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Ozet

Summary

NADPH koenzimi varliginda nitroblue tetrazolium'un,
NADPH-diaphorase ile indirgendiginin gozlemlenmesinden bu
yana bu konuda ¢alismalar devam etmektedir. Nitrik oksit sen-
tazin bu enzimle hemen aynm dagilumi géstermesi ile ¢alismalar
histokimyasal ve immunhistokimyasal yontemlerin birlikte kul-
lanumint ortaya ¢ikartmigtir:

Biz bu ¢alismada si¢an bagwrsagindan hazirlanan whole-
mount preparatlar iizerinde histokimya yontemi ile plexus
myentericus'da NADPH-Diaphorase (+) sinir hiicrelerinin
ozelliklerini incelemeyi ve ileum ile colon'da bu hiicrelerin
dagilimini belirlemeyi amagladik.

Boyanma gosteren sinir hiicrelerinin, boyanma farklilik-
lar1 gostermekle birlikte Dogiel 'in tamimladig birinci tip sinir
hiicresine uydugunu gérdiik. lleum ve colon'da plexus myen-
tericus'daki ganglionlarin yogunluklar: ile herbir gangliona
diisen NADPH-diaphorase (+) sinir hiicrelerini saptadik.

Anahtar Kelimeler: Plexus myentericus, Sigan,
NADPH-Diaphorase, Morfometri
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It has been previously observed that in the presence of
coenzyme NADPH, nitrobluetetrazolium is reduced by
NADPH-diaphorase. Because of nitric oxide synthase shows
almost the same distribution as this enzyme, the usage of his-
tochemical and immunohistochemical methods come into view.

In this study we aim to examine the properties of
NADPH-diaphorase neurons of plexus myentericus on whole-
mount preparations of rat intestine and to determine the dis-
persion of these cells in both ileum and colon by using histo-
chemical methods.

Although there were certain differentiation between the
staining of cells, we detected that they looked like the cells that
have been described as Dogiel type I neurons. In the plexus
myentericus of ileum and colon, we determined the intensity of
ganglions and the NADPH-diaphorase (+) neurons per each
ganglion.

Key Words: Plexus myentericus, Rat, NADPH-diaphorase,
Morphometry
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Thomas ve Pearse adli arastiricilar, beyinde
NADPH koenzimi varliginda, nitroblue tetrazoli-
um’un NADPH-Diaphorase ile indirgendigini ve
bu reaksiyonun gergeklestigi, agik mavi renk alan
hiicrelerin varligini gézlemlediler (1). Sonraki yil-
larda damar endotelinden salgilanan "endothelium
derived relaxing factor" (EDRF) adi verilen bir
maddenin varligir gosterildi (2). Bunlar izleyen
calismalar nitrik oksit (NO) denilen maddenin var-
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ligin1 ortaya g¢ikartti. Otonom sinir sisteminde ko-
linerjik ve adrenerjik sistemlerin etkileri ile agik-
lanamayan bazi yanitlarin nonadrenerjik-nonkoli-
nerjik sistem adi verilen boliim tarafindan yapildig
ve NO’in bu etkilerin gogundan sorumlu olmasinin
yani sira, tipik norotransmitter Ozelliklerini de
tagidig1 belirlendi. Bu noktadan sonra caligmalar
NO’in etki yolaklar1 iizerinde yogunlagmaya
bagladi. Ayrica farkli arastiricilar NO etkilerini ve
bulundugu yerleri degisik organ ve organ sistem-
lerinde incelemistir (3). NADPH ile boyanan sinir
hiicreleri NOS ile de boyanma gostermektedir. Bazi
dokularda NADPH, NOS’a gore daha fazla sayida
hiicreyi boyarken, bagirsaklarda boyle olmadigin-
dan, NADPH-Diaphorase giivenli ve daha ucuz bir
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yontem olarak kullanilabilirligini korumaktadir (4).
Biz bu c¢aligmada NO’in en fazla etkiye sahip
oldugu sistem olan sindirim kanalindaki sinir agin-
da (gastrointestinal nervous system), NADPH-di-
aphorase ile boyanan sinir hiicrelerini, onlarin 6zel-
liklerini ve ayrica sinir hiicrelerinin yogunluklarini
morfometrik olarak plexus myentericus (Auerbach)
iizerinde incelendi.

Materyel ve Metod

Deney hayvani olarak 10 adet Wistar cinsi
erigkin sican kullanildi. Sicanlarin bagirsaklarinin
bosalmasi i¢in bir gece a¢ birakildiktan sonra erte-
si giin eter anestezisi ile 6ldiiriildii. Orta hat kesisi
ile hemen karin agilarak ileum ve colon boliimleri
meso'lart kesilerek disart alindi. Cikarilan dokular
Krebs solusyonuna konularak temizlendi. %4’liik
formaldehit igeren 0.1M’lik PBS solusyonu ile
dokular 2.5 saat 4°C’da tesbit edildi. Meso'nun bu-
lundugu kenardan kesilerek agilan organlar PBS’in
0.01 M’lik solusyonu ile bir kag kez yikandi. Yine
aym Ozellikteki PBS i¢inde 4°C’de buzdolabinda
saklandilar. PBS igine, histokimyasal tepkimeye
zarar verebilecegi diislincesiyle, hicbir konserve
edici madde konulmadi. Reaksiyonu kolaylastir-
mak amaciyla organlar stereomikroskop altinda
prepare edildi. Bunun i¢in 6nce mukoza, altindaki
tabakalardan kazinarak ayrildi. Daha sonra tunika
muskularis ile tela submukoza ince diseksiyon ile
birbirlerinden ayrildilar. Yapilarin inceligi de goz
online alinarak tunika muskularis daha fazla pre-
pare edilmedi. Elde edilen tam kalinliktaki
preparatlar NADPH-Diaphorase histokimyasal
reaksiyonu i¢in 0.25 mg/ml nitroblue tetrazolium
(Sigma) ve 1 mg/ml B-NADPH (Sigma) igeren 0.1
M Triton-X-Tris Buffer (Sigma) solusyonunda oda
sicakliginda, iki saat tutuldu. Yeterli boyanma elde
edildiginde reaksiyon Tris Buffer ile durduruldu.
Lam iizerine alinan preparatlar gliserinin PBS’deki
solusyonu (1:3) ile kapatildi. Zeiss fotomikroskop
yardimi ile ORWOPAN 25 ASA siyah beyaz film
kullanilarak goériintiilendi.

Bulgular

Ileum ve colon'dan hazirlanan preparatlarda
plexus myentericus’a ait ganglionlarda NADPH-
Diaphorase ile boyanan sinir hiicreleri gozlemlen-
di. Bu sinir hiicreleri daha ¢ok koyu mavi renkte
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Sekil 1. Colon'da NADPH-diaphorase (+) sinir hiicreleri agik
ve koyu renkli boyanmaktadirlar (ok), bu hiicrelerden ayirt
edilebilenler Dogiel tip I hiicresine uymaktadir (okbasi).
(x285)

Sekil 2. Ileum'da plexus myentericus'da NADPH-diaphorase —
hiicrelere ait bosluklar (*) izlenmektedir. Sinirlerin tizerindeki
varikéz genislemeler (ok) fonksiyonel sinaps alanlaridir.
(x285)

boyanma ozelligi gostermekteydiler. Bunlarin
yaninda daha agik renkli boyanan sinir hiicreleri de
vard1 (Sekil 1). Boya almayan sinir hiicreleri de
yine bu ganglionlarda bogluklar halinde goriildii
(Sekil 2). Sinir hiicrelerinin tiimii iyi se¢ilememek-
le birlikte ayirt edilebilenlerin Dogiel’in Tip I
olarak tanimladig sinir hiicresine uydugu goriildii.
Pleksuslarda yerlesmis olan sinir hiicrelerinin
boyut olarak da birbirlerinden farkliliklar goster-
dikleri izlendi. Yine plexus myentericus’da gang-
lionlar arasinda uzanan ve {izerlerinde varikoz
genislemeler gosteren sinir uzantilar1 géze carp-
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Sekil 3. Ileum’da plexus myentericus'dan ayr1 olarak tunica
muscularis'de kas liflerine paralel seyirli, sinir hiicre gévdesi
icermeyen ve boya almayan hiicrelere ait bogluklar (okbasi)
barindiran bir sinir ag1 (ok) izlenmektedir. (x110)

maktaydr (Sekil 2). Bunlardan ayri olarak tunica
muscularis’de kas liflerine kosut olarak uzanan ve
NADPH-Diaphorase ile boyanan sinir hiicresi iger-
meyen sinir demetlerine de rastland1 (Sekil 3). Bu
sinir demetleri icinde glia hiicrelerine ait olmalari
daha olas1 olan bosluklar belirlendi.

Yaptigimiz morfometrik incelemede herbir
colon ve ileum’da plexus myentericus'daki 100
adet ganglion icinde NADPH Diaphorase ile bo-
yanan sinir hiicreleri sayildi. Buna gore kolonda or-
talama herbir ganglionda 5.9 adet NADPH-
Diaphorase ile boyanan sinir hiicresi oldugu (max:
21, min: 1), ileumda ise ganglion bagina ortalama
4.1 adet (max: 9, min: 1) boyanan sinir hiicresi
diistiigli goriildii. Birim alan olarak segilen lcm?
alanda colon'da ortalama 330 (max: 511, min: 197)
ganglion gozlenirken ayni birim alanda ileum'da
ortalama 471 adet (max: 668, min: 236) ganglion
gozlendi (Tablo 1).
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Tartisma

Dogiel Tip I hiicreler hiicre govdesi sinirlari
diizensiz multipolar hiicrelerdir. Bunlar kisa ve
kalin belirgin akson ve dendritlere sahiptirler (5, 6).
Stach, tip I néronlarin plexus myentericus'da bu-
lundugunu, plexus submucosus'da bulunmadigini
bildirmektedir. Ayrica tip I néronlarin biiyiikliikle-
rine gore 3 alt gruba ayrildiklarin1 ve eksantrik
cekirdek igerdiklerini belirtmektedir (6). Tavsan
proksimal kolonundan hazirlanan whole mount ve
kriyo preparatlarinda NADPH ve NOS boyamasi
yapilmistir. Buna gore plexus myentericus'da
Dogiel'in tip I hiicrelerine uyan hiicreler goriil-
miistiir. Ayn1 sekilde plexus submucosus'da da
Dogiel Tip I hiicreler goriilmiistiir. Dondurma ke-
sitlerde sirkiiler kasin submukoza tarafinda Henle
pleksusu olarak adlandirilan bir pleksus gortil-
miistiir. Ancak hiicrelerin farkli biiyiikliiklerde
oldugundan so6z edilmemistir (4). Dogiel Tip I
hiicreler sindirim kanalindaki sinir agiin biiytlik
boliimiinii olustururlar. Sindirim sisteminin degisik
boliimlerinden NO’in salgilandig: bildirilmistir (7).
NO’in hiicre i¢inde hangi organelle iliskili olabile-
cegi yoniindeki caligsmalar, belli bir hiicre i¢i or-
ganel veya hiicre zar ile iligkili olmadigini goster-
mektedir. Bu ise saklanma ve salinimi konularini
karanlikta birakmaktadir. Yine bu ince yapisal ca-
lismalardaki bulgular NO’in myenterik sinirlerin ve
diiz kaslarin fonksiyonlar ile ilgili oldugu izleni-
mini vermektedir (8). Damar duvarinda VIP ve
NO’in yakin iligkisi, NO’in damar gevsemesinde
VIP-Asetilkolin sistemi ile baglantisin1 diistindiir-
mektedir (9). Ancak benzeri baglant1 heniiz bagir-
saklar icin gosterilmemistir.

Calismamizda plexus myentericus'da hem
ileum ve hem de colon'dan hazirlanan preparatlar-
da NADPH-Diaphorase ile hiicrelerin farkli yogun-
luklarda boyandiklarini gozlemledik. insanda da

Tablo 1. Ileum ve colon'dan hazirlanan whole-mount preparatlarda, plexus myentericus'da ganglion bagina
diisen NADPH-Diaphorase ile boyanma gosteren sinir hiicre sayisi ve cm? basina diisen ganglion sayisini

gdsteren tablo

ILEUM COLON
ortalama max min ortalama max min
NADPH (+) hiicre sayisi/ganglion 4.1 9 1 5.9 21 1
Ganglion/cm?2 471 668 236 330 511 197

T Klin J Med Sci 1999, 19

15



S.Tuna KARAHAN ve Ark.

colon plexus submucosus’una ait hiicrelerde farkl
yogunlukta boyanma oldugu bildirilmekte, ancak
nedeni belirtilmemektedir (10).

Eriskin bir siganin ileum’undaki plexus myen-
tericus’un %27.4+£9.6’sin1t NADPH-Diaphorase (+)
ndronlarin olusturdugu ve bu ganglionlardaki hiicre
sayisiin 5-20 arasinda degistigi belirtilmektedir.
Proksimal kolon’da ise bu deger %7.6+1.1°¢ ulas-
maktadir. Bu oran hayvan yaslandikca NADPH-
Diaphorase (+) noronlar lehine bozulmaktadir (11).
Bu oranlarin verildigi preparasyonlarin cinsi belir-
tilmedigi i¢in kendi sonuglarimizla karsilastira-
madik.

Ileum'daki sinir aginin %19'unu NOS (+) sinir-
ler yapar. Sirkiiler tabakada bu sinirler 6zellikle
boldur. Longitudinal kasta az olarak bulunur.
Kobayda yapilan bu caligmada hiicreler farkl
biiyiikliiklerde olmakla birlikte, Dogiel'in tip I
tanimlamasia uyduklar1 belirtilmektedir (12).
Fonksiyon ile ilgili bir agiklama getirilmemistir.

Ileum'da siganlarda plexus myentericus'un in-
celenmesi ile cm?'de 22474372 sinir hiicresi ve her
bir gangliona ise 1244 sinir hiicresi diistiigii belir-
tilmektedir. Nitrerjik sinirlerin sirkiiler kaslara
uzandiklan ifade edilmektedir. Fizyolojik ve far-
makolojik ozelliklerin tiirler arasindaki farkini
anatomik farkliliga baglamaktadirlar (13). Ancak,
calismada whole-mount mu yoksa kriyo preparat-
lardan m1 yararlanildigi belirtilmemektedir. Calis-
mada si¢anlarin cinsi belirtilmemekle birlikte
aradaki fark cinsler arasi farka bagl olabilir.

Normal sicanlarda ileum’da plexus myenteri-
cus’da ganglion basina 1.54+1.96 (max:10, min: 0),
plexus submucosus’da ise 0.26+0.56 (max:3, min:
0) ve colon’da plexus myentericus’da 5.48+4.58
(max:25, min: 0), plexus submucosus’da 0.12+0.32
(max:1, min:0) NADPH (+) hiicre izlemislerdir.
Ancak bu incelemeler kriyo kesitlerine dayanmak-
tadir. Ayrica hiicrelerin biiyiikliikk ve boyanma fark-
liliklarina deginmemektedir (14).

Wistar siganlarinda 6zofagusta, NADPH-
Diaphorase ile boyanan sinir hiicrelerine ait
varikoziteler iceren uzantilarin submukozaya,
muskularis mukozaya ve damarlarin ¢evresine
uzandig1 belirtilmektedir. Benzeri varikoziteler
iceren sinirlerin dig anal sfinktere ait kas lifleri
arasinda da uzandigin ifade edilmektedir (15).
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Yapilan c¢alismalarda longitudinal kas
tabakasinda ve mukozada bu innervasyonun
oldukca az oldugu goriilmektedir. innervasyon
sirkiiler kas tabakasinda ise yogundur. Myenterik
nitrerjik sinirlerin anal yonde uzandiklar1 veya mo-
tor noéron ya da inen ara noronlar olduklari
diistiniilmektedir (3).

Sonug olarak NO’in bagirsak motilitesi iize-
rinde etkiye sahip olabilecegini, ayrica NADPH-
Diaphorase yonteminin sindirim sistemi motilite
bozukluklarinin tanisinda kolay kullanilabilir bir
teknik olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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