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GEBE RATLARDA VITAMIN D3’iin TiROID
PARAFOLLIKULER (C) HUCRELERI, KALSIYUM,
INORGANIK FOSFOR VE ALKALEN FOSFATAZ
KONSANTRASYONLARI UZERINE ETKIiSi

The effect of Vitamin D; administration on parafollicular C cells, calcium, inorganic
phosphorus and alkalin phosphatase concentrations in pregnant rats.

Mustafa KAYMAZ#* Ayhan BASTAN* Aysin BASSATAN**
Summary:

The relationship between vitamin D; and troid parafollicular C cells, calcium, inorganic phosphorus and
alkalen phosphatase concentrations was investigated in pregnant rats.24 female Wistar albino rats, 11-13 weeks
of age. were used in this study. Pregnant rats were determined by the presence of sperm in the vaginal smear.
Group 1, group 2 and group 3 consisted of nonpregnant rats (n=8), 13 days pregnant rats (n=8) and 18 days
pregnant rats (n=38) respectively. 20.000 w/kg vitamin D; was administered by a single intramuscular injection
to the all rats in experiment groups. Blood samples were collected at 24 and 72 hours after injection and serum
calcium, inorganic phosphorus and alkaline phosphatase (ALP) levels have been determined. At 72 hours
Jollowing the injection, troidectomy has been performed and troid glands were sent to the laboratory.

lonised calcium concentration was found to be higher in group 2 than assessed in group 3. Despite the
marked increase in serum Ca and iP levels ar 24 hours following the injection of vit D, there was a decline at
72 hours (p<0.05, p<0.001). However, when three groups were compared with each other with regard to
calcium and inorganic phosphorus levels, it has been found that ionised calcium and inorganic phosphorus
levels were higher in group 2 and 3 than in control group. Besides, there was a rise in ALP concentrations.
No change in concentration and size of troid parafollicular C cells was observed in rats not injected with vit.D; .
However, we found that intramuscular administration of vit D, induced hyperplasia of parafollicular C cells and
its concentration at 24 howrs after injection. These changes were obviously different at 72 hours compared with
24 hours.
Key words : Parafollicular C cells, Vitamin Dj, rat.
Ozet :
Bu calismamin materyalini 11-13 hgftalik 24 adet Wistar albino disi rat olusturdu. Gebe hayvanlar vaginal
smear'de spermatozoon bulunmasi ile belirlendi. Gebe olmayan ratlar (n=8) Grup 1'i, gebeliklerinin 3.
giiniinde bulunanlar (n=8) Grup 2’yi ve 18 giinliik gebe ratlar ise (n=8) Grup 3'ii olugturdu. Her gruptaki
hayvanlar kontrol (n=4) ve uygulama (n=4) alt gruplarina ayrildi. Uygulama gruplarindaki tim ratlara tek
uygulama seklinde 20.000 1Utkg Vit-D3 kas ici yolla enjekte edildi. Kan ornekleri, enjeksivon sonrast 24. ve
72.saatlerde alindi ve serumlart ¢ikarilarak iyonize kalsiyum (Ca), inorganik fosfor (iP) ve alkalen fosfataz
(ALP) degerleri saptandi. 72. Saatten sonra ratlarin tiroid bezleri ¢ikarilarak laboratuvara gonderildi. Grup
2'de iyonize kalsiyum seviyesi Grup 3'de belirlenen diizeyden daha yiiksek bulundu. Vitamin D; uygulamasim
takiben her 3 grupta da serum Ca ve iP diizeylerinde uygulama sonrast 24.saatte belirgin bir artis saptanirken
72. saatte ise diisme saptandi (p<0.05, p<0.001). Bununla birlikte 13 ginlik ve 18 giinliik gebe ve gebe

olmayan ratlar ivonize kalsivum ve inorganik fosfor seviyeleri yoniinden karsiastirildiginda her iki donem
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gebelik grubunda saptanan iyonize kalsiyum ve inorganik fosfor dizeyleri kontrol gruplarindan yiiksek bulundu.

Bu sonuglarin yaninda serum ALP diizeyinde artis saptandl.

Vitamin D; uygulanmayan ratlarin tiroid parafollikiiler C hiicrelerinde hiperplaziye rastlanmadi. Buna

karsin, vitamin Dj uygulanan ratlarda enjeksiyon sonrasi 24. saatte tiroid parafollikiiler hiicrelerde hiperplazi

. gozlenirken 72.saatte hiperplazi daha da belirgin hale geld;.

Anahtar kelimeler : Parafollikiiler C hiicreleri, vitamin Dy, rat.

Giris: Viicut sivilarindaki kalsiyum, fosfor ve
magnezyum homeostazisi Paratiroid hormon
(PTH), 1,25-dihidroksivitamin D [1.25-
(OH)2D] ve kalsitonin  (CT) hormonunun
karsihkh etkilesimi ile siirdiiriilmekte (3, 5, 8,
14, 15, 19) ve bu mekanizmada gebelik
sirasinda farkhlhklar goriilmektedir (3, 19).

Gebe olmayan hayvanlarda serum
kalsiyum diizeyi PTH'In etkisiyle, barsak ve
renal tubullerden geri emilim ve kemikten
kalsiyum mobilizasyonu saglanarak
dengelenmekte iken, fosfor seviyesinin normal
fizyolojik degerlerinin iistiine gikmasi ise
PTH'\n renal tubullerden fosfor atimini
artirmasi ile engellenmektedir (3, 14). Bazi
arastiricilar (3,7,12) serum kalsiyum (iyonize
kalsiyum hari¢) diizeyinin serum albumin
miktarindaki  azalmaya  paralel  olarak
diistiigiinii bildirmektedirler.

Kalsitonin, plazma  kalsiyumunda
meydana gelen kiigiik artisa bagh olarak tiroid
parafollikiiler hiicrelerinden (C hiicreleri)
salinan polipeptid yapili bir hormondur (3,12).

C  hiicreleri tiroid bezindeki tiroksin ve

trityodotironin salgilayan follikiiler
hiicrelerden farklidir ve bu hiicreler follikiiler
hiicrelerle kiigiik bir grubu olusturan tiroid
follikiilleri  arasindaki follikiiler ~duvarda
bulunurlar. C hiicreleri follikiiler kolloid ile
higbir zaman simur  olusturmazlar  (4).
Kalsitonin salgilayan parafollikiiler hiicre
cmbryolojik bakimdan
dokunun  tiroild  igine

topluluklar

ultimobransiyal
penetrasyonu sonucu olusur. Kalsitonin birgok
molekiiler formda C hiicrelerinde ve plazmada
bulunur (3). Kalsitonin hormonu, PTH’in
fizyolojik antagonisti olup iyonize serum

kalsiyum diizeyinin diismesine neden olmakta
(3,4,6,13) ve gebelik sirasinda salgilanmasi
ise maternal kemiklerde kalsiyum depolanmas:
amaciyla kismen artmaktadir (19).

Kalsiyum (Ca) ve inorganik fosfor (1P)
miktarlarindaki degisiklikler sonucu alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesi artmakta (18) ve bu
durumun osteoblastik aktivitenin
kompenzasyonuna bagh oldugu
belirtilmektedir (4, 5).

Okada ve Won (15,19), uzun siireli
Vitamin D uygulamalarinin koyun, inek, kdpek
ve ratlarda tiroid parafollikiiler C hiicrelerinde
hiperplazi ve hipertrofilere neden oldugunu
bildirmektedir.

Dogum sonrasi parezisin Onlenmesi

igin ineklerde farkhi birgok alternatif tedavi

metodlari gelistirilmis (1,6,7,8), bu
¢aligmalarda  Oncelikli  amag intestinal
kalsiyum absorbsiyonunun artirtlmasi

‘olmustur. Bu amagla ineklere dogum oncesi

dénemde PTH ve Vitamin D uygulamalar
onerilmistir. Bu arastirmalarda vitamin Dy ve
metabolitlerinin  uygulama zamanmmnin ¢ok
onemli olduguna dikkat ¢ekilmekte, dogum
dncesi 1 ve 4. giinlerde uygulandiginda dogum
oncesi parezisin onlenmesinde oldukga etkili
oldugunu bildirilmektedir (1,6,7,8).
Arastirmada gebe ratlarda vitamin Ds
uygulamalarinn, tiroid parafollikiiler
hiicrelerde yaptigi  degisikliklerle birlikte,
serum iyonize kalsiyum, inorganik fosfor ve
alkalen fosfataz seviyeleri izerine etkisini
arastirmak ve bu maddelerin yetmezligine
olusabilecek

bagh olarak ineklerde

metabolizma  hastaliklarimdan  korunmada
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D3'iin

amaglanmistir.

vitamin etkinligini ortaya koymak

Materyal ve Metot

Bu g¢aligmanin Gazi
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi'nden
temin edilen 11-13 haftahk 24 adet Wistar
albino disi rat (sigan) olusturdu. Hayvanlar
12:12 saatlik 151k periyodu ve 22-24 °C
ortalama 1s1 ortaminda ticari rat yemi ve

materyalini

simirsiz su ile beslendi.

Ratlar kafeslere 3 disi ve bir erkek
olacak sekilde konuldu. Disi ratlar giinliik
olarak vaginal smear iglemine tabi tutuldu ve
yapilan vaginal smearlerinde
spermatozoit  bulunmasi
Gebelikler, ¢iftlesme sonrasi 12. giinde meme
gelismesine bakilarak teyid edildi. Gebe
olmayan ratlar (n=8) Grup 1’i, gebeliklerinin
13. giiniinde bulunanlar (n=8) Grup 2’yi ve 18
gunlik gebe ratlar ise (n=8) Grup 3’
olusturdu. Her ii¢ gruptaki ratlar uygulama
(n=4) ve kontrol (n=4) alt gruplarina ayrild:.

Uygulama gruplarindaki tiim ratlara
20.000 IU/kg Vit-D3 M. yolla enjekte edildi.

Kan o©rnekleri,
altindaki ratlardan enjeksiyon sonrasi 24. ve
72.saatlerde, intrakardiyak punksiyon ile
alindi. Son kan alindiktan sonra ratlar, servikal
dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildikten
sonra tiroid bezleri ¢ikarildi. Ahinan tiroid

gebelikleri,

ile  belirlendi.

ketalar anestezisi

bezleri Bouin’s solusyonunda 24-48 saat
bekletildi. Her tiroid'den | blok yapildi ve
bloklarin basi, ortasi ve sonundan 4'er pm'lik
S'er kesit alindi ve daha sonra Roger’in
Giimiisleme Metodu’na gore boyandt (9).
tayini  Glyoxal- bis
ybntemine gore (2), ALP
konsantrasyonu (11) SIGMA (Katolog no.
104) ve iP diizeyi ise (17) Eagle Diagnostics
hazir kitleri (Katolog no. P-10) ile yapildu.
Istatistiksel analizler t-test yontemiyle

degerlendirildi (16).

Serum Ca
serum

Bulgular

Grup 1;

Bu gruptaki Vitamin D; uygulanan
ratlarda Ca diizeyi uygulama sonrasi 24. ve 72.
saatte sirasiyla 5.99 + 0.7 , 4.02 + 0.06 mg/dl
olarak , kontrol alt grubunda ise 24. saatte
5.09+ 0.4 mg/dl, 72. saatte 5.07t 0.3 mg/di
olarak saptandi.

inorganik fosfor (iP) diizeyleri kontrol
alt grubunda 24.saatte 5.36 * 0.2 mg/dl, 72.
saatte 5.92+ 0.1 mg/dl bulunurken, Vit-D;
grubunda ise sirasiyla 8.12+ 0.7 , 6.72£ 0.2
mg/dl tespit edildi.

Alkalen fosfataz degerleri kontrol
grubunda 24. saatte 105.13+ 2.0 ve 72. saatte
107.43+ 196 u/! iken Vit-D; grubunda
sirasiyla 136.16= 1.1 ve 111.84% 1.87 v/l
olarak saptandi.

Grup 2 ;

Gebeliklerinin 13. giiniinde bulunan
ratlarda kontrol grubunda serum Ca seviyesi
uygulamalarin baslama saatini takip eden 24.
saatte 8.03% 0.9 mg/dl ve 72. saatte 8.45% 0.8
mg/dl saptanirken, Vit-D; uygulamasi yapilan
grupta serum Ca seviyesi sirasiyla 5.82+ 0.4
ve 9.46% 0.9 mg/d] bulundu (p<0.001).

Inorganik  fosfor  konsantrasyonu
kontrol grubunda 24. saatte 7.21+ 0.1 mg/dl ve
72. saatte 7.15t 0.4 mg/dl olarak, Vit-D;
grubunda ise sirasiyla 8.34% 0.4 ve 6.26% 0.1
mg/dl tespit edildi (p<0.05).

Serum ALP degerleri kontrol grubunda

24. saatte 71.01t 3.47 u/l iken 72. saatte
7117+ 7.86 u/l, bu degerler Vit-D;
uygulamas: yapilan hayvanlarda 24. saatte
141.62+ 8.1 u/l ve 72. saatte  128.1x 104

uw/l (p<0.05) ve her iki grubun 24 ve 72.
saattlerindcki serum ALP degerleri arasinda
fark (p<0.001)

istatistiksel olarak Onemh

bulundu.

Grup 3;

Gebeliklerinin 18. giiniinde bulunan
ratlarda kontrol grubunda scrum Ca seviyesi
24. saatte 10.72% 0.3 mg/dl, 72. saatte 9.66%




196

0.8 mg/dl saptandi (p>0.001). Serum Ca
seviyesi Vit-D; uygulanan ratlarda 24. saatte
12.98+ 0.1 mg/dl ve 72. saatte 8.33% 0.3 mg/dl
saptandi. Her iki grubun 72. saatlerinde
bulunan degerler arasinda istatistiksel olarak
onemli fark saptand: (p<0.05).

Serum iP degerleri kontrol grubunda
24 saatte 7.40% 0.2 mg/dl, 72.saatte 7.41% 0.8
mg/dl bulunurken (p>0.001), Vit-D; grubunda
sirastyla 9.13+ 0.6 ve 7.27% 0.1 mg/dl olarak
saptand1 (p<0.001).

Serum ALP degerleri kontrol grubunda
24 saatte 52.00 + 3.11 u/l. 72.saatte 52.16%
5.43 u/l saptanirken, Vit-D; grubunda bu
degerler sirasiyla 74.22 + 4.43 ve 67.85+ 6.74
u/l saptandi.

Bu sonuglara gore: Vit-D;
uygulamasini takiben her 3 grupta da serum Ca
ve iP seviyelerinde 24.saatte belirgin bir artis
saptanirken 72. saatte ise diisme saptand:
(p<0.05, p<0.001). Bununla birlikte ileri gebe,
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orta donem gebe ve gebe olmayan ratlar
iyonize kalsiyum ve inorganik fosfor seviyeleri
yoniinden karsilastirildiginda her iki dénem
gebelik grubunda saptanan iyonize kalsiyum
ve inorganik fosfor diizeyleri  kontrol
gruplarindan yiiksek bulundu. Grup 2'de
saptanan iyonize kalsiyum seviyesi Grup 3'de
belirlenen seviyeden daha yiiksek bulundu.

Yapilan histolojik incelemeler
sonucunda vitamin Dz uygulanmayan ratlarin
parafollikiiler hiicre sayilarinda herhangi bir
degisiklige rastlanmadi (Sckil 1). Bununla
birlikte. vitamin D: uygulanan ratlarda
enjeksiyon sonrasi 24. saatte hiperplaziye
rastlanirken (Sekil 2) 72.saattc ise hiicre
sayilarindaki artis 24. saat bulgularina gore
daha belirgin olarak gozlendi(Sckil  3).
Enjeksiyonu izleyen 24-72. saatlerde vitamin
D3 uygulanan gruplarda tiroid parafollikuler
hiicrelerinde gozlenen hiperplazi kontrol alt
gruplarinda gozlenmiyordu.

Sekil 1. Vitamin D; uygulanmayan ratlarda tiroid bezinin histolojik gériinimi.
Figure 1. Histologic appearance of troid gland in rats in which non-injected vitamin-D.
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Sekil 2. Gebe ratlarda vitamin D; uygulamasini takip eden 24 saatte tiroid
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parafolliikiiler hiicrelerinde hiperplazi.
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Figure 2. Hyperplasia in troid parafollicular cells at 24" hours of vitamin D,

application in pregnant rats.

Sekil 3. Gebe ratlarda vitamin D; uygulamasini takip eden 72.saatte tiroid
parafollikiiler hiicrelerinde hiperplazi.

Figure 3. Hyperplasia in troid parafollicular cells at 72™ hours of vitamin Ds

application in pregnant rats.

~

Tablo 1. Gebeliklerinin farkhi donemlerinde ve gebe olmayan ratlarda vitamin Dy uygulamasi sonrast 3. giinde
serum kalsiyum. inorganik fosfor ve alkalen fosfataz konsantrasyonlari.
Table 1. Concentrations of calcium, inorganic phosporus and alkaline phosphatasc in the serum at 3 days after
vitamin D, injection in pregnant and non-pregnant rats.

GRUP 1 (Gebe olmayan hayvanlar) GRUP 2 (Gebeligin 13 gunu) GRUP 3 (Gebeligin 18 gunu}
Kontrol Vitammn D, Kontrol Vitamin Dy Konteol Vuamin Dy
24 st 725t 24 saat 72 saat 24 suat 72.saat 24 sat 72 saat 24 saat 72 sual 24 sant T2
C Sovr0d’ | s07r03" | Sy90.70 [ 4020067 [ 8035097 | 84508 15.8220.4° 916t09" | 1072003 | 9665087 | 1298077 | 8303
a
s3eH12 [ sv2z0 1" [ & 1220700 [ 6720027 [ 72120007 [ 70550407 | RA4H04T 626:01" | 74020.277 | 7412087 [ 913206 127017
» : .
10513820 107.4341 96 | 13816200 113421 87" | 1101347 711747 86 1416228 17 128.1-104° [ 32002311 32164543 4224453 07 K526 74
ALP

Ayni satirda farkli harflerle isaretlenmis degerler arasinda istatistiksel olarak 6nem vardir (p<0.05, p<0.01).
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Tartisma ve Sonug

Vitamin D3 uygulamasi sonucu olusan
hiperkalsemiyi kompanze etmek i¢in kalsitonin
hormonu  salinimi  artmakta ve bunun
sonucunda da serum iyonize kalsiyum diizeyi
diismeye baslamaktadir (12,19). Ozellikle
Vitamin Ds uygulamasini izleyen ilk 24 saatte
serum iyonize kalsiyum diizeyi en yiiksek
diizeye ¢ikmakta ve enjeksiyon sonrasi 72.
saatte tekrar diismektedir (19).

Sunulan arastirmada uygulama
gruplarinda enjeksiyonu izleyen ilk 24 saatte
kan iyonize kalsiyum diizeylerinde hizh bir
yiikselme goriilmiis (p<0.01), 72. saatte tekrar
normal diizeylerine dénmiistiir.  Inorganik
fosfor'da da aymi durum saptanmigtir (p<0.01).
Bu artis Vitamin D5’ iin barsaklardan kalsiyum
emilimini artirmasi ve kemiklerden
kalsiyumun mobilizasyonunu uyarmast
sonucunda olugmustur. Uygulamayi izleyen ilk
24 saatte iyonize kalsiyum seviyesinin
oraninda artmasi , 72. saatte tekrar eski
seviyesine diigmesi arastiricilarin bulgularina
benzerlik gostermektedir.

Vitamin D3 uygulamasindan sonra kan
iyonize  kalsiyum  secviyesindeki  artig
barsaklardaki kalsiyum absorbsiyonun
artmasindan  ve  kemiklerdeki  kalsiyum
mobilizasyonunun hizlanmasindan
kaynaklanmakta ve bununla  birlikte
kemiklerde osteoklastik aktivitenin artmasina
baglh olarak ALP diizeyi artmaktadir. Bu
durum, arastiricinin (12) agikladigr sekildedir.

Cappen (4) C hiicrelerinin bir miktar
kalsitonin  hormonunu membranla  sinirh
sekretorik graniilleri iginde sakl tuttugunu ve
hiperkalsemi durumunda sakl halde bulunan
bu hormonun C hiicrelerinden interfollikiiler
kapillar damarlara siratle salindigmm ve C
hiicrelerinde meydana gelen hiperplazinin
uzun  stireli  hiperkalsemi  durumlarinda
meydana geldigini bildirmektedir.

Tiroid  parafollikiiler  hiicrelerinde
gozlenen hiperplazi, Okada'nin (15) ineklerde
yapuigi c¢ahismada elde ettigi bulgularla
gostermektedir. Yapilan

paralellik

incelemelerde niikleuslu C hiicreleri vitamin
D; uygulanan gruplarda farkhi bolgelerde
rahatlikla segilebiliyordu. Tiroid parafollikiiler
hiicrelerinde artan kan kalsiyum seviyesini
kompanze  etmek  lizere  hiperplazinin
goriildiigii belirtilmekte, ozellikle 48.saatten
sonra C hiicre yogunlugunda 6nemli artislar
saptandig1 bildirilmektedir (10,15,19). Vitamin
D; uygulamas: yapilan gruplarda C
hiicrelerinin bulundugu bdlgelerdeki yogunluk
artis1  kalsitoninin  salimm  ve  sentezini
diisiindiirmektedir. Bu dogrultuda Vitamin D;
uygulamasi sonras1 72. saatte goriilen C hiicre
yogunlugundaki artig ve aym siire sonunda
serum iyonize kalsiyum konsantrasyonundaki
diisiis aragtincilarin (1,7,13,15.19) bulgulan
ile benzerlik gostermekte ve bu durumun
kalsiyurn homeostazisini saglamak iizere
meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Gebeliklerinin orta ve ileri
donemlerinde bulunan guruplarda serum
iyonize  kalsiyum  seviyeleri  agisindan
karsilastirildiginda ileri dénem gebe olan
ratlarda  kalsiyum seviyesi daha diisiik
bulunmustur. Bu durum ileri dénem gebelikte
hem fotiisteki kalsifikasyonun artmasindan
hem de laktasyona hazirhk igin kalsiyuma
duyulan ihtiyagtan kaynaklanmis olabilir.

Sonug¢ olarak, ratlarda vitamin Ds
uygulamalari  sonrasinda  ozellikle  tiroid
parafollikiler ~C  hiicre  topluluklarinda
meydana gelen morfolojik degisiklikler vc
bunun yaninda serum kalsiyum, inorganik
fosfor ve alkalen fosfataz seviyelerindeki
degisiklikler  1518i altinda, ineklerde
hipokalsemiden korunmak amaciyla Vitamin
D; uygulamasinin  etkili olabilecegi ve
uygulamalarin  dogumdan 1-4 giin dnce
yapilmasinin en uygun siire olacagl kanmisina
varild.

Tesekkiir

Histolojik
yardimlarindan dolay: Hacettepe Universitesi
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