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OZET

Gebelikte vitamin preparatlari ile beraber verilen A vitamininin ylksek
dozlarda alinmasinin anne karnindaki yavruda yapisal bozukluklara neden
oldugu bilinmektedir. A vitamininin, yiksek dozda alinmasi nedeniyle olusan,
konjenital malformasyonlar hakkinda bircok calisma bulunmakla beraber,
makroskobik malformasyonlarin gozlenmedigi, bu nedenle de teratojenik
olarak siniflandirilmayan dozlarin da zihinsel ve davranissal bozukluklara sebep

olabilecegi bildirilmistir.

Fetal kan ilk karacigere ugradigindan, gelen buitiin maddelerin 6ncelikle
karacigeri etkilemesi beklenmektedir. A vitamini de ayni yolu izlemekle
beraber, memelilerde karacigerde depolanmaktadir. Teratojenik dozda A
vitamininin karaciger Gzerindeki etkisi hakkinda yeterli yayin bulunmamakla
beraber, normalden daha yuksek ancak teratojenik olarak kabul edilmeyen
dozda A vitamininin karaciger Uzerindeki etkileri incelenmemistir. Calismamiz
teratojenik olarak kabul edilmeyen dozlarin karaciger U(zerindeki etkisini

gbstermeyi amaglamistir.

Calismamizda gebe sicanlara, gebeligin 10.-12. ginlerinde, gavaj ile
10.000, 50.000, 100.000 ve 200.000 IU/kg Retinol palmitat verildi. Fetusler
19. glinde sezaryen ile alinarak diseke edildi ve karacigerleri alindi. Histolojik

islemlerden sonra stereolojik yontemlerle incelendi.

Calismamiz, teratojenik olarak siniflandiriilmayan 50.000 IU/kg A vitaminin
karaciger Uzerindeki olumsuz etkisinin teratojenik olarak siniflandirilan dozlar

kadar oldugunu gostermektedir.
Anahtar Sozciikler
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SUMMARY

Vitamin A, which is also consumed with routine prenatal vitamin
supplements, is teratogen when consumed in high doses. There are many
studies about morphologic congenital anomalies caused by high doses of
vitamin A. Some studies are reporting effects of doses that are not recognized
as teratogenic because they cause no major morphological malformation, but

mental and behavioral disorders that can only detected in further ages.

Mammalian fetal blood passes first through the liver, because of that it is
expected that chemicals in the blood will affect primarily the liver. Vitamin A
uses the same way, and is also stored in the liver. There are few studies about
the teratogenic effect of vitamin A on the fetal liver, and no studies about the
doses that are not categorized as teratogenic. Our study aimed to show the

effect of vitamin A doses on the liver that are not considered to be teratogenic.

Five groups consisting of 5 female rats on each group were used. 10.000,
50.000, 100.000, 200.000 IU/kg retinol palmitate were given by gavage to the
experimental groups between 10.-12. days of pregnancy (P9-11). The fetuses
were taken at P19 with C-sections. Their livers were dissected and prepared
for histological and immunohistochemistry studies. The slides were evaluated

using stereological principles.

Our study is reporting that, 50.000 IU/kg vitamin A, which is not
considered as teratogenic, have the same teratogenic effect on the fetal rat

liver, like doses that are considered as teratogenic.
Keywords

Retinyl palmitate, teratogen, liver, stereology
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1. GIRIS VE AMAC

Konjenital malformasyon, dogumsal defekt veya konjenital anomali
dogumda var olan gelisim kusurunu tanimlayan terimlerdir. Diger bir deyisle
cocuk dogduktan sonra saptanabilen ve yasamla ilgili normal islevleri bozan,
makroskobik ya da go6zle fark edilemeyen, hiicresel boyutta olan, mikroskobik,
prenatal yapisal anomali ya da normalden sapmalarn kapsamaktadir (Hall,
1992; Moore & Persaud, 1993).

Konjenital malformasyonlar majér ve minér olarak siniflandirihir. Majoér
konjenital malformasyonlar; vyarik damak, yarik dudak, spina bifida,
meningomiyelosel, anansefali gibi merkezi sinir sistemi anomalileri, kalp ve
dolasim sistemi anomalileri, omfalosel, gastrosisiz, anal atrezi gibi 6lime ya
da ciddi sakathga neden olan, ciddi tibbi, cerrahi ya da kozmetik sonuclari olan
sekil bozukluklaridir. Mindr konjenital malformasyonlar ise cerrahi ve kozmetik
sorunlar olusturmayan, daha c¢ok htcresel boyuttaki yapisal anomaliler veya

normalden sapmalar seklinde gozlenmektedir (Neyzi & Ertugrul, 1989).

Konjenital anomaliler genetik veya cevresel kdkenli olabilmektedirler.
Glnlmizde oncelikle, dogumdan sonra tedavisi glic olan bu hastaliklarin
Onlenmesi amaclanmaktadir. Bunun icin de bilinen genetik faktérlerin iyi
anlasilmasi ve cevresel etkenlerin iyi kontrol edilebilmesi gerekmektedir
(Cleves, Hobbs, Zhao, Krakowiak, & MacLeod, 2011)

Vitaminlerin sadece yararl oldugu ve hicbir zarari olmadigi kavrami

bircok vitamin icin gecerliligini kaybetmeye baslamistir. Bunlarin arasinda



ozellikle A vitamini en ¢ok calisilmis olanidir ve vitaminler arasinda embriyoya
kolaylkla nifuz edebilenlerden biridir (McCaffery, Adams, Maden, & Rosa-
Molinar, 2003). Multivitamin preparatlari, konjenital bozukluklardan
korunmak amaciyla gebelere rutin olarak verilmektedir (Hanson et al., 1996).
A vitamini gelisim ve yasamin surduridlmesi icin gerekli bir vitamin olmakla
beraber, ylksek dozlarda tiketilmesi anne karnindaki yavru igin teratojeniktir.
Ylksek dozlarda A vitamini ve tdrevlerini (retinoid) kullanan annelerde,
kendiliginden duslkler; bebeklerinde ise, ekstremite, kulak, ¢cene ve arcus
aorta, anomalileri, konotrunkal, timus, retina ve optik sinir bozukluklari,
merkezi sinir sistemi (MSS) anomalileri ve yarik damak gdézlenmistir (S. A.
Ross, McCaffery, Drager, & De Luca, 2000; Zhu et al., 2012)

A vitamininin, yuksek dozda alinmasi nedeniyle olusan, teratojenik etkisi
hakkinda birgok calisma bulunmakla beraber, makroskobik malformasyonlarin
gozlenmedigi, bu nedenle de teratojenik olarak siniflandiriimayan dozlarin da
zihinsel ve davranissal bozukluklara sebep olabilecedi bildirilmistir (Ritchie,
Webster, Eckhoff, & Oakes, 1998)

Insanlarda gebeligin ilk ayinin sonuna dogru, blyik morfolojik
bozukluklara sebep olmayan dozlarda (2,5 mg/kg) alinan Retinoik asidin (RA)
cocuklarin zekéasini olumsuz etkileyebilecedi sonucuna variimistir (Holson,
Gazzara, Ferguson, & Adams, 1997). Bircok calisma gebelik sirasinda alinan
A vitamini tdrevlerinin, teratojenik olarak siniflandirilmayan dozlarinin dahi
(<£100.000 1IU/kg), ©6grenme ve diger davranis parametreleri U(zerinde
bozukluklara sebep olabilecedini gostermistir (McCaffery et al., 2003). Bu
nedenle de gebelik sirasinda retinoid seviyelerinin takip edilmesinin gerekliligi

ile ilgili yayinlar yapilmistir (Goldberg, 2012).



A vitamininin fetal karaciger lizerindeki teratojenik etkisi hakkinda yeterli
calisma bulunmadigindan hala arastirilmasi gereken bir saha olusturmaktadir.
Mehrotra ve Shah (2004), gebeligin 11. glininde verilen disik dozda
intraperitoneal A vitamininin fetal karacigerde histopatolojik bulgulara sebep
oldugunu belirtmislerdir (Mehrotra & Shah, 2004). Ancak calisma bununla
sinirh kalmistir ve baska bir analiz yapilmamistir. Fetal kan o6ncelikle
karacigere ugramaktadir. Bu nedenle bu kan ile gelen bitin maddelerin
oncelikle karacigeri etkilemesi beklenmektedir. A vitamini de ayni yolu
izlemektedir ve memelilerde karacigerde depolanmaktadir (Castellucci &
Kaufmann, 2006; Castellucci, Schepe, Scheffen, Celona, & Kaufmann, 1990).
Normalden daha ylksek ancak teratojenik olarak kabul edilmeyen dozlarda A
vitamininin karaciger Uzerindeki etkileri incelenmemistir. Bu dozlarda verilen
A vitamininin teratolojik etkilerini gostermek icin, guncel ve givenilir olan
stereolojik metotlari, fetal karacigerin bir bélgesinin ya da tamaminin hacmini
hesaplamada ve bu hacim icinde kalan hepatosit yogunlugu veya toplam
hepatosit sayisini gostermek igin kullanan galismalar bulunmamaktadir (Boyce,
Dorph-Petersen, Lyck, & Gundersen, 2010).

Bu calismada amacimiz prenatal gelisim déneminde orta ve ylksek
dozda A vitaminine maruz kalan sican karaciger dokusundaki hicresel ve
morfometrik degisikliklerin incelenmesidir. Bu amac¢ dodgrultusunda sican
fetUslerinin retinoidlerden en cok etkilendigi 10.,11. ve 12. ginlerde, 10.000
IU/kg, 50.000 IU/kg, 100.000 IU/kg ve 200.000 IU/kg dozlarinda oral yolla
alinan A vitamininin karaciger hacmi ve total hiicre sayisi lizerindeki etkisinin

histolojik ve stereolojik ydntemlerle gdsterilmesi amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Teratolojiye Kisa Bir Bakis

Gebe kadinlarin %80’inde gebelik sirasinda receteli veya recetesiz ilac
kullanimi s6z konusudur (Gurnee & Sylvestri, 1998). Gebelikte maruz kalinan
bazi ilaglar ve kimyasallar plasentadan fetal dolasima gecerek fetlste
malformasyon olustururlar ve buna teratojenik etki adi verilir (Kayaalp, 2009).
Bu etkiye sebep olan ajanlar arasinda ilk sirayi ilag ve kimyasallar almaktadir
(Gurnee & Sylvestri, 1998).

Cevresel etkenlerden kaynaklanan dogumsal bozukluklari ve anormal
prenatal gelismeyi inceleyen ve dnlemenin arastirmalarini yaparak, gelismeye
devam eden bilim dalina teratoloji denir. Yavrularda yapisal veya fonksiyonel
bozukluklari arttiran, herhangi bir ilag, kimyasal ajan, enfeksiyon veya
radyasyon gibi cevresel etkenlere teratojen adi verilmektedir (Ornoy & Arnon,
1993).

1950den o6nce insanlarda dogumsal kusurlar ile ilgili bilgiye
ulasilamadigindan bu bozukluklarin genetik kékenli oldugu disintlmekteydi.
(Hanson et al., 1996) Embriyonik ve fetal zarlar, anne karin duvarn ve
uterusun, embriyoyu disaridan gelecek zararlara karsi koruyan, gecilmez bir
bariyer oldugu dislnidliyordu. 1920 ile 1930'lu yillar arasinda, A vitamini
bakimindan zayif bir diyetle beslenen domuz yavrularinda meydana gelen
teratojenik etkiler ile ilgili ilk gbzlemler yapilmaya baslanmistir. Bu yavrularin

timunde gesitli sekil bozukluklari gézlenmis ve en sik rastlanan bozukluk ise



yavrularin godzsiz dogmasi olmustur (Hale, 1935). Gregg’in 1941 yilinda
Rubella virGsinin insan embriyosu gelisiminin kritik doneminde konjenital
malformasyonlara sebep olabilecegini gdstermesi ve 1956’da cevresel civa
kontaminasyonu sonucu yavrularda gorilen dogumsal sekil bozukluklari;
teratojenik etkilerin sadece dogrudan alinan ilag ve kimyasallarla sinirh
olmadigini gostermistir (Adams, Heath, Imagawa, Jones, & Shear, 1956). Son
olarak da 1961 yilinda yasanan Thalidomide faciasi; eriskinlerde minimal
toksisiteye neden olan bir analjezik ilacin, gelisen insan embriyosunda toksik
olabilecegini géstermistir.Daha da 6nemlisi; gebelikten 6nceki dort yillik bir
zaman diliminin herhangi bir doneminde tek bir dlsltk doza dahi maruz kalan
annelerin  bebeklerinde, %20-30 oraninda ilaca bagh konjenital
malformasyonlar gbézlenmistir. Bu olaydan sonra; yeni ilaglarin resmi olarak
piyasaya sudrilmeden énce, hayvanlar lizerinde test edilmesi sarti getirilmistir.
Yapilan bu calismalar sonucunda da teratogenezi artiran faktérler belirlenmistir
(Bailey, Knight, & Balcombe, 2005).

2.1.1. Teratogenezin temel prensipleri

Gelismekte olan memeli embriyosunun in utero savunmasizhidinin
farkinda olunmasiyla birlikte giinimizde hald uygulanmakta olan teratolojinin
alti ilkesi gelistirilmistir. Teratolojinin bu ilkeleri Jim Wilson tarafindan 1959'da
ortaya konmustur. Bu ilkeler teratojenik etkenleri ve gelismekte olan

organizmalar Uzerindeki etkilerinin incelenmesini yonlendirmektedir:

1. Teratogenezise duyarhllik, denegdin genotipine ve c¢evresel

etmenlerle olan etkilesim tarzina baghdir.

2. Teratogenezise duyarlilik, ajana maruz kalindigi zaman bulunulan

gelisimsel asamaya goére degiskenlik gosterir. Etkenlere duyarliigin ve



bu etkenlerden etkilenen organ sistemlerinin duyarhliginin kritik

evreleri bulunmaktadir.

3. Teratojenik etkenler, anormal gelisimi baslatmak lzere gelismekte

olan hlicre ve dokularda kendilerine has sekillerde etki gosterir.

4., Ajanlarin gelismekte olan dokulara erisimi etkinin dogasina
baghdir. Bir teratojenin gelismekte olan embriyo ile temasini cesitli
etmenler etkiler. Etkenin dodgasi, annenin etkene maruz kalma yolu,
derecesi, plasental transfer ve sistemik emilimin hizi, anne ile

embriyonik/fetal genotipin kompozisyonu gibi.

5. Normal disi gelisim; 6lim, sakathk, blylme geriligi ve islevsel

kusur olmak Uzere dort sekilde tezahir eder.

6. Normal disi gelisimin frekansi ve derecesi, etkenin miktari
gozlemlenebilir etki yaratmayan diizeyden %100 6limcil dizeye dogru
gittikce artar (Bailey et al., 2005; Wilson, 1973).

2.1.2. Teratoloji calismalarinda tercih edilen denekler

Deney hayvanlari, bir ilag ya da kimyasala maruziyetin gebelik sirasinda
teratojenik bir risk olup olmadiginin tespitinde ilk rehber olmaktadir. Degisik
teratojen maddelere karsi duyarllik gbésteren, gebelik slresi kisa hayvan
tirleri secilmelidir. Deneyler, testlerin givenirliligi icin en az iki hayvan
tirinde yapilmalidir. Deneylerde kullanilan ilacin verilis yolu, tedavide
uygulanan vyol ile ayni olmaldir (Bailey et al., 2005). Teratoloji
calismalarinda kemirgenler yaygin olarak kullaniimaktadir. Anatomik
yapilarinin ve embriyonik gelisim basamaklarinin insana ¢ok benzemesi,
plasentalarinin gecgirgenligi, genetik stabiliteleri, cok sayida fetlis vermeleri

sicanlari bu tarz deneysel calismalar icin uygun denekler haline



getirmektedir (Ferguson, 1977) .

2.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger; bag dokusundan olusmus, kendine 6zgl, Glisson kapsuli
denilen hilumdan igeri girip karaciger lobulleri arasinda uzanan fibréz bir
kapsulle sarilidir (Kierszenbaum, 2006). Bu kapsulln altinda parankima ve
stroma adi verilen iki yapidan olusmustur. Karacigerin kendine 6zgl
fonksiyonlarini yerine getiren hlicre ve yapilarin olusturdugu organ igindeki
klglk dlizenlemelerin timiine parankima, bunu olusturan hiicre ve diger
yapilara destek olan organ iskeletini olusturan destek yapilarin timtne de

stroma denir (Kara6z, 2002).

2.2.1. Stroma

Karacigeri lobillere ayiran fibréz bag doku insanda az gelistiginden lobdil
sinirlari kolay ayirt edilemez.Lobdlllerin birbirleri ile iliskisinin oldugu
kisimlarda bu fibréz bag doku kalinlasarak tggen bicimli, icerisinde arter,
ven ve safra kanallari iceren alanlar olusturur. Bu alanlara Portal triad veya

Kiernan araligi ismi verilmektedir (Mescher, 2013).

2.2.2. Parankima

Hepatositler birer parankim hicresi olup, karacigeri meydana getirir.
Parankima birbiri ile iliskili birkag hicre kalinligina sahip katmanlarin
olusturdugu duvar gibidir. Hepatositler ve sinlzoidler bu duvarin yapi

taslarini olusturur (Ovalle & Nahirney, 2013).



2.2.3.Karaciger Yapi Elemanlari

Hepatosit: Fonksiyonlarindan dolayi bir cok 6zellik gdésteren hepatositler
karaciger parankima dokusunu olusturan hucrelerdir. 20-30 p c¢aplari olan
hepatositler cok koseli genis yapiya sahip hicrelerdir. Karaciger
hicrelerinin %80’ini hepatositler olustururlar (Bejarano, Garcia, Rodriguez,
Ruiz, & Tzakis, 2006).

Hepatik stellat hiicresi (Ito hilicresi ve perisintzoidal liposit):
Perisintizoidal aralikta (endotel hiicresi ile hepatosit hlicresi arasindaki
aralik, Disse Araligi, Spatium perisinusoideum) bulunan hicre tirtdir. Ana

gorevi yag depolamaktir (Senoo et al., 2010).

Endotel hiicresi: Tek kath yassi, delikli (fenestral) hicrelerdir. Koyu
boyanan yassi ntkleuslari vardir. Sitoplazma miktarlari azdir, sitoplazmada
kicUk pinositik keseleri vardir. Bazal membranlar incedir (Junqueira &
Carneiro, 2003; Kierszenbaum & Tres, 2015; Standring, 2008).

Kupffer hiicresi (Kupffer yildiz hlicreleri): Bu hlicreler yabanci maddeleri
tutarak, tutunduklar yerlerden ayrilarak ve kan dolasimina karisarak
badisikhk sistemine katkida bulunurlar. Bu nedenle bu hicrelere,
reticuloendotelyal (fagositoz yapabilen hicreler) sistemin bir parcgasi
olarak, vicut savunmasinda ve korunmasinda o6nemli goéreviler duser
(Junqueira & Carneiro, 2003; Kierszenbaum & Tres, 2015; Standring,
2008).

Safra yollar hiicresi (tek katli kibik epitel): Karaciger lopcuklarinin
(lobulus hepatis) arasindan baslayan ve canaliculis biliferiler birleserek
ductus biliferileri olusturur. Bunlar da interlobiler araliklardaki (Kiernan
arahgi) ductus interlobularis biliferiye acilir. Bu safra kanallari da, etraftan

devamli olarak katilan kanallarla buylr ve duvar kalinlasir. Duvarlarinda



silindirik bir epitel drtusid gorulir ve sonucta iki buylk ductus hepaticus
dexter ve sinister porta hepatise ulasir (Junqueira & Carneiro, 2003;
Kierszenbaum & Tres, 2015; Standring, 2008).

2.3. Sicanlarda karaciger hiicrelerinin embriyolojik gelisimi

Sicanlarda 10-16 gunlik fetal sican karacigerlerindeki sinlzoidlerin
endotel hiicreleriyle cevrili olduklarini ve gebeligin 17. giintinde aralikli endotel
hiicrelerin 6nce goérlindp sonra sayica kademeli olarak arttiklan
gozlemlenmistir. Bazal membran, sicanlarda gebeligin 13-14. glnulyle birlikte
ortaya cikmaktadir. Gebeligin 12-14. glnlerine kadar kuvvetli baglanti
noktalarina sahip araliksiz endotel hicrelerinin var oldugu goésterilmistir
(Bankston PW, 1980). Gebeligin 15. gliniinden baslamak lizere aralikh endotel
hicreleri gdzlenmistir. Yapilan tim calismalarin vardigi ortak sonug; yetiskin
karacigerinde oldugu gibi fetal hepatik sinlizoidal duvarlarda bazal membranin
gozlemlenmedigidir. Endotel hiicrelerinin gelisimiyle ilgili, gebelik esnasindaki
en belirgin degisiklik erken gelisim asamasindaki araliksiz hiicrelerin, aralikli
hiicrelerle yer degistirmesidir. Bu da, farelerde gebeligin 15. gliini, sicanlarda
17. gund, insanlarda da 12. haftada gerceklesmektedir. Fare ve sicanlarda
dogumdan sonra 4-5. glnlere kadar sinlizoidal ve perisinlizoidal yapilar

tamamiyla olusurlar (Enzan H, 1997).

ito hicrelerinin erken gebelik ddénemindeki mikro yapi 6zellikleri
acisindan fibroblastlara benzedikleri, daha sonraki fetal yasamda (farelerde
gebeligin 15. glnd, sicanlarda 16-18. glnler civarinda) ise kismen
miyofibroblast benzeri 6zellikler sergiledikleri kaydedilmektedir. Siganlarda

dogumu takiben 4. ve 5. ginlerde bazi farkhliklar halen varligini stirdirmekte



ise de, siniizoid ve perisinlizoidal yapilar, endotelyal hiicreler ve Ito hiicreleri

morfolojik olarak yetiskin asamadakilere cok benzemektedir (Enzan H, 1997).

2.4. Sican Karaciger Anatomisi

Sican karacigeri; sag lateral, sag medial, sol lateral, sol medial ve caudal
loblardan olusmaktadir. Glisson kapsuli, her bir lobu ayri ayri sarar ve tim
loblar porta hepatis dlizeyinde bir araya gelmektedir. Caudal lob ile sol lateral
lob, bir periton yapradi ile sol lateral lobun alt ylizeyinde yapismaktadir. Portal
Triad her lob icin porta hepatis seviyesinde ve parankimin hemen disinda
dallanmaktadir. Sicanlarda safra kesesi bulunmadigindan; hepatik kanal,
pankreas kanallari ile birleserek duedonuma doékdlir. Sol lob ve median lob,
tek lob seklindedir ve median lob umbilikal fisslr ile ikiye ayrilir. Sag lob, iki
kicuk alt loba ayrilir. Kaudal lob ise, parakaval ve spiegel loblarina ayrilir

(Kogure, Ishizaki, Nemoto, Kuwano, & Makuuchi, 1999).

2.5. Vitaminler

Vitaminler vicutta metabolik olaylarin normal bir sekilde meydana
gelmesi ve saglkli durumun slrdirilmesi igin gerekli olan, vicutta sentez
edilemeyen veya yetersiz miktarda sentez edilen ve besinler icinde ¢gevreden

az miktarda alinmasi zorunlu maddelerdir (Kayaalp, 2000).

Saglikli yasamin sirdirilebilmesi icin besin icinde az miktarlarda
alinmalari gereken vitaminlere ve demir, cinko, kalsiyum, iyot gibi esansiyel
mineral bilesiklerine mikro besleyiciler adi verilir. Proteinler, vyadlar,

karbonhidratlar ve elektrolit dengesi igin gerekli inorganik tuzlar gibi makro
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besleyiciler saf olarak alindiklarinda, yeterli miktarlarda metabolizmaya
alinsalar bile, hastaligi engelleyemezler. Bu sebeple vitaminlerin, esansiyel
aminoasitlerin, esansiyel doymamis yag asitlerinin ve demir, magnezyum,
molibden gibi esansiyel minerallerin de alinmasi gereklidir (Kayaalp, 2000).
Vitaminlerin fizyolojik olaylardaki énemleri, bunlarin bazilarindan vicutta
olusan metabolitlerin  hlcrelerde koenzim ve kofaktér fonksiyonu
yapmalarindan kaynaklanmaktadir. A ve D vitamini énculerinden olusan aktif
metabolitler ise; kendilerine 6zgl reseptorler araciligi ile belirli genlerin ifade
edilimi Uzerinde steroid benzeri etkileriyle hedef hiicrelerdeki temel olaylari

kontrol etmektedirler (Kayaalp, 2000).

Vitaminler, suda ve yadda c¢ozlinen vitaminler olmak Uzere ikiye
aynilirlar. Vitaminler genel olarak bitkisel besinlerden alinsa da, A ve D vitamini
gibi yadda ¢ozlinen vitaminler vicutta birikmeleri nedeniyle hayvansal

kaynakli besinlerden de alinabilirler (Kayaalp, 2000).

2.5.1. Retinoidler

A vitamini ve A vitamini metabolitleri genel olarak retinoidler olarak
adlandirilirlar ve fizyolojik konsantrasyonlar da gelisim, hicresel farklilasma,
Ureme, gbérme, immin cevabin olusturulmasi gibi canlinin dogal
fonksiyonlarinin dizenlenmesinde gérev almaktadirlar (H Nau, 1994; Heinz
Nau, 1995; Noy, 2000; Pauken, LaBorde, & Bolon, 1999; Tzimas, Thiel,
Chahoud, & Nau, 1997). Bunun yani sira bircok neoplastik ve dermatolojik
hastaligin tedavisinde de kullaniimaktadirlar. Aktif A vitamini metaboliti olan
all-trans retinoik asit (RA) omurgalilarin embriyonik gelisimi sirasinda
organizmanin sekil ve yapisini etkileyen bir etken olarak hareket etmektedir

(Vaessen, Meijers, Bootsma, & Van Kessel, 1990).
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A vitamininin yetersiz oldugu durumlarda, embriyo segmentasyonu ve
blyumesi basarisiz olur, damarlanma durur ve sonucta embriyo rezorbe olur
(Thampson, Howell, Pitt, & McLaughlin, 1969; Vaessen et al., 1990; Wellik &
DelLuca, 1995). Eriskinlerde A vitamini eksikligi ileri asamada epitelin
karakteristik Ozelliklerini degistirerek o6limine sebep olan skuamoz
metaplaziye neden olmaktadir (Rhim & Kung, 1997; Semba et al., 1993). A
vitamininin fazlaligi ise embriyogenez esnasinda morfolojik bozukluklara sebep
olurken, eriskinde membranolitik ve hepatotoksik etki yapmaktadir (H Nau et
al., 1994). Bu sebeplerle, retinoid miktarinin dengesinin korunmasi, saglikli
organizmanin normal fizyolojisinin korunmasi igin son derece énemlidir (S. A.
Ross et al., 2000).

2.5.2. A Vitamininin Maternal / Fetal Tasinmasi

Diside Uremenin gergeklesebilmesi icin A vitamininin gerekli oldugu
gorilmustir. Bununla beraber; buna bagl lGremenin gergeklesmemesinin bu
eksikligin zamanlamasi ve miktarina bagh oldugu goézlenmistir. Ciftlesmeden
Once yuksek dozda A vitaminine maruz kalan disilerin, vaginal Smear’lerinde
keratinize olmus hicreler goérilmeye devam eder ve Ureme daha
implantasyondan ©6nce bozulmaya udrar. Vaginal epitelin farkhlasmis
gorinimiine ragmen A vitamini eksikligi bulunan disilerde ovulasyon devam
eder ve corpus luteumlari duzenli veya dlzensiz araliklarla olusmaya devam
etmektedir (Clagett-Dame & DelLuca, 2002).

Retinoidler embriyoya annenin dolasim sistemi vasitasiyla ulasmaktadir.
Retinol, retinaldehit ve retinoik asidin tasinimi; bu kimyasallarin gebe
hayvanlara ylksek dozlarda verilmesiyle ayrintili bir sekilde incelenmigtir
(Greene & Pratt, 1976; Kochhar, Penner, & Satre, 1988; Rossant, Zirngibl,
Cado, Shago, & Giguere, 1991; Schnorr et al., 2011). Kemirgenlerde vitellls
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kesesi plasentasi, retinolin anneden fetlise tasinmasinda énemli bir islev
Ustlenmektedir. Bu islev gebelik boyunca da énemini korumaktadir (Johansson
et al., 1997). Kemirgenlerin vitellis kesesi ile insanlarin plasentasinin benzer
oldugu daha 6nceki calismalarda ortaya konulmustur (Dancis et al., 1992).
Retinol ve Retinoik asit; anneden fetlse tasinabilmektedir (Clagett-Dame &
Deluca, 2002).

2.5.3. A vitamini teratojenitesi

Yiksek doz A vitamini aliminin birgok hayvan tiriinde teratojen oldugu
bildirilmistir (Hathcock et al., 1990). Retinoik asit sendromu dogumsal
defektlere, timls, merkezi sinir sistemi ve kardiyovaskiler sistem Uzerinde
malformasyonlara sebep olur. Hamilelik esnasinda retinoik asit almis disilerin
yavrularinda da benzer anomaliler gértilmustir (Lammer et al., 1985). A
vitamininin glnlik ihtiyactan 50-500 kat daha fazla alindiginda toksik etki
gostermeye basladigi, insanlarda tek doz 500.000- 1.000.000 IU A vitamini
alimindan sonra da 6limin meydana geldigi rapor edilmistir. Kronik olaylarda
anoreksi, cilt derisinde kalinlasma, kilo kaybi, dermatit, sa¢ ddkllimesi,
hemoraji, spontan kemik kiriklari ve 0&lum olaylart gértlmuastir (Eric
Underwood, 2012). Gebelik esnasinda verilis donemi ve dozajina bagh olarak
teratojenik etki gostermektedir (Cunningham, Mac Auley, & Mirkes, 1994). A
vitamini ve tlrevlerinin bu etkileri maternal plazmadaki miktara ve plasentaya
gecislerdeki farklihga bagh olarak da dedismektedir. Maternal plazmada en
ylksek dedere ulasan retinoidin, all-trans retinoik asit oldugu bildirilmis ve
bunun embriyoda da en yuksek miktarda bulundugu tespit edilmistir (Kraft,
Lofberg, Chahoud, Bochert, & Nau, 1989).

Retinoidlerin teratojenik etkisinde bircok mekanizma bulunmaktadir.

Retinoik asidin programlanmis hicre 6limu Gzerine hizlandiricl etkiye sahip
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oldugundan dolay! teratojenik etki goOsterdigi disinidlmektedir. Bu etki
genetik bilgiyi degistirerek veya proteinlerin glikozilasyonuna yol acarak,
lizozomal membranlardan enzimlerin sizip hlcrenin otolizine sebep olmasiyla
gozlenir (Alles & Sulik, 1989). Organogenezin gerceklestigi, fetal gelisimin
erken dénemlerinde epitelde ve beyinde retinoik asit birikmesinin meydana
geldigi, ancak gelisimin ge¢ dénemlerinde bu birikimin tespit edilemedigi
bildirilmistir (Dencker, d'Argy, Danielsson, Ghantous, & Sperber, 1986; Kraft
et al., 1989).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullari

Bu calismada 250-300 gr agirliginda dogum yapmamis 25 adet Wistar
Irki disi sican kullanildi. Sicanlar 12 saat karanlk, 12 saat aydinlhk déngi
icerisinde, su ve yem alimlarina dikkat edilen, sicakligi sabit tutulan (21° %+
3°C) hayvan saklama odasinda, 5-6 sican kapasiteli kafeslerde barindirildi.

Pelet yem ile beslenerek musluk suyu verildi.
3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlarin menstriel safhalarn vaginal smear ile saptanarak, o6strus
déneminde olanlar erkek siganlarla giftlestirildi. Ciftlesmenin ardindan ertesi
gun alinan vaginal smear’lerinde sperm go6zlenen disiler sperm mevcudiyetine

gore gebelik glnleri tayin edildi. Gebeligin ilk glini (G0) olarak kabul edildi.
Calismada beser adet anneden olusan 5 grup olusturuldu:

1. Grup: Kontrol grubu olarak kullanilan bu hayvanlara gebeliklerinin 10-11-

12. ginlerinde teratojen ajan yerine, gavaj yoluyla, 0,5 ml aygicek yagi verildi.
2. Grup: Bu gruptaki hayvanlara gebeliklerinin 10-11-12. gilnlerinde, gavaj
yoluyla, 50 mg/kg (10.000 IU/kg) Vitamin A (Merck) verildi (Piersma, Bode,

Verhoef, & Olling, 1996).

3. Grup: Bu gruptaki hayvanlara gebeliklerinin 10-11-12. glnlerinde 250
mg/kg (50.000 IU/kg) Vitamin A gavaj yoluyla verildi.
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4. Grup: Bu gruptaki hayvanlara gebeliklerinin 10-11-12. gunlerinde 500
mg/kg (100.000 IU/kg) Vitamin A gavaj yoluyla verildi.

5. Grup: Grup: Bu gruptaki hayvanlara gebeliklerinin 10-11-12. gunlerinde
1000 mg/kg (200.000 IU/kg) Vitamin A gavaj yoluyla verildi. (Sekil 3.1)

SEKIL 3.1 Gavaj Islemi

3.3. Fetislerin elde edilmesi:

Tam gruplarda gebeligin 19. glnlerinde halotan ile anestezi edilen
sicanlarin abdomenleri acilarak, diseke edilen uteruslardan fetlsler cikarildi
(Sekil 3.2); anneler ise exsanguinasyona maruz birakilarak sakrifiye edildiler.

Makroskobik incelemeleri yapildiktan ve fotograflar cekildikten sonra fettsler,
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kardiyak perfiizyon ile tespit edilerek, abdomenleri acildi ve karacigerleri bir

batln olarak gikarildi. Karacigerler histolojik preparasyon icin doku kaplarinda
postfiksasyona maruz birakildi.

147128
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SEKIL 3.2 Gebeligin 19.giiniinde anne karnindan alinan fetisler, solda iki adet
rezorbasyon gorilmekte.

3.4. Histolojik teknikler

3.4.1.Doku takibi

Karacigerler gruplar halinde doku takip kasetlerine aktarildilar; 12 saat akan

cesme suyu altinda yikandilar. Dokularin takibi asagidaki gibi yapildi.
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DOKU TAKIBI

%60 Alkol 1/2 saat
%70 Alkol 1 saat
%80 Alkol 1 saat
%90 Alkol 1 saat
%96 Alkol 1 saat
Absolu Alkol 1 saat
Aseton 1/2 saat
Xylene 20 dk
Xlene 20 dk
Parafin - I 20 dk
Parafin — II 20 dk
Parafin - III 30 dk

1.4.2. Doku gomme (Bloklama)

Metal gdmme kalibina az miktarda parafin doékdldi, pens yardimiyla
dokular kaliba yerlestirildi. Kalip dolana kadar Gzerlerine parafin ilave edildi.
Kalip icindeki dokulara bastirildi ve tabana esit olarak yapismalar saglandi.
Uzerine blok kaseti kondu. Blok kasetinin deliklerini gecinceye kadar parafin

ilave edildi. Kaliplar soguk bir zemin Gzerine alindi.
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1.4.3. Doku kesimi

Mikrotom blok tutucu yuvasina blok kaseti takildi. Dokunun 6n yuzU
tiraslanarak doku butinligine ulasildi. 5 p kalinliginda seri kesitler alindi
(Leica RM 2125RT mikrotom ile). Kesitler, firca yardimiyla 45 derece su
banyosuna alindi. Suda acilan kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Kesitler;
sistematik rastgele érnekleme ile alindi. Bunun icin her 12 kesitte bir, bir kesit

lama alindi. Dolayisiyla 60 p’da bir, bir kesit alinmis oldu.

1.4.4. Boyama

Deparafinizasyon: Kesitler 70° C'de 30 dakika etiiv icinde bekletildi. isleme
asagidaki gibi devam edildi.

Deparafinizasyon

Xylene 10 dakika
Xylene 10dakika
Xylene 10dakika
Absolu Alkol 1 dakika
%96 Alkol 1 dakika
%90 Alkol 1 dakika
%70 Alkol 1 dakika
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Deparafinizasyondan sonra boyama islemine gecildi. Hematoxylin-Eosin

(HE) boyama asadidaki gibi yapildi.

Boyama (Hematoksilen - Eozin)

Akan ¢cesme suyu 1 dakika
Hematoksilen 2 dakika
Akan ¢cesme suyu 1 dakika

Asit - alkol: (%70 alkol igcinde %0.3 HCI)

1 kez batirihp gikarldi

Akan gesme suyu

1 dakika

Amonyak - su (1 litre distile su icinde 10ml
%37.5 Amonyak)

1 kez batirihp ¢ikarildi

Akan gesme suyu

1 dakika

% 96 Alkol

5 kez batirilip gikarildi

Eozin Y (Alkolik)

5 dakika

%70 Alkol 10 kez calkalandi
%90 Alkol 10 kez calkalandi
%96 Alkol 10 kez calkalandi

Absolu alkol

10 kez calkalandi

Xylene 10 kez calkalandi
Xylene 10 kez calkalandi
Xylene 10 kez calkalandi

Kapatma: Lam ortasina 1 damla Entellan (DPX) damlatildi. 24x60 lamel

45 derece acl ile yayma yapar gibi kapatildi.
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100.000 (D), 200.000

10.000 (B), 50.000 (C),

Kontrol (A),

Skala 50 p.

SEKIL 3.3 HE boyanan 6rnekler.

(E) gruplan gérilmektedir.
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SEKIL 3.4 HE boyanan érnekler, daha biiyiik biyiitme. Kontrol (A), 10.000 (B), 50.000 (C),
100.000 (D), 200.000 (E) gruplarn goérilmektedir. Skala 20 p.
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3.5. Stereolojik analizler:

Morfometrik calismalarda, bir organin veya organ bilesenlerinin hacmi,
bu bilesenlerin birbirlerine veya organin tamamina hacim oranlari
arastirmalarda sikhkla kullanilan parametrelerdir. Belli bir bilesenin birim
hacimdeki sayisindan (Number in Volume) o bilesenin toplam sayisina
ulasilmak istenildiginde de toplam hacmin bilinmesi gerekir. Organ veya
yapilarin toplam hacimlerini veya bilesenlerinin hacimlerini hesaplamak igin bir
dizi farkli yéntemler kullanilmaktadir. Cavalieri prensibi, stereolojik
yontemlerde en sik kullanilan hacim hesaplama vyoludur. (Mayhew &
Gundersen, 1996; Weibel, 1969)

Calismamizda vyukaridaki bilgiler 1siginda karaciger diseksiyonu
yapildiktan sonra karacigerler 6nce dilimlere, sonra seritlere bdélindi ve
sistematik 6rnekleme ydntemiyle elde edilen bu seritlerden her bir hayvan igin
yaklasik 1cm3’luk 17 doku parcasi alindi. Daha sonra bu dokular 24 saat
%10’luk formaldehit icinde bekletildikten sonra, standart doku takip proseduri
takip edilerek; parafin bloklari igcine gémiuldi. Hematoksilen-Eozin ile boyanan

5um kalinligindaki kesitler Gzerinde asagidaki parametreler hesaplandi;

Birim alandaki hepatosit ntkleus sayisi (Na)
Ortalama hepatosit ¢ekirdek gaplarinin saptanmasi (Diamater)
Birim hacimdeki hepatosit gekirdek sayisi (Nv)

Toplam karaciger hacmi

A

Toplam hepatosit sayisi
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3.5.1. Birim alandaki hepatosit niikleus sayisi (Na)

Tarafsiz sayim cercgevesi ile yapilan sayim islemlerinde Grit Uzerindeki
noktalarin her biri belli bir birim alani (A) temsil ettiginden, ilgilendigimiz
yapinin sinirlar igine disen toplam nokta sayisini (bu birim alan degeriyle
carparsak; kesit ylzeyindeki ilgili yapinin alanini tarafsiz bir sekilde
hesaplayabiliriz. Birim kare alanin bir kenarini temsil eden iki nokta arasindaki
mesafe, klglltlilen goérintilerde kiglltme faktoértyle carpilirken; buydltilen
goruntilerde buyltme faktértine boélinmelidir. Bu islemden sonra gritteki iki
nokta arasindaki gercek mesafe (birim karenin bir kenar uzunlugu) bulunur ve
bunun karesi alinarak, gercek birim alan hesaplanir. Bu bilgiler dogrultusunda
Stereoinvestigator'un fractinator probunun kesit Uzerine sistematik olarak
attigi tarafsiz sayim cgercevelerine diisen hepatosit nikleuslari sayildi (Sekil
3.5).

SEKIL 3.5 Na hesaplamada kullanilan érnek tarafsiz sayim gercevesi. Cergeve icerisinde kalan
ve yesil cizgiye deden cekirdekler sayilirken, kirmizi gizgiye deden ve disarida kalan gekirdekler

sayllmamaktadir.
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3.5.2. Ortalama Hepatosit Cekirdek Caplarinin Saptanmasi
(Diamater)

NA igin sayim yapilirken ayni zamanda yine yazilimda bulunan délgim
aletiyle sayilan hepatosit ntkleuslarinin gaplar délgtlerek kaydedildi. Cap (D);
nikleuslarin en uzun yerinden gegen dogrunun uzunlugu (a) ile bunu tam
ortadan dik kesen dogrunun uzunlugunun (b) carpiminin karekokid alinarak
hesaplandi (Sekil 3.6).

D =va-vb

Bu formul kullanilarak cizilen tim hepatosit nikleuslarinin ortalama caplari

bulundu ve bu degerlerin aritmetik ortalamalari hesaplandi.

SEKIL 3.6 D'nin (Gap) hesaplanmasi igin dlgiilen a ve b caplari. B capi a capinin tam
ortasindan dik aciyla gegmektedir.
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3.5.3. Birim hacimdeki hepatosit ¢cekirdek sayisi (Nv)

Kesitlerimiz ince kesildiginden dolaylr “disektdér” gibi yontemler
kullanilamadi. Bu nedenle hesaplama Underwood’ un formuline gbére yapildi
(EE Underwood, 1969). Formile gére birim hacimdeki partikil sayisi (Nv);
birim alandaki partikil sayisinin (NA), kesitin ortalama partikll capinin (D)

kesit kalinhdiyla toplamina (T) bolimiune esittir.

NA
NV:_—
D+T

3.5.4.Total hacim (V)

Hacim; Cavalieri hacim hesaplama ydntemi ile belirlendi. Bu yéntem de
Stereoinvestigator yazilimiyla gergeklestirildi. Alinan seri kesitlerin Gzerine (IH
boyananlar dahil), rastgele acgiyla atilan nokta gridin, kesit Uzerine disen
noktalari sayildi. Hacim (V); kesit kalinliginin (T) her bir noktasin temsil ettigi

alan (a/p) ve sayilan toplam nokta sayisinin (3 pi) birbirleriyle carpilmasiyla
hesaplandi (Sekil 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11).

V=T. a/p. Zpi
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i s e SRR
SEKIL 3.7 Stereoinvestigator ile yapilan cavalieri yéntemi ile 6rnek hacim hesaplama. Kontrol
grubu. Rastgele aciyla atilan sayim i1zgarasinin karaciger dokusuna deden kisimlari sayilirken

degmeyen kisimlari sayilmamaktadir. (1,6x) bayiatme kullanilmistir.

SEKIL 3.8 Stereoinvestigator ile yapilan cavalieri ydntemi ile rnek hacim hesaplama. 10.000
IU grubu. Rastgele aciyla atilan sayim izgarasinin karaciger dokusuna deden kisimlari

sayilirken degmeyen kisimlari sayilmamaktadir. (1,6x) blylitme kullaniimistir.
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SEKIL 3.9 Stereoinvestigator ile yapilan cavalieri yéntemi ile 6rnek hacim hesaplama. 50.000
IU grubu. Rastgele aciyla atilan sayim izgarasinin karaciger dokusuna deden kisimlari

sayilirken degmeyen kisimlari sayilmamaktadir. (1,6x) blylitme kullaniimistir.

SEKIL 3.10 Stereoinvestigator ile yapilan cavalieri yéntemi ile érnek hacim hesaplama.
100.000 1u grubu. rastgele aciyla atilan sayim i1zgarasinin karaciger dokusuna deden kisimlari

sayilirken degmeyen kisimlar sayilmamaktadir. (1,6x) blaylutme kullaniimistir.
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SEKIL 3.11 Stereoinvestigator ile yapilan cavalieri ydéntemi ile érnek hacim hesaplama.
200.000 IU grubu. Rastgele aclyla atilan sayim izgarasinin karaciger dokusuna deden kisimlari

sayilirken degmeyen kisimlari sayilmamaktadir. (1,6x) blyltme kullaniimistir.

3.5.5. Toplam hepatosit sayisi
Birim hacimdeki partiktl sayisinin (Ny) total hacimle (V) carpilmasiyla

hesaplandi.

Total sayr = NV -V

3.6. Istatistiksel Analizler

Deney ve kontrol gruplarina ait veriler, 6nce normalite testine tabii
tutuldu. Normal dagildiklar tespit edilince varyans analizi ile karsilastirildilar.

Bu hesaplamalar igin SPSS 22 yazilimi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda karacigerleri diseke edilen fetilsler tizerinde mikroskobik
ve stereolojik incelemeler yapildi. Gruplarda normal dadilim goézlendigi icin
ortalamalar £ standart hata (SH) ile birlikte verilmistir. Gruplar arasindaki

farklar tek yonli varyans analizi ile degerlendirildi.

4.1 Birim Alana Diisen Hepatosit Sayisi (Na)

14

Tum siganlarda birim alandaki hepatosit sayisi “Number in area (Na)
metoduna gdre hesaplandi. Bu metoda gére Kontrol grubu 21,3:103+0,1-103
mm-2; 1.grup (10.000 IU)'da 20,9:103+0,2:103 mm-2; 2.grup (50.000 IU)'da
18,9-1034+0,2:103 mm-2; 3.grup (100.000 IU)'da 17,7-103+0,4-103 mm-2;
4.grup (200.000IU)'da 15,7-103+0,2:103 mm-2 olarak hesaplandi. (Tablo 4.1)
Verilerin varyans analizi sonucu F(4,30)=81,08 iken p<0,001 olarak elde
edildi. Tum bu sonuglardan farkl olarak Kontrol Grubu ile 1. Grup arasinda
anlaml bir fark goézlenemezken diger gruplar arasinda birim hacimde bulunan

hepatosit sayisinin anlamli olarak azaldigi gézlemlendi (p<0,001) (Sekil 4.1).
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TABLO 4.1 Birim alana disen hepatosit sayisi

COKLU
GRUPLAR Na £ SH
KARSILASTIRMALAR
Kontrol (K) 21,3-103+0,1-103
1.grup (10.000 IU) 20,9:-103+0,2:103
2.grup (50.000 IU) 20,9:-103+0,2:103 KRk HHH#
3.grup (100.000 IU) 17,7-103+0,4-103 kK CHEH, ++
4.grup (200.000 IU) 15,7:103+0,2-103 *RX CH#H, H++, J&&

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastirilmasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci
grubun (50.000 IU) + ile Gglnct grubun (100.000 IU) & sembolleri ile gosterilmistir. p
dederleri; g simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.

=
E 25000 - P (e *xk
5 @B Kontrol
és?)‘ o~ 20000+ @8 10.000
& g @8 50.000
g = 10007 @B 100.000
Q @€
QO > .
£ 2 10000 B 200.000
2 o

(2]
g £ 5000-
< &
ET 0~
= N o Q N S
i & & & &

\l‘O N o U ,\Q (19

SEKIL 4.1 Gruplarin Na degerlerinin grafikle gésterimi ve karsilastiriimasi.

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastinlmasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci
grubun (50.000 IU) + ile Gglncl grubun (100.000 IU) & sembolleri ile goésterilmistir. P
dederleri; g simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.
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4.2 Ortalama Hepatosit Cekirdek Caplarinin Saptanmasi

(Diamater)

Tum sicanlardan sistematik rastgele 06rnekleme ydntemiyle birim
alandaki hepatosit cekirdek caplarn dlclilerek hesaplandi. Olciilen cekirdek
caplari (D) Kontrol grubunda 5,4+2-10°2; 1.grup (10.000 IU)'da 5,4+1-10°2 p;
2.grup (50.000 IU)'da 5,9+7-10°3 p; 3.grup (100.000 IU)'da 6,1+3:10°2 y;
4.grup (200.000 IU)'da 6,2+2:1072 pu olarak hesaplandi (Tablo 4.2). Verilerin
varyans analizi sonucu F(4,30)=510,6 iken p<0,001 olarak elde edildi. Kontrol
grubu ile birinci grup (10.000 IU) arasinda bir fark bulunmadi, Uglncl
(100.000 IU) ve dordincli grup (200.000 IU) (p<0,5) harig, diger gruplar
arasindaki fark cok anlamliydi (p<0,001). Verilen A vitamini dozu arttikga fetls
karacigerlerinde hepatosit caplarinin doza bagli olarak anlamh diizeyde arttigi
gbzlemlendi.

TABLO 4.2 Gruplarin hepatosit ¢ekirdek caplari (Diamater).

_ COKLU
GRUPLAR D + SH
KARSILASTIRMALAR

Kontrol (K) 5,4t2-1072
1.grup (10.000 IV) 5,4+1-10°2
2.grup (50.000 IU) 5,9+7-10°3 rEEFHH
3.grup (100.000 IU) 6,1+3-10°2 *rk CHHEHE, ++H+
4.grup (200.000 IU) 6,2+2:107 Rk HHEH, RE&

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastiriimasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci
grubun (50.000 IU) + ile Gglnct grubun (100.000 IU) & sembolleri ile gdsterilmistir. P
degerleri; Ug simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.
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SEKIL 4.2 Gruplarin hepatosit cekirdek cap degerlerinin grafikle gésterimi ve karsilastiriimasi.

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastirilmasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci
grubun (50.000 IU) + ile tGglnct grubun (100.000 IU) & sembolleri ile gosterilmistir. P
degerleri; g simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.

4.3. Birim Hacimdeki Hepatosit Cekirdek Sayisi (Nv)

Tum sicanlarda birim hacimdeki hepatosit sayisi "Number in volume”
(Nv) metoduna gore hesaplandi. Buna goére hesaplanan Ny dederi Kontrol
grubunda 2,1:10%9+1,4-10* mm==3 bulunurken, 1.Grup (10.000 IU)'da
2,0-100+1,9-10%* mm-3, 2. Grup (50.000)'da 1,7-10%+2,2-10* mm™3, 3. Grupta
(100.000)'da 1,6-10°+3,6-10* mm=3 ve 4. Grup (200.000 IU) ‘da bu
1,4-106+1,8-10%* mm-3 olarak hesaplandi (Tablo 4.3). Gruplarin karsilastirilmasi
sonucu (F4,30)=144,3; p<0,001); Kontrol ve 10.000 grubu arasinda anlamli
bir fark bulunmaz iken, diger gruplar arasinda birim hacimde bulunan hepatosit

sayisinda istatiksel olarak anlamli dedere sahip disis saptandi. (p<0,001).
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TABLO 4.3 Birim hacimdeki hepatosit sayisi (Nv)

COKLU
GRUPLAR Ny £ SH (mm™3)
KARSILASTIRMALAR
Kontrol (K) 2,1-10%+1,4-104
1.grup (10.000 IU) 2,0-10%+1,9-10%
2.grup (50.000 IU) 1,7:1064£2,2-10%  *%* #44#

3.grup (100.000 IU) 1,6-10643,6:10%  ***, ###, +++
4.grup (200.000 IU) 1,4-10641,8-104  *%% ### +++ B&&

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastirilmasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) #
ile, ikinci grubun (50.000 IU) + ile tigincl grubun (100.000 IU) & sembolleri ile gosterilmistir.
P dederleri; Uc simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.
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SEKIL 4.3 Gruplarin N, Dederlerinin Grafikle Gésterimi Ve Karsilastiriimasi.

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastirilmasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci
grubun (50.000 IU) + ile Gg¢lincl grubun (100.000 IU) & sembolleri ile gdsterilmistir. P
dederleri; ¢ simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.
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4.4. Total Karaciger Hacmi

Cavalieri prensibi esasina dayanarak Stereo Investigator programi ile
hesaplanan hacimler kontrol grubunda 26,9+0,96 mm3; birinci grup (10.000
IU)'da 34,7+1,35 mm?3; ikinci grup (50.000 IU) ‘da 15,6+0,87 mm3; Uglinci
grup (100.000 IU) ‘da 21,8+0,85 mm3; dordincd grup (200.000 IU) ‘da
17,6+1,08 mm3 olarak bulundu. Tum gruplar arasinda anlamh fark
gozlemlenirken; Kontrol ve Gglincld grup arasindaki p dederi 0,5’'den kicguk,
ikinci ve Uglncl grup arasindaki p dederi 0,01 den kliciik hesaplandi. Diger
karsilastirmalarda bulunan p dederi 0,001’den klglktli. Kontrol grubu ile
ikinci, Gglncl ve dordincl gruplar karsilastirildiginda doza bagh olarak
karaciger hacminde anlamh diizeyde azalma gorildi. Bunun haricinde Kontrol
grubu ile birinci grup karsilastirildiinda karaciger hacminde anlamh diizeyde

artis gorulda.

Tablo 4.4 Cavalieri Yéntemi Ile Hesaplanmis Ortalama Karaciger Hacimleri

Karaciger Hacmi + SH COKLU
GRUPLAR
(mm3) KARSILASTIRMALAR
Kontrol (K) 26,940,96
1.grup (10.000 IU) 34,7+1,35 SRARS
2.grup (50.000 IU) 15,6+0,87 kkk fHH
3.grup (100.000 IU) 21,840,85 X HHEH, ++
4.grup (200.000 IU) 17,6+1,08 ¥Rk H

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastinlmasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci
grubun (50.000 IU) + ile Gglncl grubun (100.000 IU) & sembolleri ile goésterilmistir. P
dederleri; Ug simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5
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SEKIL 4.4 Gruplarnin Cavalieri ydntemi ile hesaplanmis ortalama karaciger hacimleri

dederlerinin grafikle gésterimi ve karsilastiriimasi.

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastirilmasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci
grubun (50.000 IU) + ile Gglncl grubun (100.000 IU) & sembolleri ile gdsterilmistir. P
dederleri; g simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.

4.5. Toplam hepatosit sayisi

Hacim ve Nv 'nin carpilmasi ile hesaplanan total hepatosit sayisi (TH) ise;
Kontrol grubunda 55,3:109+2,0-10%, birinci grup (10.000 1IU)'da
69,9-100+3,2-10°; ikinci grup (50.000 IU)'da 27,2-10%+1,7-10%; Uglinch grup
(100.000 1IU)'da 34,5-10°+1,4:-10% dordinci grup (200.000 1IU)'da
24,8:-10°+1,5-10% olarak bulundu. Total hlicre sayilar karsilastirildiginda
(F(4,30)=86,72; p<0,001); tim gruplarin karsilastiriilmasi sonucu hesaplanan
p dederleri Gglincl ve dordlncl gruplar arasindaki 0,5'den iken diger gruplar
karsilastirildiginda p dederi 0,001'den kiiglk bulundu. Verilen A vitamini dozu
arttikca Toplam hepatosit sayisi 1. Grup(10.000 IU)'da Kontrol grubuna gore
anlaml olarak artarken, diger gruplarda anlamli olarak azaldigi, bu azalmanin

en fazla 2. Grup (50.000 IU)’da oldugu gozlemlendi.
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TABLO 4.5 Toplam hepatosit sayisi ortalama degerleri.

COKLU

GRUPLAR TH + SH

KARSILASTIRMALAR
Kontrol (K) 55,3-106+2,0-106
1.grup (10.000 IU) 69,9:106+3,2-106  **x*
2.grup (50.000 IU) 27,2:106+1,7-106  *%* ###
3.grup (100.000 IU) 34,5:106+1,4:-106  *¥*, ###
4.grup (200.000 IU) 24,8:106+1,5:-106  *¥* ### &

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastirilmasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci

grubun (50.000 IU) + ile Gglncl grubun (100.000 IU) & sembolleri ile gdsterilmistir. P

dederleri; ug simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.

8.0x107=

6.0x1074

4.0x1074

2.0x107+

Toplam Hepatosit Sayisi

SEKIL 4.5 Gruplarin

karsilastirilmasi.

toplam hepatosit sayisi

@ Kontrol
@8 10.000
@8 50.000
@ 100.000
8 200.000

dederlerinin grafikle gosterimi ve

Kontrol grubunun diger gruplarla karsilastiriimasi * ile, birinci grubun (10.000 IU) # ile, ikinci

grubun (50.000 IU) + ile Gglncl grubun (100.000 IU) & sembolleri ile goésterilmistir. P

dederleri; ¢ simge=p<0,001; iki simge=p<0,01 tek simge=p<0,5.
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5. TARTISMA

Calismamizda gebeligin 10-12. ginlinde verilen oral 10.000 IU A
vitamininin fetal karaciger hacmini arttirdigi;, 50.000 IU ve daha ylksek
dozlarin ise azalttigi gosterilmistir. A vitamininin fetal karaciger hacimleri
Uzerindeki teratolojik etkisi ile ilgili calismalara rastlanamamistir. Duitsman ve
Olson (1996) yapmis olduklari calismada sicanlara gebeligin 8,5. giininde tek
bir yiksek doz oral A vitamini vermislerdir ve fetlslerdeki A vitamini miktari
ile morfolojik degisiklikleri karsilastirmislardir. Dokularda normalden ylksek
ancak teratojenik oldugu varsayilan miktarlardan disik A vitamininin
karaciger agirhgini arttirdigini, daha yiksek dozlarin ise agirhdini azalttigini
bildirmislerdir (Duitsman & Olson, 1996). Bu gdzlemler; genelde hacimle

birlikte agirhidin da arttigi distinildiginde verilerimizi destekler niteliktedir.

Karaciger hacim degisikliklerinin en 6nemli nedenleri karaciger hicre
sayllari, bu hicrelerin hacimleri ve hucreler arasi bosluklardir. Fetal
karacigerde daha sinilizoid yapilari gelismediginden hicreler arasi bosluklar ile
ilgili sistematik calismalar yapmak gok guctir (Enzan et al., 1997). Bu nedenle
calismamizda daha sofistike olan stereolojik ydntemler kullaniimistir. Fetal
karaciger teratolojisi calismalarinda ve hatta sadece fetal karaciger
calismalarinda stereolojik ydntemlerle ilgili yayinlarin bulunmamasi bu

konunun ayrintiyla tartisiimasini giglestirmektedir.

Esasen c¢alismamizda vyapilmis olan tim stereolojik d&lgimler, fetal

karacigerdeki hiicre sayilarini tahmin edebilmek icin yapilmistir.
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Yaptigimiz hesaplamalar sonucu fetal karacigerlerin total hiicre
sayilarinda 50.000 IU/kg dan itibaren keskin bir azalma go6zlenmistir. Bununla
beraber 10.000 IU/kg’in ise total hiicre sayisini ileri derecede arttirdigi
gozlenmistir. Bu artis hacim hesaplamalari ile de dogru orantili oldugundan

hicre sayisinin hacimle dogru orantili oldugu da gdsterilmis oldu.

Calismalar RBP’'in daha gebeligin 7. gininden itibaren gelisen organ
taslaklarinda mevcut oldugunu bildirmektedir. Bu da A vitamininin
organogenezde dogrudan etkili oldugunu gdstermektedir. Yine yetersiz A
vitamininin organ blylme ve gelismesini olumsuz etkiledigi ve terapotik dozda
verilen A vitamininin blylime ve gelisme (zerinde olumlu etki gosterdigi de
vurgulanmistir (A. C. Ross & Gardner, 1994). Bu bilgiler; calismamizda 10.000
IU/kg A vitamininin karaciger (zerindeki etkilerini aciklamaktadir; karaciger
hacmi ve orantili olarak da hiicre sayisi bu dozda artmistir. Es zamanli olarak
yapmis oldugumuz diger bir calismada da ayni doz araliklari ve ayni yontemler
kullanilmistir, ancak ek olarak immuno-histokimyasal (IH) boyamalar ile
desteklenmistir. Es zamanli ¢calismamizda 50.000 IU/kg ve bunun Gzerindeki
dozlarin Uzerindeki dozlarin fetal karacigerdeki apoptozisi arttirdigi ve hiicre
proliferasyonunu azalttigi gortlmuistir (Ay, Soztutar, & Topal Aslan, 2016).
Orneklerimiz lzerinde yapilan TUNEL ve BrdU boyamalari da bunu
desteklemektedir. 10.000 IU/kg’da TUNEL boyanan hicrelerin sayisi kontrol
grubundan farkli bulunmazken, BrdU pozitif hicrelerin sayisi tim gruplardan
anlamli olarak fazla bulunmustur. Bu veri 10.000 IU/kg dozdaki hlcre artisinin

muhtemel aciklamasi olabilir.

Teratojenlerin hlicre boélinmesini azalttigi BrdU, hicre o6limind de
arttirdigi TUNEL boyamalar ile gosterilebilir (Smith et al., 2013). Es zamanl
calismamizda da 50.000 IU/kg den itibaren BrdU boyanan hlicrelerin sayisinda

ciddi bir azalma ve TUNEL boyanan hicrelerin sayisinda da bununla ters
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orantili olarak anlaml artiglar goézlenmistir (Ay et al., 2016). Saraee ve
arkadaslar (2014) kék htcrelerle yapmis olduklari bir calismada retinoik asidin
doza bagimli olarak apoptozu arttirdiginin altini gizmislerdir (Saraee et al.,
2014). BrdU ve TUNEL isaretli hiicrelerin sayilarindaki degisiklikler A vitamini

ile yapilmis olan diger calismalar ile paralellik gostermektedir.

Calismamizin verilerinde dikkat ceken bir diger noktada doz ylikseldikge
karaciger hlicrelerinin gekirdek caplarinin da arttigidir. Daha 10.000 IU/kg’dan
itibaren bu artis gézlense de, bu artis 50.000 IU/kg dan itibaren anlaml olarak
gozlenmistir; 200.000 IU/kg dozda ise en yiksek dedgerine ulasmaktadir. Yine
paralel calismamizda IH boyamalar ile de kiyaslaninca da 50.000 IU/kg’a kadar
TUNEL boyanan hicrelerin sayisinin  kontrollerden farkli olmadiklari
gbzlenmektedir. Ancak BrdU pozitif hicrelerin 10.000-50.000 IU/kg arasinda
veya 50.000 IU/kg’dan itibaren ciddi bicimde azaldigi gdézlenmektedir. Bu A
vitamininin calismamizda 50.000 IU/kg’dan itibaren hulcre proliferasyonunu
baskiladigini ve 100.000 veya 50.000-100.000 IU/kg arasindaki dozda da
apoptotik hiicrelerin sayisinin arttigini géstermektedir (Ay et al., 2016). Davis
ve arkadaslari (1990) retinoik asidin karaciger hucreleri Uzerindeki etkisi
Uzerine yapmis oldugu invitro calismada, karaciger hicresi kilttrine verilen
fazladan retinoik asidin hiicre blylmesini ve bdélinmesini durdurdugunu
gostermistir (Davis, Kramer, & Davidson, 1990). Bununla beraber yapilan bir
konjenital malformasyon calismasinda, karaciger hicrelerinde hipertrofi ile
beraber ylksek oranda apoptotik htlicrelere de rastlandigi belirtiimektedir
(Takahashi, Kutasy, Friedmacher, Takahashi, & Puri, 2016). Yine sicanlarin
karacigerlerinin 2/3'Gnln alindidi bir calismada karaciger hicrelerinin hasarl
karacigeri restore edebilmek icin hipertrofi ve proliferasyona gittikleri
go6zlenmistir (Xue, Guo, Chen, Niu, & Xu, 2015). Bu calismalar verilerimizi
destekler ve acgiklar niteliktedir. Gorlnuse goére yuksek dozda A vitamini

apoptoza sebep oldugundan mevcut saglikhi hicreler karacigerin fonksiyon
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kaybini engellemek icin hipertrofiye gitmektedirler. Ancak yuksek dozda A
vitamini ayni zamanda hicre bélinmesini de baskiladigindan dolay! ylksek

dozlardaki karaciger hiicre sayilari ve dolayisiyla da hacimleri dislik kalmistir.

Verilerimizde g6ze carpan bir diger nokta da 50.000 IU/kg doz alan
grubun hacminin 100.000 IU/kg grubundan daha dusik olmasi. Bu total hicre
sayisina da yansimistir. Yine es zamanl paralel calismamizda da en disuk
TUNEL (+) ve BrdU (+) hicre sayisi bu grupta hesaplanmistir (Ay et al., 2016).
A vitamininin sican fetal oesophagus’u Uzerindeki etkisi ile ilgili yapilan bir
calismada 50.000 IU/kgin da aralarinda bulundugu daha distk ve daha
ylksek dozda A vitamini kullaniimistir. Elde edilen sonuglarda 50.000 IU/kg’in
daha yiksek dozlardan daha fazla bir teratojenik potansiyel gosterdigi
belirtiimemistir; ancak vicut agirhdinda azalma ile beraber, aralarinda
hepatomegalinin de bulundugu teratojenik etkilerden bahsedilmistir (Fagotti &
Vilas-Boas, 1995). IH sonuglarimiz bu grubun fetlslerinde karaciger
hacimlerinin gelisimsel olarak kigclk kaldigini distiindlirmektedir. Bu grupta
apoptozun kontrol ve 10.000 grubundan farkl olmamasi karaciger hacimlerinin
kicik kalmasinda baska mekanizmalarin etkili olabilecegi dusincesini
dogurmaktadir. Falasca ve arkadaslarinin (1998) yapmis olduklari bir invitro
calismada A vitamininin fetal sican karacigerindeki hepatositlerin apoptosisini
artirdigini, fenotipin farklilasmasini indikledigini agiklamislardir. Bunu da
ozellikle c-myc transkripsyon faktoriine baglamiglardir (Falasca, Favale,
Gualandi, Maietta, & Devirgiliis, 1998). A vitamininin hlcre boélinmesini
baskilamasi da karaciger gelisimi (zerindeki bu olumsuz etkiyi
vurgulamaktadir. Bu sonucun bu gruptaki hayvanlarin bireysel farkliligi mi
oldugu yoksa bunun altinda baska mekanizmalarin mi yattigi konusuna aciklik
getirebilmek icin bu grubun tekrar edilmesi ve gerekirse daha ayrintili
biyokimyasal ve genetik analizlerin yapilmasi gerekebilir (Fagotti & Vilas-Boas,
1995; Falasca et al., 1998).
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6. SONUCLAR

Calismamiz gebeligin 10.-12. glinlerinde verilen oral A vitamininin 50.000
IU/kg’dan itibaren sican karacigeri Gzerinde blylumeyi baskilayicl bir etkiye
sahip oldugu goérilmustir. Bu etki kendini total karaciger hacminin ve hiicre
sayisinin azalmasi seklinde gdstermistir. Bu etkinin 50.000 IU/kg dozdan
itibaren, programh hicre O&limundn artmasi ve hicre bdlinmesinin
baskilanmasina bagli oldugunu disliinmekteyiz. Yapilacak calismalarla fetal
karacigerlerde bu etkinin molekiler sebepleri arastirilabilir. Bununla beraber
calismamiz fetal karacigerler Uzerinde ilk kez stereolojik yontemler
uygulayarak total hlcre sayisini ortaya koyan calismalardan biridir. Sonug
olarak; calismamizin verileri 1siginda, teratojenik bir doz olarak
siniflandiriimayan 50.000 IU/kg A vitamininin, fetal sican karacigeri lzerinde
daha yilksek dozlarla ayni teratojenik potansiyele sahip oldugu

disinulmektedir.
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