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OZET

Konjenital anomaliler yeni dogan bebekler arasinda yaygin olarak goriilmektedir
bunlarin ve %5-10"u annenin ¢evresel etkenlere maruz kalmasindan kaynaklanmaktadir.
Bu cevresel etkenlerin arasinda vitaminler énemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle
yiiksek dozda A vitamini maruziyeti; teratojenik etkilere neden olmakta ve bu etkiler

esas olarak da, kraniyofasiyal yapilar1 hedef almaktadir.

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR); damagin median diizlemde
kaynagsmasinda Onemli bir role sahiptir. Hiicre Kkiiltiirlerine disaridan eklenen A
vitamini, damaktaki EGFR ifade edilimini arttirarak damagm kaynasmasini

engellemekte ve yarik damak anomalilerine sebep olmaktadir.

Bu caligsmada; gebeliklerinin 10. giinlinde, oral yolla 100, 500 ve 1000 mg/kg A
vitamini verilen sicanlarda, doza bagl olarak olusan kraniyofasiyal malformasyonlar
incelenmistir. Damaklarda gozlenen anomaliler ve norovaskiiler yapilar morfolojik;
EGFR ifade edilimi ise, immunohistokimyasal yontemler kullanilarak gozlenmistir.
Calisgmamizin ikinci bdliimiinde; 10 mg/kg dozunda Piridoksin (Vitamin Bg) yliksek
dozda A vitamini ile beraber verilerek, bu kombinasyonun kraniyofasyial anomaliler

tizerinde Onleyici bir etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir.

Bulgularimiz; A vitamininin teratojenik etkilerinin, o6zellikle gelisen goz ve
damak yapilarinda ortaya c¢iktigini gostermistir. Yarik damak anomalisine sahip olan
embriyolarda, medial kenar epitelindeki EGFR ifade ediliminin devam ettigi
gozlenmistir. Piridoksinin orta ve yiiksek dozda A vitamini ile beraber verilmesi, goz ve
damak anomalilerinin goriilme sikligin1 anlamli olarak arttirmistir. Bu sonuglar;
teratojenik dozlardaki A vitamini maruziyetine ek olarak piridoksin verilmesinin;
embriyolar1 kraniyofasiyal anomalilerden korumadigini, aksine teratojenik etkileri

arttirdigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: A vitamini, EGFR, kraniyofasiyal, Piridoksin.
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SUMMARY

Congenital anomalies are common among newborns and about 5-10% of them are
caused by maternal exposure to environmental factors. Among these environmental
factors, vitamins play an important role. Especially excess dose of vitamin A has
teratogenic effects targeting particularly craniofacial structures. Cleft lip and/or cleft

palate are the most frequently seen of them.

Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR) plays an important role in the fusion of
palatal structures at the midline. Exogenous vitamin A increases the EGFR expression

in the palate region that leads to palatal clefting.

In the present study, craniofacial malformations were studied at dose dependent manner
of vitamin A, 100, 500 and 1000 mg/kg, administered orally to the rats at their 10" day
of gestation. Structural abnormalities and neurovascular patterns in the palate region
were examined morphologically and EGFR expression in this region was investigated
immunohistochemically. In the second part of study; 10 mg/kg of pyridoxine (vitamin
B6) was co-administrated with excess vitamin A to examine whether this treatment

prevents the formation of craniofacial malformations.

Our results showed that, teratogenic effects of vitamin A primarily targeted developing
eyes and palates. In embryos having cleft palate anomalies, there was a persistent
expression of EGFR in the medial edge epithelium. Combination of pyridoxine and
moderate or high doses of vitamin A significantly increased the incidence of eye and
palate anomalies. These results indicate that consuming of high doses of vitamin A in
the presence of additional pyridoxine appears to aggravate teratogenicity rather than

protecting embryos from craniofacial malformations.

Keywords: Craniofacial, EGFR, pyridoxine, vitamin A.
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1. GIRIS ve AMAC

Konjenital malformasyonlar; bir organ veya dokunun normal gelisiminde
meydana gelen fonksiyonel veya morfolojik bozukluklardir [33]. Canli dogan
bebeklerin, %2-3’linde major bir gelisimsel bozukluk gorilmektedir. Bu oran;
mikroskopik diizeydeki yapisal bozukluklar ile nérolojik ve davranissal bozukluklar da
g0z Oniine alindiginda; daha da artmaktadir [62]. Konjenital malformasyonlarin %601
idiyopatik nedenlerden kaynaklanmaktadir. Etiyolojisi bilinen bozukluklarin; %901
genetik faktorler nedeniyle olusurken, %35-10’luk bir boliimii c¢evresel etkenlerden
olusmaktadir [64]. Etiyolojinin saptanmasi genetik danisma agisindan ¢ok onemlidir.
Zira bozukluklarin tekrarlama riski etiyolojiye gore degismektedir. Genetik
hastaliklarda tekrarlama riski kalittim modeline gore degiskenlik gosterirken; cevresel
etkenlerin sebep oldugu konjenital bozukluklar ise, 6nemli bir degisiklik olmaksizin
goriilme egilimindedir [10]. Bu nedenle; tekrarlama riskini azaltmak i¢in, déllenmeden
once veya intrauterin donemde, anne tarafindan maruz kalindiinda, ¢ocukta yapisal

veya fonksiyonel bozukluklar arttiran ¢evresel etkenler, elimine edilmelidir [64].

Konjenital anomalilere sebep olan teratojenik ajanlar arasinda ilk siray1 ilag ve
kimyasallar almaktadir. Gebe kadinlarin %80’inde gebeligi sirasinda regeteli veya
recetesiz ila¢ kullanimi s6z konusudur [33]. Nitekim; multivitamin preparatlari,
konjenital bozukluklardan korunmak amaciyla gebelere rutin olarak verilmektedir [83].
Bunlar arasinda A vitamini (Retinol), embriyonun normal gelisimini ve ergin
organizmanin da hiicre farklilagsmasini siirdiirebilmesi i¢in gereklidir. Ancak; A
vitamini’nin fazla dozu embriyoda teratojenik, eriskinde ise membranolitik ve
hepatotoksik etkilere sahiptir [71]. Teratojenik etki; 6zellikle kalp, kafatasi, iskelet,

ekstremiteler, beyin, gézler ve kraniyofasiyal yapilar1 hedef almaktadir.

Kraniyofasiyal sekil bozukluklari, konjenital malformasyonlar arasinda en sik
goriilenidir. Yaklasik her 1000 dogumun 15’inde kraniyofasiyal bir sekil bozuklugu
gozlenmektedir. Bunlardan en sik rastlanilani ise; yarik damak ve / veya yarik dudak

anomalisidir. Dudak damak yariklari, 700-1000 dogumda bir goriilebilir ve bu
1



cocuklarin c¢ogunda bagka bir dogumsal anomali goriilmez [51, 66]. Normal bir
hamilelikte dudagi olusturan yapilar gebeligin 5—6. haftasinda, damag1 olusturan yapilar
gebeligin 10. haftasinda birlesir. Karsilikli damak raflarinin median diizlemde
birlesmesi icin, orta hattaki hiicrelerde apoptosis olmasi gereklidir. [27]. Bu siireg
esnasinda; medial kenar epitelinden epidermal growth factor (EGF) ve buna paralel
olarak epidermal growth factor reseptér (EGFR)’1i ifade edilimleri azalmaktadir [69]. In
vitro deneylerde, ekzojen EGF’nin damaktaki orta hat hiicre farklilagmasini bozdugu
gosterilmistir [29]. EGFR mutant farelerde ise; kaynasmanin gergeklesememesi
nedeniyle yarik damak anomalileri gézlenmektedir [57]. Abbott ve arkadaslari; damak
kiiltiirleri lizerinde yapmis olduklar1 ¢alismalarda, ekzojen Retinol’iin EGFR diizeyini

arttirdigini gostermislerdir [2].

Bu caligmanin ilk boliimiinde; intrauterin donemde hiper A vitaminoza maruz
kalan sigan embriyolariin fasiyal morfolojileri incelenerek, 6zellikle damak bolgesinde
meydana gelen damarlanma ve innervasyon tipolojilerinin ortaya konmasi
amaglanmistir. Calismanin ikinci boliimiinde; bu embriyolara A vitaminine ek olarak,
kraniyofasiyal sekil bozukluklarinin dnlenmesinde etkili bir vitamin oldugu gdsterilen
Piridoksin (Vitamin Bg) verilmistir. Negatif kontrol grubunda ise teratojen olarak
kortizon kullanilmistir. Daha sonra, bu kiyasallara maruz kalan embriyolarin
tipolojilerinde meydana gelen degisikliklerin ve damaklarindaki EGFR ifade

edilimlerinin karsilastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Teratoloji’ye Kisa Bir Bakis

Teratoloji; ¢cevresel etkenlerden kaynaklanan dogumsal bozukluklar: inceleyen bir
bilim dalidir. Yavrularda yapisal veya fonksiyonel bozukluklar1 arttiran, herhangi bir
ilag, kimyasal ajan, enfeksiyon veya radyasyon gibi ¢evresel etkenlere teratojen adi
verilmektedir. Ik kez; 1920 ve 1930’lu yillarda, yagca yiiksek veya vitamin A
bakimindan zayif bir diyetle beslenmenin domuz yavrularinda teratojenik etkisi
olabilecegine iliskin gozlemler yapilmistir. Bu domuz yavrulariin tiimiinde ¢esitli sekil
bozukluklar1 gézlenmistir; en sik gézlenen anomali ise gozsiiz dogan yavrular olmustur.
1942 yilinda maternal Rubella ve 1956’da cevresel civa kontaminasyonu sonucu
yavrularda goriilen dogumsal sekil bozukluklari; teratojenik etkilerin sadece dogrudan
alinan ilag ve kimyasallarla sinirli olmadigini gostermistir. Son olarak da 1961 yilinda
yasanan Thalidomide faciasi; erigskinlerde minimal toksisiteye neden olan bir analjezik
ilacin, gelisen insan embriyosunda toksik olabilecegine dikkat ¢eken ilk vaka olmustur.
Daha da Onemlisi; gebelikten onceki dort yillik bir zaman diliminin herhangi bir
doneminde tek bir diisiik doza dahi maruz kalan annelerin bebeklerinde, % 20-30
oraninda ilaca bagli konjenital malformasyon goriilmiistiir. Bu olaydan sonra; yeni
ilaglarin resmi olarak piyasaya siiriilmeden 6nce, hayvanlar iizerinde test edilmesi sarti
getirilmistir. Yapilan bu calismalar sonucunda da teratogenezisi indiikleyen faktorler

belirlenmistir [7].

2.1.1. Teratogenezin Temel Prensipleri

1. Teratogenezin goriilebilmesi, denegin genetik yapist ile cevresel etkenler

arasindaki etkilesime baglhdir.



Tim teratolojik caligmalarda, tiir 1i¢i ve tirler arast ¢esitlilikler
gbzlenebilmektedir. Bu farkliliklar tiiriin veya bireyin genetik yapisina, plasentanin
ozelliklerine, cevresel faktdrlere, metabolik yolak ve firiinlerdeki farkliliklara bagh

olabilmektedir.

2. Teratojene verilen cevap, bu ajana maruz kalinan gelisim basamagina baglidir.

Teratojene en hassas olunan donem, organogenezin kritik periyoduna denk
gelmektedir. Actinomycin D, cyclophosphamide gibi bazi teratojenler ise; ancak
organogenezden Once uygulandiklart zaman sekil bozukluklarina sebep olurlar. Zira
aktif hale gelebilmeleri i¢in zamana ihtiya¢ duymaktadirlar. Teratojenik ajana maruz
kalma, erken organogenez esnasinda olursa; merkezi sinir sisteminde, gbz ve uzuvlarda
sekil bozukluklari ortaya ¢ikmaktadir. Daha ge¢ evrelerde meydana gelmesi halinde ise;
kulaklar, tirogenital organlar, dis ve damakta bozukluklara ve biiyiime problemlerine

sebep olabilmektedir.

3. Teratojenik ajanlar, gelisen hiicre ve dokularda 6zel mekanizmalar araciliiyla

anormal embriyogeneze sebep olurlar.

Teratojenik patogenez, c¢ogunlukla apoptosis, biyosentez ve morfogenezde
degisikliklere sebep olarak etkimektedir. Bu etkileri; mitoza miidahale ederek, RNA
veya protein sentezini degistirerek; substratlarda, prekiirsorlerde veya enerji
kaynaklarinda yetersizlige sebep olarak, hiicre ylizeyi veya matriksinde degisiklige

sebep olarak gerceklestirebilmektedir.

4. Anormal gelisim kendini; 6liim, sekil bozukluklari, biiylime yavaslamasi ve

fonksiyonel bozukluklar seklinde gosterir.



Teratojenik ajana implantasyondan dnce maruz kalinmasi, embriyonun 6liimiine
sebep olabilirken, daha ge¢ evrelerde veya diisiik dozlarda maruz kalinmasi; biiylime

yavaslamasi veya fonksiyonel bozukluklar seklinde kendini gosterebilir.

5. Gelisen bir dokuya zararli bir ¢cevresel ajanin girmesi, ajanin dogasina baglidir.

Annenin teratojen ajana maruz kalma sekli ve derecesi, teratojenin plasentaya
transfer oran1 ve bunun simetrisi boyle bir ajanin tesirini etkileyebilir. Dokuda gelisen
farkli malformasyonlar; anne ve yavrunun verilen teratojene yatkinlifina bagli olarak

olusabilmektedir.

6. Anormal gelisim, teratojenik ajanin dozajmma bagli olarak, farkliliklar

gostermektedir.

Teratojenik etki ancak teratojenik ajan miktar1 belirli bir esik degeri asarsa
gozlenebilir. Her teratojenin bir esik degeri bulunmaktadir. Bunun altindaki miktarlarda
hicbir etki goézlenmezken; esik deger asildiginda, teratojenik etkiler doz ile dogru
orantili olarak artig gosterirler. Bu etkiler; ¢iplak gozle bir seyin goriinmemesinden,

embriyonun dliimiine kadar degisik sekillerde olabilmektedirler [7].

2.1.2. Teratoloji Calismalarinda Tercih Edilen Denekler

Teratoloji ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan hayvanlar kemirgenlerdir. Anatomik
yapilariin ve embriyonik gelisim basamaklarinin insana ¢ok benzemesi, plasentalarinin
gecirgenligi, genetik stabiliteleri, cok sayida fetiis vermeleri ve gebelik siirelerinin kisa
olmas1 Ozellikle siganlar1 bu tarz deneysel calismalar i¢cin uygun denekler haline

getirmektedir [25].



Gelisimsel caligmalarda; kraniyofasiyal yapilar ve damaklar oldukc¢a fazla
incelenmektedir. Damagin gelisiminin, kemirgenlerde embriyogenezin son donemlerine
rast gelmesi, bu yapiyr ideal bir morfogenetik model haline getirmektedir. Bununla
beraber; damaga cerrahi olarak ulasilmasinin kolay ve bir¢ok deneysel ¢alismaya olanak
saglayacak boyutlarda olmasi, ¢alismalarda bu yapinin tercih edilmesine yol agmaktadir

[69].

2.2. Sican Damaginin Anatomisi

Sicanin agiz boslugu, 6nde iist dudagin igeri katlanmasiyla papilla incisiva’ya
kadar huni sekilli bir bolge ve arkada da cavum oris’in kendisi olmak iizere iki
boliimden olugmaktadir. Bu iki bolim arasindaki baglanti m.transversus palatinus ile
daraltilabilmektedir. Cavitas oris’in bu anterior bolimii atrium oris olarak

isimlendirilmistir [45].

Median hat boyunca sig bir raphe mediana bulunan sert damak; 4 bdolgeye
ayrilabilmektedir (Resim 2.1):
1. Atrium oris’in tavani;
ii. Molar dislerin anterior’unda bulunan antemolar bolge;
1ii. Molar disler arasinda kalan ve son molar disin arkasina kadara uzanan inter molar
bolge;
iv. Yumusak ve sert damak arasinda bir sinir olusturan terminal yiikseltiye kadar

uzanan postrugal bolge [45].

Atrium oris’te, papilla incisiva’ya kadar uzanan longitudinal bir kabarti
bulunmaktadir. Antemolar bdlgede, yiizeylerinde fazla bir degisiklik bulunmayan ii¢
adet diiz, yiiksek ve transvers uzanan ruga bulunmaktadir. Bu rugalarin, sekilleri
parmak ile kolayca degistirilebilecek kadar yumusak ve olduk¢a da esnek olduklari
goriilmektedir. Intermolar bélgede daha az yiikseklikte ve ilk ii¢ii M harfi seklinde olan

bes adet ruga bulunmaktadir. Bu bolgedeki son iki ruga ise basit bir egri seklinde
6



goriilmektedir. Buradaki ruga’lar daha sik bir diizende yerlesmislerdir ve daha sert
olarak gozlenmektedirler. Postrugal bolge ¢ok sayida ince papilla barindirmaktadir ve

posterior’da terminal yiikselti ile sonlanmaktadir [45].

Atrium oris

*Papilla incisiva

Regio antemolaris

Regio intermolaris

Regio postrugalis

Resim 2.1: Sigan damag1 fotografi (makro ¢ekim).

1. Atrium oris: Atrium oris’in tavan1 dardir ve median hat boyunca longitudinal bir
yiikselti bulundurmaktadir. Bu atriyal yiikseltinin {izerinde, o6zellikle de posterior
boliimiinde, yassi yuvarlak papillalar bulunurken, daha uzun olan anterior boliimiinde
sekonder longitudinal yiikseltiler bulunmaktadir. Bu atriyal yiikseltinin her iki
tarafindaki miik6z membran bir plika olusturacak sekilde yiikselmistir. Bu plika mediale
egik olmaktadir ve enine kesitte orak sekilinde goriinmektedir. Her iki taraftaki bu
plikalar, atriyal yiikselti’yi saran yarim bir kilif olusturmaktadirlar. Atriyal bdliimiin
miikdz bolimi kemikten (premaxilla), ortada tendindz bir raphe ile birlesen, lateralde
ise incelerek dagilan ve nihayetinde siniis killarini tasiyan deriye tutunan, m.transversus
palatinus ile ayrilmustir. Atriyal ylikseltinin merkezi, lizerini orten epitele, sekonder
yiikseltilerin merkezlerine ve yuvarlak papillalara, iyi gelismis lamina papillaris ile
derin invaginasyonlar génderen, yogun kollajenli bag dokusundan olusmustur. Ince
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elastik lifler koriyum’da gevsek bir ag olusturmaktadirlar. Posterior bdliimde,
m.transversus palatinus’lar birbirlerinden daha uzak noktadan origolarin1 almaktadirlar.
Bunlar foramen incisivum’lardan gelen daha yogun ve daha giiclii elastik lifler iceren
bir doku tarafindan ayrilmaktadirlar. Atriyal yiikseltinin iizerini Orten epitel, atrium
oris’in duvarlarimi ve atriyal plika’lar1 Orten epitele gore belirgin farkliliklar
gostermektedir.  Atriyal yiikseltinin  yumusak boliimiinde bulunan  stratum
granulosum’daki  hiicreler daha yassidirlar ve atriyal plika’nin  stratum
granulosum’undaki hiicrelere gore daha ince graniiller icermektedirler. Atriyal
plika’larin stratum korneum’u ince ve gevsek iken; atriyal yiikseltinin stratum
korneum’u olduk¢a kalin olarak gozlenmektedir ve ylizeyel tabakasi dokiilmeyen,
kiictik cekirdekli yassi hiicrelerden olusmustur. Atriyal yiikselti epitelinin bu 6zellikleri,
tim sert damak mukozasinin 6zellikleri ile aynidir ve sadece oranlarinda farkliliklar

gostermektedir [45].

ii. Antemolar bdlge: i1k diiz uzanan ruga, orta hatta, papilla incisiva’nin arka yiizii
ile kaynastig1 icin yiizeyi yonca yapragma benzemektedir. Ilk ruga’min iki lateral
sonlanmasi, apeksi medialde kiiclik frontal bir krista olusturacak bi¢cimde uzamis olan
bir piramide benzemektedir. Ikinci ruga birincisinden genis bir sulcus ile ayrilmaktadir
ve bu sulcus’un tabam genellikle diiz olmaktadir. Ikinci ruga’y: ii¢iinciiden ayiran ve
antemolar bolgeyi intermolar ruga’lardan ayiran sulcus’larin 6zellikleri de birincisiyle
aym olmaktadir. Ikinci ve {i¢lincii ruga’lar onemli sayilabilecek keskinlikler ve
yassiliklar gostermektedirler. Tki ruga da lateral’de kiint ve hafifce sarkan bir yiikseltide
sonlanmaktadirlar. Diiz ruga’lar gevsek bag dokusundan olusmus bir bolgeden mensei
almakta, zengin kan damarlar1 ve sinirler bulundurmaktadirlar. Bolca elastik lif, az
miktarda yag hiicresi icermekte ve tipik bir submukoza goriiniimii sergilemektedirler.
Ruga’lardan enine kesit alindiginda, diizgiin bir tiggen sekil ortaya ¢ikmaktadir. Siki
kollajenli bag dokusundan olusan ince dis tabakasi ve lamina propria’si rugalar arasi
sulcus’larda da devam etmektedir. Lamina propria, li¢clincli ruga’nin posterior’unda
biraz daha yliksek olan diizensiz papilla’lar icermektedir. Ruga’larin merkezi, igerisinde
degisik boyutta elastik lifler barindiran, gevsek yapida ince kollajen demetlerden
olusmaktadir [45].



Diiz ruga’larin iizerini 6rten yumusak epitel doku oldukca ince gozlenmektedir,
ancak ikinci ve lclincli ruga’da belirgin olarak kalinlasmaktadir. Epitel doku; bazal
membran lizerine oturan bir bazal hiicre tabakasindan, ince graniillii germinatif hiicre
iceren ve hemen yassilagan, bir iki tabaka stratum granulozumdan, bunu 6rten bazofilik
stratum lusidum’dan ve en iistte de, yassi keratinize olmus hiicreler iceren stratum

korneum’dan olusmustur [45].

ii. Intermolar bolge: Bes intermolar ruga’dan birincisi, ilk molar disin &niinden
gegen bir diizlemde uzanmaktadir. Ikinci ruganin ikinci molar dise gore yerlesimi de
aynm1 olmaktadir. Dolayisiyla birinci ve ikinci ruga arasinda oldukca genis bir alan
uzanmaktadir. Bu alan posterior’de ikinci ve Tgiincii ruga arasinda daralmaya
baslamaktadir. Ugiincii ruga, ikinci molar dislerin distal cuspis’lerinden gecen cizgiye
denk diismektedir. Dordiincii ruga li¢iincii molar dislerin ortasindan gecen diizleme,
besincisi ise son molar dislerin arkasina yerlesmistir. Intermolar ruga’larin bicimleri
birincisinden besincisine dogru basitlesmektedir. Ozellikle son iki ruga, biiyiik M
harfine veya medianda birlesen iki adet S harfine benzeyen, diger ruga’lardan oldukca
farkli goriinmektedirler. Posterior’e gidildik¢e ruga’larin kivrimlart belirginsizlesmekte
ve nihayetinde son iki tanesi, 6ne dogru konveks olan basit bir yaya benzemektedir.
Intermolar ruga’lar; molar gingiva’ya yakn, yiiksekce, bazen de catallanmis olan,
diizensiz veya oval birer yumrudan baslamaktadirlar. Lateral uglarindaki yiikseltileri
diiz iken, ruga’larin govdesi lizerinde sagittal yonde uzanan, birbirine yakin, keskin
kertikler bulunmaktadir. Intermolar ruga’larm tabaninda ve bu kertiklerin arasinda kalan
bolgenin posterior’a bakan tarafinda kiint uclar1 bulunan, algak koni sekilli papillalar
bulunmaktadir. Dérdiincii ve besinci ruga’larin lateral uglar1 arasinda, zaman zaman iki
papilla’ya ayrilmis olan yuvarlak bir yiikselti bulunmaktadir. Dis goriinlis olarak
yukarida tarif edilen ve diger intermolar ruga’larin lateral sonlarinda bulunan yumrulara

benzemektedirler [45].

Intermolar bolgenin submukoza yapist uniform degildir. Molar gingiva’ya yakin
bolgeler; antemolar bolgenin submukozasina benzemektedir. Bununla beraber, buradaki

lateral yuvarlak yumrularin dermal ve epitelial yapilar1 da temelde diiz ruga’larin
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yapisindan fazla bir farklihk gdstermemektedirler. Intermolar ruga’larin esas
boliimlerindeki submukoza ise, altindaki sert damagin kemigine siki sikiya yapismis
yogun bir bag dokusundan olusmaktadir. Bu bag dokusu; kemige yakin bdoliimleri
elastik liflerle oriilmiis olan, kalin kollajen lif demetlerinden olusmaktadir. Bu rugalarin
tizerinde, kertiklerin arasinda kalan ikincil papilla’larin  dermal merkezleri
baslamaktadir. Bu papilla’lar; anterior ve posterior ylizlerinde si1g oluklar bulunan ve
lateralden sikigtirllmig olan koni sekilli yiikseltiler seklinde gozlenmektedirler. Bu
oluklarin bazal boliimlerinde ince koni sekilli uzantilar bulunmaktadir. Bu ikincil
papilla’larin bag dokusu merkezleri, daha ¢ok hiicre bulundurmakta ve hem kollajen,
hem de retikiiler lifler igermektedirler. Ruga’larin arasindaki yiizeylerin Ortiisii; stratum
granulosum ve korneum’u belirgin bir sekilde daha kalin oldugu halde, diiz
ruga’larinkiyle ayni olmaktadir. Ikincil papilla’larda ise bir stratum granulosum
bulunmamaktadir. Bunun yerine, lizerinde hematoksilen-eosin’le boyanmayan bir
stratum korneum’u olan, birka¢ tabaka yogun sitoplazmali yasst hiicreler
bulunmaktadir. Graniiler tabakadan baslamayan bu tip bir keratinizasiyon, 6zellikle
kertiklerin arasinda bulunan koni sekilli ikincil papilla’larda géze ¢arpmaktadir. Bu
ikincil papilla’larin pikrik asit-nigrosin ile parlak bir sartya boyanmasi bunlarin yiiksek
derecede keratinizasyonunu gdstermektedir. Ruga’lar arasi bolgenin stratum korneum’u

da ruga’lardakiyle ayni sekilde boyanmigstir [45].

iv. Postrugal bolge: Bu bolge posterior’da, iizerinde yer yer yuvarlakca sekilli,
ikincil ytikseltiler bulunan, algak bir terminal yiikselti ile sinirlanmistir. Bu yiikselti, tam
olarak sert ve yumusak damak arasindaki siira denk gelmekte ve her iki tarafta son
intermolar ruga’nin yumusak, yumru sekilli lateral yiikseltilerinin hemen arkasindan
baslamaktadir. Dolayistyla postrugal bolge, son plika palatina’nin arkasindaki konkavite
icerisinde bulunmaktadir. Postrugal bdlgenin merkezinin anterior’unda bulunan
papilla’lar, oldukca gii¢li ve koni sekilli apeks’leri anterior’a yonelmis olarak

gbzlenmektedir. Bu papilla’larin yiikseklikleri ise posterior’a dogru azalmaktadir [45].

Postrugal bolge, c¢ok yogun kollajenli bag dokusu iceren bir dokudan

baslamaktadir. Bu doku sayisiz ince ve diizensiz yiikseltilerle ortiilmektedir. Bu
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ylkseltiler; median ¢izgiye neredeyse paralel yerlesmislerdir. Bolge merkezinin anterior
boliimiindeki dermal yiikseltileri; uglar1 ikiye veya fiice catallanmis olan ikincil
papilla’lar sekillendirmektedirler. Bu ikincil papilla’larin ¢aplari, lateral ve posterior’de
azalmaya baslamakta ve apeks’lerinde gatallanma gostermektedirler. Postrugal bolgenin
merkezinin anterior bolgesinin ortiisii, karakter ve kalinlik olarak, intermolar bdlgenin
son interrugal boliimiinlin Ortiisiine olduk¢a benzemektedir. Bolgenin lateral ve
posterior’unda, epitelial ortlintin kalinlig1, bu bolgedeki papillalarin ytiksekligine paralel
olarak azalmaktadir. Bu; oOzellikle yilizeyde yiiksekligi azalan papillalarin sadece
tepelerinin goriildiigii en arka boliimde daha da belirgindir. Yumusak damagi sert
damaktan ayiran sinir1 olusturan, terminal yiikseltinin epiteli 6zellikle eosin’e affinite
gostermektedir. Postrugal bolgenin geneli; ileri derecede keratinlesme gosterirken,

terminal yiikseltideki keratinlesmenin bu kadar yiiksek olmadig goriilmiistiir [45].

Sinir sonlanmalari: Damak mukozasinin tiimiinde; diizensiz olarak genislemis,
miyelinsiz sinir liflerine rastlanabilmektedir. Bunlarin ¢cogu, epitel hiicrelerinin arasinda
serbestce sonlanmaktadir. Digerleri ise Merkel’in temas hiicreleri ile baglantida olan
sepet sekilli aglar olusturmaktadirlar. Bu sinir sonlanmalar1 kendine 6zgii bir dagilim
gostermektedir. Tek uzanan lifler bulunsa da, lifler iki bolgede toplanmislardir; damagin
anterior boltimiindeki ikinci ve {i¢ilincii ruga’nin lateral yiikseltileri bir¢ok temas hiicresi
barindirmaktadir. Bununla beraber, ikinci antemolar ruga’nin medianinda da bu sinir
sonlanmalarina rastlanabilmektedir. Ikinci bélge ise yogun bir Merkel hiicresi

populasyonu igeren postrugal bolge olmaktadir [45].

Tat tomurcuklari: Damak mukozasindaki tat tomurcuklarinin dagilimi 6zeldir ve
dilin lizerindeki dagilimla iliskili olmaktadir. Dildeki tat tomurcuklar1 papilla vallata ve
foliata’lar arasinda yogun olarak bulunmaktadirlar. Dildeki bu bolgeye, damakta
terminal yiikseltiden postrugal sahaya, oradan da yumusak damagin bazi boliimlerine
kadar uzanan ve bolca tat tomurcugu igeren bir bolge denk gelmektedir. Bu bolgedeki
tat tomurcuklan 6zellikle orta ¢izgide yogunlagmislardir. Dilin hareketli 6n boliimiinde,
dev papilla (antemolar tiiberkiil)’nin Oniindeki alanda bulunan fungiform papilla’lar

dagmik olarak yerlesmislerdir ve bunlarin her biri sadece bir tat tomurcugu
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tasimaktadir. Bu bolge; ductus nasopalatinus’larla yakin iligkisi olan papilla incisiva’nin
arka yiizlinde ve ilk antemolar ruga’da bulunan tat tomurcuklar ile iliskide olmaktadir

[45].

2.3. Sican Damaginin Gelisimi

Memelilerin fasiyal bodlge gelisimi, epitelyo-mezensimal ve epitelyo-epitelyal
etkilesimlerin de dahil oldugu karmasik morfolojik siire¢lerden olusmaktadir. Nazal
plakotlar daha rostral yiizdeki ektodermden olusan iki epitelyal kalinlasma halinde iken
medial ve lateral nazal uzantilar tarafindan sarilmaktadirlar. Bu iki uzantinin maxillar
uzant1 ile kaynagmasi birincil nazal boslugu ve bununla beraber de birincil damagi
olusturmaktadir. Fare embriyolarinda bu muhtemel kaynasma bdlgesindeki epitel
hiicreleri stiregle paralel olarak bir dizi ince yapisal degisikliklere maruz kalmaktadirlar.
Yarik damak bu gelisimsel siirecteki bir bozuklugun sonucu olmakta ve birincil damak

ile ikincil damagin kaynasamamasindan kaynaklanmaktadir [61].

Karsilikl epitellerin kaynagmasi sadece burun ve birincil damak olusumunun bir
ozelligi degil, ayn1 zamanda ikincil damak, noral tiip, fallus, kulak kepgesi olusumu ve
g6z kapaklarmin kapanmasinda da énemli bir isleve sahip olmaktadir. Ikincil damagin
kaynasmasi oldukea iyi anlagilmistir. Karsilikli damak raflar1 bir noktada temas etmekte
ve raphe buradan her iki yone dogru uzanmaya baglamaktadir. Raphe olusumundan
sonra medial kenar epitel (MKE) hiicreleri apoptosis’e ugramakta, nazal veya oral
epitele go¢ etmekte ya da mezensim hiicrelerine dontismektedirler. Bu siireg
Transforming Growth Factor-beta 3 (TGF-B3) ifade edilimini gerektirmektedir. MKE
hiicrelerinde ifade edilen TGF-B3’lin engellenmesi, kaynagsmanin ger¢eklesememesi
nedeniyle yarik damaga sebep olmaktadir. Ancak bu farelerde birincil damak yapisinda
anormalliklere rastlanmamaktadir. Dolayisiyla TGF-B3’iin medial ve lateral nasal

uzantilarin kaynasmasinda dogrudan bir rol oynadig diisiiniilmemektedir [28].
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Palatogenezde rol oynayan diger bir molekiil ise Epidermal Growth Factor
(EGF)’diir. EGF; hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve bunlarla ilgili olan DNA
replikasyonu’nu da uyaran 53 amino asitten olusmus bir peptitdir. EGF, EGF reseptorii
(EGFR)’ne baglanarak reseptor tirosinkinaz araciligiyla hiicre i¢i sinyal iletim sistemini
aktive etmektedir. EGFR mutant farelerde anormal burun delikleri ve yarik damak
anomalileri gozlenmektedir. Bu da EGF iletiminin birincil ve ikincil damak
kaynasmasindaki onemine dikkat ¢ekmektedir. Arastirmalar EGFR’nin kemirgenlerde
MKE hiicreleri de dahil olmak iizere hem embriyonik, hem de ekstra embriyonik
dokularda ifade edildigini gostermistir [28]. Abbott ve arkadaglari EGFR’nin ikincil
damagin medial kenar epitelindeki ifade edilimini haritalandirmiglar ve bu ifade
ediliminin kaynasmadan hemen once azaldigini gostermislerdir. Disaridan verilen
EGF’nin de doku kiiltiiriindeki damaklarda MKE hiicrelerinin birbirine yapismasini ve
dejenerasyonunu engelledigi bildirilmistir [2]. Bununla beraber yarik damakli veya
yarik damaksiz yarik dudak i¢in aday gosterilen genlerin EGFR’nin bagka bir ligandi
olan TGF-o’nin lokusu ile ilgili olmasi da EGFR’nin yarik damak ve yarik dudak

olusumundaki 6neminin altin1 ¢izmektedir [28].

2.4. Sican Damaginin Damarlanmasi

A.carotis interna’nin boyun boliimiinden ayrilan kalin bir dal olan a.
pterygopalatina; nasomaxillar kompleksin en 6nemli arteri olarak kabul edilmektedir.
Bu damar, bulla tympanicus’u gegtikten sonra, a. pterygoidea ve a. palatina olmak tizere
iki ana dala ayrilmaktadir. A. palatina; a. alveolaris posterior superior, a. ophtalmica, a.
infraorbitalis, a. sphenopalatina, a. palatina descendens dallarin1 vermektedir. A.
palatina descendens de a. palatina major ve a. palatina minor olmak iizere iki dala

ayrilmaktadir [17].

A. alveolaris posterior superior; maxilla’daki molar disleri, vestibular gingiva’nin
bir bolimiinii ve yanagin bir bolimiinii beslemektedir. A. ophtalmica; orbita’nin

icerisindeki yapilar1 beslemektedir. A. infraorbitalis; orbita’dan gectikten sonra
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maxilla’daki kesici dislere ve burunun dig boliimlerine kiigiik dallar gondermektedir. A.
sphenopalatina; cavum nasi’ye girdikten sonra, septum nasiye giden bir r. nasalis
medialis ve konkalarla burunun lateral duvarmma giden bir r. nasalis lateralis’e

ayrilmaktadir [17].

A. palatina descendens; sert damagin oral yiizeyine foramen palatina
posterior’dan ulagmakta ve sert damagin biiyiik bir boliimiinii beslemektedir. A. palatina
posterior; a. palatina descendens’den foramen palatina posterior’dan ¢iktiktan hemen
sonra ayrilmaktadir. Bu damar, sert damagin dorsal bolimi ile yumusak damagin
rostral boliimiinii beslemektedir. Yumusak damagin dorsal boliimii ise; a. lingualis’in
dali olan a. palatina ascendens tarafindan beslenmektedir. A. palatina major; sert
damagin oral yiiziindeki bir oluk igerisinde rostrale dogru uzanmaktadir. Sag ve sol a.
palatina major’lar, canalis nasopalatinus’larin lateralinde rostromediale dogru kivrilarak
anastomozlasmaktadirlar. Damagin 6n tarafindaki bu anastomozdan, iki kiigiik arter (r.
palatonasalis) foramen incisivum’dan yukariya gecerek kendi tarafindaki r. medialis
nasalis a. sphenopalatini ile anastomozlagmaktadir. A. palatina minor; birinci molar dis
hizasinda a. palatina major’den ayrilmaktadir ve bunun medialinde rostrale dogru
uzanmaktadir. Canalis palatinus’larin dorsalinde sag ve sol a. palatina minor’lar

anastomozlasarak medianda bir dorsal palatal anastomoz olusturmaktadirlar [17].

Vendz drenaj: Sag ve sol a. palatina minor’un ug¢ uca geldigi yerin dorsalinde
vendz bir plexus gozlenmektedir. S6z konusu vendz plexus ile a. palatina minor’lar
arasinda anastomozlar gozlenmektedir. Damagin esas drenaji, damagin dorsalindeki
plexus pterygoideus’a bosalan ve a. palatina major’un genelde lateralinde uzanan, v.

palatina tarafindan saglanmaktadir [17].
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2.5. Sican Damagimin innervasyonu

2.5.1. Geligim

Hoggs ve Bryant (1969) sican embriyolarinin 11. glinden 22. giine kadar gelisen

oral duyu innervasyonunu tanimlamislardir.

Kaynagmadan once processus palatinus’lar dilin her iki tarafina yerlesmiglerdir.
Bu asamada ana innervasyon processus’larin lateralinde bulunmaktadir. Kaynasmadan
sonra ise ana innervasyon damagin oral tarafindan ve kismen de rostral boliimiinden
gerceklesmektedir. Rostral bolgeyi innerve eden n.nasopalatinus, cavum nasi’nin tabani
ve ductus nasopalatinus’larin lateral duvarindan en 6ndeki antemolar rugaya kadar

uzanmaktadir [88].

2.5.2. Damaktaki sinirlerin orjini

Haller ve Hallerstein (1934)’in da belirtmis oldugu gibi, kii¢iik memelilerin
cogunda, nasal tabanin kaudalinde ggl. sphenopalatinum ile beraber baska kiiclik
ganglionlar da bulunmaktadir. Bu ganglionlardan olusmus plexus’a plexus
sphenopalatinus denilmektedir. Bu plexus’ta n. petrosus major, n. maxillaris’e

katilmaktadir. Bu plexus’tan asagidaki sinirler ¢ikmaktadir:

1. n. palatinus anterior (n. palatinus major)
2. n. palatinus medius S

nn. palatini minores
3. n. palatinus posterior
4. n. nasopalatinus [88].
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2.5.3. Damak sinirlerinin seyri

Nn. nasopalatini, plexsus nasopalatinus’tan c¢ikarak cavum nasi’nin
mukoperiosteum’u  boyunca ductus nasopalatini’nin medial yiiziine kadar
uzanmaktadirlar. Burada bu ductuslarin medial duvar igerisine kivrilarak asagi dogru
seyretmektedirler. Damaga ulasan lifler, birinci antemolar ruganin medial bolimiinii ve

papilla incisiva’y1 innerve ederler.

Nn. palatini; foramen palatinus major’dan damagin oral bdliimiine ¢ikmaktadirlar.
Foramen’ler ii¢iincii molarin ortast hizasinda, ii¢iincii ve dordiincii intermolar ruganin
arasina yerlesmiglerdir. Nn. palatini anteriores neredeyse diimdiiz bir hat halinde
rostrale, ductus nasopalatinus’lara dogru uzanmaktadirlar ve bunlarin laterallerinden
gecmektedirler. Nn. palatini anteriores; antemolar ruga’nin rostral yiiziinde atrium oris’e
dogru uzanmaktadirlar. Nn. palatini medii {i¢lincii ve dordiincii intermolar ruganin bir

bolimini innerve etmektedirler.

Nn. palatini posteriores; caudale dogru uzanarak son molar rugadan Once
dallamaktadirlar. Her iki tarafta da bir posterior dal postrugal bolgeye dogru

uzanmaktadir.

Besinci  intermolar ruganin  dorsal  yliziinin  kiigiik  bir  bolimi
n.glossopharyngeus’un bir dali tarafindan innerve edilmektedir. Damagin ana
innervasyonu simetrik olmaktadir. Ancak ince dallanmalarda kiiciik farkliliklar goze

carpmaktadir [88].
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2.5.4. Ince dallar

Antemolar ruga dolaylarinda dallar ¢ok ince diffiiz bir aga ayrilmaktadirlar.
Intermolar bdlgede nn.palatini’nin lateralindeki dallanma medialindekine gore daha

fazla olmaktadir.

Molar dislerin ¢evresindeki gingiva n. palatinus anterior ve posterior tarafindan
innerve edilmektedir. Terminal dallarin ¢cogu, 6zellikle intermolar bdlgede, rugalardaki
papillalarin igerisinde sonlanmaktadir. Bu terminal dallar, her iki taraftan bu papillalarin

igerisine dogru uzanmaktadirlar [88].

2.6. Vitaminler

Vitaminler, viicutta metabolik olaylarin normal bir sekilde meydana gelmesi ve
sagliklt durumun siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan, viicutta sentez edilmeyen veya yetersiz
derecede sentez edilen ve besinler i¢inde ¢evreden ufak miktarlarda alinmasi zorunlu
olan organik maddelerdir. Saglikli olabilmek i¢in besin i¢inde ufak miktarlarda
alimmalar1 gereken vitaminlere; demir, ¢inko, bakir, iyot, selenyum ve krom gibi
esansiyel mineral bilesiklerine mikrobesleyiciler adi verilir. Besinlerin dort ana 6gesi
olan; proteinler, yaglar, karbonhidratlar ve elektrolit dengesi icin gerekli inorganik
tuzlar gibi makrobesleyiciler saf olarak alindiklarinda, yeterli miktarlarda viicuda
girseler bile, saglikli durumun siirdiiriilmesini saglayamazlar. Bunlarla birlikte;
vitaminlerin, esansiyel aminoasitlerin, esansiyel doymamis yag asitlerinin ve demir,

magnezyum molibden gibi esansiyel minerallerin de alinmasi gereklidir [42].

Vitaminlerin fizyolojik olaylardaki 6nemleri, bunlarin bazilarindan viicutta olusan
metabolitlerin  hiicrelerde  koenzim ve kofaktdér fonksiyonu yapmalarindan

kaynaklanmaktadir. A ve D vitamini Onclilerinden (prekiirsor) olusan aktif metabolitler
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ise; kendilerine 0zgii reseptorler araciligi ile belirli genlerin ifade edilimi iizerinde

steroid benzeri etkileriyle hedef hiicrelerdeki temel olaylar1 kontrol etmektedirler [42].

Vitaminler, suda ve yagda c¢oziinen vitaminler olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Vitaminler genel olarak bitkisel besinlerden alinsa da, A ve D vitamini gibi yagda
¢Oziinen vitaminler viicutta birikmeleri nedeniyle hayvansal kaynakli besinlerden de

alinabilirler [42].

2.7. Retinoidler

A vitamini ve tiirevleri (retinoidler), besinler i¢inde gesitli sekillerde bulunurlar.
Tiirevlerinden (vitamer) viicutta en yaygin olani retinol’diir. Bu madde kimyaca,
izopren birimlerinden olusan doymamis bir alifatik zincirin ucunda [-iyonon
(sikloheksenil) halkas1 iceren ve yagda ¢oOziinen bir primer alkoldiir. Kasaplik
hayvanlarin ve deniz baliklarinin etinde, 6zellikle karacigerinde ve uzun zincirli yag
asitleri ile esterlesmis sekilde bulunur. En fazla bulunan esteri retinol palmitat’tir.
Bitkisel besinler ise bunun prekiirsorii olan karotenleri icerirler. Bunlar sar1 veya kirmizi

renkli meyve ve sebzeler, 1spanak ve pancar yapragi gibi yesil sebzelerdir [42].

Vitamin A ve tiirevleri, hem normal embriyo gelisimi i¢in hem de eriskin
organizmada farklilagsmanin siirdiiriilmesi i¢in gereklidirler [21, 22, 32]. A vitamini’nin
yetersiz oldugu durumlarda, embriyo segmentasyonu ve biiylimesi basarisiz olur,
vaskiilarizasyon durur ve sonugta embriyo rezorbe olur [50, 84, 91]. Erigskinde 6zellikle
epiteliyal farklilasma A vitamini’ne gereksinim duymaktadir. Eksikligi ise, ileri
asamada epitelin karakteristiklerini degistirerek Oliimiine sebebiyet veren skuamoz
metaplazi’ye neden olmaktadir [22, 77]. Diger taraftan A vitamini’nin fazlalig1
embriyogenez esnasinda sekil bozukluklarina sebep olurken, eriskinde membranolitik
ve hepatotoksik etki yapmaktadir [63]. Bu nedenle, retinoid dengesinin korunmasi,

saglikli organizmanin normal fizyolojisinin korunmasi i¢in son derece dnemlidir [72].
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2.7.1. Retinoik Asit Etkisinin Mekanizmasi

A vitamini (retinol) retinil esteri seklinde veya karotenoid halinde, besin yoluyla
almir. Ya oncelikle karacigerde ester olarak depo edilir veya doku islevlerini
desteklemek {izere metabolize edilir. Gézde ise gdrme dongiistinii desteklemek iizere
oksidasyona ugramakta ve 11-cis retinaldehit’e izomerize olmaktadir. Diger dokularin
cogunda ise, retinol iki basamakli bir siire¢ ile dnce all-frans-retinaldehit’e ve sonra

irreversibl bir sekilde all-frans-retinoik asit (atRA)’e donistiiriilmektedir [13].

Retinoik asit (RA); etkisini alt basamaklarindaki hedef genlerinin
transkripsiyonunu aktive eden veya baskilayan c¢ekirdek reseptdr proteinlerine

baglanarak gostermektedir [12].

2.7.2. A Vitamini’nin Maternal / Fetal Tasinmasi

Diside iiremenin gerceklesebilmesi icin A vitamininin gerekli oldugu
goriilmiistiir. Bununla beraber; buna bagh iiremenin ger¢eklesmemesinin bu eksikligin
zamanlamasi ve miktarma bagl oldugu gozlenmistir. Ciftlesmeden once yiiksek dozda
A vitaminine maruz kalan disilerin, vajinal simirlerinde kornifiye hiicreler goriilmeye
devam etmektedir ve iireme daha implantasyondan 6nce sekteye ugramaktadir. Vajinal
epitelin degismis goriiniimiine ragmen A vitamini eksikligi bulunan disilerde ovulasyon
devam etmektedir ve corpus luteum’lar1 diizenli veya diizensiz araliklarla olusmaya

devam etmektedir [13].

Retinoidler embriyoya annenin dolagim sistemi vasitasiyla ulagsmaktadir. Retinol,
retinaldehit ve retinoik asidin tasinimi; bu kimyasallarin gebe hayvanlara yiiksek
dozlarda verilmesiyle ayrintili bir sekilde incelenmistir [16, 30, 43, 74]. Kemirgenlerde
vitellus kesesi plasentasi, retinol’iin anne tarafindan fetus tarafina taginmasinda 6nemli

bir islev listlenmektedir. Bu islev gebelik boyunca da 6nemini korumaktadir [40].
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Kemirgenlerin tersine, insanlarda vitellus kesesi gecici ve ilk trimesterin sonunda
dejenere olan bir organdir; bu organin yerini koriyoallantoik plasenta almaktadir [20].
Gerek retinol, gerekse retinoik asit; anneden fetus’a taginabilmektedir. Bununla beraber,
gebelik esnasinda retinoik asidin transferinin gerekli olup olmadigi halen
bilinmemektedir. Yolk kesesinin ve koriyoallantoik plasenta’nin retinoid transfer

mekanizmalari ise heniiz aydinlatilamamstir [13].

2.7.3. A Vitamini ve Embriyo Gelisimi

2.7.3.1. Embriyoda Retinoid Sentezi ve Yikimi

Yiiksek performansh likit kromatogafinin kullanilmastyla embriyonik giin (E) 9—
14’te embriyolarin tiimiinde tanimlanan all-frans retinol ve atRA olmustur [37, 75].
Fare ekstremite tomurcuklar1 ve insan embriyosu dokularinda, en ¢ok all-trans retinol
gbzlenmistir [18, 76]. Daha sonralar1 E 10.5 ve 13’de ayr1 ayr1 dokular iizerinde
(medulla spinalis, somitler, brankiyal arklar, prozensefalon, mezensefalon,
rhombensephalon, ekstremite ve kuyruk tomurcuklart) yapilan ¢alismalar bu dokularin
tespit edilebilir miktarlarda retinoik asit i¢cerdiklerini gostermistir [37]. En yiiksek atRA
seviyesi medulla spinalis’te goriilmiistiir; bu miktar, prozensefalon’daki miktarin
yaklagik 15 kat fazlasi olarak saptanmustir [53]. Ancak daha erken asamadaki fare
embriyolarinda (erken primitif ¢izgi basamaginda) atRA yerine retinaldehit’e
rastlanmustir [87]. Primitif ¢izgi evresinin ortalarinda ve geg¢ ndral plak evreleri arasinda
atRA ve all-trans-retinol tespit edilebilir hale gelmektedir. AtRA’in gelisimin daha geg
bir asamasinda (3-4 somitlik fare embriyosu) radyoaktif isaretlenmis all-trans-
retinol’den olusturuldugunun gozlenmesi, retinoidlerin erken aksiyal sekillenmede de
onemli bir rol oynadiklarin1 gostermektedir [35].

Transgenik fare embriyosunun posterior bdliimiinde ve primitif ¢izginin
anteriorunda (Hensen’s nodu) gii¢lii retinoik asit baglanmasi gozlenmektedir. Somit
olusumu ve ndral tiipiin kapanmasi sirasinda, gelisen rombensefalon’un muhtemel 2. ve

3. rombomerleri arasindaki sinirt sekillendiren preotik sulcus’a denk gelen bolgede
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belirgin bir smir olusturacak bir boyanma gozlenmistir. Bu sonuglar, retinoid
haberlesmesinin kritik yer ve zamanda aktive edilmesinin erken aksiyal sekillenmenin
yani sira, gelisen rombensefalon’da da énemli bir rol oynadig: fikrini desteklemektedir

187].

Gelisimin daha ileri safthalarinda; somitlerde, kalpte, lens, noral retina, bagirsagin
endoderm tabakasi, ekstremite tomurcuklarinin tabanindaki mezensimde, medulla
spinalis’in servikal ve lumbal boliimlerinde retinoik asit varligi gézlenmistir [8, 14, 60,
70]. Gelismenin daha sonraki zamanlarinda ise retinoik asit baglanmasi, nazal plakotta
mandibula ve maxilla arasinda, gelisen kulak, deri, somit kaynakli dokular, bazi
organlar (mide, metanefrik bobrek), goz ve gelisen ekstremitelerde saptanmistir [73].
Bunlara ek olarak, mezen/rombensefalon sinirinda ventral prozensefalon’un ganglionik
kabartisinda da retinoik asit baglanmasi1 goriilmiistiir [53]. Transgenik farelerde yapilan
in vivo c¢alismalara ek olarak, ayni gen yapisina sahip hiicre serileri de retinoik asite
benzer aktiviteleri 6lgmek ve bu aktivitenin embriyonik dagilimini incelemek igin
kullanilmigtir. Bu c¢aligsmalarin sonuglari; retinoidlerin diizenledigi protein ifade
ediliminin sadece viicut plani1 olusturuldugunda ger¢eklesmedigini, bu ifade ediliminin
ayni1 zamanda 6zel hiicre farklilagmasinda da 6nemli oldugunu gostermektedir [5, 6, 14,

46, 54, 86, 89, 93].

Retinol’den retinoik asit iiretilmesinde rol oynayan aldehit dehidrogenaz (ALDH)
ailesinin ii¢ {tyesi klonlanmistir (RALDHI, RALDH2, RALDH3) ve bunlarin
embriyoda dagilimi incelenmistir. Bu ii¢ enzimin erken embriyoda fretilen tiim
atRA’dan sorumlu olabileceklerini gosterilmistir [55]. Fare embriyosunda goriilen ilk
enzim RALDH?2 olmustur. Erken fare gelisimi (gastrula) esnasinda, Hensen’s nodu ve
primitif ¢izgi’ye bitisik mezodermde ifade edilmektedir. RALDH2 beyin boliimlerinin
olugsmaya bagladigt embriyoda da muhtemel rombensefalon bdlgesinde ifade
edilmektedir. RALDH2 ifade edilimi, farklilasmamis somitlerde, noral tiipii ¢evreleyen
mezensimde, gelisen bagirsak, farklilasan ekstremite ve basin belirli bolgelerinde
lokalize olmustur [34]. Gelisen medulla spinalis igerisinde, ekstremiteleri innerve eden

motor noronlarinin bulundugu cornu anterius’ta da ifade edilmektedir. RALDH
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mRNA’smin veya proteininin ifade edilimi, kalp, akcigerler, bobrekler ve gézde ¢ok iyi
haritalandirilmistir. RALDH2 mRNA’simnin Hensen’s noduna bitisik mezodermdeki
erken ifade edilimi, retinoik asidin erken embriyonik gelisimde aksiyal bigimlenmede
rolii oldugu gorlisiinii desteklemektedir. Sonraki evrelerdeki ifade edilimi de A
vitamini’nin rombensefalon, medulla spinalis, vertebra, kalp, goz, bobrek ve bagirsak

gelisiminde rol oynadigi goriislerini desteklemektedir [9, 52, 60, 90, 94].

RALDH3 o6nce E8.5-9 arasinda muhtemel goz sahasinin yiizey ektoderminde
goriilmiistiir. Daha sonraki asamalarda da ventral retina, dorsal pigment epiteli, lateral
ganglionik kabarti, otik vezikiiliin dorsal kenar1 ve olfaktor noroepitel’de ifade

edilmektedir. [31, 48, 57, 82].

2.7.3.2. A Vitamini 'nin Gelisen Embriyodaki Fonksiyonu

A vitamini’nin embriyo gelisimindeki 6dnemi ve etki mekanizmasiyla ilgili, asir1
ve yetersiz A vitamini’ne maruz kalma, annenin retinoid antagonistleri ile beslenmesi
ve genetik yaklagimlarin da dahil oldugu, bir seri ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalara
ek olarak, retinoidlere, yarigmali antagonistlere ve retinoid sentetik enzim
inhibitorlerine maruz birakilan hiicre ve organ kiiltiirlerinin yan1 sira in vivo ¢alismalar

da yapilmistir [11, 29, 56, 59, 72, 95].

A vitamini bakimindan yetersiz beslenmenin dogumsal sekil bozukluklarina
neden olabilecegi ile ilgili ilk bilgiler, Hale’in (1935) domuzlar1 A vitamini bakimindan
yetersiz bir diyetle beslenmesi seklinde, yapmis oldugu bir ¢alismaya dayanmaktadir.
Yeni doganlarin (YD) cogu gozsiiz dogmustur, bazilarmin sadece tek bir gozii
bulunurken, bazilarinin da bir biiylik ve bir kiigiik gozii olmustur; goézleri bulunan
yavrularin dahi hepsi gérme bozuklugu ile dogmustur. Yarik damak, tavsan dudak,
kiiciik dis kulaklar ve bobreklerde gelisim bozuklugu gibi diger kusurlar da daha diisiik
bir siklikta gozlenmistir. Tiim kusurlar, kontrol grubu besinine, balik cigeri yagi veya

yesil yem verilmesiyle 6nlenebilmistir. Bu ¢alismalar, yukarida bahsi ge¢en kusurlardan
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sorumlu olan faktorlerin kalitsaldan ziyade, besinsel oldugunu gostermektedir. Buna
karsin, daha once yapilmis olan ¢aligmalar (Evans, 1928); A vitamininin sicanlarin
tiremesi i¢in gerekli oldugu, ama bunun yeni doganda dogumsal sekil bozukluklarina
sebep olmadigi yonilinde goriis bildirmistir. Ancak bu arastirmacilarin yanilmalarinin
sebebi, besinde A vitaminin olmamasinin implantasyonu engellemesi veya embriyonun

rezorbsiyonuna neden olmasi olmustur.

1940’larda yapilan ¢aligmalar, A vitamini eksikligine baglanabilecek genis bir
dogumsal bozukluklar spektrumunu tanimlamistir. Bu spektrum; “A vitamini eksikligi
sendromu” olarak adlandirilmistir. Warkany ve Schraffenberger (1946), A vitamini
bakimindan eksik bir diyetle besledikleri disilerin embriyo ve yeni doganlari tizerinde
yapmis olduklari incelemelerde; bazi disilerin asir1 kanamalar1 nedeniyle gebeliklerine
son vererek embriyolarini histolojik inceleme yapilmak iizere tespit etmislerdir. Geriye
kalan hayvanlardan bazis1 gebeligin 14°cii giiniinden 6nce 6lmiistiir veya embriyolarini
rezorbe etmislerdir. Bunlarin disinda kalanlar ise dogum yapmistir. Dogan yavrularda
en sik (%75) gozlenen okiiler bozukluk ise, kapali gozlerle dogmalar1 gerekirken, agik
gozlerle dogmalart olmustur. Bu hayvanlarin histolojik incelemeleri sonucunda da en
¢ok goriilen bozukluk; gbzdeki damarlarin bag dokusunda ortaya ¢ikan anormal bir artis
olmustur. Koloboma, retinal eversiyon, mezodermal dokunun retina’ya penetre olmasi,
optik sapin optik kadehe az tutunmasi ve iris kusurlari da gozlenmistir. Baska
arastiricilar da benzer sonuglar elde etmisler ve bunlar da bu kusurlari, gebelik boyunca

A vitamini takviyesi yaparak onleyebilmiglerdir.

A vitamini ile ilgili diger ¢alismalar da A vitaminin embriyonik gelisimdeki
Onemini gostermislerdir. Takip eden calismalarda yukaridakilere ek olarak, genitoiiriner
sistemde (YD’larin %42’si), bobreklerde (YD’larin %38’1), diyafragma’da (YD’larin
%31’inde herniasiyon), arcus aorta’da (YD’larin %9’u) ve kalpte (YD’larin %4°{) yeni

dogumsal bozukluklar tanimlanmustir [13].
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Gastrula safthasinda retinoid ihtiyacinin arttig1 kritik bir pencere bulunmaktadir.
Bu ihtiyacin karsilanmadigi durumlarda, embriyonun gelisen dolasim ve sinir
sisteminde ¢esitli sekil bozukluklar1 meydana gelmekte ve bunlarin sonucunda da
embriyonun Oliimii gergeklesmektedir. A vitamini eksikligi bulunan ve atRA ile
desteklenen siganlarin kullanildig1r modeller ile A vitamini’nin erken ve ge¢ embriyonik
gelisimdeki roliinii ortaya koymak miimkiin olmustur. Bu calismalar, Warkany ve
arkadaslan tarafindan 1940 ve 1950’lerde tarif edilen sekil bozukluklarinin yani sira,
icerisinde erken rombensefalon, kraniyofasiyal bolge, postotik kraniyal sinirler,
faringeal arkuslarin, otik vezikiiliin, kardinal venin, sinuatrial kapak¢igin, aksiyal iskelet
ve On ekstremitelerin de bulundugu sekil bozukluklarin1 da tanimlamistir. Bu klinik

tablolar da artik A vitamini eksikligi sendromu’nun igerisinde dikkate alinmaktadir [13].

2.7.4. Fazla A Vitamini’nin Etkileri

Retinoidler iyi bilinen teratojenlerdir [16]. Fazla A vitamini ile teratogenez’in
olusabilecegi ilk kez 1953 yilinda Cohlan tarafindan bildirilmistir. Bundan sonra da
bir¢ok ¢aligma A vitamini ve metabolitlerinin teratojenik etkisini onaylamistir. Verilen
yliksek dozda A vitamininin zamanlamasi olusacak sekil bozuklugunun tiiriini
belirlemektedir [36, 78]. Yiiksek dozda A vitamini; retinoid sinyal iletimi ile beraber
retinoid reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna neden olarak ¢alismaktadir. Retinoidlerin
gelisimdeki etkileri, bir yapinin veya sistemin agir1 atRA tarafindan bozuldugunun
gozlendigi calismalardan anlasilabilmistir. Bununla beraber; vitamin A sinyal iletiminin
Oonemli asamalar1 atRA gibi aktif metabolitlerin sentezi ve/veya yikimini
gerektirdiginden, bir doku normal kosullar altinda fazla A vitaminine hemen bir hedef
olusturmayabilmektedir. Retinoik asit reseptorii (RAR) mutant fareler iizerinde yapilan
gozlemler, belirli bir yapinin normal gelisimi icin gerekli olmayan bir reseptor alt
tipinin delesyonunun, bu yapida atRA kaynakli sekil bozukluklarina karsi koruyucu
oldugunu gostermistir. Ornegin RARy mutant fareler, normalde E 8-9.5’te fazla atRA’e
maruz kalan yabanil tiplerde goriinen sekil bozukluklarini gostermemiglerdir. Buna

karsin RARy mutant farelerin atRA kaynakli kraniyal ve fasiyal sekil bozukluklarina
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kars1 daha hassas olduklar1 goriilmiistiir. Bu bulgular, bilim adamlarini retinoik asitin
teratojenik etkilerinin gozlenmesi yoluyla, bu bilesigin normal fizyolojik islevinin
aragtirmalart yoniinde tesvik etmistir. Alternatif olarak da; bir bolgedeki RARy’nin
kaybinin baska bir RAR alt tipi tarafindan dengelenerek o bolgenin normal gelisiminin
saglandig1, ancak teratojenik etkinin belirebilmesi i¢in reseptdrlere bir biitiin olarak

ihtiyag¢ oldugu diisiiniilmektedir [49].

Yiiksek dozda A vitamininin kraniyal bdlgede en sik olusturdugu dogumsal sekil
bozukluklarindan birisi de yarik damaktir. Retinoik asidin yarik damaga sebep olan
mekanizmasi erken ve gec¢ embriyonik evrede farkliliklar gostermektedir. Normalde
E8’de kraniyal crista neuralis hiicreleri, damak raflarim1 sekillendiren birinci visceral
arcus’a go¢ etmektedirler. E8’de asir1 RA’e maruz kalindiginda, yarik damak
olusumunun sebebi olarak; crista neuralis hiicrelerinin gocilinlin kesintiye ugramasi ve
bunun da sonucu olarak kii¢iik damak raflarinin olusmasi gdosterilmektedir. Bununla
beraber, ayni donemde 13-cis-RA’ya maruz kalindiginda krista noralis hiicrelerindeki
6liim insidansinin artt1g1 da bildirilmistir. Boylece asirt RA’e maruz kalan E 8 kemirgen
embriyolarinda yarik damagin sebebinin az sayida dncii ve goc¢ eden hiicrenin hayatta

kalmasina baglanmstir [3].

E 10°da kraniyal krista noralis hiicrelerinin gog¢ii heniiz tamamlanmamis
oldugundan RA sebepli yarik damak olusumunun mezensim hiicrelerinin
proliferasyonunun inhibe olmasiyla ilgili oldugu diistiniilmektedir. RA’in in vitro’da
mezensim  hiicrelerinin  proliferasyonunu inhibe ettigi  bildirilmistir.  Azalmis
mezensimal hiicre proliferasyonu, temas edemeyen kiicliik damak raflarina sebep

olabilmektedir [3].

Embriyonik gelisimin daha ileri asamalarinda, RA sebepli yarik damak
olusumunun sebebi biiylime inhibisyonundan daha farkli olmaktadir. Normal damak
gelisimi esnasinda damak raflar1 prominentia maxillaris’lerden gelisen yapilar olarak
gbozlenmektedirler. Baglangigta dikey olarak uzayan damak raflar1 sonra dilin iizerinde

yatay olarak uzamaya devam ederler. Karsilikli damaklarin kaynasmasindan énce MKE
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hiicrelerindeki EGFR ifade edilimi azalmaktadir, dolayisiyla bdlgeye baglanan EGF
miktar1 da azalmaktadir. Temastan hemen 6nce, MKE hiicreleri proliferayonunu
durdurmaktadirlar ve peridermal hiicreler dejenere olmaktadirlar. Bu asamada asiri
RA’e maruz kalinmasinin damak raflarinin elevasyonunu, MKE hiicrelerinin gelisimsel
programlarini, yapismalarin1  veya kaynasmalar1 gibi olgular1  bozabilecegi

diistiniilmektedir [3].

EGFR’ii erken embriyonik gelisim esnasinda damakta yogun olarak ifade
edilirler. EGFR’niin embriyonik gelisim ve damak gelisiminde énemli bir rol oynadigi
distiniilmektedir. In vitro ortamda disaridan verilen EGF’nin, medial hiicre
farklilagsmasini bozdugu gézlenmistir. /n vivo ortamda ise; medial damak hiicrelerindeki
EGF ifade edilimi kaynagsmadan hemen 6nce azalmaktadir. RA’in in vitro ortamda EGF

ifade edilimini arttirdig1 bilinmektedir [3].

E10’da asir1 RA’e maruz kalan embriyolarda ekstremite tomurcuklarinda sekil
bozukluklar1 ve yarik damak gozlenmektedir. E12°de asir1 RA’e maruz kalan yavrularda
ise yarik damak gozlenmekle beraber ekstremite bozukluklari gézlenmemektedir. Bu iki
embriyonik donem karsilastirildiginda; E10°’un E12’ye gore yarik damak olusumu

bakimindan RA’e daha hassas oldugu gézlenmistir [3].

Thompson ve arkadaglar1 (1989), RA’in hiicre ylizeyinde EGF baglanma miktarini
arttirdigim1 birgok farklilagsmayan hiicre sisteminde gostermislerdir. Hiicre serileriyle
yapilan bir¢ok arastirma retinoidlerin hiicre yiizeyindeki EGF reseptorii sayilarini
bunlarin afinitesini degistirmeden arttirdigin1  gdstermistir. Retinoidlerin, EGF
baglanmasi, EGF internalizasyonu-degradasyonu ve down regiilasyonundan sonraki
EGF baglanmasinin yeniden saglanmasi {zerinde yapilan c¢aligmalar; retinoid
aktivitesinin asil hedefinin EGFR ifade edilimi orani iizerinden oldugunu gdstermistir.

[85].
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2.8. Piridoksin (B¢ Vitamini)

Hidroksillenmis ve iki metil alkol grubu baglanmis bir piridin tlirevidir. Besinler
icerisinde ve viicutta piridoksin fosfat ve kismen de aktif tiirevleri olan piridoksal 5’-
fosfat ve piridoksamin fosfat halinde bulunur. Maya ve hububat i¢inde nispeten fazla
miktarda piridoksin tiirevleri mevcuttur. Yesil yaprak seklindeki sebzelerde, siit ve
yumurtada daha az miktarda bulunur. Barsak florasindaki bakteriler tarafindan da sentez

edilerek viicut tarafindan kullanilir [42].

Vitamin Bg¢’nin bir seri reaksiyon i¢in koenzim olmasi nedeniyle aminoasit
metabolizmasinda Onemli bir rolii vardir. Bunlarin arasinda transaminasyon ve
dekarboksilasyon bulunmaktadir. Ayn1 zamanda glikojen fosforilaz i¢in de koenzim
olarak gdrev yapmaktadir ve steroit ve diger hormonlarin gen ifade edilimlerinde

modiilatér gorevi gormektedir [39].

Bir¢ok klinik arastirma vitamin Bg’nin bazi kraniyofasiyal sekil bozukluklarini
Onleyebildigini gostermistir. Yapilan hayvan calismalarinda da vitamin Be’nin bu etkisi
bildirilmistir [39]. Peer ve arkadaglar1 (1958) vitamin B¢’nin kortizonun neden oldugu
yartk damak insidansini azalttigin1 gostermislerdir [67]. Bu verilere dayanarak,
Jacobsson ve arkadaglar1 (1996) bir vitamin A tiirevi olan etretinat kaynakli
kraniyofasiyal sekil bozukluklari iizerinde calismiglardir ve vitamin Be’nin bunlar

onleyici etkiye sahip oldugunu gostermislerdir [38].

2.9. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

1962 yilinda farenin tiikriikk bezlerinden saflastirilan bir peptidin yeni dogan
farede kesici dislerin ¢ikmasini ve gézkapaginin acilmasini hizlandirdigr gézlenmistir.
Bu peptide, epidermal growth factor (epidermal biiytime faktori=EGF) ad1 verilmistir.

Bundan kisa bir siire sonra da bu biiyiime faktorleri ailesinin peptidleri birgok fizyolojik
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ve patolojik kaynakta tanimlanmistir. EGF; hiicre yiizeyinde bulunan EGF reseptorii
(EGFR)’ne baglanmaktadir. Bu reseptore baglandiginda bunun sitoplazmik kuyrugunda
biyokimyasal bir modifikasyona (fosforilasyon) sebep olur. Fosforile edilmis reseptdr;
sinyal transdiiksiyonunu saglayan enzimlere baglanma yeri olusturarak, hiicre
icerisindeki biyokimyasal yolaklar1 aktive eder. Bu hiicre i¢i iletim; hiicre boliinmesi,
farklilagsmas1 ve gocii iizerine etkilidir. Asirt aktif reseptorlere veya asir ifade edilmis
ligandlara bagli bir anormal EGFR iletimi, bircok kanser tipiyle iliskilendirilen
gelisimsel hatalara sebep olabilmektedir. Ancak; EGFR’nin gelisimsel doku
morfogenezindeki ve patolojik silireglerdeki sinyal iletim mekanizmalar1 halen tam

olarak anlasilamamustir [81].

In vivo dokulardaki EGFR aktivasyonunun zamansal ve ortamsal ifade edilimi net
olarak aydinlatilmistir. /n vivo reseptdr aktivasyonu ligandin hazir bulunusuna baglidir.
Bu reseptor ortamda bol olarak bulunmakla birlikte, aktivasyonu lokal olarak ifade
edilecek ligandlarin varligina baglidir. Genelde reseptorii ifade eden hiicreler, bunu
aktive edecek ligandi da ifade ederler. Istenmeyen ligand-reseptdr aktivitesinin
onlenmesi i¢in bu ikilinin fiziksel olarak ayri tutulmasi gerekmekte veya alternatif
olarak, ligand {retimi ligand-releasing enzimlerinin {iretimi veya bulunmasiyla

sinirlandirilabilmektedir [81].

Miettinen ve arkadaglar1 (1999); EGFR mutant fareler {izerinde yapmis olduklari
calismayla, bu reseptoriin normal kraniyofasiyal gelisim igin gerekli oldugunu
gostermisglerdir. Bu reseptore baglanan EGF ve TGFo (Transforming growth factor
alpha) ligandlarindan 6zellikle TGFa nin yarik dudak ve damak sendromlariyla ilgili
oldugu gosterilmistir. TGFa, EGFR ifade ediliminin de yiiksek oldugu, birbirleriyle
kaynagmak iizere olan damak raflarinin, daha sonralari dejenere olan, medial kenar
epitelinde yogun oldugu bilinmektedir. EGFR mutant farelerde; dar, uzun bir burun, az

gelismis alt cene fenotipi ve yarik damak insidansinda atig gozlenmistir [58].

Ostrojen ve retinoik asidin EGFR ifade edilimini gen diizeyinde regiile ettigi

diistiniilmektedir. Bu iki ajanin fonksiyonu i¢in gerekli olan hiicre i¢i reseptorlerinin
28



transkripsiyon faktorleri olarak goérev yaptiklari gosterilmistir. Retinoik asidin hiicre
ylizeyinde EGF baglanmasini arttirdig1 hiicre kiiltiirii ¢alismalartyla gosterilmistir. Bu
EGF baglanma aktivitesindeki artis, teratokarsinoma olusturan retinoid analoglari i¢in
spesifiktir. Bir¢ok ¢caligmadan elde edilen veriler, retinoidlerin hiicre yiizeyindeki EGFR
miktarini bunlarin afinitesini degistirmeden arttirdiklarin1 gostermektedir. Bu ve
EGF’nin hiicre tarafindan islenmesi ile ilgili diger veriler, retinoit aktivitesinin

hedefinin EGFR sentezi oldugunu diisiindiirmiistiir [85].

Retinoidlerin hiicre yiizeyindeki EGFR miktarini arttirmasi, 6zellikle damak
raflarindaki uzamayi1 saglayan, medial kenar epitelinin apoptosise ugramasini
engellemektedir. Bu hiicrelerin 6lmemesi birbirine yaklasan damak raflarinin
kaynasmasini engellemektedir [1, 80]. Fujino ve arkadaslar1 (2003) da damak raflarinin
kaynasmasi i¢in EGFR ifade ediliminin sonlanmasinin gerekli olduguna isaret

etmislerdir [28].
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada dogum yapmamis altmis adet Spraque-Dawley ki disi sican
kullanildi. Bu hayvanlarin on tanesi pilot ¢alismalar i¢in kullanildi. Siganlarin menstriiel
safhalar1 vajinal simir ile saptanarak, Ostrus doneminde olanlar erkek siganlarla
ciftlestirildi. Ertesi glin alinan vajinal simirlerinde sperm gozlenen disiler gebe (EO)

olarak kabul edildi.

(Calismada beser anneden olusan on grup olusturuldu:

1. Grup: Kontrol grubu olarak kullanilan bu hayvanlara teratojen ajan yerine

serum fizyolojik verildi.

2. Grup: Bu gruptaki hayvanlara gebeliklerinin 10. gliniinde 100 mg/kg (20.000
[U/kg) retinyl palmitat [Vitamin A (Merck)] intragastrik gavaj yoluyla verildi [68].

3. Grup: Bu gruptaki hayvanlara gebeliklerinin 10. giiniinde 500 mg/kg
(100.000 IU/kg) retinyl palmitat intragastrik gavaj yoluyla verildi.

4. Grup: Bu gruptaki hayvanlara gebeliklerinin 10. giinlinde 1000 mg/kg
(200.000 IU/kg) retinyl palmitat intragastrik gavaj yoluyla verildi [68].

5. Grup: Bu gruba, E10 da intragastrik gavaj yoluyla verilen 100 mg/kg retinyl
palmitat ile beraber, B¢ vitamini’nin koruyucu etkilerini incelemek amaciyla, E9’ve
E10°da 10 mg/kg intraperitoneal Piridoksin (vitamin Bg) [Pyridoxin (Merck)] enjekte
edildi [40].

6. Grup: Bu gruba, E10 da intragastrik gavaj yoluyla verilen 500 mg/kg retinyl
palmitat ile beraber, E9°ve E10’da 10 mg/kg intraperitoneal Piridoksin enjekte edildi.
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7. Grup: Bu gruba, E10 da intragastrik gavaj yoluyla verilen 1000 mg/kg retinyl
palmitat ile beraber, E9’ve E10°da 10 mg/kg intraperitoneal Piridoksin enjekte edildi.

8. Grup: Vitamin Bg¢'nin gebe siganlar {izerindeki etkisini kontrol etmek
amaciyla bu sicanlara gebeliklerinin 9. ve 10. giinlerinde 10 mg/kg intraperitoneal

Piridoksin enjekte edildi.

9. Grup: Bu grupta A vitamini’ne benzer sekilde teratojenik etki gosteren
hidrokortizon [Hydrocortisone 21-acetate (Sigma)] uygulandi. Bu amagla, gebeligin 10.
giiniinde subcutaneal enjeksiyonla 100 mg/kg hidrokortizon verildi [4].

10. Grup: Piridoksinin koruyucu etkilerini gdstermek amaciyla; gebeligin 10.
giiniinde subcutaneal enjeksiyonla 100 mg/kg hidrokortizon verilen hayvanlara
hidrokortizondan bir giin 6nce ve hidrokortizon ile ayni anda olmak iizere 10 mg/kg

intraperitoneal Piridoksin enjekte edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Gruplara uygulanan kimyasallar. 8. gruba E 9 ve E 10’da sadece vitamin By enjekte edildi.

Serum 100 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg 100 mg/kg
Fizyolojik Vitamin A Vitamin A Vitamin A Kortizon
1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 9.Grup
+vitamin By 5.Grup 6.Grup 7.Grup 10.Grup

Tiim gruplardaki gebe hayvanlardan 19. giinde Halotan anestezisi altinda sezaryan
ile aliman embriyolar, paraformaldehit ile fikse edildi. Yavrular makroskobik olarak
incelendikten sonra, damaktaki EGFR ifade ediliminin ve sinirlerin damaktaki
yerlesimlerinin  gosterilebilmesi i¢in immunohistokimyasal yontemler kullanildi.
Damarlarin goriintiilenebilmesi i¢in ise metil metakrilatli dolgu malzemesi (MercoxII)

veya ¢ini miirekkebi kullanildi.
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3.1. Immiinohistokimyasal Yontemler

Embriyolarin damaklar1 diseke edildi. Damaklar, akan ¢esme suyu altinda 3—4

saat yikandiktan sonra yiikselen alkol serisine tabi tutularak, dokularindaki su ¢ekildi.

30 dakika ksilol I ve 10 dakika da ksilol II’de bekletildikten sonra birer saatlik 3 agamali

parafin serisinde tutuldular ve miiteakiben parafin bloklara gomiildiiler.

3.1.1. EGFR immunohistokimyast

Bloklardan, mikrotom (Leica RM 2125RT) ile alinan S5pm kalinligindaki kesitler;

malzemelerin kullanma kilavuzlarindaki talimatlar esas alinarak, asagidaki islemlere

tabi tutuldu. immiinohisokimyasal boyama igin “Ultratek HRP Anti-Rabbit Staining
System” [ScyTek] kullanildi:

Kesitlerden parafinin uzaklastirilmasi: Lamlar ksilol dolu salelere konularak
mikrodalga firinda [Pelco Biowave] 250W giic uygulanarak 90 saniye
bekletildiler. Parafinin tam ¢oziinmemesi durumunda bu islem 30 saniye siireyle
yeniden uygulandi. Bu islemi takiben preparatlar, %95’lik alkol dolu salelere
aktarildiktan sonra, yeniden 30 saniye siireyle 250W’lik mikrodalga uygulandi.
Yikama islemi de yine 250W mikrodalga ile distile su icerisinde yapildi.

Antijen acgi8a cikarma: Salelere ikiser adet lam konularak iizerleri 1:9 oraninda
seyreltilmis sitrat tampon [Citrate Buffer (DBS)] ile ortiildii. Ug defa 5’er
dakikalik siirelerle Mikrodalgada 650W giicte kaynatildi. Saleler kaynatmalar
arasinda 5’er dakika Cold Spot lizerinde bekletildiler.

Preparatlar oda sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra ii¢ defa 5’er dakikalik

stirelerle distile su ile yikandilar.
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iii.)

vi.)

vii.)

viii.)

Peroksidaz Blogu: Preparatlarin iizerine %0,3’liik H,O, [Riedel de Haén]
damlatildi ve 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Miiteakiben iki defa 5’er
dakikalik siirelerle fosfat tampon ile yikandi [Fosfat tampon: 500 ml distile su
i¢in; 1,5 g NaH,PO4 + 10,875 g Na,HPO4, pH 7,4 (Merck)].

Ardalan Bloklama: Preparatlarin tizerine Background Blocker [Super Block
(ScyTek)] damlatilarak oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Lamlar bu siire

sonunda iki defa 5’er dakika fosfat tampon ile yikandi.

Primer Antikorun Uygulanmasi: 1:50 oraninda seyreltilmis birincil antikor [anti
EGFR Cell Signalling Teknologies] preparatlarin iizerine damlatilarak bir gece
boyunca buzdolabinda +4°C’te bekletildi. Ertesi giin; preparatlar ti¢ defa 5’er
dakika fosfat tampon ile yikandi.

Sekonder Antikorun Uygulanmasi: Preparatlar {izerine kullanima hazir ikincil
antikor [Biotinylated Goat anti-rabbit (ScyTek)] damlatildi ve 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Miiteakiben ti¢ defa 5’er dakika fosfat tampon ile yikandi.

HRP (Horseradish Peroxidase) Uygulanmasi: Preparatlar iizerine kullanima hazir
HRP [UltraTek HRP (ScyTek)] damlatilarak 20 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Ardindan {i¢ defa 5’er dakika fosfat tampon ile yikandi.

Kromojen ile Boyama: Hazirlanan Kromojen [1 damla kromojen 5 ml substrat ile
karigtirildi (AEC Substrat Kit-ScyTek)] preparatlarin lizerine damlatildi, istenilen
miktarda boyama gerceklesene kadar beklendi (5-15 dakika arasi). Boyanma

gergeklestikten sonra preparatlar distile su ile yikandi.

Kesitler kapatma sivis1 [Aqueous Mount (ScyTek)] kullanilarak lamel ile kapatildi

ve 151k mikroskobu [Olympus CH 40] ile incelenerek fotograflar1 [Olympus Q Color 3

goriintiileme sistemi] ¢ekildi.
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3.1.2. Neurofilament-L immunohistokimyasi

Bloklardan, mikrotom (Leica RM 2125RT) ile alinan Sum kalinligindaki kesitler;
malzemelerin kullanma kilavuzlarindaki talimatlar esas alinarak, asagidaki islemlere
tabi tutuldu. Immiinohisokimyasal boyama icin “Ultravision Detection System”

[Labvision] kullanildi:

1) Kesitlerden parafinin uzaklastirilmasi: Lamlar ksilol dolu salelere konularak
mikrodalga firinda (Pelco Biowave) 250W giic uygulanarak 90 saniye
bekletildiler. Parafinin tam ¢odziinmemesi durumunda bu islem 30 saniye siireyle
yeniden uygulandi. Bu islemi takiben preparatlar, %95’lik alkol dolu salelere
aktarildiktan sonra, yeniden 30 saniye siireyle 250W’lik mikrodalga uygulandi.
Yikama islemi de yine 250W mikrodalga ile distile su icerisinde yapildi.

i1)  Antijen agiga cikarma: Salelere ikiser adet lam konularak iizerleri 1:9 oraninda
seyreltilmis sitrat tampon [Citrate Buffer (DBS)] ile ortiildii. Ug defa 5’er
dakikalik siirelerle Mikrodalgada 650W giicte kaynatildi. Saleler kaynatmalar
arasinda 5’er dakika Cold Spot tizerinde bekletildiler.

Preparatlar oda sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra ii¢ defa 5’er dakikalik

stirelerle distile su ile yikandilar.

iii.) Peroksidaz Blogu: Preparatlarin iizerine %0,3’liikk H,O, [Riedel de Haén]
damlatildi ve 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Miiteakiben iki defa 5’er
dakikalik siirelerle fosfat tampon ile yikandi [Fosfat tampon: 500 ml distile su
icin; 1,5 g NaH,PO4 + 10,875 g Na,HPOy4, pH 7,4 (Merck)].

iv.) Ardalan Bloklama: Preparatlarin iizerine Background Blocker [Ultra V Block
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vi.)

vii.)

(Labvision)] damlatilarak oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Lamlar bu siire

sonunda iki defa 5’er dakika fosfat tampon ile yikandu.

Primer Antikorun Uygulanmast: 1:50 seyreltilmis birincil antikor (NFL)
[Neurofilament-L.  (Cell ~ Signalling Teknologies)] preparatlarin  {izerine
damlatilarak bir gece boyunca buzdolabinda +4°C’te bekletildi. Ertesi giin;
preparatlar ii¢c defa 5’er dakika fosfat tampon ile yikandi.

Sekonder Antikorun Uygulanmasi: Preparatlar iizerine kullanima hazir ikincil
antikor [Biotinylated Goat Anti-polyvalent (Labvision)] damlatildi ve 10 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Miiteakiben ii¢ defa 5’er dakika fosfat tampon ile
yikandi.

HRP (Horseradish Peroxidase) Uygulanmasi: Preparatlar iizerine kullanima hazir
HRP [Streptavidin peroxidase (Labvision)] damlatilarak 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Ardindan ii¢ defa 5’er dakika fosfat tampon ile yikandi.

viii.) Kromojen ile Boyama: Hazirlanan Kromojen [20 pl kromojen 1 ml AEC substrat

ile karistirilldi (Labvision)] preparatlarin iizerine damlatildi, istenilen miktarda
boyama gerceklesene kadar beklendi (5-15 dakika arasi). Boyanma

gergeklestikten sonra preparatlar distile su ile yikandi.

Kesitler kapatma si1vis1 [Aqueous Mount (ScyTek)] kullanilarak lamel ile kapatildi

ve 151k mikroskobu [Olympus CH 40] ile incelenerek fotograflar1 [Olympus Q Color 3

goriintiileme sistemi] ¢ekildi.
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3.2. Damarlarin Gorintiilenmesi

3.2.1. Cini miirekkebi ile damarlarin aciga ¢cikarilmasi

Gebeligin 19. giiniinde anne karnindan alinan yavrularin gdégiis kafesi agildi. Sol
ventrikiillerine varistaltik pompa [Manostat Vera] vasitasiyla 1:1 oraninda serum
fizyolojik ile seyreltilmis ¢ini miirekkebi verildi. Bu islem yavru tamamen boyanana
kadar siirdiiriildii. islemi miiteakiben yavrularm damaklari stereomikroskop [Olympus
SZX 9] altinda diseke edilerek fotograflari [Olympus Q Color 3 goriintiileme sistemi]
cekildi.

3.2.2. Metilmetakrilatli koroziyon dolgu malzemesi ile damarlarin agiga
ctkarimasi

Gebeligin 19. giiniinde anne karnindan alinan yavrulara heparin [Nevaparin
(Mustafa Nevzat)] enjekte edildi. Kirmiz1 renkli sivi bir regine ile katalizoér kremden
ibaret olan Mercox II [Ladd Research Industries] isimli metilmetakrilatli dolgu
malzemesi; 1 ml regine’ye 0.01 g krem ilave edilerek hazirlandi. Katalizor reginede
¢Oziindiikten sonra insiilin enjektdriine alind1 ve enjektor perfiizyon pompasina [Braun
Perfusor Compact] baglandi. Miiteakiben yavrularin gogiis kafesleri agildi ve
hazirlanmis olan regine, sol ventrikiillerinden viicutlarina verildi. Pompa calistirildiktan
sonra sag atriumlari, kanin bosalabilmesi i¢in makas ile kesildi. Mercox reg¢inesinin
katilagsmasi, 30 dakika ila 1 saat arasinda siirdiiglinden ve ekzotermik bir reaksiyon
oldugundan, perfiize edilen yavrular yaklagik bir saat +4°C’de tutuldu ve ardindan 24
saat parafomaldehitte tespit edildi. Daha sonra, yavrularin damaklar1 stereomikroskop
[Olympus SZX 9] altinda diseke edilerek fotograflari [Olympus Q Color 3 goriintiileme

sistemi] ¢ekildi.
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3.3. istatistiksel Analiz

Makroskopik gozlemlerin degerlendirilmesinde iki oran z testi (two proportions z
test), gerekli durumlarda ise Fisher’s exact test’i kullanildi. Bu istatistiksel yontemler

icin Minitab 14 yazilimi kullanilda.
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4. BULGULAR

Caligmamizda bireysel 6zelliklerden kaynaklanabilecek farkliliklari azaltabilmek
icin; gozlemler her grupta en az ii¢ farkli anneden sezaryen ile alinan fetiisler tizerinde
yapildi. Kontrol grubu da dahil olmak iizere, toplam 243 yavru incelendi.
Kraniyofasiyal bolgede, en sik g6z anomalilerine rastlandi. Gézlerdeki bu anomaliler
hem bilateral, hem de unilateral olarak gdzlendi. Bu yavrularin gozkapaklar1 erken
acilmistt ve/veya g6z kapaklari bulunmamaktaydi (Resim 4.1). Diger sik rastlanan
makroskopik anomali ise yarik damak idi. Bu bazen tam, bazen de yarim yarik damak

olarak gozlendi.

Resim 4.1: Hiper A vitaminoza maruz kalan fetiislerde gézlenen goz anomalileri. Kontrol grubundaki
fetiislerde gozler kapali olarak bulunurken (A); deney gruplarinda gozkapaklarmin erken
acilmasi (B) veya bulunmamasi (C) seklinde anomaliler gézlendi. Makro ¢ekim, dlgek = 2
mm.

Her grupta incelenen yavru sayisi ve bu yavrularda gozlenen, gz ve yarik damak
anomali sayilar1 Tablo 4.1’de verildi. Kontrol grubunda (1. Grup) incelenen 30

yavrunun higbirinde bir anomali gézlenmedi.

Deney gruplarindan ikinci, tiglincii ve dordiincii gruplara sirasiyla; 100, 500 ve
1000 mg/kg dozunda A vitamini verildi. Bunlardan ikinci grupta yer alan 15 yavruda
higbir anomali gézlenmedi. Ugiincii grupta incelenen 16 yavrudan yalnizca birinde goz
anomalisi goriildii. Dordiincii grupta incelenen 27 yavrudan 7’sinde géz anomalisi,

2’sinde ise; yarik damak anomalisi gézlendi.

Besinci, altinc1 ve yedinci gruplara A vitamini’ne ek olarak Be vitamini de verildi.

Besinci grupta bulunan 30 yavrunun higbirinde géz anomalisi gdzlenmezken, yalnizca
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bir tanesinde yarik damak anomalisi gozlendi. Altinci grupta bulunan 25 yavrunun
9’unda g6z, 7’sinde yarik damak anomalisi goriildii. Yedinci grupta bulunan 39

yavrunun 32’sinde gdz, 28’in de ise yarik damak anomalisine rastlandi.

E9 ve E10°da sadece B vitamini enjekte edilen sekizinci grupta, 12 yavru vardi;
Bu yavrularin hi¢birinde yarik damak anomalisi gozlenmezken, bir tanesinin her iki

g6zl de bulunmuyordu.

E10°da 10 mg/kg subcutaneal hidrokortizon enjekte edilen 9. grupta, 19 yavru
vardi; bu yavrularin higbirinde géz anomalisine rastlanmazken, yalnizca birinde yarik
damak anomalisi gozlendi. E10’daki hidrokortizon’un yami sira E 9 ve E 10°da 10
mg/kg Bg vitamini enjekte edilen 10. grupta ise ne goz, ne de yarik damak anomalisi

gbzlenmedi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: E 19°da alinan f etiislerde gézlenen goz ve yarik damak anomali sayisi.

Gruplar n Go6z anomalisi Yarik damak
1. Grup: K 30 - -
2. Grup: 100 mg/kg (vitA) 15 - -
3. Grup: 500 mg/kg (vitA) 16 | -
4. Grup: 1000 mg/kg (vitA) 27 7 2
5. Grup: 100 mg/kg (vitA)+Bg (10 mg/kg) 30 - 1
6. Grup: 500 mg/kg (vitA)+Bg (10 mg/kg) 25 9 7
7. Grup: 1000 mg/kg (vitA)+Bs (10 mg/kg) 39 32 28
8. Grup: Bg (10 mg/kg) 12 | -
9.  Grup: Kortizon (100 mg/kg) 19 - 1
10. Grup: Kortizon (100 mg/kg)+Bgs (10 mg/kg) 30 - -

n= yavru sayisi

GOz anomalileri bakimindan deney ve kontrol gruplar1 Dbirbirleriyle
karsilastirildiginda; ikinci (100 mg/kg A vit), ligiincii (500 mg/kg A vit), besinci (100
mg/kg A vit + Bg), sekizinci (Bg), dokuzuncu (Kortizon) ve onuncu (Kortizon + Bg)
gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi. A vitamininin 1000
mg/kg dozunda verildigi dordiincli grupta ise, gz anomalisi goriilme olasiligi, K

grubuna gore %26 oraninda artt1 (p<0.005, Tablo 4.2).
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A vitamininin Bg vitamini ile birlikte verildigi deney gruplarinda ise, gz anomalisi
goriilme olasilig1 doza bagimli olarak anlamli diizeyde artis gosterdi (p<0.001). Kontrol
gruplarina gore deney gruplarindaki artis orant; altinct grup icin (500mg/kg A vit+Bg)
icin %36’iken; yedinci grup (1000 mg/kg A vit+Bg) icin %82 olarak bulundu (Tablo
4.2).

Tablo 4.2: G6z anomalisi goriilme oranlarinin kontrol grubuyla karsilastirilmasi.

Gruplar 1.0ran (%) 2.0Oran (%) p
K-100 mg/kg (vitA) 0 0 1
K-500 mg/kg (vitA) 0 6.3 0.4
K-1000 mg/kg (vitA) 0 26 0.003**
K-100 mg/kg (vitA)+Bg (10 mg/kg) 0 0 1
K-500 mg/kg (vitA)+Bg (10 mg/kg) 0 36 <0.001%**%*
K—1000 mg/kg (vitA)+Bs (10 mg/kg) 0 82 <0.001%***
K—B4 (10 mg/kg) 0 8.3 0.3
K—Kortizon (100 mg/kg) 0 0 1

K—Kortizon (100 mg/kg)+Bs (10 mg/kg) 0 0 1
Iki oran Z, Fisher exact testi kullanlmistir (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)

Vitamin B¢’nin koruyucu bir etkiye sahip olup olmadigini incelemek amaciyla,
teratojen ajan olarak A vitamini veya Kortizon uygulanmis gruplar ile bunlarin vitamin
Be’ile kombine edildigi gruplara (5., 6., 7. ve 10. Grup) ait géz anomali oranlar1 Tablo
4.3te verildi. Besinci (100 mg/kg A vit+Bg) ve onuncu gruplarda (Kortizon + B6) goz
anomalisi gbézlenmedi. G6z anomalileri altinci grupta (500 mg/kg A vit+Bs) %36,
yedinci grupta (1000 mg/kg A vit+Bg) ise %82 oraninda artig gosterdi. Bunlardan
sadece 1000 mg/kg dozda A vitamininin kullanildig1 gruplar (4.ve 7. Grup) arasindaki
fark anlaml1 bulundu (p<0.001, Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Sadece teratojen ve teratojen + By vitamini verilen gruplardaki g6z anomalisi goriilme
oranlarinin karsilastirilmasi.

Gruplar 1.0ran (%) 2.Oran (%) P
Kortizon (100 mg/kg)-Kortizon (100 mg/kg)+Bs (10 mg/kg) 0 0 1
100 mg/kg—100 mg/kg+Bg 0 0 1
500 mg/kg—500 mg/kg+Bs 0.6 36 0.06
1000 mg/kg—1000 mg/kg+Bg 26 82 <0.001***

Iki oran Z, Fisher exact testi kullanilmistir (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)
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A vitamininin tek basina veya B¢ vitamini ile kombine edilerek kullanildigi
gruplardaki goz anomalilerinin, doza bagimli olarak goriilme oranlar1 Tablo 4.4’te
verildi. A vitamini dozuna bagl olarak géz anomalisi goriilme oranlari; tiglincii grupta
(500 mg/kg) %6.3, dordiincii grupta (1000 mg/kg) ise; %26 oraninda artis gosterdi.
Ikinci (100 mg/kg) grupta géz anomalisine rastlanmadi. Dolayisiyla bu oranlar birbirleri
ile karsilastirildiginda; sadece 100 mg/kg ile 1000 mg/kg dozunda A vitamini verilen
gruplar (2. ve 4.Grup) arasindaki fark anlamli olarak bulundu (p<0.05, Tablo 4.4). A
vitamininin Be vitamini ile kombine edilerek kullanildigi gruplarda ise goz
anomalilerine rastlanma olasilig1 ¢ok ileri derecede anlamli (p<0.001) olarak artti. Bu
gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, her ili¢ gruba ait oranlar arasindaki fark

anlamli bulundu (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Sadece A vitamini veya A + Bg vitamin kombinasyonu uygulanan gruplarda, doza baglh olarak
g0z anomalisi goriilme oranlarinin kargilastiriimasi.

Gruplar 1.0ran (%) 2.0ran (%) p
100 mg/kg (vitA)-500 mg/kg (VitA) 0 6.3 1
100 mg/kg (vitA)-1000 mg/kg (vitA) 0 26 0.04*
500 mg/k (vitA)g—1000 mg/kg (vitA) 6.3 26 0.2
100 mg/kg (vitA)+B6(10 mg/kg)-500 mg/kg (vitA)+B6(10 mg/kg) 0 36 <0.001***
100 mg/kg (vitA)+B6(10 mg/kg)-1000 mg/kg (vitA)+B6(10 mg/kg) 0 82 <0.001%**
500 mg/kg (vitA)+B6(10 mg/kg)-1000 mg/k (vitA)g+B6(10 mg/kg) 36 82 <0.001***

Iki oran Z, Fisher exact testi kullanilmistir (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)

Kraniyofasiyal bolgede gozledigimiz diger bir yapisal bozukluk ise, damak
anomalileri idi. Kontrol ve deney gruplarina ait damak morfolojileri incelendiginde,
sadece A vitaminine maruz kalan embriyolarda damak anomalisi olduk¢a nadiren
gozlendi. Oysa B¢ vitamini ile kombine edildiginde, 6zellikle 500 ve 1000 mg/kg A

vitamini uygulanan gruplarda, yarik damak anomalileri gozlendi (Resim 4.2).
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Resim 4.2:

Kontrol

1000 mg/ke ' R 1000 mg/kg+B,

Kontrol ve deney gruplarinda gozlenen damak morfolojileri. Kontrol (A), Bg (B), 100 mg/kg
A vitamini (C), 100 mg/kg A + Bg vitamini (D) ve 500 mg/kg A vitamini (E) uygulanan
gruplarda damak anomalisi gbzlenmedi. A vitamininin yiiksek dozda (G) veya B¢ vitamini
ile kombine edildigi gruplarda ise [S00 mg/kg A + Bg vitamini (F), 1000 mg/kg A + Bg
vitamini (H)] damak anomalileri gézlendi. Mikrograf, 6lgek = 1 mm.
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Kontrol ve deney gruplart damak anomalileri bakimindan birbirleriyle
karsilastirildiginda; ikinci (100 mg/kg A vit), ti¢lincii (500 mg/kg A vit), dordiincii
(1000 mg/kg A vit), besinci (100 mg/kg A vit + Bg), sekizinci (Bg), dokuzuncu
(Kortizon) ve onuncu (Kortizon + Bg) gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmadi. Altinc1 (500 mg/kg A vit + Bg) ve yedinci (1000 mg/kg A vit + Bg)
gruplarda ise anlamli bir fark gézlendi (sirasiyla; p<0.01 ve p<0.001). Damak anomalisi
goriilme orani, kontrol grubuna gore altinci grupta %28, yedinci grupta %72 oraninda

artig gosterdi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Damak anomalisi goriilme oranlarinin kontrol grubuyla karsilastirilmasi.

Gruplar 1.0ran (%) 2.Oran (%) p
K-100 mg/kg (vitA) 0 0 1
K-500 mg/kg (vitA) 0 0 1
K-1000 mg/kg (vitA) 0 7.4 0.2
K-100 mg/kg+Bg (VitA) 0 3.3 1
K-500 mg/kg+Bg (VitA) 0 28 0.002%**
K-1000 mg/kg (vitA)+Be(10 mg/kg) 0 72 <0.001***
K—B¢ (10 mg/kg) 0 0 1
K—Kortizon (100 mg/kg) 0 53 0.4

K—Kortizon (100 mg/kg)+Bgs (10 mg/kg) 0 0 1
Iki oran Z, Fisher exact testi kullamilmistir (¥p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)

A vitamininin Bg vitamini ile birlikte verildigi deney gruplarinda; damak anomalisi
goriilme olasilig1 da gbz anomalilerinde oldugu gibi doza bagimli olarak artis gosterdi.
Damak anomalilerinin goriilme orant; besinci grupta (100 mg/kg A vit+Bg) %3.3, altinci
grupta (500 mg/kg A vit+Bg) %28, yedinci grupta (1000 mg/kg A vit+Bg) ise; %72
artis gosterdi. Bunlardan 500 mg/kg (p<0.05) ve 1000 mg/kg (p<0.001) dozlarindaki
artiglar anlamli olarak bulundu. Teratojen ajan olarak kortizon verilen grupta ise; Bg
vitamininin uygulanmasi damak anomalisi goriilme oraninda anlamli bir degisiklige yol

agmadi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: Sadece teratojen ve teratojen + By vitamini verilen gruplardaki damak anomalisi goriilme
oranlarinin karsilagtirilmasi.

Gruplar 1.0ran (%) 2.Oran (%) p
Kortizon (100 mg/kg)-Kortizon (100 mg/kg)+Bs (10 mg/kg) 53 0 0.4
100 mg/kg (vitA)-100 mg/kg (vitA)+Be (10 mg/kg) 0 33 1
500 mg/kg (vitA)-500 mg/kg (vitA)+Be (10 mg/kg) 0 28 0.03*
1000 mg/kg (vitA)-1000 mg/kg (vitA)+Be (10 mg/kg) 7.4 72 <0.001***

Iki oran Z, Fisher exact testi kullanilmistir (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)

A vitamininin tek basina veya Bg vitamini ile kombine edilerek kullanildig:
gruplardaki damak anomalilerinin, doza bagimli olarak goriilme oranlar1 Tablo 4.7°de
verildi. A vitamini dozuna bagli olarak damak anomalisi goriilme orani; sadece
dordiincii grupta (1000 mg/kg) %7.4 oraninda artis gosterdi. Ikinci (100 mg/kg) ve
iclincli (500 mg/kg) gruplarda ise damak anomalisine rastlanmadi. Dolayisiyla bu
oranlar birbirleri ile karsilagtirildiginda; gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi
(Tablo 4.7). A vitamininin B¢ vitamini ile kombine edilerek kullanildig1 gruplarda
damak anomalilerine rastlanma olasilig1, g6z anomalilerinde oldugu gibi, doza bagimh

olarak anlamli olarak bir artig gosterdi (p<0.05 ve p<0.001, Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Sadece A vitamini veya A+ B vitamin kombinasyonu uygulanan gruplarda, doza bagh olarak
damak anomalisi goriilme oranlarinin kargilagtirilmasi.

Gruplar 1.0ran (%) 2.Oran (%) p
100 mg/kg (vitA)-500 mg/kg (vitA) 0 0 1
100 mg/kg (vitA)-1000 mg/kg (vitA) 0 7.4 0.5
500 mg/kg (vitA)-1000 mg/kg (VitA) 0 7.4 0.5
100 mg/kg (vitA)+B6 (10 mg/kg)-500 mg/kg (vitA)+B6 (10 mg/kg) 33 28 0.02*
100 mg/kg (vitA)+B6 (10 mg/kg)-1000 mg/kg (vitA)+B6 (10 mg/kg) 33 72 <0.001***
500 mg/kg (vitA)+B6 (10 mg/kg)-1000 mg/kg (vitA)+B6 (10 mg/kg) 28 72 <0.001***

Iki oran Z, Fisher exact testi kullamimistir (¥p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)

Teratojene maruz kalan embriyolarin damak morfolojileri incelendiginde, tam ve
yarim yarik damak olmak {izere baslica iki tip anomali gézlendi. Tam yarik damakta;
damak raflarinin  gelisme derecesine bagli olarak, orta hattaki kaynasma
gerceklesmemisti. Yarim yarik damak olgularinda ise; damak raflarinin rostral
boliimleri kaynasmisken, caudal boliimlerindeki kaynasma gerceklesmemisti (Resim

43).
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Resim 4.3: Hiper A vitaminoza maruz kalan gruplarda gézlenen damak anomalileri. Bu gruplardaki
bozukluklar, tam (A) veya yarim (B) yarik damak anomalisi seklinde gozlendi. Mikrograf,
Olgek = Imm.

Kontrol ve deney grubu embriyolarin damaklarindaki damarlanma yapist ¢ini
miirekkebi veya metilmetakrilathi dolgu malzemesi kullanilarak incelendi. Daha sonra
bu gruplarda gozlenen damarlarin seyirleri, mikroskobik goriintiileri bilgisayar ekranina

aktarilarak, sematize edildi (Sekil 4.1).

Kontrol grubundayer alan veya deney gruplarinda yer almasina ragmen damak
anomalisi gozlenmeyen embriyolardaki arterlerin seyri; benzerlik gostermekteydi.
Damagi besleyen ana damar olan a. palatina major’lar, foramen palatina posterior’den
ciktiktan sonra, rostrale dogru, intermolar bolgeye uzanmaktaydi. Burada sert damagin
median hatti ile lateral kenarlarinin ortalarinda kalacak sekilde seyretmekteydi. Her iki
taraftaki a.palatina major’lar; regio antemolaris’te, mediale dogru hafif bir yay ¢izerek
bu bolgenin ortalarinda birbirlerine hafifce yaklagsmaktaydi. Papilla incisiva’nin
etrafindan dolasan a.palatina major’lar, atrium oris’te aniden mediale donerek,
birbirlerine dogru yaklasarak, papilla incisiva’nin Oniinde, bir {iggenin tepesini

olusturacak sekilde anastomozlasmaktaydilar (Resim 4.4).
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Kortizon Kortizon + Bg
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Resim 4.4: Kontrol (A) ve deney gruplarindaki (B-J) normal damaklarda gézlenen damarlanma yapisi.
Kirmizi renkli goriilen damarlar Mercox II ile, siyah renkli goriilen damarlar ise; ¢ini
miirekkebi ile dolduruldu. Ok basi= a. palatina major, ok= v. palatina major, asteriks=
papilla incisiva icerisindeki ductus nasopalatinus’lar. Mikrograf, dlcek = 1 mm.

Hiper A vitaminoza bagli olarak damak anomalisine sahip olan fetiislerin
damarlanma o6zellikleri incelendiginde; arterlerin seyri damak anomalilerin tam veya
yarim olmasina gore farklilik gdstermekteydi. Yarim yarik damak anomalisine sahip
embriyolarda, a. palatina major, intermolar bdlgede normal seyrine gére daha lateralde
uzanmaktaydi. Bu damar; antemolar bolgede kisa bir seyirden sonra mediale keskin bir
dirsek yaparak neredeyse yatay bir istikamette orta hatta dogru seyretmekteydi. Ductus
nasopalatinus’larin lateral kenar1 hizasinda tekrar keskin bir dirsek yapan damar, rostral
yonde seyrine devam etmekteydi. Her iki taraftan gelen a. palatinus major’lar atrium

oris’te papilla incisiva’nin 6niinde anastomozlagsmaktaydilar (Resim 4.5-A, F).

Tam yarik damak anomalisi damak raflarinin gelisme derecesine gore baslica iki
bicimde gozlendi. Bunlardan birincisinde damak raflar1 neredeyse orta ¢izgiye kadar
gelismisti, ancak burada birbirlerine kaynasacak kadar yaklasmamaktaydi (Resim 4.5-
C). lIkincisinde ise, damak raflari tam gelismediginden orta hatta genis bir yarik

birakmaktaydi (Resim 4.5-B, D, E).

Birinci tipteki tam yarik damak yapisinda; a.palatina major, foramen palatina
posterior’den dik bir agiyla ¢ikarak, intermolar bdlgede rostrale dogru uzanmaktaydi.
Antemolar bolgede; atrium oris’e karsi taraftan gelen a. palatina major ile agizlasacagi
bolgeye dogru, genis bir agiyla uzanmaktaydi. Atrium oris’e her iki taraftan uzanan
damarlar ise tipik agilanma ile birleserek V harfi seklinde median diizlemde

anastomozlagsmaktaydi (Resim 4.5-C).

Ikinci tipteki tam yarik damak yapisinda; damak raflari  yeterince
gelisemediginden ve orta hatta yanasamadigindan; median diizlemde genis oval bir
yarik olusturmaktaydi. Bu tip damaklarda; a. palatina major; foramen palatina

major’dan ¢iktiktan sonra, damak raflarinin sekline uygun olarak genis bir yay cizerek
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uzanmaktaydi. Intermolar bolgeden antemolar bdlgeye gectiginde ise; lateralden

mediale  dogru  yoOnelerek atrium oris’te, papilla incisiva’nin  Oniinde
&
D

Sekil 4.1: Kontrol (A) ve damak anomalili olgulardaki a. palatina major’un gozlenen yarik damak
tiplerindeki seyri. Yarik damak anomalilerinin, yarim (B) ya da tam [(C) birinci tip, (D) ikinci
tip] olus sekillerine gore arterlerin seyri farkli agilanmalar gostermektedir. A.palatina major
kirmiz ile gosterildi.

anastomozlasmaktaydi (Resim 4.5-B, D, E).

C

48



Resim 4.5:Tam yarik (B-E) ve yarim yarik (A, F) damak anomalisi bulunan gruplardaki damarlanma
sekilleri. Kirmiz1 renkli damarlar Mercox II ile, siyah renkli damarlar ise ¢ini miirekkebi ile
dolduruldu. Ok basi= a. palatina major, asteriks= papilla incisiva icerisindeki ductus
nasopalatinus’lar. Mikrograf, 6lgek = 1 mm.
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Kontrol ve deney gruplarinin damaklarindaki innervasyon o6zellikleri, periferik
sinirler iizerinde bulunan norofilamentleri isaretleyen NFL antikoru kullanilmak
suretiyle incelendi. Bu kesitlerde periferik sinirlerin demetler halinde seyrettigi bolgeler
ve ganglionlarda yogun boyanmalar gozlendi. Boyanmalar o6zellikle; ggl.
pterygopalatinum’da, yanaktaki biyik folikiillerini innerve eden n. infraorbitalis’te ve
median diizleme paralel olarak uzanan n. palatinus anterior’da lokalize olmustu. N.
palatinus anterior’e medialinde ve lateralinde olmak iizere aym1 yonde uzanan kan
damarlan eslik etmekteydi (Resim 4.6A). Damak anomalisi bulunan embriyolardan
alinan kesitlerde; median diizlemde, rostral istikamette uzanmasi beklenen n. palatinus
anterior’un, damak rafinin medial kenarinin sekline gore seyrettigi gozlendi. Damak
raflar1 gelisimini tam olarak tamamlayamadig1 ve incelmis oldugu i¢in, alinan kesitlerde

sinir trasesi kesik ¢izgiler halinde gozlenmekteydi (Resim 4.6B).

EGFR; palatogenez esnasinda, karsilikli damak raflarinin median diizlemde
birlesmesi siirecinde rol oynayan bir proteindir. Bu nedenle damak anomalisi gézlenen
embriyolardaki EGFR ifade edilimi immunohistokimyasal yontemler kullanilarak
incelendi. Kontrol grubundaki embriyolarin damak kesitlerinde, agiz ve burun
epitelinde EGFR ifade edilimi goriilmedi. Median diizlemdeki raphe bdlgesinde,
perifere dogru gog ettigi icin incelmis sekilde goriilen hiicreler gézlendi. Bu hiicrelerde
EGFR boyanmas1 gozlenmezken; raphe disinda kalan, oral ve nazal epitel arasindaki
mezensim bolgesinde yogun bir EGFR boyanmasi mevcuttu (Resim 4.7A). Damak
anomalisi gozlenen olgularda ise; birlesmemis damak raflarinin birbirlerine bakan
uclarindaki medial kenar epitel hiicrelerinde EGFR mevcudiyetinin devam ettigi

gbzlendi (Resim 4.7B).
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Resim4.6: Kontrol ve deney gruplarindaki damaklarin innervasyon ozellikleri. Kontrol (A) ve damak
anomalisi gosteren (B) fetiislerden alinan horizontal kesitlerde NFL antikoru ile isaretlenen n.
palatinus anterior’un seyri (okbasi) gosterilmektedir. Kutu icerisine alinan bdlgenin biiyiik
(100x) bityiitmedeki goriintiisii, kesikli ¢izgilerin igerisinde gosterilmistir. D=kan damari, I=
N. infraorbitalis, G= ggl. pterygopalatinum. Biiyiitme: 14x.
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Resim 4.7:Damak anomalisi bulunan embriyolardaki EGFR ifade edilimi. Kontrol grubundaki (A)
fetiislerde raphe bdlgesini c¢evreleyen mezensim, yogun olarak boyanmistir. Yarik
damaklardan (B) almman kesitlerde ise; boyanma medial kenar epiteli boyunca (oklar)
gozlenmektedir. Kutu igerisine alinan bdlgenin bilyiik (100x) biiylitmedeki goriintiisii, kesikli
cizgilerin igerisinde gosterilmistir. Bilylitme 25x.
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5. TARTISMA

Annenin teratojen adi verilen cevresel faktorlere maruz kalmasi, embriyoda
gelisme kusurlarina yol agmaktadir. Teratojenlere karsi olusan yanit; hiicreler arasindaki
hatal1 etkilesimlerden, hiicre Oliimiine kadar uzanan genis bir yelpazede etkilerini
gosterebilmektedir. Bu etkilerin goriilmesinde; gelismenin kritik donemi, teratojenin
dozu veya embriyonun genotipi 6nemli rol oynamaktadir. Hayvanlarda yapilan deneysel
caligsmalar, teratojenler hakkinda Onemli bilgiler vermektedir. Ancak; hayvanlarda
zararl etki gostermeyen bir kimyasal ajan, insanlar icin teratojenik olabilmektedir.
Bununla beraber; ayn1 teratojen maddeye maruz kalan embriyolarin etkilenme diizeyleri

de farkliliklar gosterebilmektedir.

Teratojen ajanlardan embriyopatik Ozellikleri ilk fark edilenlerinden biri
vitaminlerdir. Bunlardan retinoidler {izerine 1920’li yillardan itibaren bir¢ok teratolojik
arastirmalar yapilmistir [7]. Bu ¢alismalarda, retinoidlerin gebelik esnasinda yetersiz
miktarda alinmalar1 sonucunda yavrularda gozlenen etkiler incelenmistir. “A vitamini
eksikligi sendromu” olarak da adlandirilan bu tabloda; embriyolarin ¢ogunlugu
gebeligin 14°cii glinlinden 6nce rezorbe olmaktadir. Dogan yavrularda ise; en sik (%75)
okiiler bozukluklar gériilmektedir [13]. Ote yandan; gebelik esnasinda A vitaminine
yiksek dozda maruz kalinmasi, teratojenik etkilidir. Bu etkilerin goriilmesinde, A
vitamininin dozu kritik bir 6neme sahiptir. Piersma ve arkadaslar1 (1996); E10°da, 100,
300, 1000 mg/kg dozlarinda A vitaminine maruz kalan sican embriyolarindaki doz-
cevap iligkilerini incelemiglerdir. Bunlardan; diisiik doz verilen grup hari¢, diger
gruplarda, konjenital anomali diizeylerinde anlaml artiglar gézlemislerdir [68]. Ritchie
ve arkadaslar1 (1998)’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarda ise; gebelik esnasinda; giinde
25.000 IU’nin iizerindeki vitamin A maruziyetinin, anlamli bir risk olusturdugu,
500.000 IU/giin’iin tizerindeki dozlarin ise teratojenik oldugu belirlenmistir [71].
Calismamizda A vitamininin dozuna bagli olarak meydana gelen gelisme kusurlari
incelendiginde; diisiik (100 mg/kg / 20.000 IU) veya orta (500 mg/kg / 100.000 1U)
dozda retinol’e maruz kalan embriyolarda istatistiksel olarak anlaml diizeyde, herhangi

bir anomali goriilmemistir. Yiiksek dozda (1000 mg/kg / 200.000 IU) retinol uygulanan
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yavrularda ise; g6z anomalisi goriilme olasilig1 %26 oraninda, yarik damak goriilme
olasilig1 da %?7.4 oraninda; artis gostermistir. Levine ve arkadaslari (1999); sican
embriyolarim1 E9 ve E10’da, 1000 mg/kg A vitamini’ne maruz birakmak suretiyle
yapmis olduklart c¢aligmada; 266 embriyodan 25 tanesinde higbir morfolojik
malformasyona rastlamadiklarim1 bildirmislerdir. En sik goriilen kraniyofasiyal
bozukluklarin; fasiyal papillalarin say1 ve pozisyonlarindaki degisiklikler, kulak kepgesi
anomalileri mikroftalmi ve/veya anoftalmi seklinde olusan g6z anomalileri oldugunu
belirtmiglerdir. Bu c¢alismada; A vitamini distile su veya solvent i¢ginde ¢oziindiikten
sonra anneye verildiginde, goriilen teratojenik etkiler, ajanin verilis sekline gore farkl
siklikta goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizdaki metoda benzer sekilde uygulandiginda,
kraniyofasiyal bolgede goriilen anomalilerin oranlari, bizim oranlarimiz ile paralellikler
gostermektedir. Bu calismada da; yarik damak goriilme orani; 21/94, acik gozkapagi
goriilme orani; 23/83, goz anomalisi goriilme orani; 22/95 olarak bildirilmistir [47].
Bununla beraber; teratojenin metaboliti seklinde olan ajanlarin olusturdugu etkiler;
farkl1 diizey ve sekillerde anomalilere yol acabilmektedir. Collins ve arkadaslar1 (1994);
A vitamini metabolitlerinden, all-trans-retinoik asit (atRA), 13-cis-retinoik asit ve all-
trans retinil palmitat arasinda; atRA’in en potent teratojenik etkiye sahip oldugunu
gostermislerdir. Bu metabolitin 15 mg/kg dozunda kullanildigi embriyolarda, yarik
damak goriilme sikligmin %61 oraninda arttigimi bildirmislerdir [15]. Dolayistyla;
deneysel calismalarda gozlenen yapisal degisikliklerin sayisal farkliliklari; teratojen

ajanin ve/veya metabolitinin dozajindan veya verilis seklinden kaynaklanabilmektedir.

Calismamizda; Ozellikle yiiksek dozda (1000 mg/kg) A vitaminine maruz kalan
embriyolarda; en sik, g6z anomalilerine rastlanmistir. Bu etkilenmeden; goz gelisiminin
kritik periyodunun teratojene maruz kalinan déneme denk gelmesi sorumlu olabilir.
Ozeki ve arkadaslart (1999)’nin, gozlerin teratojene en hassas olduklart donemi
incelemek amaciyla yapmis olduklar1 caligmada; fareler bes gruba ayrilarak, bunlara
E7-E11°de, 12.5 mg/kg dozunda atRA vermislerdir. Daha sonra 18 giinliik embriyolar
tizerinde yapilan morfolojik incelemelerde; atRA’e E7°de maruz kalanlarda,
mikroftalmi, yarik damak/dudak ve merkezi sinir sistemi anomalileri goriilirken; E8’de

maruz kalanlarda sadece mikroftalmi seklindeki g6z anomalileri gézlenmistir. Diger ti¢
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grupta ise; hicbir makroskobik malformayon gozlememislerdir [65]. Bu nedenle; goz
gelisiminin kritik periyodu, E9’dan daha erken doneme karsilik gelmektedir. Siganlarda
gebelik siiresi farelere gore 2-3 giin daha uzun oldugundan, bu dénem sigan embriyolari
icin yaklasik olarak E8-E9’a denk gelmektedir [26]. Bizim ¢alismamizda da teratojenik
ajan olarak E10’da kullanilan A vitamini; gozlerde tek veya ¢ift tarafli olarak, cesitli
makroskobik anomalilere yol agmistir. En sik gozlenen yapisal bozukluklar, goz

kapaklarinin erken agilmasi veya bulunmamasi sekillerinde olmustur.

Hiper A vitaminoza maruz kalan embriyolarda siklikla gozledigimiz diger bir
malformasyon da, damak anomalileri olmustur. Ancak ¢alismamizda; bu anomalilerin
goriilme sikligr kontrol gruplarina goére anlamli diizeyde artis gostermemistir. Oysa
literatiirlerde yapilan calismalar farkli sonuglar bildirmislerdir. Piersma ve arkadaslari
(1996)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada; E10’da gavaj yoluyla verilen 300 veya 1000
mg/kg dozlarindaki retinoliin, yavrularin damak morfolojilerinde anlamli derecede
anomalilere sebep oldugu bildirilmistir [68]. Daha sonra yapilan bir ¢calismada, Ritchie
ve arkadaslar1 (1998); sicanlara E9’da 300.000 IU/kg ve 600.000 IU/kg A vitamini
vermiglerdir ve sadece yiiksek dozda gozlenen yarik damak anomalilerinin goriilme
sikliginin anlamli  diizeyde oldugunu bildirmislerdir [71]. Bu iki ¢alisma
karsilastirildiginda; A vitamininin daha diisiik dozda (300 mg/kg) kullanildig: ilk
calismada, anomalilere rastlanirken; daha yiiksek dozda (300.000 IU / yaklagik 1500
mg/kg) kullanildig1 ikinci calismada ise; damak anomalilerine rastlanmadigi

goriilmektedir.

Literatiirde; intrauterin donemde maruz kalinan kortizonun, A vitaminine benzer
bir mekanizma ile damak anomalilerine yol agtig1 belirtilmektedir [80]. Yapilan
arastirmalarda; kortizon verilen yavrularda EGF ifade ediliminin baskilandigi, bu
nedenle DNA sentezi ve hipertrofi’nin azaldigi, bundan dolay1 da damak raflarinin tam
gelisemeyerek rudimenter kaldigi gosterilmistir. Bu nedenle g¢alismamizda negatif
kontrol grubunda teratojen olarak kortizon kullanilmistir; Abott ve arkadaslarinin
(1994) ¢alismasi da model olarak alinmistir. Abbott ve arkadaslar1 (1994); farelere E10-

E13 arasinda, 100 mg/kg dozunda hidrocortisone-21-acetate’i subcutaneal olarak
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enjekte etmis ve E14’de alinan embriyolar1 incelemislerdir. Bunlardan; %29.4’{inde
yarik damak anomalisi gozlediklerini bildirmislerdir [4]. Ancak bizim ¢alismamizda;
teratojenik ajan olarak A vitamini yerine, 100 mg/kg dozunda kortizon verilen gruplarda
gozlenen damak anomalileri, anlamli diizeyde bulunmamistir. Ayni batindan elde
ettigimiz embriyolarin bazilarinin damaklarinda higbir yapisal bozukluk gézlenmezken,
bazilarinda tam veya yarim yarik damak seklinde anomaliler gozlenmistir. Sonuglarda
gozlenen bu degisiklikler; bireysel farkliliklarin ve teratojen ajanin dogasinin; konjenital

malformasyonlarin olusmasindaki dnemini vurgulamaktadir.

Yarik damak ve dudak anomalilerinin patogenezi; gelisim mekanizmalarinin
karmasikligindan ve heterojen olmalarindan dolay1 halen tam olarak aydinlatilamamistir
[41]. Ancak; gebelik esnasindaki yetersiz beslenme bu anomalilerin goriilme riskini
onemli Olgiide arttirmaktadir. Yapilan deneysel calismalar; Bg vitamininin 6zellikle
fasiyal malformasyonlarin goriilme ve tekrarlama riski {izerinde koruyucu etkilere sahip
oldugunu gostermektedir [24]. Bu konuya ilk dikkati ¢eken calismalardan biri Peer ve
arkadaslar1 (1958) tarafindan 11 giinlik fare embriyolar1 iizerinde yapilmigtir. Bu
hayvanlara teratojen olarak, 2.5 mg kortizon asetat verildikten sonra; koruyucu olarak,
10ug folik asit, 10ug piridoksin (vitamin Bg) veya bunlarin kombinasyonu verilmistir.
Yarik damak goriilme sikliginin, folik asit verilen grupta 59/98; piridoksin verilen
grupta 25/49; folik asit ve piridoksin kombinasyonu verilen grupta ise, 17/21 oraninda
azaldig1 gozlenmistir [67]. Daha sonradan yapilan bir bagka calismada ise; teratojenik
ajan olarak E15’te 600 mg/kg dozunda B-aminoproprionitril verilmistir. Koruyucu
olarak E14 ve E15’te 10 mg/kg dozunda intramiiskiiler B¢ vitamini enjekte edilen sigan
embriyolarinda yarik damak goriilme orani, ¢ok ileri derecede anlamli olarak diisiis
gostermistir. Bu oran; teratojen verilen grupta 28/29 iken, B¢ vitamini verilen grupta
9/37 olarak bulunmustur [39]. Calismamizda; bu arastirmacilarin protokolii referans
alinarak; 10 mg/kg dozda Bg vitamini, teratojen uygulamasindan bir giin énce ve ayni
giinde olmak iizere, iki kez intraperitoneal olarak verilmistir. Teratojen ajan olarak A
vitaminine orta (500 mg/kg) ve yiiksek (1000 mg/kg) dozlarda maruz kalan siganlarda
gozlenen kraniyofasiyal anomaliler, Bg vitamini enjeksiyonu sonrasinda, anlamli dl¢iide

artis gostermistir. Orta dozda A vitaminine maruz kalan grupta; damak anomalisi
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goriilme siklig1 %28, gbz anomalisi goriilme siklig1 ise; %36 oraninda artmistir. Bu
degerler yiiksek dozda A vitaminine maruz kalan grupta ise ¢ok daha yiiksek olarak
(damak anomalisi %72, g6z anomalisi %82) bulunmustur. B¢ vitamininin doz cevap
iligkisi incelendiginde; kraniyofasiyal malformasyonlarin doza bagimli olarak, ¢ok ileri
derecede anlamli olarak, arttig1 gozlenmistir. Ote yandan; Bg vitamininin tek basima
uygulandigi veya teratojenik ajan olarak verilen kortizon ile beraber verildigi gruplarda
g6z ve yarik damak goriilme oranlarinda anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Bu
sonucglar; 10 mg/kg dozunda uygulanan Bg vitamininin, tek basina uygulandiginda
teratojenik bir etkisinin olmadigini; ancak, A vitamini tarafindan olusturulan teratojenik
etkiyi arttirdigimi gostermektedir. Jacobsson ve Granstrom (1996); teratojenik ajan
olarak, sentetik bir retinoid tiirevi olan etretinate’1, koruyucu olarak da ¢alismamizda
kullanilan benzer bir protokol ile B¢ vitamini vermislerdir. Bunun sonucunda da, yarik
damak ve goz anomalileri sayilarinda anlaml diisiisler oldugunu bildirilmislerdir [38].
Sonuglarimizda gdzlenen bu farkliliklarin nereden kaynaklandigi bilinmemekle beraber;
teratojen ajanin verilis sekli bu farkliliklara yol agan faktorlerden biri olabilir. Genel
olarak; intraperitoneal ila¢ uygulamalarinda, intramiiskiiler uygulamalara gore, daha
yuksek bir yogunluk elde edilmektedir. Esasen, ilaclarin olusturdugu sistemik etkiler,
ilacin biyoyararlanimi ile paralellik gdstermektedir. Biyoyararlanim genis anlamiyla;
ilacin aktif maddesinin, absorbe edilme ve viicuttaki etki yerine erisebilme hizi ve
derecesi olarak tanimlanabilir [92]. Calismamizda da; B¢ vitamininin retinol ile birlikte
verildigi durumlarda, vitaminlerin biyoyararlanimlarinda degisiklikler meydana gelmis
olabilir. Ozellikle yiiksek dozlarda A vitaminine maruz kalan embriyolarda, Bs
vitamini; A vitaminin emilim veya etki yerlerine ulasma miktarlarini degistirmis
olabilir. Alternatif olarak; Be vitamini A vitamininin metabolize edilmesini hizlandirmis
olabilir. Dolayisiyla; anomalilerde gozlenen artiglar, metabolitlerden birisinin
yogunlugundaki artistan veya her ikisinin birbirleriyle etkilesiminden de
kaynaklanabilir. Daha 6nceden de deginildigi gibi A vitamini metabolitleri, teratojenik

etkiler bakimindan vitaminin kendisine gore daha potent teratojendirler.

Ote yandan Piridoksin; steroid hormonlarin, glukokortikoidlerin, retinoliin ve

retinoik asitin hiicre c¢ekirdeginde yer alan reseptorlerine baglanmasinda etkili bir
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kofaktordiir. Bu hormon-reseptdr komplekslerinin dogrudan hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklari ile baglantida olmasi; piridoksinin gen ifade edilimlerinde modiilatér bir rol
listlenmesini saglamaktadir [79]. Piridoksinin normalden fazla miktarda bulundugu
durumlarda, A vitamini ile reseptorii arasindaki ayrisma hizi artarak, reseptorlere daha
fazla miktarda retinol baglanmasi miimkiin olmaktadir. Bu nedenle; piridoksine, yiiksek
dozda A vitamini ile birlikte maruz kalan dokularda, ila¢ etkilerine kars1 hassasiyetin

artmis olmast s6z konusu olabilir.

Hiper A vitaminoza maruz kalan embriyolardaki damak anomalileri, yarim veya
tam yarik damak olmak {izere iki grupta toplanmistir. Bu embriyolarda damak raflarinin
sekillerine paralel olarak damarlanma ve innervasyon 6zelliklerinde de farkli bigimler
gozlenmistir. Diewert (1976), damak raflarinin yonelmesinde ve hareketinde; damagin
noro-vaskiiler demetinin etkili bir rol oynadigin1 ve raflarin biiylimesiyle damarlarin
gelismesi arasinda dogru bir orantt bulundugunu belirtmistir. Farkli teratojenlere
(60.000 IU/kg A vitamini + 20mg/kg kortizon veya 6-aminonikotinamid veya X-151n1)
maruz kalan siganlarin damaklarindaki damarlarin; yarigin kenarlarina oldukg¢a yakin
seyir ettigini gostermistir [23]. Dolayisiyla damar ve sinir yapilarinin seyirleri; teratojen
ajanin cinsinden ziyade, damakta meydana gelen yapisal bozukluk tarafindan
belirlenmektedir. Bizim ¢alismamizda da yarik damak anomalili olgularda damarlar
yarigin sekline ve boyutuna bagli olarak, normal seyirlerinin daha lateralinde olacak
sekilde bir seyir izlemislerdir. Damar seyirlerinin damak raflarma paralel olarak
bulunmasi; damak raflarinin biliylimesi esnasinda birbirleriyle etkilesim halinde

bulunduklarina isaret etmektedir.

Damak raflarinin normal gelisimi E10°da baslamaktadir. Bu silire¢ esnasinda
diisey istikamette uzanan damak raflari;; E13-14’ten itibaren yatay istikamete gecerek,
birbirlerine dogru uzamaya baglamakta ve E17’de median diizlemde, epiteliyal bir raphe
olusturmak suretiyle kaynasmaktadir [26]. Ancak medial kenar epitel hiicrelerinin,
dezmozomlar olusturarak, yapisma yetenegi bulunmamaktadir. Ciinkii damak
dokusunun c¢evresindeki diger dokularla istenmeyen kaynasmalarini, bir bariyer

olusturarak engellemek iizere programlanmigslardir. Bu nedenle damak raflar1 birbirine
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temas ettiginde, bu tabakanin ortadan kalkarak; esas yapisma yetenegine sahip olan
bazal laminanin agiga ¢ikmasi gerekmektedir. Bu tabakanin ortadan kalkmasinda rol
oynayan mekanizmalardan en onemlisi; medial kenar epitel hiicrelerinde gerceklesen
programlanmig hiicre 6liimidiir [27]. Apoptotik mekanizmalarin devreye girmesinde;
burada bulunan hiicrelerin yeterli miktarda biiyiime faktoriine erisim saglayamamasi
onemli rol oynamaktadir [28]. Damak raflarinin erken gelisim donemlerinden itibaren
mezensim hiicrelerinde yogun bir EGF, TGFa ifade edilimi s6z konusudur. Bu biiylime
faktorleri medial kenar epitelinde EGFR ifade edilimini uyarmaktadir [44]. Damak
epitelindeki TGFa ve EGF salimimlarinin, E13” den itibaren kaybolmaya baslamasi;
medial kenar epiteli boyunca gozlenen EGFR ifade ediliminin de sonlanmasina neden
olmaktadir [68]. Bu hiicrelerin kaybolmasi sonucunda agiga cikan bazal laminanin
yapisma Ozelligi sayesinde kaynagma gerceklesebilmektedir. EGFR’nilin azalmamasi
durumunda, palatogenez sekteye ugrayarak, yarik damak anomalileri ortaya ¢ikmaktadir

[28].

Embriyonik damak dokulari iizerinde yapilan c¢alismalar; kiiltiir ortamina EGF
ilave edilmesinin; damaklarin medial kenar epitelindeki hiicrelerin EGFR sentezine
devam etmelerine neden oldugunu, bu bolgedeki EGFR varligmin apoptosisi
engelledigini ve bunun da karsilikli damak raflarinin kaynasmamasi ile sonuclandigini
gostermistir [28]. EGFR mutant fareler iizerinde yapilan ¢aligmalarda da; yarik damak
insidansinda artis gozlenmistir. Ancak bu farelerdeki anomaliler; TGFoa ve EGF’nin
etkilerini gosterememelerinden kaynaklanmaktadir [58]. Calismamizda yapilan
immunohistokimyasal boyamalar; saglikli damaklarin orta hatlarinda EGFR ifade
ediliminin bulunmadigini gostermistir. Bununla beraber; deney gruplarinin patolojik
damaklarinda yaptigimiz isaretlemeler; damak raflarinin medialinde bulunan, medial
kenar epitelinde EGFR ifade ediliminin devam etmekte oldugunu gdstermistir. Retinoik
asit tarafindan olusturulan yarik damak anomalilerinde EGFR’nin rolii olup olmadigini
arastiran in vitro ve in vivo ¢alismalar; disaridan retinoik asit verildiginde, damaklarda
kapanma kusurlari oldugunu ve EGFR ifade ediliminin devam ettigini gostermistir.
Bununla beraber; patolojik olmayan damaklarin orta hattindaki mezensim dokusunda ve

raphe’de EGFR ifade edilimi gozlenmemistir [2]. Thompson ve Rosner (1989); retinoik
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asidin EGFR gen transkripsiyonunu arttirdigini, ancak retinoik asit reseptoriiniin EGFR

promoteri ile nasil etkilestigi konusunda yeterli bilgi bulunmadigini bildirmislerdir [85].

Bulgularimiz; oral yolla alinan, A vitaminin teratojenik etkisini yliksek dozlarda
oncelikle gozler lizerinde gosterdigini ve EGFR’niin 6zellikle yarik damak olusumunda
onemli bir rolii oldugunu gostermistir. Piridoksinin A vitamini kaynakli teratojenik
etkiler iizerinde Onleyici etkilerinin bulunmadigini, aksine ortaya ¢ikan etkileri arttirdigi

goriilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yiiksek dozda A vitamini; embriyolarda teratojenik etkiye sahiptir. E10’da
uygulanan yiiksek dozdaki A vitamini; kraniyofasiyal bolgede gelisimsel bozukluklara
yol agmaktadir. Teratojenik etki oncelikle gozleri hedef almaktadir. Ancak bu etkiler
organizmanin  bireysel farkliliklarina goére degisik derece ve  sekillerde

gbzlenebilmektedir.

Damaklardaki damar sinir paketinin gelisimi; damak raflarinin gelisimi ile
etkilesim halindedir. Patolojik damaklardaki damar sinir paketinin seyri; damaktaki
malformasyonun bi¢imine gore sekillenmektedir. Bu yapilarin etkilesiminde rol

oynayan mekanizmalarin arastirilmasi, yarik damak patogenezini aydinlatacaktir.

A vitamininin kraniyofasiyal bolgedeki teratojenik etkisi EGF ve TGFa’y1 hedef
alarak, bu biiylime faktorlerinin baglandigt EGFR’i salinimini arttirmak suretiyle

olusabilir.

Piridoksin (B¢ vitamini), orta ve yliksek dozda uygulanan A vitamininin
teratojenik etkisini arttirarak, g6z anomalileri ile birlikte yiiksek oranda yarik damak
anomalisine neden olmaktadir. Daha Once yapilan calismalarin aksine; ¢alismamizda,
piridoksin’in teratolojik etkiler lizerinde herhangi bir iyilestirici 6zelligi gdzlenmemistir.
Hatta piridoksin ile A vitamininin kombinasyonunun teratojenik etkisi doza bagl olarak
artmaktadir. Piridoksinin teratolojik etkisi hakkinda fazla ¢alisma bulunmamaktadir ve
metabolizmada A vitamini ile etkilesimi de tam olarak bilinmemektedir. Bu konuda
ileride yapilacak calismalar, bu beklenmedik etkinin goriilmesinde rol oynayan
mekanizmalar1 agikliga kavusturacaktir. Ancak; prenatal takip esnasinda, A ve B
vitaminlerinin birlikte alinmasinin, teratojenik etkileri arttirabilecegi ihtimalinin goz

ontinde bulundurulmas gerekmektedir.
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