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MATERNAL OLARAK YUKSEK DOZ RETINOL ASETAT UYGULANIMINI TAKIBEN, SICAN
HIPOKAMPUS CA1 HASARLANMASININ KANTITATIF DEGERLENDIRILMESI

OUANTITATIVE ASSESSMENT OF HIPPOCAMPUS CA1 DAMAGING FOLLOWING MATERNALLY
APPLICATION OF HIGH DOSE OF RETINOL ACETATE

Hiseyin AKTUG' Mine Ertem YURTSEVEN' Mert GOL?
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6u calismada, maternal olarak uygulanan Retinol Asetat (Vit A)'in doza bagimli teratojenik etkisinin, merkezi sinir sistemi
ve Ozellikli olarak hipokampus dokusunda olusturdugu degisikliklerin kantitatif olarak incelenmesi amag edinilmistir.
Maternal olarak intraperitoneal yolla tek doz 40000 IU/kg retinol asetat , 160000 IU/kg retinol asetat ve %0.9 serum
fizyolojik (kontrol grubu) uygulanimini takiben gebelik sonlanana dek beklenip, postnatal 1.gln intrakardiak perflizyon
isleminden sonra yenidogan sicanlarin hipokampal dokulari cikarilip 15tk mikroskobik takiplerinden sonra hazirlanan
preparatlar 100liik biiyiitme altinda incelenmistir. Odemli hiicre ve normal konfigiirasyondaki hiicreler sayimis ve
morfometrik analizleri istatistiksel olarak yapilmistir. Kontrol grubu ile retinol asetat verilen gruplar arasinda anlamii
dlizeyde istatistiksel farkliliklar saptanmigtir.

SUMMARY

in this study quantitative examination of dose dependent teratogenic effect of maternally applied Retinol Acetate (Vit A)
on central nerve system and especially on variations caused at the tissue of the hippocampus was aimed. After
maternally intraperitoneal application of single doses of 40000 ILJ/kg retinol asetat, 160000 IU/kg retinol acetate and
%0.9 serum physiologic (control group) waited untii the pregnaricy was over. Postnatal first day after the intracardiac
perfusion process, the hippocampal tissues of nevvborn rats dissected and after their follow-ups under a light microscope
were accomplished the preparations made were examined as 100 times magnified. The cells wiih edema and the cells
within the normal configuration were counted and the morphometric analysis statistically accomplished. Statistically
significant differences betvveen control group and retinol acetate giyen groups were detected.

GIRiS
rine bazi teratojenik etkileride doza bagimh olarak tanim

A vitamini, merkezi (MSS) sinir sistemi gelisiminde cok
onemli ve vazgecilmez role sahip, erken embriyolojik
donemde esansiyel bir vitamindir. Yiksek doz A vitamini
kullaniminin gestasyon periyodu boyunca embriyolar tze-
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lanmigtir. A vitamininin 6grenmeyle, bellekle olan iligkisi.
norotransmiter. noéromodilatorlerle olan biyokimyasal
bagi, yuksek doz kullanimdaki teratojenik etkileri, limbik
korteks ve 6zellikle intra ve ekstrahipokampal yollarin aktif
ve etken galisabilmesi icin bu yollarin vitamin A'ya ihtiyacg
duymasi gibi Ozellikler dikkati hipokampus ve vitamin A
iliskisine gevirmistir (1-3). Cleft palate formasyonu uzerine
doza bagmh dezor-ganizasyon, mandibular ve maxiller
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kemik gelisimi Uzerine olan olumsuz etkileri, anormal
kikirdak depolanmasi, relative makroglossia olusumu,
kulak gelisimi Uzerine olan etkileri, 6zofagus diz kas-
larinda fibrozis yapici etkisi A teratojenik etkileridir (4, 5).

Bu calismada klinikte yaygin olarak kullanilan A vitamini
ve tirevlerinin teratojenik etkilerinin, MSS'de 6zellikle
limbik korteks ve agirlikh olarak hipokampus Uzerine olan
gelisimsel histopatolojik etkilerinin arastirimasi amac
edinilmigtir. A vitamininin  MSS'de asin  dozlarnin
gebelikte kullanimi embriyo Gizerinde ciddi problemlere yol
acar. A vitamini, hucresel diferansiyasyon ve hicresel
proliferasyonun ikisinde de potent ajan olarak rol oynar,
teratojenite ve bunun hicresel dizeydeki hasarlari
acisindan bu 06zellik dikkate degerdir (6, 7). Uygulanan
40000 U/ kg retinol asetat ve 160000 iU/kg retinol
asetatin hiicresel diizeyde hasarin net bir gostergesi olan
o6deme yol agmas! ve bunun kantitatif olarak incelenmesi
oldukca 6nemlidir.

GEREC VE YONTEM

Maternal olarak uygulanan retinol asetatin hipokampus
CA1 dokusunda olusturdugu ultrastriktirel zararlanmanin
kantitatif degerlendirilmesi, gruplar arasinda anlaml ista-
tistiksel farkin olup olmadiginin tespiti icin morfometrik
analiz yapildi.
hemisfer, serebellum ve limbik korteksin tam olarak olus-
madi§i embriyonik 8. giin tercih edildi. ilag uygulamasi
intraperitoneal yolla tek doz yapildi. Gebe sicanlarin
rieonatal donemdeki yavrulan denek grubu olarak ince-
lenmeye baglandi. Dissosiyatif anestezi igin deneklere
0.10 mg ketalar +0.02 mg/kg rompun intraperitoneal ola-
rak uygulandi, daha sonra intrakardiak perfuzyon ile
%2.5'luk fosfat tamponlu glutaraldehit sollisyonu tespit
solusyonu olarak kullanildi  Perfizyondan sonra fikse
beyin dokusundan hipokampus dokusu CA1 bdlgesi
punch biopsi teknigi ile cikarildi. Odemli hiicre gruplari ve
normal hiicre gruplari sayimi daha onceki calismalardan
uyarlanan morfometrik analize tabi tutuldu (5).

Her gruptan 4 sicandan 5'er ardisik 6 mikron kalinhginda
kesit alindi. Alinan kesitlerin rutin ssk mikroskobik takiple-
rinden sonra sayim islemine gecildi. Sayim iglemi; kontrol
grubu (grup 1), 40000IU/kg retino! asetat uygulanan grup
(grup 2), 160000 | U/kg uygulanan grup (grup 3) olmak
Uizere 3 grupta toplam 12 hayvan ve 60 preparatta ger-
ceklestirildi. Kesitler 100'lik 1sik mikroskobik buyitme
altinda incelendi, édemli ve normal hiicre sayimi 100'liik
isik mikroskobik blyiitme altinda yapildi. 3 gruptan sayi-
lan toplam 6demli ve normal hiicre sayilari hesaplanarak
bu veriler Excei 5.0 grafik - matematik ve graphad 1.0
istatistik programlan kullanilarak degerlendirildi

ol4

ilac uygulama giinii olarak serebral

SPSS 9.0 for windows paket programinda, One Way
ANOVA ve post - hoc test Bonferroni yodntemi ile
istatistiksel analiz yapilmigtir.

BULGULAR

Morfometrik olarak 6demli hiicre grubunun ve normal
konfiglirasyonlu hasarsiz hicre grubunun sayisal analizi
yapildi. Kontrol grubundan toplam olarak 1057 hicre isik
mikroskobunda - 100'lik bilyitme altinda sayildi. Bu sayi-
lan hiicrelerden 964'iinde 6dem bulgusuna rastlanmazken
93'linde 6deme rastlandi ki bu da % 8.79 gibi bir orana
tekabul ediyordu, ilag uygulanan gruplarin incelenmesine
gecildiginde: 40000 iU/kg retinol asetat uygulanan grupta
1260 adet hiicre sayildi ve 6demli hiicre sayisinin artis
dikkat cekiciydi; bu 1260 adet hiicreden 407'sinde 6deme
rastlanilirken (% 32 30), 853 hiicrede ddem bulgusu sap-
tanmadi.160000 iU/kg uygulanan grupta 924 hiicre sa-
yildi, buniardan 503'linde 6dem saptandi (% 54 43)

Resim 1. Kontroi grubu (Grup 1), Isik Mikroskobi x100 biyiitme

Toluidin Blie boyama

Resim 2. 40000 iU/kg Retinol Asetat (Vit A) uygulanan grup (Grup 2} Isk
Mikroskobi x100 bilyiitme. Toluidin Blue boyama. 6:6dernli alan
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Resim 3. 160000 iU/kg Retinol Asetat (VitA) uygulanan grup (Grup 3), Isik

Mikroskobi x100 biylitme. Toiuidin Blue boyama. 6:6demli alan

Tablo 1. Gruplara gére normal ve édemli hiicre sayisi karsilastirmasi

——

SPSS paket programindan ONE WAY ANOVA istatiksel
yontemine goére normal hicre (* F=97.29; p=0.05) ve
6demli hiicre sayisi bakimindan (** F=15873; p=0.05)
gruplar arasinda anlamh farkliliklar saptandi. Ayrica
POST HOC TEST BONFERRONI yéntemiyle yapilan
analizde normal hiicre sayilarina goére: grup 1 ile 2
(p=0,019) ve Grup 2 ile 3 (p=0,001) ve Grup 1 ve 3
(p=0,001) istatistiksel olarak anlamh farkli bulunmustur.
Yine POST HOC TEST BONFERRONI yéntemiyle
yapilan analizde 6demli hiicre sayilarina goére: grup 1 ile 2
(p=0,019) ve Grup 2 ile 3 (p=0,001) ve Grup 1 ve 3
(p=0,001) istatistiksel olarak anlamli farkh bulunmusgtur.
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TARTISMA VE SONUC

Retinol asetat; hiicrenin differansiyasyon ve proliferasyon
sureglerinde etkili, Ozellikle erken embriyolojik donemde
esansiyel bir preparattir, gunuimiizde oldukca sik kullani-
lan, yaygin olarak tiketilen, Kklinik konsantrasyonlarda
kullamimi kabul géren, yapilan birgok deneysel calismada
karsinogenesis ustiine supresyon yapici etkisi gdsterilen
bir vitamindi," (8).

Asetat'in norotransmitter ve ndromodulatorlerle
olan biyokimyasal bagi, uzun dénem hafizaya etkileri,
yuksek dozlarda intrakraniyal basinci arttirmasi  ve
psodoturndr serebri yapmasi dikkatleri santral sinir sistemi
ve vitamin A etkilesimi Uzerine cekmistir. Ayrica hipokam-
pusun yerlesim acisindan kritik lokalizasyonu yine
hipokampal bdlgenin ndrotransmitter akisini saglamada
onemi, ayrica hipokampusun sahip oldugu polisinaptik

Retinol
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yollar sebebiyle calisilacak bolge hipokampus olarak
tespit edildi ve yiksek doz retinol asetat'in hipokampus
dokusunda olusturdugu teratojenik etkiler incelendi. Bu
konu ile ilgili daha 6nce yapilan calismada entorhinal
kortekste dejenerasyon, subikular hicrelerde kayip.
yapisiz bosluk olarak goriilen 6dem sivisi belirgindi (7, 8).
Bu calismada da Ozellikle interstisyel alanda yaygin
odeme rastlandi, intraaksonal 6dem yaygindi, yer yel
intrasitop- lazmik 6dem bulgusuyla da karsilasildi.

Odemii hiicre gruplar sayisal analizinde en garpici  so-
nuglar son grupta yani 160000 iU/kg reiino! asetat uygu-
lanan grupta bulundu, toplam sayilan 924 hiicreden 503
tanesinde odam bulgusuna rastlandi bu % 54.43 gibi bir
orana denk geliyordu ve doz artisina paralel olarak hiicre
hasarlanmasi ve &dem artisimi kantitatif olarak belirti-
yordu. Kontrol grubundaki % 8.79'luk oran ve bu oranin
yiksek doz retinol asetat uygulanimi ile % 54.43e cik-



masi retinol asetatin, yuksek dozunun nérotoksisiteye yol
agmasi anlaminda dikkat ¢ekiciydi.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik sap-
tandi. Normal hiicre sayisi agisindan grup 1 ile grup 2 ve
grup 1 ile grup 3 arasinda istatiksel yonden (sirasiyla
p=0.019 ve p=0.001) anlamh farkliliklar saptandi. Odemli
hiicre sayisi agisindan da grup 1 ile grup 2 ve grup 1 ile

grup 3 arasinda istatiksel anlamh farkliliklar saptandi.
Odemli hiicre sayisi Retinol asetat uygulanimini takiben
artarken, normal hicre sayisinda Retinol asetat uygu-
lanimini takiben doz artisina paralel bir azalma saptandi.
Retinol asetatin yiksek doz uygulaniminin
ile beraber

Tum bunlar,
6dem bulgusu ve dolayisiyla ndérotoksisite
oldugunu gostermektedir.
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