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OZET

Yiksek Lisans

NO Inhibisyonunun Gelisen Pilic Embriyosu
Karaciger Dokusu Uzerine Etkisinin
Histolojik, Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal
Acidan Incelenmesi

Fatih COLLU

Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri EnstitisU
Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Beyhan GURCU

Karaciger gelisimi, 4. giinde (HH evre 24) karaciger tomurcugunun olusumu
ile baglar hizli bir gelisim donemi gegirerek 7. giiniinde (HH evre 29) ikinci lobun
ventralinde, {li¢ilincii lobun olusumu ile tamamlanir. 8. giinden itibaren biiyiime evresi
ile kismen gelisimine devam eder.

Nitrik oksit (NO), mikroorganizmalara karsi savunma dahil olmak (zere
onemli fizyolojik rolleri olan, basta epiteliyal hiicreler olmak tizere pek c¢ok hiicre
tarafindan salinan inorganik serbest bir radikaldir. L-Nitro-Arjinin-Metil-Ester (L-
NAME), NOS substrati bir ajan olarak gorev yapabilen, endotelyal NO ve
indiklenebilir NO sentezinin her ikisini de inhibe etmek i¢in kullanilan (in vivo ve in
vitro) non-selektif bir inhibitordur.

Calismamizin amaci, pilic embriyosu karaciger gelisimi tizerine anlik nitrik
oksit sentezinin durdurulmasi veya azaltilmasina bagl gergeklesebilecek yapisal
degisikliklerin belirlenmesidir.

Calismamizda, Leghorn cinsi embriyolu tavuk yumurtalar1 kullanildi.
Yumurtalar (sham ve uygulama grubu) 37 £ 0.5°C ve % 60 = 0.5 nem iceren
ortamda inkibe edildi. Uygulama grubu embriyolara, L- NAME (SCBT- sc-
200333A) iki farkli dozda (15-30 mg/ kg) 4, 5, 6, ve 7. glnlerde yumurta besin
maddesine enjekte edildi. Uygulamadan 24 saat sonra embriyolar fikse edilerek
karaciger dokularina rutin histolojik yontemler uygulandi. Hazirlanan preparatlar
histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak degerlendirilip elde edilen bulgular
fotogratlandi.

Karaciger dokusunda histolojik olarak; mitotik hiicrelerde artis, hepatositlerin
kordon olusturma yeteneginde bozukluklar, sinlizoidlerde genisleme, endotel hiicre
kayiplari, siniizoidlerde yigilma gosteren eritrosit kiimeleri ve nekrotik alanlar
go6zlendi.

Sham grubu eNOS, INOS immunoreaktivitesinin gelismekte olan karaciger
dokusunda epitel-mezensim etkilesmesinin gergeklestigi periferal bolgede var
oldugu, immunoreaktivitenin 5. gunde az, gelisim ilerledikge arttig1 ve 7. giinde en
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yiiksek diizeyde oldugu belirlendi. Ayrica, eNOS boyanmasinin iNOS boyanmasina
gore daha giiglii oldugu izlendi.

L-NAME uygulamasina bagli olarak tim gruplarda eNOS, iNOS
immunoreaktivitesi belirgin sekilde azaldi. 6 glinlik 15 mg/kg uygulanmis grupta
eNOS’ un iNOS’ a gore fazla oldugu, diger uygulama giinlerinde ise iNOS’ un fazla
oldugu belirlendi.

Embriyonik gelisim siirecinde NO varliginin olumlu etkisinin oldugu, NO
inhibe eden ajanlarin varliginda, azalan NO’ in karacigerde histopatolojik
degisikliklere neden oldugu belirlendi. Bu durumun, embriyonik gelisimde yasam
suresini ve kalitesini olumsuz etkileyebilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Karaciger gelisimi, L-NAME, Nitrik oksit, Pilic Embriyosu

2016, 64 sayfa

VIl



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Investigating The Role of Nitric Oxide Inhibition on Developing Chick Embryo
Liver Development by Histological, Histochemiacal and Immunohistochemiacal
Methods

Fatih COLLU

Celal Bayar University
Faculty of Science and Letters
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Beyhan GURCU

The liver development starts at 4" day (HH stage 24) with the development of
the liver bud and together with the very fast developmental stage, and at the 7th day
(HH stage 29) third lobe develops from the ventral of the second lobe and
development of the liver completes. It will partly continue developing after the 8"
day with the growth phase.

Nitric oxide (NO) is an inorganic free radical that secreted primarily from the
epithelial cells and has roles on physiology events like defense against the
microorganisms. L-Nitro-Arginine-Methyl-Ester (L-NAME) can act as a NOS
substrate agent, and therefore, is a non-selective inhibitory for using the inhibition of
both endothelial NO and inducible NO synthesis both in vivo and in vitro with non-
specific matter.

The purpose of our study is detecting structural anomalies on chick embryo
and liver development in correlation with completely inhibiting or diminishing of
NO synthesis simultaneously.

In our study, Leghorn type embryonic chick eggs has been used. Eggs of both
sham and experiment group has been incubated in a condition that have 37 + 0.5°C
heat and 60% = 0.5 moisture level. At experiment group embryos, L-NAME (SCBT-
sc-200333A) at two different doses (15-30 mg/ kg) in egg yolk at 4", 5" 61" and 7t
days. 24 hours after the application, embryos were fixated and livers were used for
routine histology.

At the liver tissue, histologically; increasing of mitotic cells, malfunction at
the cordon forming capabilities of hepatocytes, expansion at the sinusoids,
endothelial cell loss, and stacking of erythrocyte clusters at sinusoids and necrotic
areas has been observed.

At the sham group, the immunoreactivity of eNOS and iNOS has been
detected at the pheripheral part where ephielial-mesenchymal transtition occurs at the
developing liver tissue, showed weak immunoreactivity at 5" days and increase with
the development and shows maximum staining at the day 7. Also it has been showed
that eNOS rectivity is more powerful than iNOS reactivity

IX



Together with the L-NAME treatment, eNOS and iINOS immunoreactivity
has been dropped at the all groups. At the 6 days 15 mg/kg group, eNOS is more
powerful from the iINOS staining, and at the other application groups, iNOS is more
present from the eNOS.

At the embryonic development process, NO has positive effects on embryos,
and in case of NO inhibitor agent presence, decreased NO has general effects on
embryonic morphology and can induce histopathologic changes especially on liver.
With this status, it is concluded that NO inhibition might affect lifespan and life
quality in embryo development negatively.

Keywords: Liver development, L-NAME, Niric oxide, Chick development

2016, 64 pages



1. GIRIS

Karaciger, viicudun hemen hemen biitiin sistemleriyle iliskili, karbohidrat,
protein ve yag metabolizmasi, depolama (karbohidrat, vitamin, demir), zararh
maddelerin detoksifikasyonu, salgilama, pihtilasma faktorlerinin iiretimi gibi
fonksiyonlar1 olan biiylik bir bezdir. Ayrica, rejeneratif kapasiteye sahip ender
organlardan biridir. Karacigerin biiyiik bir kism1 ¢ikarilsa bile, geriye kalan kismi

tekrar kendini onarabilir.

Pilicte karaciger gelisimi, embriyo gelisiminin 33. saatinde ventral gut
endoderminin kardiyak mezoderm tarafindan salinan biiyiime faktorleri tarafindan
uyarilmasi ile baslar. Bu uyarilmay1 4. giinde (HH evre 24) karaciger tomurcugunun
olusumu takip eder (Sekil 2.1.1). 5. giinde (HH evre 26) ise ikinci karaciger lobunun
olusumu baslar. Bu asamada hepatositleri olusturacak olan hiicreler gevsek bir
bicimde organizedir. Siniizoidler olusmaya baslar. Gelisimin 6. giiniinde (HH evre
28) ikinci lobun olusumu tamamlanir ve hepatositler siki bir bi¢cimde organize hale
gelir. Karacigerde siniizoidal bosluklar artmaya baglar. Gelisimin 7. giiniinde (HH
evre 29) bliylime hizlanir ve ikinci lobun ventralinde, iiclinci lobun olusumu
tamamlanir (Sekil 2.1.2). Bu asamada hepatosit sayist artmistir. 8. glinden itibaren

organ olusumu tamamlanir ve biiylime evresi baslar [1].

Nitrik oksit (NO) bircok biyolojik fonksiyonu etkileyebilen suda ¢ozinebilir
ve kolay difiize olabilen gaz halinde serbest radikaldir. Hiicreler tarafindan dogal
olarak sentez edilmekte olup hiicre i¢i ve hiicre dis1 bir sinyal molekilu olarak birgok
fizyolojik ve patofizyolojik olayda rol oynar. NO’ nun hicre igindeki Gretimi L-
arjinin’ in nitrik oksit sentaz (NOS) enzimlerinin katalizasyonu yardimiyla olup,
NOS enziminin endoteliyal NOS (eNOS) ve indiklenebilir NOS (iNOS) ve noral
NOS (nNOS) olmak lzere ¢ adet izoformu bulunmaktadir [2].

NO; enfeksiyon, anjiyogenez, inflamasyon, vazodilatasyon, tromboz, hiicre
cogalmasi ve go¢li, yara iyilesmesi, kardiyovaskiiler hastaliklar, ndral sistem
hastaliklari, hiicre biiylimesi ve tiimor olusumu gibi bir ¢ok fizyolojik ve

patofizyolojik olaylarda rol oynayan oOnemli bir molekildir [2]. Biyolojik



mekanizmalarda bir¢ok gorevi bilinmesine ragmen NO’ nun embriyo gelisimi ve

organogenez sirasindaki rolleri hentiz tam bilinmemektedir [3].

Yukarida bahsedilen tiim bu bilgiler 1s1ginda L-NAME uygulanmis ve kontrol
pilic embriyolarinda, karaciger gelisiminde NO dagilimi (eNOS ve iINOS
immunohistokimyasi) degerlendirilerek uygulamaya bagli olusabilecek hasarin
boyutunu histolojik (Hematoksilen-Eosin boyamasi) ve immiinohistokimyasal olarak

belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Gelisimi

Pilicte karaciger gelisimi, embriyo gelisiminin 33. saatinde ventral gut
endoderminin kardiyak mezoderm tarafindan salinan biiyiime faktorleri tarafindan
uyarilmasi ile baslar. Bu uyarilmayi 4. giinde (HH evre 24) karaciger tomurcugunun
olusumu takip eder (Sekil 2.1.1). 5. giinde (HH evre 26) ise ikinci karaciger lobunun
olusumu baslar. Bu asamada hepatositleri olusturacak olan hiicreler gevsek bir
bicimde organizedir. Siniizoidler olusmaya baslar. Gelisimin 6. giiniinde (HH evre
28) ikinci lobun olusumu tamamlanir ve hepatositler siki bir bi¢imde organize hale
gelir. Karacigerde siniisoidal bosluklar artmaya baslar. Embriyo gelisiminin 7.
gininde (HH evre 29) biiyiime hizlanir ve ikinci lobun ventralinde, ti¢lincii lobun
olusumu tamamlanir (Sekil 2.1.2). Bu asamada hepatosit sayisi artmistir. Sekizinci

giinden itibaren organ olusumu tamamlanir ve biiyiime evresi baglar [1].

HH12-14 HH15-17

Karaciger tomurcugu Karaciger tomurcugu
invajinasyonu uzamasl

NRTN ~-Venosus

Hicre gocu
GFR o 2-
eksprese eden
hepatik endoderm

HH17-19 HH19-21 HH21-22

Duktus venosus tarafindan ¢evrelenmis karaciger tomurcugu

Sekil 2.1.1. Karaciger tomurcugunun gelisimi [4]’ ten modifiye edilmistir
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Sekil 2.1.2. Piligte karaciger gelisim evreleri. Embriyonik giin (E). (Sugsewang [1]’
dan modifiye edilmistir (A), H&E boyamalar1 (B))

Karaciger, embriyonal yasamdan itibaren, besin saglayan venlerle ana
dolagim arasinda bir siizge¢ ve metabolik bir organ olarak yer almaktadir [5]. Diger
onemli goérevlerinden biri de hemopoietik organ olmasidir. Yapilan bir ¢aligmada [6]
hematopoiezin pili¢ embriyosu gelisiminin yaklasik 7. giiniinde basladigin1 ve 14.
giinde pik yaptigini, graniilopoiezin ise 8-9. giinden itibaren gozlenmeye basladigi
bulunmustur. Farkli bir ¢aligmada ise karacigerde hematopoiezin embriyo
gelisiminin 15. glinlinden itibaren bagladig: belirtilmektedir [7]. Pili¢ fetal karacigeri
ilk olarak bir non-hematopoietik organ olarak diisiiniilmesine karsin yapilan bu
caligmalar 1ile intra- ve/veya ekstravaskiiller hematopoiezde gorev aldigi

gOsterilmistir.

Nitrik Oksit (NO)’ nun gelisim basamaklarinda, erken govde ve organ
morfogenezinde, hayat boyu devam eden norogenez ve ndral plastisite
basamaklarinda rol oynadigi bildirilmistir. Gelisim basamaklarinda NO’ nun asil

gorevinin hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesi oldugu, NO sentezinin inhibe edilmesi



veya tamamen yok edilmesi gibi durumlarda hiicre farklilagsmasini arttirdigi one
stiriilmiistiir [8]. Ayrica fare embriyolar1 iizerine yapilan endoteliyal nitrik oksit
(eNOS) ve induklenebilir nitrik oksit (iINOS) knockout c¢alismalarinda NO
yoklugunun ozellikle kardiyovaskiiler ve solunum sistemlerini etkiledigi

bildirilmistir [9].

2.2. Nitrik Oksit (NO)

NO, L-arjinin’den Nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin katalize ettigi bir
reaksiyon sonucu sentezlenmektedir [10, 11]. NO iizerinde yiikk tasimamasi,
ciftlenmemis elektron bulundurmasi, lipofilik olmasi ile kolayca yayilabilen, diisiik
konsantrasyonlarda dahi etkili, bilinen en diisiik molekiil agirlikli biyoaktif tiriindiir
[12]. Mikroorganizmalara karsi savunma dahil olmak tizere 6nemli fizyolojik rolleri
olan, basta epiteliyal hiicreler olmak iizere pek ¢ok hiicre tarafindan salinan
inorganik serbest bir radikaldir [13]. Nitrik oksit ve nitrik oksit sentaz enziminin
cesitli fonksiyonlar1 tanimlanmig ve farkli hiicrelerdeki tiirevleri bulunmustur. Nitrik
oksit sentaz enziminin ii¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bunlar; noral nitrik oksit
sentaz (NNOS, NOS 1), indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS, NOS 2), endoteliyal
nitrik oksit sentaz (eNOS, NOS 3)’dir [13-15]. iINOS (NOS-2) yiksek miktarda nitrik
oksit Gretimi yapabilen fonksiyonel olarak Ca?"’ dan bagimsiz bir enzimdir. Endotel
hiicrelerinden baska, 6zellikle diiz kas hiicreleri ve makrofajlarda bulunmaktadir.
Ca?* /kalmodiilin bagimli bir enzim olan eNOS (NOS 3) ise ¢esitli uyaranlarla gegici
olarak hiicre ici Ca?* konsantrasyonunun fizyolojik sinirlar icinde yiikselmesi sonucu

aktive olur ve endotel kdkenli nitrik oksit sentezlenmesine yol acar [16, 17].

Diatomik serbest radikal bir gaz olarak NO, hiicrelerarasi mesaj molekiili,
parakrin materyal, transmitter veya hormon olarak uzak mesafelere tasinarak siklik
guanozin monofosfat (¢cGMP) bagimli veya bagimsiz bir sekilde birtakim etkilere
sebep olarak hiicre dizenlenmesi ve fonksiyonundaki bircok biyokimyasal ve

fizyolojik olaylar1 diizenleyebilmekte ve bu sekilde onlara etki edebilmektedir [18].

NO hiicre zarindan gecebilen ve etkisini herhangi bir reseptoér kullanmadan
gercgeklestirebilen, bu nedenle hiicreleraras: iletisim i¢in bir yolak gorevi olan
kokusuz ve tatsiz bir gazdir. NO’nun gaz olmasindan dolayr viicut igerisinde
konumunun ve nerede iiretildiginin belirlenmesinde zorlanilmis, ancak nitrik oksit

sentaz’in (NOS) kesfedilmesi ile arastirilmasi kolaylasmistir [19]. Hiicre dis1 NO,
5



kok hiicreler iizerinde tipine, dozuna ve kaynagina gore ¢esitli etkiler gostermektedir.
Embriyonik kok hiicreler diisiik NO seviyesi varliginda (2-20 uM) kendini
apoptozisten korumaktadir. Yiiksek derisimlerde ise NO kok hiicre metabolizmasini
baskilamakta, ancak farklilasmalarini tesvik etmektedir. Fare modellerinde NO
donorlerine maruz birakilan kok hiicrelerde kok hiicre markerlar1 olan Nanog ve

Oct4 genlerinin baskilandig1 gozlenmistir [20].

Artmis veya azalmig NO; Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) artmasina veya
azalmasina neden olarak [21], aktin ve tubulin gibi sitoiskelet elemanlar1 tizerinden
mitokondriyal voltaj bagimli anyon kanallarinda (VDAC) degisiklige sebep
olabilmekte ve bu sekilde hiicreyi saglikli bir sekilde yasamaya veya apoptozise
yonlendirebilmektedir [22]. Ayrica, NO derisimindeki degisiklikler cGMP {izerinden
cGMP bagiml protein kinazlar1 etkileyerek TGF-B ve Matriks Metalloproteinaz
(MMP) ekspresyonlarini degistirebilmektedir [23, 24]. MMP ve TGF-B {izerinde
meydana gelen bu degisiklikler HAM’ nin yeniden diizenlenmesine ve hiicre
davranislarinin degismesine sebep olmaktadir [23]. Degisen NO derisimi ayrica p53
genini aktive edip p2l1 yolagr ilizerinden mitokondriyi etkileyerek kaspazlari

indiklemekte ve hicreyi apoptoza sokabilmektedir (Sekil 2.2.1) [25].

NOS

/P13K/Akt -« p21 /
Bad @ ——>» ROS
/*’_‘s -\\\
4 N
\

L-Arginin

, cGMP Stabll F-Aktin Dinamik
| ’ ¢ tubulin F-Aktin
Sit.c \\)OOOOOOOOC Protein Kinaz G i l
e —— Mitokondriyal  Mitokondriyal
Ca2+ VDAC acik VDAC kapali
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Sekil 2.2.1. NO sinyal mekanizmasi (Giircii B. ve Colli F., 2016)



NO; enfeksiyon, anjiyogenez, inflamasyon, vazodilatasyon, trombozis, hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu, yara iyilesmesi, kardiyovaskiiler hastaliklar, noral
sistem hastaliklar1, hiicre biiylimesi ve timdr olusumu gibi bir ¢ok biyolojik
fonksiyonun 6nemli basamaklarinda gorev almakta, bu 6zelligi de NO’yu ¢ok énemli

bir hedef molekdl haline getirmektedir [2].

NO ayrica kok hiicre farklilasmasinda da rol oynamaktadir. NO dondri
uygulanan adipoz kokenli kok hiicreleri farklilasma evresine daha hizli bir sekilde
girebilmektedir. NO bunun disinda kok hiicrelerde daha bir¢ok faaliyete sahiptir
(Sekil 2.2.2) [20].
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Sekil 2.2.2. NO'nun kok hiicre diizenlenmesine katilimi. [20]” den modifiye
edilmistir



NO karaciger fizyolojisi ve patofizyolojisinde ©nemli rolleri olan
molekiillerden birisidir. eNOS karacigerde genel olarak karaciger siniizoidal endotel
hlcrelerinde ve hepatik arterin endoteliyal hiicrelerinde, portal vende, sentral vende
ve lenfatik dokularda eksprese olmaktadir. eNOS siirekli olarak eksprese edilmekte
ve bazi uyaranlara karsi kiiglik miktarlarda NO iireterek tepki vermektedir. eNOS
tarafindan sentezlenen NO karaciger homeostazisini korumakta ve karacigerde
meydana gelen patolojik durumlara engel olmaktadir. Bunun tersine iNOS, karaciger
sintizoidal endotel hucreleri, hepatositler, Kupffer hiicreleri, hepatik stellat hiicreleri,
diiz kas hiicreleri, kolangiyosit ve diger immiin hiicre tipleri gibi ¢ok c¢esitli hiicre
tiplerinde indiiklenmektedir. Birgok patolojik kosulda, iNOS biiyiik miktarlarda NO
sentezi yaparak reaktif nitrojen tiirleri i¢cin Onemli bir kaynak saglamaktadir.
Ozellikle peroksinitrit (ONOO"); DNA, lipid ve proteinler gibi 6nemli hiicresel
molekiillere zarar vermekte ve protein nitrasyonunu arttirarak bircok hedef proteinin

yapisini ve fonksiyonunu etkilemektedir [26].

L-Nitro-Arjinin-Metil-Ester (L-NAME), NOS substrat1 bir ajan olarak gérev
yapabilen, endotelyal NO ve indiiklenebilir NO sentezinin her ikisini de inhibe etmek

icin kullanilan, (in vivo ve in vitro) NO sentezini non-selektif bir sekilde inhibe eden

farmakolojik bir aragtir (Sekil 2.2.3) [16, 17, 27-30].

H
N
|
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| | « HCI
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Sekil 2.2.3. L-NAME!' nin ag¢ik formiilii

L-NAME ile yapilan ¢alismalarda, nitrik oksit sentez inhibisyonunun; kan
basincinda doza bagli bir artisa neden olarak, arter duvarmin cGMP igeriginin

azalmasina neden oldugu [31], anjiyotensin Il gibi vazoaktif ajanlar nedeniyle hiicre
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ici sinyali (protein kinaz C aktivitesini iceren) giiglendirdigi, perivaskiiler alanlarda
ve arteriyal intimada (damarin en i¢ tabakasi) makrofaj birikimini arttirdigr ve
spesifik adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu uyarmas: ile oksidatif stresi

arttirdig1 bildirilmektedir [32].

Taneli ve Vatansever [33] yaptigi calismada spermatik damarlarin
baglanmasindan 30 dakika 6nce bir grup sigana L-NAME, bir grup si¢ana da serum
diizeyinin azaldigin1 ve apoptozisin baskilandigint bildirmislerdir. Diger bir
inhibisyon calismasinda da abdominal aortanin baglanmasindan 30 dakika 6nce
uygulama grubu sicanlara L-NAME intraperitonal olarak verilerek mesane kasilmasi
degerlendirilmistir. L-NAME verilen sicanlarin mesane kasinin kasilmasinin
verilmeyenlere gore onemli oranda arttig1 ve bu si¢anlarin mesanesinde apoptozisin
baskilandig1 gosterilmistir [34]. Chen ve ark. [35] da sodyum nitroprusid uygulanan
sican modelinde, NO ve kaspaz-12 diizeyinde bir korelasyonun oldugunu, NO
arttiginda apoptozisin arttigini, L-NAME uygulamasina bagh olarak kaspaz 12
seviyesinin azaldigi ve apoptozisin baskilandigini bildirmislerdir. Sandau ve ark. [36]
yaptig1 ¢alismada ise siklosporin uygulanarak NOS aktivitesi arttirilan hiicre kiiltiir

ortamina L-NAME eklendiginde apoptozisin belirgin sekilde azaldig1 gdsterilmistir.

L-NAME

N

NOS
\__ L-Arginin

P13K/Akt < /
rd

p21
\
© > mt

4 !
4 N
{ \ covp|  SubilFAKin  Dinamik
| | ¢ tubulin F-Aktin
sit.c 4 A, CTasreeel’ ¥
l ~ ~ 7 Protein Kinaz G l
e Mitokondriyal ~ Mitokondriyal
caz+ 1 VDAC agik VDAC kapall
" A TGF-B ¥ MMPs A l lv
Matriks i Matril a
alr‘azaslimEZI degreadt:sycnu ApoptOZ|5 Sag'lkh hicre

Apoptozis

Sekil 2.2.4. NO ve etkileri (Gurct B. ve Colli F., 2016)
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2.3. AMAC

Bu caligmanin amaci; farkli gelisim donemlerindeki karaciger dokusu iizerine
diisik ve yiikksek dozda L-NAME uygulamasi yapilarak; hasarin boyutunu
histopatolojik olarak incelemek ve eNOS, iNOS dagilimlarindaki degisiklikleri
belirlemektir. Boylece, anlik nitrik oksit sentezinin durdurulmasi veya azaltilmasina

bagli olarak meydana gelebilecek yapisal degisiklikler arastirililacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Calismamiz Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (77.637.435-21 No’ lu) tarafindan onaylanmis olup c¢alisma sirasinda
Helsinki Deklarasyonu Laboratuvar Hayvanlari Komitesi tarafindan yayinlanan

“Laboratuvar Hayvanlarmin Kullanim ve Bakim ilkeleri” bildirisine uyulmustur.

Bu calismada, T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, Bornova/IZMIR Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Midiirliigli'nden temin edilen Legorn cinsi

embriyolu tavuk yumurtalar1 (SPF: Specific Pathogen-Free) kullanilmistir.

Kulugka stiresi yirmi bir giin olan tavuklarda embriyolarin gelisim evreleri
Hamburger ve Hamilton [37] evrelerine (HH evresi olcegi) gore belirlenip,
organlarin olusumu bu skalaya gore degerlendirilmis, 6lgek disinda kalan veya

gelisim bozuklugu gdsteren embriyolar deneye dahil edilmemistir.

Calisma i¢in kullanilacak olan dollii tavuk yumurtalari, 37+ 0.5 °C, % 65+ 0.5
nisbi neme (Brinsea Octagon 40 marka otomatik inkubator) (Sekil 3.1.1) sahip
ortamda, inkiibasyona birakilmistir. Bu ¢alismada olasi tekrarlarla birlikte yaklasik
olarak 240 adet dolli tavuk yumurtast kullanilmustir.

Sekil 3.1.1. “Brinsea Octagon 40” marka otomatik kulucka sistemi ile kiltire
birakilmig dollii tavuk yumurtalari
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3.2. Yontem

3.2.1.L-NAME hazirlanmasi

L-NAME molekuler formuli C7H15N504-HCI, molekiil agirhigr 269,7 kDa
olan biyoaktif bir molekiildiir. Yiiksek sicakliklara, asidik ve bazik pH‘a dayanikli
olan bu inhibitoriin suda ¢oziiniirligii 50 mg/kg. dir [38]. L- NAME (SCBT- sc-
200333A) kristal bir kati olarak temin edilip, -20° C’ de saklanarak, uygulama
yapilacagi zaman 15 mg/kg ve 30 mg/kg olacak sekilde serum fizyolojik iginde
cozdurilerek [39], her deneme igin taze olarak hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti

uygulamaya kadar olan sire igerisinde -20° C’de tutulmaya devam edilmis,

uygulama sirasinda eritilerek yumurtaya hemen enjekte edilmistir.

3.2.2. Deney gruplari ve uygulamalar

Deney gruplarimiz;

- Kontrol grubu (higbir uygulama yapilmamistir),

- Sham grubu (0,15 ml serum fizyolojik uygulanmistir),

- Diisiik doz uygulama grubu (15 mg/kg L-NAME uygulanmistir),

- Yuksek doz uygulama grubu (30 mg/kg L-NAME uygulanmistir) olarak

belirlendi.

Tablo 3.2.2.1. Deney gruplari, uygulama giinleri ve yumurta sayilari

Gruplar
Uyglﬂ;lmaflln Deney Grubu Her grup
Mmool T Cvawe | K
15 mg/kg 30 mg/kg sayisi
4. GuUn 10 10 10 10 +5
5. GUn 10 10 10 10 +5
6. Gun 10 10 10 10 +5
7. GUn 10 10 10 10 +5
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Hedeflenen giine ait deney grubu yumurtalari, 1s18a tutularak embriyo varligi
ve gelisimi dogrulandiktan sonra %70’lik alkolle dezenfekte edilip, yumurtanin hava
bosluguna yakin bdlgesinde bir pencere agilarak insiilin ignesi (30G) ile 150 pl’ lik
cozeltiler (Serum fizyolojik, L-NAME) yumurta besin maddesine enjekte edilmistir.
Kontrol ve deney gruplarina ait yumurtalarin ayni anda ayni ortam sartlarinda olmasi
ve kendi i¢inde karsilastirmanin daha kolay yapilabilmesi i¢in uygulamalarin giin
bazinda yapilmasi planlanmigtir. Her bir uygulamadan 24 saat sonra embriyolar
cikarilarak elde edilen dokular serum fizyolojik (% 0,9 luk NaCl) ile temizlenmis
ve %10’ luk formalin sollisyonunda tespit edilmistir.

Fiksasyonu takiben 5. ve 6. gline ait embriyolar total, 7. ve 8. gline ait
embriyolardan karaciger dokusu disseksiyonu yapilarak artan alkol serilerinden
gecirilip dehidrate edildi, ksilol ile seffaflastirma isleminden sonra parafine gomiildii.
Parafin bloklardan 5 pum' lik kesitler alinarak normal ve lizinli lamlara yayildi.
Normal ve histopatolojik bulgular1 belirlemek i¢in; Hematoksilen-Eozin (SCBT, sc-
24973) ile tim gruplara ait eNOS-INOS dagilimini belirlemek igin

immunohistokimya boyamalar1 yapildi.

3.3. Histolojik Boyama
Kesitler ksilol ile deparafinize edilip, azalan alkol serilerinden gegcirilerek
hematoksilen ile boyandi. Ardindan akarsuda yikanip eozin ile boyanarak, artan alkol

serisinden gegirilip ksilol ile seffaflagtirilarak entellan ile kapatildi (Tablo 3.3.1).
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Tablo 3.3.1. Rutin Heamtoksilen-Eozin boyama prosedirii

3.4. immunohistokimyasal Boyama
Immunohistokimyasal olarak, eNOS (SCBT, sc-654), iNOS (SCBT, sc-651),

immunohistokimyasi uygulandi [40-42].
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Tablo 3.4.1. eNOS ve iNOS imminohistokimya protokoli

Etiv (60°C) 1 gece

Ksilen 30 dk.

% 80 alkol 2 dk.

% 60 alkol 2 dk.

Dakopen

%310k hidrojen peroksit 5 dk.

Blok solusyonu 1 sa.

Mayer hematoksilen 5 dk.

Ksilen 30 dk.

Hazirlanan preparatlarda karaciger doku 6rnekleri Olympus (BX 53) aydinlik
alan mikroskobunda incelenerek Olympus (SC50) kamera ile fotograflari ¢ekildi ve

degerlendirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kontrol ve Sham Grubu Bulgular

Tavuk gelisiminin 5. Ginlnde (HH evre 26) karacigerin orta barsagin
ventralinde, kardio-hepatik bolgede kalp ile yakin iliskili olarak sekillendigi
gbzlenmistir (Sekil 4.1.1). Hepatositleri olusturacak olan hiicreler gevsek bir bigimde
organizedir. Siniizoidlerin olusmaya basladig1 gézlenmistir. Siniizoidlerin limeninde
kan hiicreleri, duvarlarinda ise endotel hiicreleri izlenmektedir (Sekil 4.1.2).
Hepatositler kiibik veya algak prizmatik seklinde oldugu dikkati c¢ekmistir.
Siniizoidler arasinda kiimelenen hepatositler dendriform seklinde yayilarak karaciger

parankimasini olugturmustur. Ayrica mitoz geciren hepatositlere rastlanmistir (Sekil
4.1.3).

Sekil 4.1.1. 5 giinllik tavuk embriyosu karaciger dokusu. Karaciger (KC), kalp (K).
H&E
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Sekil 4.1.2. 5 giinliik tavuk embriyosu karaciger dokusu. Hepatosit kiimeleri (H),
endotel hiicresi (—), siniizoidler (S), mitoz (o0), H&E

A
*

b A RE ad
. L‘
BB v N

Sekil 4.1.3. 5 giinliik tavuk embriyosu karaciger dokusu. Kibik ve algak prizmatik
hepatositler (»). Hepatosit kiimeleri (H), Sinlzoid (S), Endotel (—), Mitoz (o), H&E
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Tavuk gelisiminin 6. ginunde (HH evre 28) 2. lobun olustugu (Sekil 4.1.4)
ve hepatositlerin siki bir bi¢imde organize hale geldigi gozlendi. Bu duruma kan
hiicreleri ve sinilizoidal bosluklardaki artisin eslik ettigi belirlendi. Siniizoidal
bosluklar1 doéseyen endotel hiicreleri de belirgin bir sekilde dikkati ¢ekmektedir
(Sekil 4.1.5).

Sekil 4.1.4. Embriyonik gelisimin 6. giniinde lob olusumu. 1. Lob (L1), 2. lob (L2),
H&E
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Sekil 4.1.5. Embriyonik gelisimin 6. gliniinde hepatositler siki1 bir bicimde organize
olmus ve siniizoidlerin (S) sayisi artmustir. Hepatosit kiimeleri (H), endotel (—),
H&E

Gelisimin 7. glininde hepatositlerin sayica arttigi, siniizoidlerin limeninde
sekillenmis kan hiicrelerinin, duvarlarinda ise endotel hiicrelerinin belirgin bir
sekilde yer aldigi izlenmistir (Sekil 4.1.6 A). Hepatositlerin dendriform bigimde
yayilarak karaciger parankimasimi olusturdugu, siniizoidlerin vena centralis
bolgesinden 1g1mnim seklinde diizenlenim gostermeye basladigi dikkat ¢cekmektedir
(Sekil 4.1.6 B). Bu donemde hepatositlerin kibik veya alcak prizmatik bigim
kazandiklar1 belirlendi.
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Sekil 4.1.6. 7 giinliik tavuk embriyosu karaciger dokusu. (A) Dendriform bicimli
hepatosit kordonlari (+), siniizoidler (S), Endotel hiicreleri (—), eritrositler (e). (B)
vena centralis (VC). H&E

Geligimin 8. gilinii gelisimin 7. ginlne benzerdir (Sekil 4.1.7). Bu giinden
itibaren organogenez tamamlanir ve biiylime evresi baglar.
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Sekil 4.1.7. 8 giinliik tavuk embriyosu karaciger dokusu. Sinuzoidler (S), eritrositler
(e), hepatosit kordonlar1 (+). H&E

4.2. Uygulama Grubu Bulgular: (15-30 mg/kg)

Tim uygulama gruplarinda embriyonik karacigerin hepatik kavite igerisinde
normal pozisyonunda gelistigi gézlendi.

15 mg/kg L-NAME uygulanmis, embriyonik gelisimin 5. giiniinde karaciger
dokusunda; siniizoidlerde genisleme, hicresel dizende ve hepatosit dizilimlerinde
(Sekil 4.2.1) bozulmalara rastlandi. Hiicrelerde vakiolizasyon (Sekil 4.2.2), hiicre
boliinmesinde artis (Sekil 4.2.3) ve nekrotik alanlarin varligi izlendi (Sekil 4.2.1).
Karaciger dokusunun periferinde hepatositlerin, kordonlar1 olusturmak igin birkag
hiicre toplulugu seklinde yerlestigi, lobun merkezine dogru ise yogun hiicre kiimeleri
seklinde diizenlendigi belirlendi (Sekil 4.2.1).

30 mg/kg L-NAME uygulanmis, embriyonik gelisimin 5. glnulnde karaciger
dokusunda; hepatositlerin arttig1, kordonlar1 olusturmak iizere diizenlendigi, fakat
hiicre kiimeleri seklinde yigildigi gozlenmistir (Sekil 4.2.4). Hepatositlerde ileri
derece vakuollesme ve deforme olmus niikleuslar dikkat cekmektedir (Sekil 4.2.5).
Sintizoidlerin kan hiicreleri yoniinden yoksun oldugu, az da olsa sitoplazmik
uzantilara sahip eozinofilik hiicrelerin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2.6).
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Sekil 4.2.1. 15 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E5). Hepatosit
kiimelerinde (H) ve hepatosit kordonlasmada (+) bozulma. Sinlizoid (S), eritrosit ().
H&E

Sekil 4.2.2. 15 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E5). Duzeni
bozulmus hepatosit kordonlar1 (B) ve hiicrelerde vakuollesme (*) (A). Siniizoidler
(S), eritrositler (e), mitoz (o), H&E
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Sekil 4.2.3. 15 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E5). Mitoz (o),
sitoplazmik vakuolizasyon (*), sinuzoidler (S), hepatosit kordonlarinda (+) bozulma.
H&E.

Sekil 4.2.4. 30 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E5). Hepatosit
kordonlagmasinda (+) ve sitoplazmik vakuolizasyonda (*) artis. Sintzoidler (S).
H&E.
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Sekil 4.2.5. 30 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E5). Sitoplazmik
vakuoller (*) ve sekilleri deforme olmus niikleuslar (A), sinlizoid (S). H&E.

Sekil 4.2.6. 30 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E5). Eozinofilik
hicreler (>). H&E.
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15 (Sekil 4.2.7 B) ve 30 mg/kg (Sekil 4.2.7 A) L-NAME uygulanmus,
embriyonik gelisimin 6. ginlndeki karaciger dokusunda; hepatositlerin kordonlari
olusturmak tiizere diizenlenim gosterdigi, fakat hiicre kiimeleri seklinde yigildigi
g6zlenmistir. Uygulamaya bagli olarak hiicre ve niikleus morfolojisinde bozukluklar
dikkati ¢ekmektedir. 30 mg/kg L-NAME uygulanmig grupta karaciger periferinde
bazi bolgelerde nekrotik alanlar gézlenmektedir (Sekil 4.2.8).

Sekil 4.2.7. 15 mg/kg (B) ve 30 mg/kg (A) L-NAME uygulanmis karaciger dokusu
(E6). Kumeler halinde hepatosit birikimi (H). Sintizoidler (S), eritrosit (e), H&E.
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Sekil 4.2.8. 30 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E6). Nekrotik alanlar
(*) ve morfolojisi bozulmus niikleuslar (A),sSintzoidler (S), periferik alan (P).
H&E.

7. gun 15 ve 30 mg/kg L-NAME uygulanmig gruplar kontrol ile
karsilastirildiginda ¢ok fazla histolojik degisiklige rastlanmamigtir. Hepatositler
dendriform bigimli kordonlar olusturmustur. Ancak artan hiicre boliinmesi (Sekil

4.2.9) ve piknotik ntkleuslar (Sekil 4.2.10) dikkati cekmektedir.
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Sekil 4.2.9. 15 mg/kg L-NAME uygulanmig karaciger dokusu (E7). Mitoz (o),
eritrositler (e), sinuzoidler (S). H&E.

T—

Sekil 4.2.10. 30 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E7). Mitoz (o) ve
piknotik nikleus (O), sintizoid (S), hepatosit kordonlar: (+). H&E.
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8. gin 15 ve 30 mg/kg L-NAME uygulanmis dokularda perifere yakin
bolgedeki siniizoidlerde genisleme meydana gelmis ve hepatosit kordonlari
birbirinden uzaklasmstir. i¢ bolgelerde ise bunun tam tersi bir sekilde hepatosit
kordonlar1 ige dogru ¢okerek birbirleri i¢ine toparlanmislardir (Sekil 4.2.11). 30
mg/kg uygulama grubunda mitotik hiicre sayisinda artis, siniizoidlerde eritrositlerin
kiimelendigi goriilmiistiir (Sekil 4.2.15).

-

Sekil 4.2.11. 15 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E8). Periferik
alanda hepatik kimelenmeler (#) ve merkeze dogru hepatik kordonlar (+).
Sinuzoidler (S). H&E.
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Sekil 4.2.12. 30 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E8). Sinuzoidler (S)
icerisinde y1g1lma gosteren eritrosit kiimeleri (e). Hepatik kordlar (+). H&E.

Sekil 4.2.13. 15 mg/kg L-NAME uygulannmis karaciger dokusu (E8). Mitoz (o).
H&E.
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Sekil 4.2.14. 15 mg/kg L-NAME uygulannmis karaciger dokusu (E8). Mitoz (o).
H&E.

Sekil 4.2.15. 30 mg/kg L-NAME uygulanmis karaciger dokusu (E8). sinuzoid (S)
icerisinde kiimelenen eritrositler (e). Hepatik kordonlar (+). H&E.
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4.3. Immiinohistokimya Bulgular

4.3.1. Kontrol Grubu eNOS, iINOS Dagilimi

5. giinde eNOS ve iNOS immunoreaktivitesinin az da olsa var oldugu ve
karaciger dokusu periferindeki hiicrelerde boyandigi gozlendi. 6. gunden itibaren
boyanmanin arttig1, 7. glin de dahil olmak tzere eNOS’ un iNOS’ a goére daha fazla
oldugu dikkat ¢ekti.

5. giin

6. gun

7. gln

Sekil 4.3.1.1. Kontrol grubu eNOS ve iNOS dagilimlari
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4.3.2. Uygulama Grubu eNOS, iNOS Dagilimlari
Farkli giinlerde 15 mg/kg ve 30 mg/kg L-NAME uygulanmis embriyolarin
karaciger dokular1 kontrol grubu ile immiinokimyasal olarak karsilastiriimistir.

Sonug olarak:

5. giin 15 mg/kg uygulama grubu IHC bulgular karsilastirildiginda eNOS ve
INOS ekspresyonlarinin kontrole gore azalma gosterdigi, iNOS boyamasinin ise
eNOS’a godre daha yogun oldugu goriilmiistiir. 5. giin 30 mg/kg grubunda ise iINOS
boyamasinin hepatik kordlar ¢evresinde yogun boyama gosterdigi ve eNOS’tan daha
yogun boyandigi bulunmustur. 5. gin 15 mg/kg grubu 30 mg/kg grubu ile
karsilagtirildiginda eNOS boyamasinin azalma gosterdigi, iNOS boyamasimin 30

mg/kg grubunda belirgin artig gosterdigi goriilmiistiir.

32



iINOS
5. gln
Kontrol
SRR s
B c' ..b:‘“';
JEER T
5. gln
15
mg/kg
5. gin
30
mg/kg

Sekil 4.3.2.2. 5. gun karaciger kesiti immiinohistokimya boyamalari.

6. giin gruplarina bakildiginda 15 mg/kg’da eNOS immiinoreaktivitesinin
genel olarak karacigerin i¢ bolgelerinde gergeklestigi ve bir miktar periferde
yogunlastigl, iNOS’un ise oOzellikle perifer kisminda yogun boyanma gosterdigi
bulunmustur. Ayni giiniin 30 mg/kg grubu incelendiginde ise eNOS ve iNOS
immiinoreaktiviteleri 15 mg/kg grubuna gore daha azaldigi ve boyanmanin periferde

yogun oldugu goézlenmistir.
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6. gun
Kontrol

6. gln
15
mg/kg

6. gun
30
mg/kg

Sekil 4.3.2.3. 6. gun karaciger kesiti immiinohistokimya boyamalari.

7. glin gruplarinda immiinoreaktivite karacigerin tiim kisimlarinda homojen
olarak gozlenmektedir. Hem 15 hem de 30 mg/kg uygulama grubunda eNOS ve
INOS boyamalar1 kontrole oranla oldukga azalmistir. INOS immunoreaktivitesinin
30 mg/kg grubunda karacigerin tiim bolgelerinde homojen bir sekilde yayilim

gosterdigi saptanmaistir.
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7. gln
Kontrol

7. gln
15
mag/kg

7.gun
30
mg/kg

Sekil 4.3.2.4. 7. giin karaciger kesiti immiinohistokimya boyamalari.

8. glin gruplarinda ise immiinoreaktivite karacigerin tiim kisimlarinda
homojen olarak gozlenmektedir. Hem 15 hem de 30 mg/kg uygulama grubunda
eNOS ve iNOS boyamalar1 kontrole oranla olduk¢a azalmistir. 30 mg/kg grubunda
eNOS immunoreaktivitesinin iNOS’ a gore biraz daha fazla oldugu saptandi.
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8.gun |
Kontrol

8. gun
15
mg/kg

8. gln
30
mg/kg

Sekil 4.3.2.5. 8. giin karaciger kesiti immiinohistokimya boyamalari
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5. TARTISMA

Karaciger, viicudun hemen hemen biitiin sistemleriyle iliskili, karbohidrat,
protein ve yag metabolizmasi, depolama (karbohidrat, vitamin, demir), zararl
maddelerin detoksifikasyonu, salgilama, pihtilasma faktorlerinin iiretimi gibi
fonksiyonlar1 olan biiylik bir bezdir. Ayrica, rejeneratif kapasiteye sahip ender
organlardan biridir. Karacigerin biiyiik bir kismi ¢ikarilsa bile, geriye kalan kismi

tekrar kendini onarabilir.

Pili¢ karacigeri organogenezinde hepatik o6zellesme HH 0Olgcegi evre 8-9
embriyolarinda ventral 6nbagirsak endoderminde baslar [37]. 2. ginde (HH evre
12), ozellesmis hepatik endoderm (hepatoblastlar) gelisimin 3. giiniinde duktus
venosus’u saran tek hiicre tabakali hepatik divertikulumu olusturur [43]. Ozellesen
bu hepatik endoderm hiicre boliinmesi ile gogalir ve karacigerin yapi birimleri olan
hepatik kordlar1 olusturur. Indiiksiyon sonras1 gerceklesen bu morfogenez tiire
Ozgudir [4]. Piligte indiiksiyon sirasinda kullanilan uyarici sinyaller fare karaciger
olusumuyla kullanilan sinyallerle benzerdir [43]. Karaciger olusumunun Onemli
basamaklarindan biri ise loblarin olusumudur. Olusan bu loblarin biiyiikliigii gelisim
sirasinda ve ergin donemde sikica kontrol edilir. Piligte ilk lob 5. giinde gelisir, 6.
ginde 2. lobun gelisimi baglar ve tamamlanir. 7. giinde ise 3. lob, 2. lobun
ventralinde tomurcuk halinde olusur ve 7. giinden itibaren pilic karacigeri
morfogenezi sona erer ve karaciger biiylime evresine girer [1]. Yaptigimiz ¢alismada
glinlere bagl lob olusumlar1 Suksaweang ve ark. ‘larinin [1] yaptig1 deneylerde elde

edilen bilgilerle birebir ortiismektedir.

Pili¢ embriyolar1 ile yapilan c¢alismalarda madde uygulamasi, yumurtanin
hava kamarasina, embriyonun Kuyruk bolgesine, embriyo diskinin altina ve yumurta
albuminine enjeksiyon seklinde yapilmaktadir [44, 45]. Bizim ¢alismamizda ise

uygulama embriyo diskinin altina enjeksiyon yontemi ile gergeklestirilmistir.

Calismamizda uyguladigimiz madde, Nitrik Oksit (NO) inhibitori olan L-

NAME’ dir ve NO inhibisyonunun karaciger gelisimine etkisi arastirilmigtir.
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L-Nitro-Arjinin-Metil-Ester (L-NAME), Nitrik Oksit Sentaz (NOS) substrat1
bir ajan olarak gorev yapabilen, endotelyal NO (eNOS) ve induklenebilir NO (iNOS)
sentezinin her ikisini de inhibe etmek i¢in kullanilan (in vivo ve in vitro) non-
selektif farmakolojik bir aractir [27-30]. L-NAME ile yapilan ¢alismalarda, nitrik
oksit sentez inhibisyonunun; ¢GMP igeriginin azalmasina neden oldugu [31],
anjiyotensin Il gibi vazoaktif ajanlar nedeniyle hiicre ici sinyali (protein kinaz C
aktivitesini iceren) giiclendirdigi ve spesifik adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu

uyarmasi ile oksidatif stresi arttirdigi bildirilmektedir [32].

Bircok hicresel mekanizma ve biyolojik fonksiyonlardaki merkezi
gorevlerine ragmen NO hakkindaki c¢ogu molekiiler ve fonksiyonel analiz
calismalari, yetiskin memeli arastirmalart ile smirli kalmigtir [8]. Karaciger
dokusunda yapilan histolojik ve immiinokimyasal ¢aligmalar, genel olarak karaciger
toksisitesi tizerine olup, bu ¢alismalarda ise ¢ogunlukla fare [46, 47], si¢an [48-51],
ordek [52] ve zebra baligi [53] gibi deney hayvanlari kullanilmigtir.

Daha oOnce yapilmis calismalara dayanarak, L-NAME’ nin dozu ve
uygulanma siiresi ile ilgili kesin bir yargiya varmak mimkin degildir. Ornegin,
tavsanlara 11 giin siireyle 100 mg/kg ve siganlara 30 giin boyunca 0,1 gr/lt olacak
sekilde L-NAME [54] uygulanmis, sonugta bobrek dokusunda énemli bir degisiklik
meydana gelmedigi, L-NAME’ nin etkisinin siire ve doza bagli olarak degisebilecegi
ifade edilmistir. Calismalarda, L-NAME’ nin deney hayvanlarina siklikla 30 mg/kg
[55-58] olarak uygulandigi belirlenmis, bazi ¢alismalarda ise 15 mg/kg L-NAME
uygulamasinin da NOS inhibisyonu igin yeterli olabilecegi gosterilmistir [59, 60].
Ayrica, Ugar [39] ¢alismasinda pili¢ embriyolarina hem 15 mg/kg hem de 30 mg/kg
L-NAME uygulamis ve akciger gelisimine etkisini aragtirmistir. Sonucta her iki
dozunda etkili oldugunu bulmustur. Bu veriler dogrultusunda ¢alismamizda her iki

doz uygulamas1 kullanilmastir.

Karaciger tlzerine yapilan c¢esitli histotoksisite c¢alismalarinda CCls, D-
galaktozamin gibi kimyasallar ile kadmiyum ve molybdenum gibi agir metaller
uygulanmis ve hepatik kordonlarda daralma, siniizoidlerde genisleme, hepatositlerde
vakuolizasyon gibi histopatolojik bulgular gozlenmistir [46, 50-52]. Ayrica, Sakr ve

ark. kadmiyumun karaciger ince yapisi lizerine etkisini incelemisler, mitokondrilerde
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sisme ve deformasyonlara ilaveten piknotik niikleuslara da rastlamiglardir [51]. L-
NAME uyguladigimiz farkli gelisim safhalarindaki karaciger dokusunda elde

ettigimiz veriler bu ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Cox [53] zebra balig1 embriyolarina, karaciger gelisiminin 24. ve 72. saatleri
arasinda L-NAME uygulamast yapmislar ve karaciger olusumunda bozukluklara
neden oldugunu saptamislardir. Daha sonra NO’ nun karaciger gelisiminin hangi
evresine daha cok etki ettigini belirlemek amaciyla hepatik tomurcuk olusumunun
gergeklestigi 24 ve 48. saatler arasi1 ve hepatosit farklilagmasinin oldugu 48. ve 72.
saatler arasinda bir uygulama yapilmis ve NO inhibisyonunun 48. ve 72. saatlerde
karaciger boyutunu daha ¢ok etkiledigi gozlenmistir [53]. Cox ve ark.’ larinin yaptigi
bu c¢aligma karaciger gelisiminin NO ile ilgisinin literatiirde bahsedildigi tek
calisgmadir ve yayinda sadece L-NAME’ nin karaciger boyutlarimi kiigilttigl
gosterilmis, L-NAME’ nin karaciger gelisiminde sebep oldugu yapisal ve histolojik
degisikliklere dair hicbir veri ortaya konmamistir. Yine zebra baliklar1 ile yapilan
calismada, karaciger gelisim siirecinde karacigere uygulanan hasar sonrasi
rejenarasyon sirasinda NO seviyesinde meydana gelen degisikliklerin rejenerasyon

stirecini etkiledigi belirlenmistir [3].

Peonova ve ark., Xenopus embriyosu beyin ventrikiline ¢ozinebilir polimer
icerisine emdirilmis L-NAME ¢ozeltisi uygulamislar ve NO inhibisyonunun
beyindeki ¢ogalan hiicre sayisini 3 giinliik uygulamada kontrol grubuna oranla % 261
oraninda arttirdig1 ve bu sekilde beyin morfogenezinde bozulmaya neden oldugunu
bulmuslardir [61]. Calismamizda da buna benzer bir sekilde mitotik hiicrelerde artis

ve buna bagl karaciger dokusunun diizenlenmesinde bozukluklar saptanmustir.

Hamile farelere gestasyonun 12., 13., 14., 15. veya 16. ginlerinde L-NAME
50 ve 90 mg/kg olarak uygulanmis ve yavrularin dogmasi beklenmistir. Gestasyonun
erken sathalarinda (12, 13 ve 14) L-NAME uygulanan annelerden dogan yavrularin
kontrol grubuna oranla; embriyonik veya fetal kayiplarda artis ve embriyo
agirhiginda azalma tespit edilmis, artan dozlarda bu fark daha da artis gostermistir.
Bunun yaninda morfolojik incelemelerde uzuvlarda defekt olusumu ve osteogenez

asamalarinda bozukluklar da goze ¢arpmustir [62].
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Neerhof ve ark. [63], siganlara gebeligin 14-18. ginleri arasinda L-NAME
uygulamiglar ve gebeligin 21. giinlinde embriyonun normal fetal ve plasental
biiyiikliikte oldugunu bulmuslar, L-NAME uygulamasinin dokudaki etkisinin gelisim
ile birlikte ortadan kalktigin1 kanitlamistir. Bizim ¢alismamizda karaciger gelisiminin
uyarilma, morfogenez ve farklilasma evrelerine ait donemlerde L-NAME uygulamasi
yapildi ve oOzellikle erken embriyonik dénemde mezensim-epitel gecisleri ile
hiicrelerin koordineli ¢alismasi iizerine etkinin daha fazla oldugu ge¢ embriyonik
donemde ise kontrole yakin oldugu goézlendi. Bu durum, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasinin hizli oldugu erken gelisim evrelerinde, embriyonun igsel ve digsal

kaynakli uyaranlara karsi son derece duyarli olmasiyla agiklanabilir.

Kabil ve ark. [49] tioasetamid ile karaciger de hasar olusturarak eNOS
sentezini arttirict 6zelligi olan ghrelin adli maddeyi si¢anlarda denemis ve L-NAME
uygulamasinin eNOS miktarini azaltarak ghrelin’in eNOS’a bagimli hepatoprotektif
etkisini ortadan kaldirmigtir. Calismamizda elde ettigimiz sonug, bu ¢alismada L-
NAME’ nin karaciger dokusunda eNOS miktarlarin1 azaltmasi sonucuyla uyum

gostermektedir.

Moslemi ve ark.' larinin [64] yaptig1 ¢alismada, NOS immunoreaktivitesinin,
L-NAME uygulanmis gruplarda kontrol gruplarina goére oldukca azaldig
belirlenmistir. L-NAME’ nin NO* in sentezinden sorumlu olan NOS* u inhibe ederek
NO sentezini engelledigi ve dolayisiyla NO aktivitesinde azalmalara yol agtigi

diistiniilmektedir.

Ucar [39] yapmis oldugu calismada, pilic embriyosu akciger gelisim
evrelerini belirlemis ve bu evrelere iki farkli dozda L-NAME uygulayarak etkisini
incelemistir. Sonugta, anlik NO inhibisyonunun akciger gelisimini olumsuz
etkiledigini bulmustur. Ayrica, erken embriyonik donemde eNOS, iNOS ve laminin
al immunoreaktivitesinde azalma, ge¢ embriyonik donemlerde ise artis
gozlemlemistir. Bizim bulgularimizda da erken donem eNOS, iNOS

immunoreaktivitesi benzerlik gdstermektedir.

Dokularda siiperoksit, stiperoksitdismutaz (SOD) ve NO yardimiyla diisiik

seviyede tutulmaktadir [65, 66]. NO ve siiperoksit arasinda gergeklesen reaksiyonun
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siiperoksitdismutaz ve siliperoksit arasinda gerceklesen reaksiyondan 6 kat daha
biiyiik oldugu bildirilmektedir. NO azliginda denge siiper oksit artis1 yoniinde
kaymaktadir. Guzik ve ark' larinin [67] yaptigi ¢alisma bu bilgiyi desteklemektedir.
Bir diger goriis ise normalde NO' in, siiperoksit iiretiminde rol oynayan enzimlerin
sentezini engelledigi fakat NO azliginda enzimlerin normalden fazla aktive oldugu

yonundedir [68-70].

NO, azliginda veya c¢oklugunda siiperoksid ile reaksiyona girerek sitotoksik
bir oksidan olan peroksinitrit olusumuna neden olur [69, 71]. Bu sitotoksik etkiler
mitokondrial solunumun inhibisyonu, DNA ve protein hasari sonucu olusan gen

mutasyonu, protein fonksiyonunun kaybi, nekroz ve hiicre 6liimii seklindedir [72].

Pili¢ Karaciger gelisimi 5 ile 8 gilinliikk donemlerde baslayip sonlanmakta ve
bu asamada uygulanan NOS inhibitorii L-NAME uygulandiginda gelisim 6nemli
derecede etkilenmekte oldugu H-E incelemelerinde saptandi. Buna eslik eden artmis
bir oksidatif stres eNOS ve iNOS boyamalar ile gosterildi. Bu sonuclar ile NO

mekanizmasinin gelisim siirecinde 6nemli bir faktor oldugu diistintildii.
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6. SONUC VE ONERILER

Pilic embriyosu karaciger gelisimi iizerine anlik nitrik oksit sentezinin

durdurulmasi veya azaltilmasina bagl gerceklesen yapisal degisiklikler;

e Hepatositlerin kordon olusturma yeteneginde bozukluklar,

¢ Siniizoidlerde genisleme,

e Endotel hiicre kayiplari,

e Siniizoidlerde y1g1lma gdsteren eritrosit kiimeleri,

e Ozellikle erken embriyonik dénemde hepatositlerde sitoplazmik vakuoller,

e Nekrotik alanlar,

e Hepatosit nukleuslarinda deformasyonlar,

e Mitotik hiicrelerde artis seklindedir.

Immiinohistokimyasal olarak da;

e ¢NOS ve INOS immiinoreaktivitesinin 5. giinde az da olsa var oldugu ve
ilerleyen giinlerde artis gosterdigi gézlendi. Tiim giinlerde eNOS’un iNOS’a
oranla daha fazla boyandig,

e Uygulama grubu immiinohistokimya bulgular1 karsilastirildiginda eNOS ve
iNOS boyamalarinin uygulama dozuna bagli olarak azalma,

e Giin gruplan birbirileri ile karsilastirildiginda erken embriyonik donemdeki
karacigerlerde eNOS ve INOS imminoreaktivitelerin ge¢ embriyonik
donemdeki karacigerlere oranla daha fazla etkilenerek azaldigi,

e 6. gln 15 mg/kg uygulanmis grupta eNOS’ un iNOS’ a gore fazla oldugu
belirlendi.

Gilinlimiizde embriyo gelisimini ve organogenezi kontrol eden sinyal yolaklar
heniiz tam olarak anlagilabilmis degildir. Bu sinyal yolaklarinda meydana gelen
herhangi bir bozukluk bebek gelisimi sirasinda kongenital anomalilere sebep
olabilmektedir. Gaz halinde ve ¢ok kigtk bir sinyal molekiilii olan NO, hiicrelerarasi
bir sinyal molekiilii olarak iglev gordiigii ve bir¢ok hiicre igi ve hiicreler arasi
haberlesmede gorev aldig1 kismen bilinmektedir. NO’nun embriyo ve organ geligimi
sirasinda rol oynadigi islevler hakkinda ise neredeyse ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.

NO’nun embriyonik gelisim asamalarindaki roliiniin belirlenmesi, bu sinyal
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molekiiliiniin fonksiyonu hakkinda bilgi toplamamiza ve NO kaynakli olabilecek
kongenital anomalilere karsi yeni bir yaklasim ve tedavi getirilmesine olanak

saglayabilecektir.
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