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ABSTRACT This study was carried out to determine the effect of sodium nitroprusside (SNP), a nitric oxide (NO) exogenous
donor, and NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), a NO inhibitor, on the development of chicken embryos by
injected into the egg. A total of 210 hatching fertilized chicken eggs used into control, Sham control (SC), serum
physiological (SP) and treatment groups containing 30 eggs. The air space of the remaining eggs was pierced at the
beginning of the incubation, whereas the eggs in the control group were not subjected to any application (negative
control). The SC group of the drilled eggs was immediately closed with paraffin. After the SP group was called a
positive control, 50 and 200 mg/kg SNP respectively and L-NAME solutions at the same levels were injected into the
hole opened to the air space into the experimental groups consisting of the remaining eggs. The eggs were opened
on some days 7th and 14th of the embryonic period and the following parameters of each group were determined:
Relative embryo weights, weights and lengths of the embryos (on days 7th and 14th), hatching weight, hatching
length, hatching rate and embryonal deaths (on day 21st). The results showed that the relative embryo weight and
embryo length on the days 7th and 14th of the hatching and the hatching weight on the day 21st of the hatching
were not affected by injection of SNP and L-NAME (P>0.05). Hatching rate on the day 21st was highest in the L-
NAMES0 group, whereas this rate was lowest in the SNP200 group (P<0.05). Hatching length increased in the L-
NAME200 group (P<0.05). It was observed that NO was functional in embryonic development of poultry, and the
increase in its metabolism decreased in the hatching rate increasing embryonal death.
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0z Nitrik Oksidin Yumurta Embriyosu Gelisimi Uzerine Etkisinin Morfolojik Olarak
Belirlenmesi

Bu arastirma, nitrik oksidin (NO'nun) ekzojen donoérii sodyum nitroprussid (SNP) ve NO inhibitorii N-nitro-L-Arjinin
metil esterin (L-NAME’in) yumurtaya enjeksiyon yapilarak kanath embriyonal gelisimi lizerinde olusturdugu
etkisini belirlemek amaciyla yapildi. Arastirmada toplam 210 adet kulugkalik dolli tavuk yumurtasi her biri 30
yumurtadan olusan kontrol, Sham kontrol (SK), serum fizyolojik (SF) ve deneme gruplarinda kullanildi. Kontrol
grubundaki yumurtalara hi¢cbir uygulama yapilmazken (negatif kontrol), geri kalan yumurtalarin kulugka
baslangicinda hava kamarasi delindi. Delinen yumurtalardan SK grubu hemen parafinle kapatildi. SF grubu pozitif
kontrol olarak adlandirildiktan sonra geriye kalan yumurtalarin olusturdugu deneme gruplarina sirasiyla 50 ve 200
mg/kg SNP ve aym diizeylerde L-NAME soliisyonlar1 hava kamarasina acilan delige enjekte edildi. Embriyonik
dénemin 7 ve 14. giinlerinde yumurtalar agilarak gruplarda rélatif embriyo agirligi ve embriyo uzunlugu (7. ve 14.
giinlerde) ile ¢ikim agirhigy, ¢ikim uzunlugu, ¢ikim orani ve embriyonal 6liimler (21. giinde) belirlendi. Kulugkanin 7.
ve 14. ginlerindeki rélatif embriyo agirhigi ve embriyo uzunlugu degerleri ile 21. gline ait ¢itkim agirhginin SNP ve L-
NAME enjeksiyonundan etkilenmedigi goriildii (P>0.05). Arastirmada 21. giinline ait ¢ikim orani L-NAMES50
grubunda en ytiksek iken, SNP200 grubunda en diisiik olarak belirlendi (P<0.05). Cikim uzunlugunun L-NAME200
grubunda arttig tespit edildi (P<0.05). Sonug olarak, NO'nun kanathlarda embriyonal gelisimde fonksiyonel olmakla
birlikte metabolizmasindaki artisin embriyonel 6liimii artirarak kulugka ¢ikim oranini azalttig1 goriildii.
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GiRiS

Nitrik oksit (NO), diisiik molekiill agirhgina sahip,
hidrofobik, gazsal yapili ve hiicre i¢i ile hiicreler arasi
mesaj iletiminde rol oynayan serbest radikal bir
molekildiir (Knowles ve Moncada 1994). Bu molekiil
memeli ve kanatl hiicresinde nitrik oksit sentaz (NOS)
olarak bilinen enzim aracilig ile L-arjinin aminoasidinden
sentezlenmektedir (Knowles ve Moncada 1994, Choi ve
ark. 1996). Nitrik oksitin gerek memelerde gerekse
kanathlarda tiim sistemler iizerine 6nemli fonksiyonlari
bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda NO dondérleri
(Sodyum Nitro Prussid, SNP; arjinin) ve inhibitorleri (N-
nitro-L-arjinin metil ester, L-NAME; N-nitro-L-arjinin,
LNNA, aminoguanidin, flunixin meglumin) kullanilarak
NO'nun canlilar {izerine etkileri belirlenmeye ¢alisilmistir
(Curran ve ark. 1990, Moncoda ve Higgs 1993, Bulbul ve
ark. 2015a). Nitrik oksit, beyinde ve periferal sistemde
follikiiler gelisimin diizenlenmesi, ovulasyon mekanizmasi
ve yumurta veriminde onemli rol oynayan maddelerden
biridir (Manwar ve ark. 2006). Ovaryumda NOS enziminin
varlig1 kanathlarda gosterilirken, lokal olarak ovaryumdan
diisiik diizeyde salinan NO’nun apoptozisi engelleyerek
folltikiiler gelisimi uyardigi ifade edilmektedir (Kim ve ark.
2001). Nitrik oksitin primordial follikiillerden primer
follikill, primerden ise sekonder follikiile geciste gorev
aldig1 belirtilmektedir (Bulbul ve ark. 2015b). Bununla
birlikte ayn1 arastirmada SNP’nin 200 mg/kg diizeyinin
ovaryumdaki primer ve premordiyal follikiillerin sayisini
ylikselttigi, dolayisiyla primer ve premordiyal follikiillerde
dejenerasyonu engelledigi gosterilmistir.

Kanatli embriyolari, 6zellikle tavuk embriyosu embriyonal
calismalarda kullanilan bazi ilaglar, gida katki maddeleri,
endiistriyel  bilesikler, pestisitler, agir metaller,
mikotoksinler ve diger kimyasal maddelerin
embriyotoksik, mutajenik, teratojenik ve genotoksik
etkilerinin belirlenmesinde yapilan deneysel testlerde
kullanimi en ¢ok tercih edilen materyallerdendir
(Heinrich-Hirsch ve Neuberti 1991). NO’nun memelilerde
embriyo tarafindan da iiretildigi ve bu sekilde olusan
NO'nun endometriyumda lokal damar genislemesi ile
hormonlar veya sitokinlerin diizenlenmesinde gérev aldig1
belirtilmektedir. Bununla birlikte NO’nun kullanim
diizeyine baghh olarak embriyonik kayiplara neden
olabilecegi ifade edilmektedir (Blashkiv ve ark. 2001, Chen
ve ark. 2001, Lepiller ve ark. 2007). Buna karsin iNOS
inhbitérii olan fluniksin megluminin (Oznurlu ve Oznurlu
2016) civciv embriyosu lizerine etkisini bildiren arastirma
disinda NO'nun ekzojen donorii olan SNP ve inhibitéri
olan L-NAME’in kanatlh embriyosu lizerine etkisi
degerlendirilmemistir. Nitrik oksit stimiilasyonu ya da
inhibisyonunun tavuk embriyosu iizerine etkilerinin
arastirlldigr calismalar siirhdir. Yapilan bu arastirmada
SNP ve L-NAME'in kanath embriyonal gelisimi {izerine
olasi etkisinin belirlenmesi amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Yumurtalar, Arastirma Gruplar1 ve Enjeksiyonlar ile
Kulucka islemleri

Arastirma, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu'nun (AKUHADYEK-103-18) onayin takiben,
Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi
Anabilim Dali Laboratuvarr’nda bulunan kulugka
makinasinda (Cimuka CT120SH, Tirkiye) yiiriitildi.

Arastirmada kanath anacglardan elde edilen beyaz
yumurtaci irki damizliklara ait toplam 210 adet kulugkalik
dolli tavuk yumurtast kullanildi. Isikhh kutuda muayene

14

edilip normal poroziteye sahip olanlar arastirmaya dahil
edildi. Yumurtalar birer birer tartilarak kulugka baslangi¢
agirliklar belirlendi. Daha sonra her bir yumurta kapal
kabinde dezenfeksiyon amaciyla 21 g potasyum
permanganat 42 mL formaldehit/m3 karisimiyla elde
edilen buhara maruz birakild.

Arastirmada 30 yumurta hi¢cbir uygulamanin yapilmadigi
negatif kontrol grubu olarak ayrilirken, geri kalan 180
yumurta kulucka baslangicinda hava kamaras1 6zel
yumurta delicisi ile delindi. Delinen yumurtalardan 30’u
Sham Kontrol grubu (SK, delindikten sonra hemen
parafinle kapatilacak olan grup), diger 30’'u serum
fizyolojik  grubu  (SF, pozitif kontrol) olarak
adlandirldiktan sonra geriye kalan yumurtalarin
olusturdugu deney gruplarina iki farkli dozda SNP (Sigma
71778) ve L-NAME (Sigma N5751) soliisyonlar1 hava
kamarasina agilan delige enjekte edildi (Prelusky ve ark.
1987, Celik ve ark. 2000). Bu islem i¢in yumurtanin kiit
ucunun dezenfeksiyonunu sonrasi steril uclu 6zel
mikropipet (Sealpette, Jencons) kullanildi. SNP ve L-NAME
daha once hayvanlarda (at, sigir, kopek, kedi, tavsan,
hamster, kobay, gerbil, sinsilla, rat) sirasiyla 50-200 ve 50-
200 mg/kg dozunda uyguland: (Bilbiil ve ark. 2015a, b).
Arastirmada ise SNP ve L-NAME gruplarinda uygulama
hacmi Serum Fizyolojik (SF) kullanilarak 0.025 ml seklinde
ayarlanarak yapildi. Enjeksiyonlarin yapilmak {zere
delindigi tiim hava kamaralari, sivi parafinle kapatildi.
Daha sonra yumurtalar, ©énceden dezenfekte edilen
dezenfeksiyonu yapilan 37.5°C sicaklik, % 65 nispi nem ve
diizenli havalandirma kosullarinin olusturuldugu kulugka
makinasina uygun sekilde yerlestirildi. Burada her bir
gruba ait yumurtalarin her bir katta esit sayida olacak
sekilde homojen yerlestirilmesine dikkat edildi. Ayrica
giinde 12 kez (her iki saatte bir) yumurtalar burada
otomatik olarak 180%1ik/45°lik aciyla 6ne ve arkaya
dogru  dondiiriildi.  Boylece  arastirmadaki  tiim
yumurtalarin standart kosullar altinda inkube edilmesi
saglandu.

Embriyo Agirliklar: ve Uzunluklarinin Belirlenmesi

Kulugkanin 7. ve 14. giinlerinde gruplardan rastgele alinan
10 yumurta birer birer hassas teraziyle tartilip agirlhiklari
belirlendi. Daha sonra bu yumurtalar yine ayni giinlerde
acilip elde edilen embriyolar da ayni sekilde tartilarak
embriyo agirliklar1 saptandi. Embriyo tepe-ki¢ uzunlugu
(EU) dijital bir kumpasla (Mitutoyo Digimatic Caliper,
CDN- P20PMX, Japan) olctildi (Sekil 1). Bu degerlerden
yararlanilarak rolatif embriyo agirliklar1 (REA) asagidaki
formiile gére bulundu:

Rolatif embriyo agirhgt (%)= (Embriyo agirhgr /
Yumurtanin son agirhigi) x 100

Cikim Orani, Uzunluklarimin

Belirlenmesi

Agirhiklarn  ve

Kulugkanin 21. giiniinde gruplardan rastgele alinan 10
yumurta birer birer hassas teraziyle tartilip agirliklar:
belirlendi. Daha sonra agilan bu yumurtalarin embriyolari
tartilarak ¢ikim agirliklar1 (CA) bulundu. Cikim uzunlugu
(CU) i¢in embriyolarin tepe ile ki¢ arasindaki uzunluk/
gaga ile orta tirnak arasindaki mesafe dijital bir kumpasla
(Mitutoyo Digimatic Caliper, CDN- P20PMX, Japan) 6l¢iildi
(Sekil 1). Kulugkanin son giiniinde gruplarda ¢ikim
oraninin (CO) belirlenmesinde asagidaki formiil kullanildi
(Aksoy 1994). Cikim Orani (%) = (Cikan civciv sayis1 /
Makineye konulan déllii yumurta sayisi) x 100
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Figure 1. Images of the 7th day in the control group.

Malformasyonlar ve Geriliklerinin

Belirlenmesi

Gelisme

Kulugkanin 21. gliniine ait embriyolarin gelisim dénemi
yumurtalar tek tek kirilarak Hamburger ve Hamilton
(1951) Skalasmna gore degerlendirildi. Buna gore
embriyolarda olusan makroskobik anomaliler, gelisme
geriligi, 61im oranlar1 degerlendirildi.

istatistiksel Analizler

Embriyonik mortaliteler gruplardan elde edilen fertil
yumurta sayilarina gore hesaplandi. Embriyonik mortalite
verileri ki-kare testiyle degerlendirilirken, rélatif embriyo
ve civeiv  agirhgr  ile  tepe-kic  uzunluklarinin
degerlendirilmesinde One-Way Anova ve Tukey testi
kullanilda. istatistiksel testler, SPSS (9.0.0 versiyonu) paket
programi gore yapildi. P<0.05 degeri istatistiki agidan
o6nem sinir1 kabul edildi.

en fazla gelisim geriligi ve 6lim oram1 SNP200 grubunda
tespit edildi.

Tablo 1. Gruplara ait yumurta baslangi¢ agirligi (YBA) ile
7. ve 14. ginlerdeki rolatif embriyo agirlign (REA) ve
embriyo uzunlugu (EU) ortalamalari.

Table 1. The initial weight of the egg groups with mean
relative embryo weight (REA) and embryo length (EU) on
days 7 and 14.

REA (7. EU(7.gin),  REA(14. EU

YBA, g giin), % cm giin), % (14.giin),
cm

Kontrol 51.63+0.81 0.76£0.07 24.11£0.99 10.34£0.77 48.90£2.75
SK 50.46+0.60 0.900.04 25.67+0.29 11.55+0.54 49.06+2.44
SF 51.13%0.59 0.870.03 25.42+0.19 11.94+0.49 52.51£3.68
SNP50 50.93+0.63 0.81£0.05 25.38+0.70 11.41x0.44 50.87+1.51
SNP200 51.73%0.63 0.78+0.04 25.02+0.74 11.63+0.41 53.04£4.06
L-NAME50 52.23+0.72 0.83%0.10 23.61£0.44 10.74£0.49 51.72+3.45
L-NAME200 51.63%0.59 0.83+0.03 24.33£0.55 10.35+0.32 53.10£2.50
P 0.580 0.660 0.324 0.216 0.888

SK: Sham Kontrol, SF: Serum Fizyolojik, SNP: Sodyum Nitro
Prussid, L-NAME: N-nitro-L-arjinin metil ester. Gruplar
arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemsizdir (P>0.05).
Tablo 2. Gruplara ait ¢ikim orani (CO), cikim agirligi (CA)
ve ¢cikim uzunlugu (CU) ortalamalart.

Table 2. Hatching rate (HR), hatching weight (HW) and
hatching length (HL) average in the groups.

€O, % CA g CU, mm

Kontrol 90 34.31£1.30 83.84£0.302
SK 83.3 34.19£1.15 82.73+0.522
SF 76.7 34.27+0.65 84.33+0.93=
SNP50 53.3 35.24%0.93 84.45+0.962
SNP200 40 37.14£0.98 84.40+0.88=
L-NAME50 70 34.44£0.95 84.95+1.392
L-NAME200 60 38.43+0.90 91.66+0.82°
P 0.000 0.053 0.000

BULGULAR

Arastirmada baslangic (0 giin), 7., 14. ve 21. giine
(yumurtadan ¢ikima) ait 6l¢iimler sirasiyla Tablo 1 ve 2’de
gosterilmektedir.  Arastirmada  gruplarda yumurta
baslangi¢ agirliklar ile birlikte 7. ve 14. glinlerdeki rolatif
embriyo agirligl ve embriyo uzunlugu degerleri agisindan
herhangi bir fark saptanmadi (P>0.05; Tablo 1, Sekil 1).
Arastirmanin ~ 21.glinline ait g¢kim parametreleri
incelendiginde ¢ikim agirhigi bakimindan kontrol ve
deneme gruplart arasinda farklihik goriilmemesine
(P>0.05) ragmen, ¢ikim orani ve ¢ikim uzunlugunun
deneme gruplari arasinda degistigi tespit edildi (P<0.05;
Tablo 2). En ytiksek ¢ikim oran1 % 90 ile kontrol grubunda
gozlenirken; bunu sirasiyla SK (% 83.3), SF (% 76.7) ve
deneme gruplar izledi. Cikim orani deneme gruplarindan
L-NAME50 grubunda en yiiksek (% 70) iken, SNP200
grubunda en disiik (% 40) olarak belirlendi. Cikim
uzunluklari incelendiginde ise en farkl ve en yiiksek deger
L-NAME200 grubunda (91.66 mm) goriiliirken; kontrol
(83.84 mm), SK (82,73 mm), SF (84.33 mm) gruplarn ile
deneme gruplarinin ¢ikim uzunluklar1 degerlerinin
birbirine benzer oldugu tespit edildi. Arastirmanin
21.gilinlindeki embriyolojik gelisim incelendiginde kontrol
grubundaki  gelisimin Hamburger-Hamilton (1951)
skalasina uygun oldugu goézlendi. Deneme gruplarinda ise
bu skalaya gére embriyolarda gelisim geriligi saptanirken;

SK: Sham Kontrol, SF: Serum Fizyolojik, SNP: Sodyum Nitro
Prussid, L-NAME: N-nitro-L-arjinin metil ester. ab: Ayn
satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasi fark
o6nemlidir (P<0.001)

TARTISMA ve SONUC

Kanatli embriyolar1 6zellikle tavuk embriyosu, kimyasal
maddelerin embriyotoksik etkilerinin de belirlenmesinde
yapilan testlerde tercih edilen materyallerdendir (Ubeda
ve ark. 1994). Bu amagcla gelistirilen testlerden biri Tavuk
Embriyotoksisite Belirleme Testi'dir (Chicken
Embryotoxicity Screening Test, CHEST’dir). Bu testin
birinci asamasindan elde edilen sonuglarin morfogenetik
durumlar yoniinden memelilerle uyumlu 6zelliklere sahip
oldugu tespit edilmistir (Jelinek ve ark. 1985, Jelinek ve
Marhan 1994). Ozellikle erken dénem civciv embriyo
modelinin, memelilerdeki embriyonik gelisimin ilk ayina
benzer oldugu belirtilmektedir (Unlu 2002). Bununla
birlikte prenatal etkinin degerlendirilmesi agisindan
kullanilan CHEST; embriyosunun gelisim dénemlerinin ¢ok
iyi belirlenebilmesi, ¢ok sayida embriyonun
kullanilabilmesi, canli bir organizmaya verilebilecek
verebilecegi agr1 ve aclyr en aza indirgemesi gibi
avantajlara sahiptir (Jelinek ve ark. 1985). Bu baglamda
mevcut calismada NO’nun embriyotoksik etkilerinin
belirlenebilmesi  i¢in  do6lli  tavuk  yumurtalarina
enjeksiyonlar gergeklestirildi.

15
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Embriyotoksisite ¢alismalarinda kullanilan maddenin
uygulama yeri, zamani, dozu ve 6zellikleri (dogal, yapay
formu), kullanilan ¢éziiciiniin 6zellikleri (hacmi ve pH’s1)
oldukca 6nem tasimaktadir (Jelinek ve Marhan 1994). Bu
calismalarda uygulanacak kimyasalin hava kamarasi,
albiimin ve yumurta sarisina enjeksiyonlari denenmis;
uygulama ve sterilizasyon islemlerinin kolayligi, verilen
soliisyonun hizli ve homojen yayilmasi, yumurta i¢i basinci
artirarak embriyoda mekanik hasara yol agmamasi gibi
avantajlar1 nedeniyle mevcut ¢alismada kimyasallarin hava
kamarasina uygulanmasi tercih edilmistir. Yumurtaya
enjekte edilecek maddenin farkli dozlarda uygulanmasi,
sonuglarin giivenilirligi acisindan oldukga dnemlidir (Celik
ve ark. 2000, Cetinkal ve ark. 2010, Oznurlu ve Oznurlu
2016). Daha once yapilan ¢alismalarda (Biilbiil ve ark.
20154, b) kanatlilarda 50 ve 200 mg/kg SNP ve L-NAME’in
nitrik oksit metabolizmasi iizerinde etkili oldugu ifade
edilmesinden dolay1 bu ¢alismada da benzer dozlar
uygulanmistir. Uygulama hacmi olarak da 0.025 ml (Celik
ve ark. 2000) kullanilmistir.

Kanatlhlarda yumurta agirhigi ve civciv ¢ikim agirhg
arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir (Tona ve ark.
2004). Cikan civcivlerin biiytikliigi, dogrudan dogruya
yumurta biiyikligine baghdir. Bu arastirmada calisma
oncesi gruplardaki yumurtalarin agirliklar1 benzer olup 7.,
14. giinlerde embriyo ile ¢cikim giinii agirhiklari bakimindan
gruplar arasinda fark goriilmemistir. Nitrik oksit dontirii
SNP’nin yumurtaya enjeksiyon yapilarak kullanimina
iliskin daha 6nce yapilmis bir ¢alisma bulunmamasina
karsin, (Lepiller ve ark. 2007) zebra baliginin embriyonal
gelisim boyunca fizyolojik ve stres kosullarinda stirekli bir
NO iiretimi oldugunu ifade etmektedirler. Buna karsin bu
calismadan farkli olarak (Oznurlu ve Oznurlu 2016)
yaptiklar1 arastirmada iNOS inhibitorii olan ayni zamanda
nonsteroid antiinflamutuar olan fluniksin megluminin
dozuna bagl olarak 6zellikle embriyonik dénemin 7., 11,
15. ve 18. giinlerinde rolatif embriyo agirliklar1 ve embriyo
uzunluklar1 ile kulugkadan c¢ikis giinli civciv agirhiklar
lizerinde azalmaya neden oldugunu bildirilmislerdir. Bu
calismada kullanilan L-NAME ise selektif bir NOS
inhibitorii olup spesifik tic NOS enzimini (eNOS, iNOS,
cNOS) de engellemektedir. Fluniksin megluminin ise
NOS’tan bagimsiz olarak damar genisletici bir madde olan
prostaglandin sentezini engelleyerek embriyonal gelisim
tizerinde olumsuz etki olusturdugu diistintilebilir (Reppert
ve ark. 2019).

Kanathlarda délli yumurtalardan ¢ikan civcivlerin yiizdesi
olarak ifade edilen ¢ikim orani, kulugcka sonuglarinin
degerlendirilmesi agisindan olduk¢a o6nemlidir. Cikim
oraninin belirlenmesinde ozellikle  yumurtalarin
bulundugu kulugka makinesi kosullarinin uygunlugu,
kulugkalik yumurtalarin se¢imi ve Kkalite 06zellikleri
(yumurta agirhg gibi), dollilik gibi faktoérler etkili
olmakla  birlikte (Ensminger 1992)  kulugkadaki
yumurtalardaki  embriyo  gelisim  donemleri ile
yumurtalara uygulanan maddeler ¢ilkim  oranini
degistirmektedir. Embriyotoksisite calismalarinda
gbozlemlenen embriyonik dliimlerin, embriyolarda énemli
yapisal ve fonksiyonel bozukluklarin c¢ogunlukla mitoz
boéliinme ve hiicre farklilasmasinin hizli gergeklestigi erken
gelisme donemlerinde yogunlastigl goriilmiistiir (Kucera
ve Burnand 1987). Bu nedenle mevcut arastirmada
embriyonal gelisimin 21. giiniine ait mortalite ve gelisim
geriliklerine gore gruplarda ¢ikim oranlari belirlendi. Buna
gore embriyonal gelisimin 21. giliniine ait ¢ikim orani
deneme gruplarindan L-NAMES50 grubunda en ytiksek (%
70) iken, SNP200 grubunda en diisiik (% 40) olarak tespit
edildi (P<0.05; Tablo 2).
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Yapilan c¢alismalarda NO’nun metabolizma artis1 ve
azalisinin embriyonal gelisimi etkiledi farkl
arastirmalarda saptanmistir. Fare embriyolari {izerine
yapilan ¢alismada NO'nun normal embriyo gelisimi i¢in
gerekli oldugu, bir NOS inhibitéri olan NG-nitro-L-arginine
maruz birakilan embriyolarda normal gelisimin inhibe
edildigi gosterilmistir (Gouge ve ark. 1998). Fare
embriyolarinda 0.1 - 1 uM dozundaki L-NAME’in blastosit
gelisimini inhibe ettigini, ancak 0.1 uM SNP’nin bu etkileri
tersine ¢evirdigini, asir1 NO’nun (210 uM) fare
embriyolarinda apoptoza neden olabilecegini
bildirmislerdir (Chen ve ark. 2001). Farelerde erken
embriyonik 6limlerin nedenlerinin arastirildigi  bir
calismada (Haddad ve ark. 1995) gebe farelere gebeligin 6.
glniinden itibaren oral veya parenteral olarak verilen
aminoguanid’in NOS inhibisyonuna neden oldugu ve erken
embriyo Olimlerini azalttifi saptanmistir. Mevcut
arastirmada bu calismadaki verilere uyumlu olarak SNP
verilen iki grupta da ¢ikimdaki 6liim orani (SNP50: % 46.7;
SNP200: % 60), L-NAME verilen iki gruptaki 6liim oranina
(L-NAMES50: % 30; L-NAME200: % 40) gore daha yiiksek
olarak saptandi.

Bu arastirmada SNP’nin yiiksek dozda uygulandig1 grupta
21. giinde embriyolarda gelisme geriliginin arttig1 tespit
edildi. Embriyo tarafindan da iretilmekte olan NO,
endometriyumda lokal damar genislemesi ile hormonlar
veya  sitokinlerin  diizenlenmesinde  6nemli  rol
oynamaktadir.  Bunun yaninda NO, embriyoda
damarlagsmayr artirmaktadir. Ancak olusan NO'nun
fizyolojik simirlarda kalmasinin énemli oldugu, yiiksek
diizeylerdeki NO'nun, embriyodaki apoptozisi uyararak
embriyo kaybina neden olabildigi bildirilmektedir. Nitrik
oksit eksikliginde de siiperoksit radikali yeterince
uzaklastirilamadigl icin embriyonik hiicrelerde hasar
meydana geldigi ve embriyonik kayip olustugu
belirtilmektedir (Blashkiv ve ark. 2001, Chen ve ark.
2001). Bu arastirmada da NO donérii olan SNP200
grubunda gorillen ¢lkim oranindaki azalma her
embriyonun kendi gelisim siirecine bagh olabilecegi gibi,
SNP’nin yiiksek dozunun etkisiyle (SNP'nin yiiksek dozuna
embriyonun  duyarli  oldugu) vitellin damarlarin
yapisindaki bozulmaya bagl olarak embriyolarin yeterli
beslenememesinden kaynaklanan gelisme bozukluklar: ve
6lim orani artiglarinin (son dénem embriyo 6liimlerinin)
bu dénemde goriilmesinden kaynaklanabilir.

Sonug olarak bu ¢alismada embriyonik gelisim déneminde
NO metabolizmasinda degisikliklerin embriyonal gelisimi
bozdugu; o6zellikle NO dondrii SNP’nin daha belirgin
embriyotoksik etki gosterdigi goriildi. Ayrica ileride
yapilacak ¢calismalarda doz ve grup sayilarinin artirilmasi,
embriyolarda organlarin histolojik yapilarinin incelenmesi,
stereolojik olarak hiicre sayimi ve hacim hesaplamalarinin
yapilmasinin NO'nun embriyo iizerine etkilerinin daha

detayll  olarak  anlasilmasina  katki  saglayacag:
diistiniilmektedir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar, ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
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