Etanol'ln erken organ gelisimi déneminde memeli
embriyosu gelisimi ve morfolojik yapisi Uzerine etkileri ve
serbest radikallerin bu etkideki rolu
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Amag: Gebe kadinlarin asiri alkol almalan Fotal Alko!l Sendromu adi verilen ve etanolin prenatal donemde embriyo-
toksik etkileri sonucu ortaya cikan bir patolofiye neden olmaktadir. Etanoldn bu dénemde hicresel ve molekiiler
duzeydeki etki mekanizmalari ise tam olarak bilinmemektedir. Bu calismada etanolin embriyonik baydme ve gelisme
ile morfolojik yapi Gzerine olan etkileri ve serbest radikallerin bu etkflerdeki rolundn arastinimasi amaclandr. Yontem:
Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi hayvan laboratuvarindan elde edilen Wistar ratlardan
gebeliklerinin 9.5 uncu gununde diseke edilerek cikartilan embriyolann rat serumu icerisinde 48 saat sureyle kultart
yapildr. Kaltar ortami olarak; kontrol grubu icin normal rat serumu kullanilicken, deney gruplan icin rat serumuna
degisen konsantrasyoniarda etanol (250-500 mg%) flave edildi. Ayrica etanolUin toksik etkisinin tim parametreler etkile-
digi dozu ile birlikte antioksidan superoksid dismutaz (SOD) kuitdr ortamina ilave edildi. Her bir konsantrasyon icin 10
rat embriyosu kullaniai. Etanolun rat embrivolarimin gelisim parametreleri (total morfolojik skor, yolk salk capi, tepe-kic
mesafesi, somit sayisi, embriyo ve yoik salk protein icerikleri] Uzerine doz bacgumnii etkileri, morfolofik ve biyokimyasal
yontemierle karsilastiridr. Embriyolar malformasyon varligi acisindan da degerlendirildi. Bulgular: Kontrol embriyolar
ile karsilastinldidinda etanolun doz bagimli olarak bltdn gelisimsel parametreleri gerilettigi (P<0.05) ve genel mor-
folajide bozukiuklara sebep oldugu goziendi. Ozellikle noral tip olmak Gzere degisik bolgelerde hematomiar qgozlen-
di. Kditdr ortarmina etanol e birlikte SOD eklendiginde blydme ve gelisme parametrelerinde artis (P<0.05) ve malfor-
masyon sikiiginda azalma (P<0.05] tespit edildl. Sonug: Etanolin organogenez donemindeki rat embriyolan uzerine doz
bagimi geilsimsel toksisiteye sebep oldudju ve bu etkilerde serbest oksijen radikallerinin rol oynayabilecegi belirlend.
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SUMMARY

The effects of ethanol on development and morphogenesis of the mammalian embryos at the stage of early orgario-
genesis, and the role of free radicals in this effect.

Aim: The excessive maternal alcohol drinking resuits in Fetal Aicohol Syndrome which Is a pathology caused by the
embryotoxic effects of ethanol in prenatal period. The mechanisms of ethanol action at the cellular or molecular le-
vels are scarce. In this study it was aimed to investigate the effects of ethanol on growth and development of marn-
malian embryos as well as the morphological structure, and the role of free radicals on these effects. Methods: \Vistar
rats were obtained from the Selcuk University Experimental Medicine Research Center, and their 9.5 days embryos
were explanied and cultured for 48 hours in rat serum. Whole rat serum was used as a culture medium for the cont-
rol group while different concentrations of ethanol {250-500 mg%) were added to rat serum for the experimental
groups. Also, the lowest effective concentration of ethanol for all parameters was added to the culture medja in the
presence of an antfoxidant superoxide dismutase (SOD). Ten embryos were used for each experimental condition.
Dose-dependent effects of ethanol on embryonic developmental parameters such as; total morphological score, yolk
sac diameter, crown-rump length, somite number, embryo and yolk sac protein contents were compared using moro-
hological and biochemical methods. Each embryo was evaluated for the presence of any malformations. Resuits:
Compared to the control embryos, ethanol significantly decreased all developmental parameters dose-dependently
(p<0.05) with an increase in overall dismorphology. The haematoma in different regions, especially in the neural tube
was most frequently observed. \When the SOD was added to the culture media in the presence of ethanol, growth
and developmental parameters were improved (p<0.05) and there was a decrease in the incidence of malformations
(p<0.05). Conclusion: A dose dependant developmental toxicity of ethanol on rat embryos during organogenesis was
determined, these effects might involve free oxygen radicals.
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Konjenital anomalilerin % 7-10°u ilaclar, iyonize
radyasyon, X-Ray, bazi endustriyel kimyasallar ve
toksik ajanlar gibi cevresel faktérlere maruz kalma
sonucu olusmaktadir (1). Teratojen ajanlar veya
potansiyel teratojenlerin  etkilerini arastrmak ve
dogumsal  malformasyonlarin  etiolojilerinin
aydmiatlabilmesi amac ile In vivo ve In viro
calismalar es zamanl yaratalmektedir (2).

Bu amacla kullanilan in vitro tekniklerden birisi de
embriyolann In vitro ortamda uterus icinde
oldugu kadar cabuk buyumesini saglayan ve
buyuyen embriyodaki dedisikliklerin surekli gozien-
mesine imkan veren rat embriyosu kdltard
teknigidir (2-4).

Etanol, endustride ve laboratuvarlarda yaygin
olarak kullanilan ve kolaylikla havaya karisarak tok-
sik etkilere sebep olabildigi gosterilmis olan bir
ajandrr (5-8). Ayrica alkalik olan annelerde gebelik
sirasinda asirt etanol alimina bagh olusan buytme
geriligi, mental yetersizlik, cok sayida kraniyofasiyal
ve néronal anomali ile seyreden bir embriyopati
olan fotal alkol sendromu’ndan daha énce yapilan
calismalarda bahsedilmistir (9-11). Etanol'un pre-
natal donemde embriyotoksik etkileri sonucu
ortaya cikan bu patolojide etanolin hucresel ve
molekuler duzeydeki etki mekanizmalar ise tam
olarak bilinmemektedir. Yine baz in vivo ve in
vitro calismalarda etanoltn noral sistem hdcreleri
uzerinde sitotoksik etkileri gosterilmis ve ozellikle
kraniofasiyal deformitelerin bu etkiler sonucu
ortaya ciktigi saptanmustir (7, 12-18).

Terano ve ark. (19), ratlarda etanolun sebep
oldugu mide mukozasi hasannda superoksid ve
hidroksil serbest radikallerinin rolu oldugunu
gostermistir. Benzer sekilde Oldfield ve ark (20),
etanolun hidroksietil serbest radikallerini doz
bagmi olarak artrdigini gostermis ve etanolun
norotoksik etkisinden bu serbest radikallerin
sorumiu olabilecedini ileri surmuslerdir.

Bu calismada etanolin gelismekte olan rat
embriyosu Uzerine etkilerinin In vitro embriyo
kultar sistemni kullanilarak arastinlmasi ve bu ajanin
etkileri tespit edildikten sonra serbest oksijen
radikallerinin bu etkilerin  mekanizmasindaki
rolonun incelenmesi amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Calismada Selcuk Universitesi Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi hayvan laboratu-
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varindan elde edilen, agirhgl 150-200 gr arasinda
degisen Wistar ratlar (Rattus Norvegicus) kullanildi,
Serum elde etmek icin erkek veya disi Wistar ratlar
dietileter ile anestezi edildi ve karin on duvar V
seklinde kaldinildl. Abdominal aorta‘dan steril bir
enjektor ile maksimum duzeyde (8-10 ml) kan
alindi ve tupe aktarildiktan sonra 5 dakika santrifdj
edilerek (3000 devir/dakika) serum aynildi. Serum,
protein inaktivasyonu icin 57°C lik su banyosunda
30 dakika bekietildi. Gelisebilecek olasi enfeksiyon-
jlan onlemek amaciyla kaltar sivisina penisilin G
(100 IU/mi) ve streptomisin [100ug/mil) eklendi.

Rat embriyolarini elde etmek icin bir erkek ve bir
disi rat bir gece bir arada birakildi. Ertesi sabah
kafesin altindaki tepside vajinal plak gozlenmisse
ciftlesmenin gece vansi civarinda oldugu
distnuitp, o gunun égle saati disinin 0.5 gunluk
gebe oldugu varsayilarak disiler ayr bir kafese
alindr ve 9 gtn burada optimum sartlarda tutuldu.

Gebeliklerinin 9.5 uncu gunlnde anestezi altinda
disi ratlann karin é6n duvar acilip kanlan serum
hazirlamada kullaniimak tzere alindi. Daha sonra
sayilan 8-15 arasinda degisen keselerin olusturdugu
uterus diseke edildi ve steril 37°C Hank dengeli tuz
soltsyonu iceren petri kaplarina alindi. Uterus kas
tabakasi ve desidua ckarldi. Desiduanin bir
ylzinde yerlesmis olan embriyo disseke edildi.
Kemirgenlere has bir yapi olan ve uterus icerisinde
antijenlere karsi bariyer ozelligi tagiyan Reichart zari
da ayrilarak embriyo kllture hazir hale getirildi. Bu
asamada rezorbe olmus, gelisimi geri ya da anor-
mal gorunumll embriyolar calismaya dahil edilme-
di. Uteruslar cikanldiktan sonraki islemler lamin-air
flow kabin icerisinde ve mikroskop altinda gercek-
lestirildi (3).

Kdltar ortami olarak; kontrol grubunda normal rat
serumu kullanilirken, deney gruplan icin rat seru-
muna degisen konsantrasyonlarda etanol (250-
500mg%) ilave edildi. Sonraki asamada etanoltn
tum parametrelerde blaytme ve gelismeyi etkile-
digi tespit edilen toksik konsantrasyonu {500mg%]
ile birlikte antioksidan superoksid dismutaz (SOD)
enzim (30 W/ml) koltdr ortamina ilave edildi.
Kontrol grubu ve her bir konsantrasyon icin 10 rat
embriyosu kullanildi.

Eksplantasyonu takiben embriyolar 50 ml ik steril
cam siselere 1 embriyo/1 ml serum koyularak
37°C sabit kabin sisina  sahip inkubatére
yerlestirmeden hemen once %5 02, %5 COZ,
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%90 N2 iceren gaz karisimi 1 dakika sure e veril-
di. 24 saat sonra embriyolara %20 O2, %5 CO2,
%75 NZ ceren gaz kansimi, embriyolarin mor-
folojik degerlendirmelerinin yapilacagi son gun ise
(44. saatte) %40 O2, %5 COZ, %55 N2 bulunan
gaz karigimi 1 dakika sureyle verildi.

48 saat kultur sonrasinda (11.5 gunluk gebelik
donemi) embriyolar Hank dengeli tuz solUsyonu
iceren petri kabina alinarak morfolojik acidan 17
parametre (yolk sak damarlanmasi, allantois
gelisimi, embriyonun fleksiyonu, kalp gelisimi,
noral tap kuyruk kisminm gelisimi, on, orta ve arka
beyin gelisimi, goz, kulak, burun ve yutak kavis-
lerinin gelisimi, maxilla ve mandibula gelisimi, on
ve arka ekstremite tomurcuklannin gelisimi, somit
sayist, yolk sak capi ve tepe-kic mesafesi dlcimua) ile
mikroskop altinda degerlendirildi (21). Daha sonra
embriyo ve yolk saklarin protein icerikleri 750 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile olculdu (22).

Morfolojik skor ve normal dagiim gostermeyen
somit sayisi non parametrik Kruskal Wallis ve tek
yonlu varyans analizi [ANOVA) kullanilarak
degerlendirildi. Verilerde onemli bir fark bulun-
dugunda, farkin nerede oldugunu gostermek icin
Mann-Whitney U testi kullanildi. Yolk Sak capi,
Tepe Kic mesafesi, Embriyo ve Yolk Sakin protein
icerigi gibi diger buyume degiskenleri tek yonla
varyans analizi [ANOVA] ve Duncan’s test ile
degeriendirildi. Deney wve kontrol gruplan
arasindaki malformasyon insidansi Fisher’s Exact
test ile karsiastinidi. P<0.05, P<0.01 ve P<0.001
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Kontrol grubundaki buatdn embriyolar normal
gelisim gosterdiler. Etanol kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 250 mg% dozunda herhangi bir
gelisimsel gerilige sebep olmadig goérdldrken, doz
arttirildiginda (500 mg%) tum gelisimsel paramet-
relerde (morfolojik skor, somit sayisi, yolk sak capi,
tepe kic uzunlugu, embriyo ve yolk sak proteinleri)
fark bulundu (P<0.001). Etanol'Gn olusturdugu
doz bagimii gelisimsel deformite ve gelisme geri-
likleri Sekil 1 ve Sekil 2'de gosterildi.

Morfolojik acidan degerlendirildiginde etanoltn
- 500 mg% konsantrasyonda P<0.01 oraninda
noral tip ackhgr, yuz yapilarinda morfolojik
bozukluklar ve fleksiyon anomalilerine rastlandi
(Tablo 1).
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Sekil 1. Rat serumuna eklenmis artan konsantrasyoniardaki
etanol varliginda 11.5 gunitk rat embriyolarinin
sol yan bakidan goruntusu. g Normal rat serumu
{Kontrol, b} 250 mg% Etancl, ¢] 500 mg% Etanol

llavesinde baytiyen embiriyolar. X25 buydtme.

MORFOLOJIK SKOR SOMIT SAYisi

YOLK SAK CAPI jmm] TEPE KIG UZUNLUGU [mm]

EMBRIYO PROTEIN [ug) YOLK SAK FROTEIN [ug]

***=P<0.01

Sekil 2. Rat serumuna dedisen konsantrasyonlarda (250-

500 mqg%) etanol eklenmesinin embriyo bayume
ve gelismesi Gzerine etkileri fortalama = standart
hatal.

Etanol'tn etki mekanizmasinda serbest radikallerin
rol oynayip oynamadigini belilemek amaciyla
etanolun minimum efektif konsantrasycnu (500
mg%) ile birlikte kaltdr ortamina SOD (30 U/m)
enzimi ilavesiyle etanol varliginda gozlenen
bayame ve gelisimdeki gerilernenin kismen de
olsa istatistiksel olarak anlaml derecede geri
doéndugu, azaldigi [Tablo 2) ve yine malfarmasyon
sikliklarinda azalmaya sebep oldugu saptandi
(Tablo 1).
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Tablo 1. Etanol varhginda kaltdrd yapiian 11.5 gunidk rat embrivolaninda gordilen anomaliler ve sikhklar ife, etanoldin en kacdi

effektif dozu (500 mqg%) ile birlikie SOD veriididinde gozienen etkiler.

inktibasyon Anormmal embriyo Kulak Hematom  Noéral tip Anormal Goz Yaz

e sayisi deformitesi defekti fleksion deformitesi  deformitesi

Kontrol 0 /10 (%0) 0 (340) 0 (30) 0 (%0 0 (%0} 0 (%0) 0 (%0)

Etanol [mg%} [250) 1/10(%10) 0(%0) 0(%0 1(%10) 1(%610} 0(%0) 1{%10
(500) 5/10(%50)**  0[%0) 0(%0) 7(%70)%**  5[%50)** 0(%0) 7(0670)% %=

Etanol {500)+5OD 0[%0] 2(%201E  2[%20)## 0{%0] 195 20)##

2/10(%20)##  0[%0)

* = P<0.05, ** = P<0.01, ***
# = P<0.05, ## =

P<0.001 {Kontrol grubundan anlamii farkhiik gosterir)
P<( 01 [Etanol 500 mg% ilave edilmis olan gruptan anlami farkiik gostenr)

Tablo 2. Etanol (500 mg%)'an en kicdk efektif dozu varhiginda kaltard yapian 1 1.5 glnlik rat embrivolannda gdriilen buydme

ve gelisme ife bu dozlarla birlikte SOD verildiginde gozienen etkiler [ortalama + standart hata).

InkObasyon

N Total Morfolgjik  Yalk Sak Tepe-Kig Somit Embriyo Yolk Sak
Skor Capi [mm] uzunlugu (mmj Sayrsi Protein{ug/ml) Protein{ug/mi)
Kontrol 10 551x7.6 3.33+0.05 3.02+0.05 24 9+0.45 1427+3.75 122.4x6.24
Etanal (500mg%) 10 40+ 2.15%** 2.3+0.05%%% 7 27+007%*% 20 220 79%%% Q65 1 5F4* G8x7.77**
Etanol 10 50.5%1.6% 2.87x0.06*%, 2.80+0.05%*, 22.8+0.7%, 118+5.4%*, 112+6.2%,
(500mg%)+SOD ## #HE #Hi ## ## #

* = PL005, ** = P20.0F, ***

P<0.001 (Kontrol grubundan anlami farkiiik gdsterir)

#=P<0.05, ## = P<0.01 [Etanol 500 mg% ilave edilmis olan gruptan anlamii farklitk gdsterir)

TARTISMA VE SONUC

Etancl'ln kemirgen embriyolarinda noérulasyon
periyodunda (insanda 3-4. gebelik haftalan) kaltar
ortaminda teratojen etkilere sebep oldugu daha
once yapilan in vitro fare ve rat embriyo kultur
calismalarinda bildirilmistir (5, 14,23,24). Hunter
ve ark. (7). fare embriyolanni kdltGr ortaminda
degisen dozlarda etanole maruz birakmis ve
etanolin etkisinin doza ve embriyonun maruz
kaldigy sureye bagimii oldugunu gostermislerdir.
Bunun yani sira etanoltn sinir sistemi Uzerindeki
etkisinin sadece gelisme geriligine bagh olmayip
spesifik teratojen bir etki oldugunu saptamislardir.
Etanolln sinir sistemi gelisimi Uzerine teratojen
etkisinin somit gelisimi oncesi donemde daha fazla
oldugu ve bu donemde maruziyetin kraniyofasiyal
deformitelere daha cok neden oldugu yine tavuk
embriyolannda yapilan bir calismada gosteriimistir
(16). Fotal gelisimin bu doneminde ozellikle gebe-
lik esnasinda asir etanole maruz kalma sonucunda
noral tip defektleri olan ve yaz yapilarinda anom-
aliler gozlenen fetuslar bildirilmistir (9-11). Hayvan
modellerinde ve in vitro sinir htcresi kiitdrierinde
yapilan calismalarda etanolun teratojen etkisinin
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sebep oldugu patolgjinin dzellikle sinir sistemini
olusturacak kok htcrelerde asii hiucre olamu
oldugu (8,12,18) saptanmustir. Bizim calismamizda
etanolun doz bagimii olarak rat embriyolarinda in
vitro kultdr ortaminda gelisimsel gerilige ve ozellik-
le ylz yapilarinda olmak Uzere maiformasyonlara,
fleksiyon anomalilerine ve néral tWp kapanma
defektlerine sebep oldugu saptandr. Bu sonuclar
etanol lle llgill daha once yapilan calismalann
sonuclar ile uyumlu bulundu.

Bu calismada ilave olarak etanolin etkisinin
serbest oksijen radikalleri uzerinden olup olmadig
arastinidi. Ortama SOD llavesinin etancle maruz
kalma sonucunda ortaya ¢ikan gelisme geriligini
ve malformasyoniarin sikhigini istatistiksel olarak
anlamli derecede azaltugy gozlendi. Davis ve ark.
(13), civaiv naral tup hucrelert kulturande etanolun
neden oldugu hucre olumunun ortama SOD
lavesi ile azaldigini saptamustir. Yine Kotch ve ark
[25), fare embriyosu kuitGrdnde etanolln sebep
oldugu teratojen etkilerin ortama SOD etkisi ile
kismen geri donebildigini gostermislerdir. Daha
yakin zamanda Chen ve Sulik (26), fare néral hucre
kaltarlerinde  etanolin  teratojenik  etkilerinin
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serbest radikalleri azaltict enzimler olan SOD, kata-
laz ve alfa-tokoferol ile azaltlabilecegini ortaya
koymuslardir. Bizim calismamizin sonuclan daha
once farkh turlerde vapilan bu calismalarin
sonuglar ile uyumilu olup, boylece Uc farkl tGrde
in vitro kultar teknigi lle etanoltn teratojenik etk-
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Isinde serbest radikal hasarinin roll oldugu belir-
lenmis olmaktadir.
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