 100 pm
olan noktalardan olusan noktali alan dlclim cetveli rastgele
olarak 20x objektif altinda sinir kesitleri Gzerine atildi (Sekil
1). Sinirlerin transversal kesit ylizey alanlari A= a/p x ¥p
formili ile hesaplandi. Bu formilde A ilgili sinirin trans-
versal kesit alanini, a/p (10.000 um?) tarafsiz sayim cerge-
vesinde yer alan bir noktanin alanini, Tp ise kesit ylizeyine
disen toplam nokta sayisini ifade etmektedir °.

- Parcalama i¢in Sistematik Rastgele Ornekleme

Her bir kranial sinirde yer alan akson sayilarini belirle-
mek icin parcalama sondasi ve tarafsiz sayim cercevesi
kullanildi ™. Yapilan 6n calisma ile akson sayiminda kullani-
lacak 1zgara blyUkligu ve tarafsiz sayim cercevesinin alani
glvenilir hata katsayisi (CE) degerine uygun olarak belir-
lendi. Orneklenen alanlardan tarafsiz olarak akson sayilari
hesaplandi. Hata katsayisi degeri CE= 1/4/Q x (1-sf) formiilii
ile hesaplandi ve CE degerinin %5'in altinda olmasina dikkat
edildi. Bu formilde Q sayilan tanecigi, sf ise érnekleme
oranini ifade etmektedir 7. Izgara alani uygun CE degerine
ulasmak icin her bir sinir analizinde ayri olarak belirlendi.
Tarafsiz sayim cercevesinin alani ise tim sinirler icin 20
pm x 20 um = 400 um? olarak belirlendi. Kranial sinirlerde
orneklenen alanlarda 300-500 arasinda akson 100 x apo
immersiyon objektif (NA 1.4) altinda sayildi &' (Sekil 2).

istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda sag ve sol goze ait sinir kesit alan-
larinin karsilagtirnlmasinda Two Sample T test, myelinli akson
sayilarinin karsilastinlmasinda Mann-Whitney U test kulla-
nildi (SPSS inc. ver. 17). Alan sonuglar mean+SE, myelinli
akson sayilari ise median seklinde tablolarda sunuldu.

Terminolojik ifadelerin yaziminda Nomina Anatomica
Veterinaria kullanildi 2.

BULGULAR

Morfometri

Arastirma sonucunda n. oculomotorius, n. trochlearis ve
n. abducens’in kesit ylizey alanlari, myelinli akson sayilari
(median), hata katsayisi degerleri (CE) ve CV degerleri Tablo
T'de verildi. Sinir kesit ylizey alanlari ve myelinli akson sayi-
lari ydniinden sag ve sol tarafa ait sinirler arasinda istatistiki
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fark gozlenmedi (P>0.05). Sinir kesitlerinin alanlari n.
oculomotorius, n. trochlearis ve n. abducens icin sirasi ile
2.647 mm?, 0.511 mm? ve 1.092 mm? olarak tespit edildi
(Tablo 1). Ergin atlarda n. oculomotorius'un 13.523, n.
trochlearis’in 2.034 ve n. abducens’in 4.151 myelinli akson
icerdigi belirlendi (Tablo 1, 2).

Histoloji

Enine kesitlerde her (¢ sinirin morfolojisinin oval oldugu

Sekil 1. Noktal alan 6l¢iim cetveli yardimi ile sinir
kesit alaninin hesaplanmasi, iki nokta arasi 100 um,
Triple, bar =50 ym

Fig 1. Calculation of cross sectional area of nerve with
the help of point counting grid, distance between
two points is 100 um, Triple, bar = 50 um

gozlendi (Sekil 3). N. oculomotorius'ta ¢ok kalin olmayan
epineuriumdan ayrilan bag doku kollarinin sinirin merke-
zine kadar devam ederek buradaki arter ve venin adven-
tisyasina karistigi goézlendi. Her Ug sinirde de, her bir
akson ve cevresindeki myelin nérokeratin rahatlikla ayirt
edilebildi. Yapilan incelemelerde (g sinir arasinda sadece
n. oculomotorius'un merkezinde damar bulundugu goéz-
lendi. N. trochlearis'te epineurium’un oldukga ince oldugu
damarlarin ise bu sinirin daha cok cevresine yerlestigi goz-

Sekil 2. Tarafsiz sayim cercevesi kullanilarak sinir kesiti
Uzerinde yer alan myelinli akson sayisinin parcalama
sondast ile hesaplanmasi. Triple, bar = 25 um

Fig 2. Calculation of the number of myelinated axons
with fractionator probe using unbiased counting
frame on cross section of nerve. Triple, bar = 25 pm

Tablo 1. Sag ve sol lll., IV. ve VI. cift kranial sinirlerde sinir kesit ytizey alanlari (mean=SE) ve myelinli akson sayilari (median)

Table 1. Cross sectional areas (mean=SE) and the number of myelinated axons (median) of cranial nerves lll. IV. and VI. of right and left sides

Sag 6 2.633+0.27

0.467+0.04 1.127+0.13

2.662+0.12

Sinir kesit alani (mm?) Sol

0.555+0.05 1.058+0.12

Ortalama” 2.647+0.21

*Sag ve sol goze ait morfometrik degerlerin ortalamasidir.

0.551+0.05 1.093+0.12
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Sekil 3. GOz kaslarini innerve eden kranial sinirlerin virtual slice kullanilarak elde edilen genel gorinimd,
a- n. oculomotorius, b- n. trochlearis, c- n. abducens, May Grunwald Giemsa

Fig 3. General view of cranial nerves innervating eye muscles obtained using virtual slice, a- oculomotor
nerve, b- trochlear nerve, c- abducens nerve, May Grunwald Giemsa

Tablo 2. Ill, IV ve VI. ¢ift kranial sinirlerde myelinli akson sayilari
Table 2. The number of myelinated axons of cranial nerves lll, IV and VI

Parametre Tiir Ozellik N. ?;’::::stg; ius N(}\:re:‘c:lesﬁ; s I\(l"waeb;::;cse;)s Kaynaklar
Rat Myelinli 13.88+43 282+10 329+10 [1]
Kopek Myelinli 8.543+1231 1.509+223 2.473+211 [5]
é‘:;ﬁ:n Koyun Myelinli 13.684+294 3377452 2.908+132 3]
Kedi Myelinli - 965 1.901 [4]
At Myelinli (median) 1.3523 2.034 4.151 Mevcut arastirma sonucu

Tablo 3. Goz kaslarinin innervasyonuna katilan toplam myelinli sinir akson sayisina lll., IV. ve VI. cift sinirlerin katki oranlari (%)

Table 3. Contribution rates of cranial nerves lll. V. and VI. to the number of myelinated axons involving innervation of eye muscles (%)

Tar N. oculomotorius (%) N. trochlearis (%) N. abducens (%) Kaynaklar

Rat 69 14 17 [1]

Kopek 68 12 20 [5]

Koyun 68 17 15 3]

At 69 10 21 Mevcut arastirma sonucu

lemlendi. Perineurium ile cevrili sinir demetlerinin belirgin
oldugu gozlenirken, bu demetlerin icindeki akson cap-
larinin homojen olmadigi belirlendi. N. abducens’te sinir
demetlerinin ¢aplarinin diger iki sinire gére daha genis oldugu
ve epineurium’un burada daha kalin oldugu tespit edildi.
Yapilan histolojik incelemede bu Uc sinirin de bagdoku,
akson ve fasikil yerlesimi yoniinden farkh ozellikler tasi-
diklari tespit edildi.

TARTISMA ve SONUC

Biyolojik dokularda tespit sonrasi meydana gelen doku
hacmindeki buzlisme bilinen bir gercektir. Parafin blok-

larda dokuya bagh olarak %40-50 oraninda bulzlisme gori-
lebilmektedir 3. Biyolojik yapilardaki tanecik sayisi histolojik
islemler sirasinda sekillenen hacim degisikliklerinden etki-
lenmemektedir . Mevcut calismada, 2 boyutlu kesitlerde
alan orneklemesi yapilarak tanecik sayisinin hesaplandigi
metot olan parcalama metodu kullanildi.

Sinir yenilenmesi ve hasari ile ilgili calismalarda sinir
dokusu genellikle osmium tetraoksit ile tespit edilmekte ve
resin ya da araldit uygulamasi yapilmaktadir >'6, Parafin'e
gomme metodu ile resin'e gdmme metodunun sonuglari
karsilastirildiginda myelinli akson sayisinin tespitinde
kullanilan iki metot arasinda istatistiki bir farkin bulunma-
digi, ancak sinirlerde yer alan akson alani, myelin alani,
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akson ve myelin capi gibi morfometrik degerler arasinda
fark gorildigu bildirilmektedir . Mevcut calismada ilgili
sinirlerin sadece icerdikleri myelinli akson sayisi tespit
edilmis, metot kisitlamasi nedeni ile diger histomorfometrik
parametreler arastirilmamistir.

Yapilan literatlir taramalari sonucunda I, IV ve VI. cift
kranial sinirlerde myelinli akson sayilari ile arastirmamizda
elde edilen sonuclar Tablo 2'de verildi. Arastirmada n. oculo-
motorius'da tespit edilen myelinli akson sayisi ile koyunda
bildirilen say1 arasinda yakin bir benzerlik oldugu goézle-
nirken diger sinirlerde boyle bir benzerlik tespit edilmedi.
Rat, kdpek, koyun ve kedide adi gegen sinirler {izerinde
yapilan arastirmalarda benzer metotlar kullanilarak myelinli
ve myelinsiz akson sayilari ayri ayri tespit edilmistir.

Rat, kopek, koyun ve atta goz kaslarinin innervasyonuna
katilan toplam myelinli sinir akson sayilarina adi gegen
sinirlerin katki oranlar ayri ayri degerlendirildiginde n.
oculomotorius'un katki oraninin bitin hayvanlarda hemen
hemen ayni oranda ve en yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 3).
Koyun disindaki hayvanlarda n. abducens ikinci derecede
katkiya sahipken n. trochlearis'in en az katkiya sahip sinir
oldugu gozlendi. Rat, kopek ve atta IV. ve VI. cift sinirlerin
katki oranlarinin ise birbirlerine yakin oldugu tespit edildi.

Calismada kullanilan yontemin myelinli akson sayilarinin
tespitinde oldukca basarili oldugu ancak myelinsiz akson
sayisl ile myelin ve akson morfometrisinin belirlenmesinde
yetersiz kaldigi ve konuyla ilgili yeni calismalara ihtiyac
duyuldugu dustnilmektedir.

Atlarda lll., IV. ve VL. cift kranial sinirlerin transversal
kesit alanlarinin ve myelinli akson sayilarinin belirlendigi
calisma sonuclarinin bu alandaki bilgi birikimine katki
saglayacadi ve gelecekte yapilacak calismalara 1sik tutacagi
sonucuna varildi.
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