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~ Studies at the level of light, electron and fluorescence miéroscopy
the connection of perisinusoidal cells with
Vitamin A metabolism in hens

Regat Nuri ASTI (*)

Summary : The purpose of this study was to investigate at the level
of light, electron and fluorescence microscopy the connection of perlsmu-
soidal cells with Vitamin A metabolism in hens.

»T.hirtytwo adult Babcock breed hens were used throughout the
study. ’

Examination of control animals’ liver tissue revealed few fat storing
cells carrying one or two small lipid droplets in their cytoplasms.

‘In the animals fed with Vitamin A palmitate, lipid droplets given
fluorescence against Vitamin A and reaction with Sudan 3 and gold
chloride were observed in the cytoplasm of liver epithelial cells during
.the first day. Starting from second day, as lipid droplets to be found in
the perisinusoidal cells and towards 15 th days they reached the maximum
levels.” Formations having smilar characteristics of lipid droplets were
seen in dilated granuler endoplasmic sacs in the perisinusoidal cells.

Ac-cor-dihg to our findings, it was concluted that Vitamin A is stored
as being Vitamin ‘A ester in perisinusoidal cells of liver and these cells
could have esterification activity of Vitamin A.

Ozet : Bu aragtirma, tavuklarm karacigerinde perisinuzoidal hiicre-
lerin Vitamin A metabolizmasi ile iligkisini; normal ve Vitamin A palmi-
tat verilen tavuklarda igik, elektron ve fluoresan mikroskopik diizeyler-
de ortaya koymak amaciyla yapild:.

(*). Prof. Dr., S.U. Veteriner Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji Bilim Dali, Konya.



2 Resat Nuri Ast1

Materyal olarak 32 adet erigskin “Babcock” 1rk:i tavuk' kullanildi.

Kontrol grubundaki tavuklarin, sitoplazmalarinda bir iki adet lipid
damlacigi tasiyan az sayrda perisinuzoidal hiicrelere rastlandi.

Vitamin A palmitat verilen tavuklarda ilk giin karaciger epitel hiic-
relerinin sitoplazmasinda, ikinci gunden itibaren perisinuzoidal hiicre-
lerin sitoplazmasinda Sudan III ve altinkloriire kargi kuvvetli reaksiyon
veren, Vitamin A ya karsi kuvvetli fluoresens gosteren lipid damlacik-
larma rastlandi. Lipid damlaciklarinin 15’inci giine dogru maksimum dii-
zeye ulagtigi gozlendi. Bu hiicrelerin genislemis graniillii endoplazma Kke-
seleri icinde, sitoplazmadaki lipid damlaciklar: ile ayni morfolopk ve h1s-
togimik ozellikleri gOsteren olugumlara 'rastlandi :

Bu bulgular ile, Vitamin A’nin, tavuklarin perisinuzoidal hiicrelerin-
de Vitamin A esterleri seklinde depo edildigi ve bu hiicrelerin Vitamin
A’y1 esterlestirme akvititesine sahip olabilecekleri sonucuna varildi.

Gw i8

Vitamin A'nin metabolizmas1 ve depolanma51 ile ilgili §e§1th blyo-
kimyasal caligmalar «bulunmaktadlr (3, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 121). Bu ¢a-
ligmalara gore : Kan plazmasinda Vitamin A'min bir molekiiliiniin, RBP
(Retinol Binding Protein)’in bir molekiiliineé baglanarak karacigere ta-
sindigr (13, 16, 18), karaciger tarafindan alindiktan sonra, ozellikle pal-
mitik asit ile yeniden esterlestirildigi bildirilmektedir (3, 12, 14, 17, 18).

Pbpper (19), Popper ve Greeaberg (20) ratlarda, Lane (11) ise hiper-
vitaminozis A’lr insanlarda yaptiklar: fluoresan mikroskopik caligmalar-
da, Vitamin A’nin Kuptffer hucrelermde depo edildiginden soz etmekte- .
dirler.

Ik defa Ito (6), insanlarin ka-racigerindé, sinusoidlerin duvarlnda,
- sitoplazmasinda yag damlaciklar1 bulunan perisinusoidal hiicrelerin var-
higina’ deginmektedir. Bronfenmajer ve a'x*kadaglarl (2), insanlarda bu
hiicrelerin yag metabolizmasinda rol oynadlklarmdan 50z etmektedlr

Nakane (15) farelerde, Wake (24), Kobayashi ve Takahashi 9), Lo
ve “Shibasaki (7), normal ve yiiksek dozda Vitamin A verilen ratlarda
yaptiklar: caligmalarda; Vitamin A’nin perisinusoidal hiicrelerde depo
edildigini bildirmektedirler. Buna karsilik Aterman (1), karacigerde si-
nusoidal hiicrelerin bulunmadigindan, Hori ve Kitamura (5) ise; ratlar-
da Vitamin A’ya karg spesifik fluoresensi, karaciger epitel hiicrelerinde
gorduklermden soz etmektedirler.

Bu caligmada, kanatlilarin karacigerindeki perisinuzoidal hiicrelerin

Vitamin "‘A metabolizmas1 ile ilgileri 151k, elektron ve fluoresan mikros-
kopik diizeylerde saptanmaya ¢aligilmigtir.
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Materyal ve Metot .

Calismamizda materyal olarak 32 adet “Ba‘bcock” rkl tavuk ve ho-
roz kullanildi. Bunlar 2 ‘gruba ayrildi.

Birinci grupta bulunan 4 adet hayvan kontrol grubu olarak kulla-
nildi.

Ikinci gruptaki 28 adet hayvamn her birine 50.000 I. U/kg Vitamin
A palmitat subcutan yolla bir defada verildi. Vitamin A’nin verilmesin-
den 1; 2, 3, 7, 15, 30 ve 60 gilin sonra olmak {lizere cesitli zamanlarda ka-
racifer ornekleri alindi. |

Alinan materyaller a§ag1da|k1 islemlere tabi tutuldu;

A — Istk mikroskopik incelemeler icin: Her vakada karamgerden
aliman pargalar % 10 formol kalsiyum tespit solusyonunda tesbit edildi.
Kriyostatta . 15 mikron kalindiginda alinan kesitler, Sudan 3 (22), Altin
impregnationu (24) ve Sudan 3 4+ Altin impregnationu boyama metod-
lar1 (22, 24) ile boyandr. ‘

B -— Elektronmikroskopik aragtirmalar igin: Her hayvandan alinan
parcalarin yarisi, Karnovsky (8) yontemine gore tespit edilerek, Araldit
M’de bloklandi. Alinan karacifer parcalarimin diger yarisi ise elektron-
mikroskopta altin kloriir reaksiyonunu (24) demostre etmek icin kulla-
nildi. Bloklardan aliran kesitler, Carl Zeiss Em 9S-2 model elektronmik-
roskopta incelendi.

C -~ Fluoresan mikroskopik incelemeler i¢in: Vitamin A’nin goster-
digi 10-20 saniyede kaylbolan spesifik primer fluoresansdan yararlanildi
Alinan kesitler Carl Zeiss marka epifluoresan mikroskopta incelendi.

Bulgular
I — Itk Mikroskopik Bulgular :

Sudan:3 ve Altinkloriirle boyanan kontrol grubuna ait kesitlerde,
sinuzoidlerdeki  bazi hiicrelerde az da olsa pozitif reaksiyon gozlendi.

50.000 I. U/kg Vitamin A palmitat verilen ikinci gruptaki hayvanla-
ra ait kesitlerde, vitamin verilmesinden sonraki itk giinde karacifer epi-
tel hiicrelerinin sitoplazmasinin periferinde Sudan 3 wve altln kloriire kar-
s1 pozitif reaksiyon veren lipid damlaciklarina rastlandi. Ikinci gilinden
ittbaren karaciger epitel hiicrelerindeki lipid damlaciklar:1 kaybolurken,
kontrol grubunda az sayida goriilen perisinusoidal hiicrelerin, giderek
artan sayida goriilmeye basladiklar: ve sitoplazmalarindaki Sudan 3 ve
Altinkloriire kars1 pezitif reaksiyon veren lipid damlaciklarinin sayisi-
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nin artarak 15'inci gline dogru maksimum diizeye ulagtigi (Resim 1, 2 ok-
lar) ve bu durumun ikinci aya degin devam ettigi goriildii. Kombine bo-
yama uygulanan kesitlerde Altinkloriir partikiillerinin bu hiicrelerdeki
lipid damlaciklarinin lizerinde lokalize oldugu saptandi.

IT -— Elektron Mikroskopik Bulgular.:

Kontrol grubuna ait ince ikesitlerde,  perisinuzoidal aralikta (Disse
aralifl) sitoplazmasinda bir veya iki adet lipid damlacigr tagiyan peri-
sinuzoidal hiicrelere rastland: (Resim 3 F). Bu hiicrelerin sinuzoidlerin
lumeni ile direkt iligkilerinin olmadig: goriildii. Vitamin A verilen ikinci
gruba ait ince kesitlerde, vitamin verilmesinden sonraki ilk giinde kara-
ciger epitel hiicrelerinin sinuzoidlere bakan apikal sitoplazmasinda altin
Kkloriirle pozitif reaksiyon veren lipid damlaciklarina rastland: (Resim 4:
Oklar). Ikinci gilinden itibaren karaciger thiicrelerindeki lipidlerin kay-
bolmaya bagladigi, ‘buna karsilik perisinuzoidal hiicrelerin sitoplazma-
sindaki lipidlerin hizla artmaya bagladigi ve ‘15. giine dogru maksimum
diizeye ulagtigi saptand: (Resim 5 L). Bu lipid graniillerinin altin klorii-
re kargt pozitif reaksiyon verdigi ve reaksiyonun lipidlerin periferinde
larinin ikinci aya degin azalmadigi ve altin kloriire kargi reaksiyon ver-
meye devam ettikleri goriildi.

Vitamin verilmesinden sonra perisinuzoidal hiicrelerin graniilli en-
doplazma retikulum keselerinin iginde, sitoplazmada goriilen lipid dam-
lacrklari ile ayni morfolojik yapiy: gosteren ve altin kloriire kargi da po-
zitif reaksiyon veren olugumlara rastlandi (Resim 7 : Oklar). Endotel
ve Kupffer hiicrelerinde vitaminin verilmesiyle ilgili olarak bir degigim
dikkati cekmedi. Bu hiicrelerin sitoplazmasinda lipid damlaciklarina
rastlanmad.

IIT — Fluoresan Mikroskopik Bulgular. :

Kontrol grubuna ait kesitlerde, sinuzoidlerin bulundugu bolgede, Vi-
tamin A’ya karsi.cok az fluoresens goriildii. Vitamin verilmesinden son-
raki ilk giin karaciger epitel hiicrelerinin, ilk giinden sonra ise sinuzoidal
hiicrelerdeki lipid damlaciklarinin Vitamin A’ya kars: spesifik fluoresens
verdigi, fluoresensin 15inci giine dogru maksimum diizeye ulastigi (Re-
sim 8) ve ikinci aya kadar azalmadan devam ettigi goriildii.

Tartigma ve Sonug

Itk defa Ito (6), insan karacigerindeki sinuzoidlerin duvarinda, en-
dotel ve Kupffer hicrelerinden bagka sitoplazmasinda yag damlaciklar:
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bulunan perisinuzoidal hiicrelerin varligindan séz etmistir. Bu ¢aligma-
dan sonra bu hiicrelerin varligini kabul eden bulgulara (2,10, 15, 24) rast-
landig1 gibi, kabul etmeyen aragtirmalar da (1) bulunmaktadir. Yaptigi-
miz bu calismada kontrol grubuna ait 151k ve elektronmikroskopik kesit-
lerde, ¢esitli aragtirreilarin (2, 7, 9, 15, 24) memelilerde, perisinuzoidal
aral:kta bulundugunu bildirdikleri hiicrelere tavuklarda da rastlandi. ‘Ay-
rica bu hiicrelerin, sinuzoidlerin lumeninden endotel hiicreleri ile ayril-
dig1 telirlendi. ’ '

Wake (24), Vitamin A palmitat’s ratlara ve tavsanlara subkutan yol-
la verdiginde ilk iki ginde endotel ve kupffer hiicrelerinin sitoplazma-
sinda lipid damlaciklarinin goriildiigiinii, 3-4. glinden itibaren ise perisi-
nuzoidal hiicrelérde lipid damlaciklarinin artmaya bagladigini bildirmis-
lerdir. Vitamin A palmitat verdigimiz grupta, vitaminin verilmesinden
sonraki ilk glinde, karacifer epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda, Koba-
yashi ve Takahashi’'nin (9) ratlarda; Hirosawa ve Yamadanin (4) fare-
lerde bildirdigi gibi, altin klortirle de reaksiyon veren az sayida lipid
damlaciklarina rastlandi. Buna karsilik Rubin ve ark (23) nin hipervita-
minozis A1 insanlarda, Wake’in (24) ratlarda, Vitamin ‘A verilmesinden
sonraki ilk glinlerde endotel ve Kupffer hiicrelerinde gordiiklerini bildir-
dikleri lipid damlaciklarina endotel ve Kupffer hiicrelerinde rastlanma-
di Ikinci giinden itibaren perisinuzoidal hiicrelerin sayilarinin ve sitop-
lazmalarindaki lipid damlaciklarmmin hizla artmaya bagliyarak, Wake'in
(24) de ratlarda bildirdigi gibi, 15inci giline dogru maksimum diizeye
ulagtig1 saptandi, Bu hiicrelerdeki geniglemis graniillii endoplazma ke-
seleri icinde lipid damlaciklar: ile ayni yapiyr gosteren ve altin kloriirle
de pozitif reaksiyon veren olusumlarla karsilagildi.

Vitamin A'min hiicresel lokalizasyonu iizerinde fluoresan mikrosko-
pik calismalar da bulunmaktadir (5, 10, (17, 19, (20, [24). Popper (19), Pop-
per ve Greenberg (20) ratlarda, Lane (11) hipervitaminozis A’l1 insanlar:.
da Kupffer hiicrelerinde, Wake (24), Kusumoto ve Fujita (10) ise; Vita-
min A palmitat verilen ratlarin perisinuzoidal hiicrelerinde Vitamin ‘A’ya
karg1 ¢ok az fluoresens goriildii. Vitamin verilmesinden sonraki ilk giin ka-

Kontrol grubuna ait olaylarda, sinuzoidlerin duvarinda Vitamin A’ya
kars1 ¢ok az fluoresens goriildii. Vitamin verilmesinden sonraki itk giin ka-
raciger hiicrelerinde az miktarda, ilk glinden sonra ise perisinuzoidal hiic-
relerde git gide artan giddette, Vitamin A’ya karsi spesifik fluoresens tes-
pit edildi. Popper (19), Popper ve Greenberg’in. (20) ratlarda, Lane’nin
(11) insanlarda Kupffer hiicrelerinde goérdiiklerini bildirdikleri spesifik
fluoresens, Kupffer hiicrelerinde gériilemedi.

Vitamin A ‘depolayan bu hiicrelerdeki lipid damlaciklarinin gekillen-
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mesi ve Bu hiicrelerin Vitamin A’y1 esterlegtirme aktivitesine sahip olup
olmadiklart konusundaki histolojik g¢aligmalar sinirli olup, biyokimyasal
caligmaler da bulunmamaktadir.

Wake (24), lipid damlaciklarinin bu hiicrelerde sentezlenmedigini,
Kupffer hiicreleri tarafindan kan plazmasindan alindiktan sonra, bu hiic-
relere iransfer edildigini bildirmistir. Kupffer: hiicrelerinde lipid damla-
ciklarina rastlanmadigindan, Wake’in (24) bu goriisiinii- desteklemek
miimkiin olmadi. Vitemin A ilk glinde, karaciger epitel hucrelermde ilk
giinden sonra ise perlslnuzmdal hiicrelerde tespit edildifinden, Regrave
ve Vakasis (21), Hirosawa ve Yamada’nin '(4) -Vitamin- A’nin ilk once si-
nuzoidlerden karaciger epltel hiicrelerine alindigi, sonra pemsmuzmdal
hu»crelere transfer edildigi gorisii benimsendi.

Vitamin A verilen hayvanlara ait inece kesitlerde, perisinuzoidal hiic-
relerin graniiler endoplazma keseleri iginde,: Vitamin A’ya karsi fluore-
sens veren lipidlerle aynmi yapiy: gosteren lipid damlaciklarinin goriilme-
si, lipid damlactklarinin bu hiicrelerde sentezlendigini ve plazmadan bu
hiicrelere gecen Vitamin A Alkol'un bu hiicrelerde yag asitleri ile ester-
legtirildigi izlenimini vermektedir. Nitekim, Leutskaya ve Fais (12) rat
ve tavuklarda yaptiklar: biyokimyasal ¢alismada, Karaciger endoplaz-
ma retikulumuna bagli ribozomlarin Vitamin ‘A alkolden zengin oldugu-
nu; Futterman ve Andrews (3) ige, memeli hayvanlarda Vitamin A’min
esterlestirilmesinde kullanilan yag asitlerinin karacifer mikrozomlarin-
da sentez edildigini bildirmiglerdir. Aragtiricilarin bu bulgular1 Vitamin
A’'nin bu hiicrelerde yag asitleri ile esterlegtirilebilecegi. goriistimiizii des-
teklemektedir.

Bu bulgular ile, Vitamin A’nin, tavuklarin karaciferinde perisinu-
zoidal hiicrelerde Vitamin A esterleri seklinde depo edildigi ve bu hiic-
relerin Vitamin A’y1 esterlestirme aktivitesine sahip olabilecekleri sonu-
cuna varildi. :
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Resim 1. Vitamin verilmesinden 15 giin sonraki durum; Perisinuzoidal hiicre-
lerde altin kloriire karsi pozitif reaksiyon goriilmekte (Oklar). Altin
kloriir., x 240.

Figure 1. 15"t day after vitamin A administration. Strong reaction were seen
in the perisinusoidal cells agains the Gold chloride (Arrows). Gold
chloride., x 240.
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Resim 2. Vitamin A verilmesinden 15 giin sonraki durum; Perisinuzoidal hiicre-
lerin sudan 3’e kargi pozitif reaksiyon verdigi gériilmekte (Oklar)., 200.
Figure 2. 165%™ day after vitamin A administration. Strong reaction were seen
in the perisinusoidal cells agains the' Sudan 3 (Arrows). Sudan 3., x 200.

Resim 3. Kontrol grubu. E) Endotel htcresi, K) Kupffer hiicresi, ) Perisinu-
zoidal hiicre, M) Mitokondrion, L) Lipid, S) Sinuzoid, D) Perisinuzoidal
aralik, (Oklar) delikli endotel., x 13050,

Figure 3. Control group. E) Endothelial cell, K) Kupffer cell, ') Perisinusoidal
cell, M) Mitochondrion, L) Lipid, S) Sinusoid, D)

Perisinusoidal
space, (Arrows) Fenestrated endothel, x 13050C.
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Resim 1. Vitamin A verilmesinden 1 giin sonraki durum; = (Oklar) Karaciger
epitel hiicresinde altin kloriir pozitif lipid damlaciklari, (Oklar)
N) Nukleus, P) Karac ger epitel hiicresi. Altin kloriir., x 13500.

Figure 4. First day after wvitamin A administration. Gold chloride positive lipid
droplets were seen in the liver hepatocyte, (Arrows) N) Nucleus, P)
Hepatocyte. Gold chloride., x 13500.

Resiim 5. Vitamin A verilmesinden '15 giin sonraki durum; F) Perisinuzoidal
hiicre, L) Lipid damlaciklari; P) Karaciger epitel hiicreleri, S) Sinu-
zoidler, (Oklar) endotel hiicresi uzantilari., 5050.

Figure 5. 15%h day after vitamin A administration. F) Perisinusoidal cell, L) Li-

pid droplets, P) Hepatocyte, S) Sinusoids, (Arrows) Cytoplasmic pro-

cesses of endothelial cell., x 5050.
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Resim 6. Vitamin A verilmesinden 15 giin sonraki durum; Perisinuzo:dal bir
hiicrede altin kloriire karsi pozitif reaksiyon veren lipid damlaciklar:
goriilmekte (Oklar), S) ISinuzoid. Altin Kkloriir., x 25850,

Figure: 6. 15" day after vitamin A administration. Gold chloride positive lipid

- dropletes were seen in a perisinusoidal cell (Arrows), &) Sinusoid,
Gold chloride., x 25650.

Resim 7. Vitamin A verilmesinden 3 giin sonraki durum; ¥) Perisinuzoidal hiic-
re, P) Karaciger epitel hiicresi; L) Lipid damlaciklari, E) genislemis
graniillii endoplazma Kkeseleri icinde, (OKklar) sitoplazmadaki lipid
damlaciklarina benzer olusumlar. Altin Kkloriir., x 23950.

Figure 7. Third day after vitamin A administration. F) Perisinusoidal cell,
P) Hepatocyte, L) Lipid droplets, E) Formations having smwilar
characteristics of lipid droplets were seen in dilated granuler en-
doplasmic sacs. ‘Gold chloride., x 23950.
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Bus'm 8. Vitamin A verildikten 15 giin sonra, perisinuzoidal hiicrelerde vita-
min A’ya karsi kuvvetli fluoresens goriilmekte., x 128.

Figure 8. 15** day after vitamin A administration. Strong fluorescence were
seen against the vitamin A in the perisinusoidal cells., x 250.





