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SUMMARY

In the present study, expression of neuronal nitric oxide synthase (n-NOS) was investigated during
postnatal development of ependymal cells which lien the central canal of the rat spinal cord. In ependymal cells,
progressive decrease was seen in NOS expression with increasing postnatal age. Low level of NOS expression
was present from day 2 and this expression totally disappeared by postnatal 20 (P20) days. Formation of the
central canal was also found to be completed at P16. These observation suggest that NO may play a role in the
formation of ependymal cells and concequently in the formation of the central canal.
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OZET

Bu ¢alismada postnatal dsnemde ratin medulla spinalis’indeki ependim hiicrelerinde neuronal nitrik oksit
sentezinin (n-NOS) varhig1 incelendi. Ependim hiicrelerindeki NOS varliginda dogum sonrasi yas artisina zit
olarak siirekli bir azalma goriildii. Postnatal 2. (P2) giinde az miktardaki NOS varliga P20. giinde tamamen
kayboldu. Canalis centralis’in gekillenmesinin P16. giinde tamamlandig: gozlendi. Bu bulgular nitrik oksit’in
ependim hiicrelerinin dolayisiyla canalis centralis’in postnatal gelisiminde ve sekillenmesinde rol alabilecegini
akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: NOS.ependim hiicreleri, rat

GIRIS

Nitrik ol.csit (NO) bir serbest radikal gazdur, aktive ederek cGMP’nin gogalmasina sebep olur (12).
Kiiciik ve aktive bir gaz oldugundan difuzyon o T : .
yoluyla hiicre membranlarim kolaylikla geger. i N}tr}k oksit bir gok ’memell_ Es unhg?nde
Milisaniye ile saniye arasinda degigen bir yarn 6mre ggz‘ler_ljl_ust'lr .(2.’5’9’18’27)' NO’nun glia hiicrelerinde
sahiptir. NO, L-arginin’den NOS aracihigiyla bmkhg} blld}nnﬂe{ ara su}dadxr (3’4’1.3.’16)' NO'nun
olusturulur. Elektron donor olarak nicotinamide kan hucrelerll]de lumoro_syl ve bakterisit olarak, kan
adenine dinucleotide phosphate (NADPH)'ta dgmar endotelmc!c gevsetici olarak, sir_u’; sisteminde ise
ihtiyag duyar (7,17). NO, soluable quanilate siklusu bir neurotransmitter gibi rol aldig: iyi bilinmektedir

(17). Diger taraftan NO’nun medulla spinalis’te agn
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olayinda rol aldigi rapor edilmigtir (16,17,20,21).
Mcdulla spinalis’in pars lumbalis'indeki lamina I1
hiicrelerinde dogum sonrast yagin artmasina paralel
olarak NO varhguun arttif (15,25) ve bu artisin -
Jos proto-oncogeni ile aym hiicrelerde paralel
geligtigi,  dolayisiyla. NO’nun  postnatal agri
geligiminde de rol alabilecegi vurgulannustir (25).
Bunlara ilaveten, daha énceki ¢alismalar NO’nun
sinir hiicresi yenilenmesinde  (10,29,30),
farkhilagmasinda (8,23) ve korunmasinda (14); glia
hiicrelerinin ise, yapilanmasi ve sekillenmesinde rol
alabilecegini ileri sirilmiigtiir (11).

Ependim hiicreleri sinir destek dokusundan
sayilmaktadir. Yani bir glia hiicresi olarak bilinirler.
Bu hiicreler beyin ventrikuluslannin i¢ yiiziini ve
medulla spinalis’in canalis centralis’ini déserler.
Ratlarda dogumdan sonraki erken dénemde
ependim  hiicrelerinin cinsiyete bagh bir gelisim
gostermedikleri (28) ve bu hiicrelerin gelisiminin
postnatal donemde birgok tirde devam ettigi
bildirilmistir (6).

NO’nun posmatal dénemde ratlarda ependim
hiicrelerinin ve dolayisiyla canalis centralis'in
sekillenmesinde rol alip almadi@ bilinmemektedir.
Bu aragtirmada gelisen ependim hiicrelerinde NOS
varhiginin immunohistokimyasal yolla arastirnlmasi
planlannustr.

MATERYAL VE METOD

Bu galigmada, her iki cinsten 2,7,11,16,20
gunliik Wistar rat’1 kullanildi. Hayvanlar halothane
(%4 hava igerisinde) ile anastezi edildi. Intracardial
olarak 5-10 ml Krebs solusyonu ile perfiizyonlarim
takiben aym yolla phosphate buffered saline (PBS)
icinde  hazirlanan 10-20 ml %4 lik
paraformaldehyde ile tespitleri yapildi. Medulla
spinalis’in pars lumbalis’i discke edilerek ayni
tespit edicide 2 saat tutuldu. Alinan dokular
cryopotection igin PBS ile hazirlanan %20 lik
sukroz’da 12 saat bekletildi. Dokulann transversal
kesitleri (40p  kalinhiginda) bir freez knife
mikrotomunda alindi. PBS iginde serbest olarak
yuzen kesitler bu solusyondan alinarak primer
antkor (type-1 NOS antibodisi, 1:200) igerisinde
12 saat inkibe edildi. Calismada kullanilan tim
antiseralar %0.5 Triton-X ve %2.5 sigir serum
albumini igeren PBS igerisinde dilute edildi.
Kesitler, daha sonra, Amersham firmasindan temin
edilen ve 1:1000 dilusyonda hazirlanan biotinile
edilmis anti rabbit antisera’st ve streptavidin
horseradish peroxidase (HRP) igerisinde 1-2 saat
oda sicakliginda sirasiyla  bekletildi. HRP’nin
dagilimu Shu ve ark. (24)’min chromogen protokolii
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kullamlarak agiga cikanldi. Kontrol deneylerinde
primer antikor boyama prosediiriinde kullanilmadi.

BULGULAR

P2. giinde ependim hiicrelerinde bulunan NOS
varligi canalis centralis’in ctrafindaki ¢ok kutuplu sinir
hiicrelerindekine nazaran daha azdi (Sckil 1).
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Sekil 1. P2. giinde NOS varl11: NOS en st seviyede
Incelenen postnatal dénemde substantia

grisca’nin lamina X bolgesinde bulunan bazi NOS
pozitif sinir hiicrelerinin ependim hiicrelerine bitisik
oldugu gozlendi. P7. giinde ependim hiicrelerindeki
NOS boyamasimin, P2. giindekinden daha zayif oldugu
gozlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. P7. giinde NOS varhigi: NOS P2. gine gére daha
disuk.

P11. giinde hala gok az bir NOS varligi bu
hiicrelerde mevcuttu (Sekil 3).
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Sekil 3. PI1. gunde NOS varligi: NOS P2. ve P7. glne
kiyasla oldukg¢a ditymits durumda.
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P16. giinden itibaren NOS boyamasinin
ortadan kaybolmaya basladigi (Sckil 4) ve P20.
giinde tamamen yok oldugu gozlendi ($ekil 5).
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Sekil 4. P16. ginde NOS varhg: P16. giinde hem
ependim hucrelerinde NOS miktann hemen hemen yok

gibi, hem de canalis centralis’in duvarinin sekillendigi
gorilmektedir.
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Sekil 5. P20. ginde ise NOS tamamen kaybolmustur.
(Tium gekiller igin scale bar 10 pm dir. )

Bu bulgular dogumu takiben NOS’un
ependim hiicrelerindeki varligimn yagin- artisiyla
azaldigim gostermektedir. Bu galigmada aynica P16.
ginde canalis centralis’in  sekillenmesinin
tamamlandig goriildii.

" TARTISMA

Bu ¢alismada, NOS’in dogumu takiben
ependim hiicrelerindeki miktarimn gittikce azaldig
gézlendi. Bu hiicrelerde P16. giinde ok az bir NOS
immunoreaktivitesi belirlenirken P20. ginde
NOS’in tamamen kayboldugu gozlendi. Dogumdan
sonraki erken dénemde (0-15 giinler arasr) ratin
ventriculus tertius’unu (19,28) ve farenin canalis
centralis’ini doseyen ependim hiicrelerinde (26)
geligmenin devam ettigi rapor edilmistir. Tavsanda
P15. giinde ventriculus lateralis’teki ependim
hiicrelerinin lumene bakan yiizlerinde
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ultramikroskopik  degisikliklerin ~ varhgt  yine
bildirimler arasindadir (1). Bu bulgularin tiimii goz
oniine alindiginda  dopumdan  sonra ependim
hiicrelerinde  NOS varhigindaki tedrici azalmanin
NO’nun bu hiicrelerin gelisimi ile alakali bir islevi
olabilecepini akla getirmektedir. Fakat NO'nun glia
hiicrelerinin gelisiminde Kkesin bir roliinin oldugu
bilinmemektedir.

Son zamanlarda yapilan bir aragtirmada
NO’nun glia hiicrelerinin teskilinde, aynsiminda ve
sekillenmesinde rol aldit bildirilmektedir (11).
Buradan NO’nun ependim hiicrelerinin ve dolayisiyla
da canalis centralis’in sekillenmesinde bir roliiniin
olabilecegi akla gelmektedir. Ratlarda postnatal
donemde canalis centralis’in duvarinin ependim
hiicreleri  tarafindan tam olarak ne zaman
olusturuldugu bilinmemektedir. Fakat kedilerde bunun
dopumdan sonra 2-3 ay sirdigi bildirilmistir (6).
Yapilan galigmada, canalis centralis duvaninin P16.
giinden ¢6nce tam olarak sekillenmedigi gorildii.
Ratlarda, P16. giinde NO’nun ependim hiicrelerinden
uzaklagmasi ve canalis centralis duvannin sekillenmesi
goz Oniinde tutulursa, erken postnatal donemde
NO’nun bir rehber molekiil olarak ependim
hiicrelerinin teskil ve sekillenmesinde bir rol
alabilecegi sonucu ¢ikanlabilir. Fakat, NOS’in
ependim hiicrelerinden uzaklagma zamam olan P16.
giiniin, canalis centralis’in tamamen ependim
hiicreleriyle olusturuldufu zaman olarak kabul
edilebilmesi igin daha ileri galigmalara ihtiyag vardur.

Yapilan aragtirmada, NOS pozitif gok kutuplu
lamina X sinir hiicrelerinden bazilannin ependim
hiicreleri ile komsu olduklan goézlendi. Bu hicrelerin
bir ¢ogunun agn olgusunda rol aldiklan bilinmektedir
(22). Ependim hiicrelerinde gozlenen NO belki de bu
hiicrelerde iretilmekte, buradan difuzyon yoluyla
komsulan olan ependim hiicrelerine gegmektedirler.

Sonug olarak, erken postnatal dénemde NO'nun
ependim hiicrelerinde tedrici azalmasimin nedeni
olarak, NO’'nun bu hiicrelerdeki fonksiyonunun
hiicrelerin sekil gelisimiyle ters orantilh oldugu yani ne
zaman ependim hiicrelerinin sekillenmesi
tamamlanirsa o zaman NO’ya orada ihtiyacin
kalmadig seklinde yorumlanabilir.

Tegekkiir: Bu ¢aligmanin yazarlan, aragtirmada
kullamlan primer antikor’u bagislayan HHH.W.
Schmidt’e tegekkiir ederler.
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