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ÖZET

Bu çalışmada VVistar cinsi albino dişi sıçanlara iki hafta süreyle H°-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) verilerek kronik
nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu oluşturuldu ve midelerinde meydana gelen histolojik değişiklikler incelendi. 15 adet
sıçan üç gruba ayrıldı. I. grup kontrol, II. ve III. gruplar deney gruplarını oluşturdu. L-NAME sıçanların içme suyuna
karıştırılarak uygulandı; II. ve III.gruplara sırasıyla 100mg/L ve 500mg/L dozda verildi. İki haftanın sonunda, kontrol grubu
ve deney gruplarından alınan mide korpus kesitleri ışık mikroskobunda incelendi. I. ve II. gruplarda mide kesitlerinde
bütün tabakalar normal histolojik görünümde izlenirken, III. grubu oluşturan sıçanların mide mukozalarında yer yer bez
lümenierinde dilatasyon ve çevreleyen bez hücrelerinde atrofi; bezlerin bazal bölgelerinde pariyetal hücre yoğunlaşması
izlendi. Korpus bezlerinin tamamında boyun mukus hücre salgılarının, I ve II. gruplarda periyodik-asit Schiff (PAS) pozitif,
III. grupda PAS negatif reaksiyon verdikleri gözlendi. Sonuç olarak kronik NOS inhibisyonunun, sıçan mide mukozasında
ışık mikroskopik değişikliklere neden olduğu saptandı.

SUMMARY

We examined the histological changes in the rat stomachs, follovving chronic nitric oxide synthase (NOS) inhibition with
the administration of hf-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), for two weeks. Fifteen adult female VVistar albino rats
were divided into three groups. Group I was the control group. Group II and III received 100mg/L and 500mg/L L-NAME
respectively, with their drinking vvaters. With light microscopy, the stomach histology were found normal in groups I and
II. İn group III, parietal cells found more numerous in the bases of the gastric glands and some of the gastric glands
shovved local dilatations. Gland cells were atrofic around the dilated lumens. İn corpus glands, the secretions of ali the
neck mucous cells, were periodic acid-Schiff (PAS) negative in group III, vvhile they vvere PAS positive in groups I and II.
İn conclusion, it has been observed that chronic NOS inhibition alters rat stomach microscopy.
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Makalenin geliş tarihi: 20. 06. 2001; kabul tarihi: 02. 11. 2001 N i t r i k oksitin (NO) memelilerin endotel hücrelerinde

sentezlendiği, ilk kez 1987 yılında saptanmıştır. Bu
tarihten itibaren yapılan pek çok çalışma NO'in dolaşım
sistemi, sinir sistemi ve immun sistem başta olmak üzere
bütün sistemlerde önemli bir biyolojik mediatör olduğunu
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göstermiştir (13,19). NO; hücre içinde L- arginin'in nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafından yıkılması sonucu
L-sitrüllin ile birlikte açığa çıkar (3). NO hedef hücrede
çözünebilir guanilat siklazı (sGC) aktive ederek siklik
guanozin monofosfat (cGMP) konsantrasyonunu arttırır.
cGMP düz kaslarda gevşeme yapar. NO, damar
duvarlarındaki düz kaslarda oluşturduğu gevşeme ile kan
basıncının düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır (4).

NO'in sindirim sisteminde bulunan düz kaslarda gevşeme
yaptığı gösterilmiştir. Bu etki, NO'in sindirim sistemi düz
kaslarına gelen otonom nitrerjik sinirlerden nörotransmitter
olarak salgılanması ile oluşur (2,4). Aynı zamanda bu
bölgedeki kan damarlarında vazodilatasyon oluştururarak
kan akımını düzenlemektedir (1,5). Midede mukoza
bütünlüğünün korunmasında NO'in önemli bir mediatör
olduğu gösterilmiştir. Bu etkiyi mukozal kan akımını
düzenleyerek, mukus, asit ve alkali sekresyonu kontrol
ederek sağlamaktadır (6-8).

NOS enzimleri L-arginin analogları tarafından
baskılanabilmekte ve NO oluşumu deneysel olarak
engellenebilmektedir. Bu amaçla kullanılan L-arginin
analoglarından bir tanesi N0J-amino-L-arginine methyl
ester (L-NAME)'dir (10). L-NAME suda erir, oral olarak
alındığında aktiftir. L-NAME sıçanların içme suyuna
karıştırılarak verildiğinde, sıçanların su içmesini etkile-
mediği gösterilmiştir (1). Bu metotla oluşturulan NOS
inhibisyonu ile sıçanlarda sistemik kan basıncının bir hafta
içinde arttığı gösterilmiştir (21). Kan basıncının artmaSı
NO inhibisyonunun gerçekleştiğini göstermektedir (12).

Bu çalışmanın amacı, NO yapımının deneysel olarak
engellenmesi durumunda sıçan midesinde oluşması muh-
temel değişikliklerin ışık mikroskopik seviyede araştırılma-
sıdır.

Hayvanlar ve deneysel düzenek
Çalışmada, ağırlıkları 200-240g asrasında değişen 15
adet erişkin, VVistar Albino cinsi dişi sıçan kullanıldı.
Denekler üç gruba ayrıldı: I. gruba (kontrol, n=5) içme
suyu olarak çeşme suyu verildi. ll.(n=5) ve III. (n=5)
grupların içme sularına sırasıyla 100 mg/L ve 500 mg/L L-
NAME ilave edilerek iki hafta süreyle verildi (11).
Kan Basıncı Ölçümleri
iki haftanın sonunda intraperitoneal üretanla (1.2-1.4g/kg)
uyutulan sıçanların karotid arterleri kanule edilerek, bir
transducer (Harvard 50-8952) ve kaydedici (Harvard
Universal Pencoder) aracılığı ile kan basınçları ölçüldü.
Histolojik Araştırma Yöntemleri
Sıçanların midelerinin korpus bölgeleri alınarak Bouin
solüsyonu ve % 10'luk nötral tamponlanmış formalinde
tespit edildi. Rutin doku takibi sonrasında parafine
gömülen dokulardan 6u.'luk kesitler alınarak hematoksilen
eozin, Massön trikrom, peryodik-asit Schiff (PAS), alcian

blue-kernechtrot metodları ile boyandılar (1,12). Boyanan
kesitler Olympus BH2 araştırma mikroskopunda incelene-
rek fotoğrafları çekildi.
İstatistiksel Araştırma Yöntemleri
Üç grubun kan basınçları aritmetik ortalama ± ortalama
standart hata olarak hesaplandı. İstatiksel inceleme
Kruskal-VVallis testi ile yapıldı. p<0.05 olan değerler
anlamlı kabul edildi. Farklılığı yaratan grubu saptamak
için, gruplar ikili olarak Mann VVhitney U testi ile değerlen-
dirildi. p<0.01 olan değerler anlamlı kabul edildi (13).

BULGULAR
Kan Basıncı Bulguları
II. ve III. gruplara ait sıçanların kan basınçlarının I. gruba
(kontrol) göre arttığı tespit edildi (p<0.05). II. ve III. gruplar
arasında anlamlı fark izlenmedi (p>0.01) (Tablo 1). Kan
basınçlarındaki artış NOS inhibisyonunun gerçekleştiğini
göstermektedir (14).

Tablo. I. Grup (kontrol), II. grup (100mg/L L-NAME) ve III. grup

(500mg/L) sıçanların kan basınçları (mmHg) (Ölçümler karotid

arterinden yapılmıştır).

I.Grup (n=5)

II.Grup (n=5)

l!I.Grup(n=5)

Diastolik*

56.00±2.45a

91.00±3.67

89.00±7.67

Sistolik*

94.00±2.45a

132.00±3.39

138.00±5.83

*p<0.05, Kruskall-VVallis. ap<0.01, Mann-Whitney-U.

Işık Mikroskopik Bulgular
I.Gruba (kontrol) ait olan mide kesitlerinde hematoksilen-
eozin ve diğer boyama metodları ile sıçan midelerinin
tunika mukoza (Resim 1), tunika submukoza, tunika mus-
kularis ve tunika seroza tabakaları normal histolojik görü-
nümde izlendi. PAS boyaması ile yüzey mukus hücrelerin-
de, isthmus ve boyun mukus hücrelerinde salgı materyali
PAS pozitif boyandı (Resim 2). Alcian blue- kemechtrot
metodu ile sadece isthmus mukus hücrelerinin salgı
materyali mavi renkte boyanmış olarak izlendi (Resim 3).

Resim 1. Kontrol grubu sıçan midesi. Normal histolojik görünümde mide

bezleri(b) ve lamina propria (p). Hematoksilen eozin, X 132.
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Resim 2. Kontrol grubu sıçan midesi. Yüzey mukus hücrelerinde (kalın ok)

ve boyun mukus hücrelerinde (ince ok) PAS pozitif salgı materyali. PAS,

X66.

II. gruba ait olan (L-NAME, 100mg/L) kesitlerde de tunika
mukoza, tunika submukoza, tunika muskularis ve tunika
seroza tabakaları normal histolojik görünümde izlendi.
Yüzey mukus hücrelerinde, isthmus ve boyun mukus hüc-
relerinde salgı materyali PAS pozitif izlendi. Alcian blue-
kernechtrot metodu ile sadece isthmus mukus hücrelerinin
salgı materyali mavi renkte boyanmış olarak izlendi.

III. grup sıçanların (L-NAME, 500mg/L) mide kesitlerinde,
tunika mukoza tabakasında histolojik değişiklikler tespit
edildi. Hematoksilen eozin ve Masson trikrom boyalan ile
pariyetal hücreler III.grupta, bezlerin bazalinde yoğun
olarak gözlendi. Bezlerin boyun ve isthmus bölgelerinde
ise dağılımlarında bir değişiklik gözlenmedi (Resim 4).
Aynı grupta korpus bölgesindeki bazı bezlerin lümenlerin-
de dilatasyonlar ve bu bölgelerde bez hücrelerinde atrofi
izlendi (Resim 5,6). Yüzey mukus hücrelerinin salgı
maddesi PAS pozitif boyanırken, boyun mukus hücreleri
PAS negatif boyandı (Resim 7). Alcian blue-kernechtrot
boyası ile isthmus mukus hücrelerinin salgıları mavi
renkte izlendi (Resim 8). Lamına muskuiaris mukoza,
tunika subseroza, tunika muskularis ve tunika seroza
tabakaları normal histolojik görünümdeydi (Resim 9).

Resim 5. L-NAMb. (500mg/L) uyguianan sıçan midesi. Mide bezlerinin

lümenlerinde dilatasyon (#). Masson trikrom, X66.

Resim 3. Kontrol grubu sıçan midesi, isthmus mukus hücrelerinde mukus

salgısı(ok). Alcian blue-kernechtrot, X132.

Resim 4. L-NAME (500mg/L) uygulanan sıçan midesi. Mide bezlerinin

bazal kısımlarında sık olarak izlenen pariyetai hücreler (ok) ve lamina

propria (p). Masson trikrom boyama metodu, X330.

Resim 6. L-NAME (500mg/L) uygulanan sıçan midesi. Mide bezi

hücrelerinde atrofi (ok), lamina propria (p). Alcian blue-kernechtrot, X132.
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Resim 7 L-NAME. (SOOmg/L) uygulanan sıçan midesi. Yüzey mukus

hücrelerinde (ok) PAS pozitif salgı materyali. PAS, X66.

Resim 8. L-NAME (500 mg/L) uygulanan sıçan midesi, isthmus mukus

hücrelerinde mukus salgısı (ok). Alcian blue-kernechtrot, X132.

Resim 9. L-NAME (500 mg/L) uygulanan sıçan midesi. Mide bezleri (b),

lamina muscularis mukoza (m), tunika submukoza (s), tunika muscularis

(k).

TARTIŞMA

Mide mukozası üzerinde nitrik oksitin koruyucu etkisi çe-
şitli hayvan modelleri üzerinde gösterilmiştir. Bu deneyler-
de etanol asit alkali, hiperosmolar solüsyonlar, safra asiti,
aspirin ve diğer nonsteroidal anti inflamatuar ilaçlar (14-
18) ve stres mukozal hasar oluşturmakta kullanılmış ve
NO'in bu hasarların iyileşmesinde önemli rol oynadığı
gösterilmiştir (5). L-NAME ile NO sentezi inhibe edildi-
ğinde ise mukozal hasardaki iyileşmenin geciktiği bildiril-
miştir (18). Bu çalışma ise, NO'in sıçan midesindeki
koruyucu etkisinin araştırılması amacıyla yapılmıştır.

Gastrik mukoza hasarında artan NO sentezi ile mukus
sekresyonu artışı arasında pozitif bir ilişkinin olduğu
gösterilmiştir (7,15). L-NAME ile yapılan inhibisyonla bu
artış engellenmektedir. Garcia-Vittoria ve ark. (19)
immunohistokimyasal olarak, normal sıçan midesinde
mukus salgılayan hücrelerde nöronal NOS aktivitesini
pozitif bulmuşlardır. Mukus hücrelerinin aktivitesinde
NO'in önemli rol oynadığını savunmaktadırlar. Çalışma-
mızda III. grupta yüzey mukus hücrelerinin sekretuar
granülleri PAS pozitif boyandığı halde boyun mukus
hücrelerinin, kontrol grubunun aksine PAS negatif boyan-
dığı tespit edildi. Midede nötral müsinler PAS pozitif
reaksiyon verirler (20). III. grupta boyun mukus hücrele-
rinin PAS negatif boyanmış olmaları, bu hücrelerin salgı
üretme aktiviteierinde azalmaya bağlı olabileceği gibi salgı
ph'nın değişmesine de bağlı olabilir. Alcian blue ile mide
bezlerinde asit müsin salgı mavi renkte boyanır (20).
Alcian-blue ile isthmus mukus hücrelerinin salgı materyal-
leri her üç grupta da mavi olarak boyandı. Yüzey ve boyun
mukus hücreleri boyanmadı. Kontrol grupları ile deney
grupları arasında belirgin bir farklılık görülmedi.

NO'in midede, endojen vazodilatatör etki göstererek
mukozadaki kan akımını düzenlediği ve mukozal bütün-
lüğün korunmasında önemli olduğu bildirilmiştir (14).
Çalışmamızda NO inhibisyonu uygulanan deney grupla-
rında, sıçan midesindeki kan damarlarında ışık mikrosko-
pik olarak herhangi bir değişiklik tespit etmedik. Ancak
bazı mide bezlerinde lümende dilatasyon ve bu bölgelerde
bez hücrelerinde atrofi izlendi. Bez hücrelerinde ortaya
çıkan bu atrofi, bezleri besleyen kan damarlarının vazo-
konstriksiyonu sonucunda bezlerin iyi beslenememesine
bağlı olarak ortaya çıkmış olabilir.

Çalışmamızda tunika submukoza, tunika muskularis ve
tunica seroza tabakaları her üç grupta da normal ışık
mikroskopik görünümde izlendi, iki haftadan daha uzun
süre NOS inhibisyonu yapıldığı takdirde, bu tabakalarda
da patolojik bulguların oluşabileceği düşüncesindeyiz.

Sonuç olarak bu çalışmada, kronik NOS inhibisyonu
uygulanan (500mg/L) sıçan midelerinin tunika mukoza
tabakasında bir kısım bezlerde atrofik değişiklikler,
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atrofiye uğramayan bezlerin bazal bölgelerinde parietal midede sadece mukozal hasarın iyileştirilmesinde değil,

hücre yoğunlaşması, boyun mukus hücre salgı madde- aynı zamanda normal mukozal yapının korunmasında da

sinin PAS yöntemi ile boyanma özelliklerinde değişiklikler önemli olduğu yönünde bulgular vermektedir. NO'in mide

gibi bulgular bulunmuştur. Yapılan çeşitli çalışmalarla, bezlerindeki koruyucu rolünün tam olarak açıklanabilmesi

NO'in mide mukoza hasarının iyileşmesinde önemli bir rol için, ileri araştırmaların uygun olacağı düşüncesindeyiz,

oynadığı gösterilmiştir (5,14-18). Çalışmamız, NO'in
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