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Ozet

Amag: Intrauterin gelisme geriligi (IUGG); yenidogan ve
cocukluk ¢adi gelisimsel bozukluklarla sonuglanan, 6gren-
me ve davranig problemleri yanisira mental retardasyona
da yol acan gebeligin en iyi bilinen komplikasyonlarindan
biridir. Calismamizin amaci, deneysel intrauterin gelisme
geriligi olusturulan fétal sican beyninde ndrogenezis
surecindeki olasi degisiklerin vimentin ile glialarin ve
noron spesifik enolaz (NSE) ile néronlarin immiin doku-
kimyasal yéntemle arastiriimasidir.

Gereg ve yontem: Fertilize edilen disi siganlar 3 gruba
ayrildi: Grup |: Kontrol grubu: Maternal si¢gan-lara herhangi
bir islem yapilmadi. Grup Il: Deney grubu (lUGG): Ma-
ternal sicanlara 18. guinde bilateral uterin arter ligasyonu
yapildi. Grup lll: Sham grubu: Maternal siganlara 18.
glnde bilateral uterin arter ligasyonu disindaki cerrahi
islem uygulandi. 20. ginde sezeryan ile fotuslar gikarildi.
Fotal beyinler, vimentin ve néron spesifik enolaz ile immun
dokukimyasal boyandi ve i1sik mikroskobunda incelendi.

Bulgular: Kontrol gruplarinda ventrikller zon ve subven-
trikliler zonda vimentin ve NSE olumlu immun boyanma
goriildii. IUGG olusturulan fétal sican beyni hipokampal ve
bazal nukleus alanlarinda vimentin ve NSE olumlu bo-
yanmasinin azaldigi saptandi.

Summary

Purpose: Intrauterine growth retardation (IUGR) is one
of the well known com-plications of pregnancy which
results with infant and childhood postnatal abnormal
developmental disorders including educational and
behavioral problems as well as mental retardation. The
aim of this study is to investigate possible alterations during
neurogenesis in experimental intrauterine growth
retarded fetal rat brains with vimentin for glial cells and
neuron spesific immunohistochemically stained enolase
(NSE) for neurons.

Material and method: Fertilized female rats were divided
into 3 groups: Group | (control): No maternal surgical
procedures were applied to this group. Group II:
(experimental IUGR): Uterine arteries of the maternal
rats were ligated bilaterally on 18 th day. Group Il
(scheme): Maternal rats underwent surgical procedures
except for bilateral intrauterine artery ligation in this
group. All fetuses were removed by sectio on 20 th day.
Fetal brains were stained immunohistochemically by
vimentin and neuron spesific enolase and examined on
the light microscopy.

Results: Vimentin and NSE immunopositive staining were
determined at the ventricular and subventricular zone in the
control groups. In the fetal rat brains related IUGR,
decreased vimentin and NSE immuno-positive staining
was detected at the hippocampal and basal nuclei
regions.



A. Uysal ve ark.

Sonug: UGG olugturulan fétal sigan beyni hipokampal
ve bazal nukleus alanlarinda vimentin ve NSE olumlu
boyanmasinin azalmasi bu molekiillerin bulundugu hic-
relerin gelisim surecinde hipoksi ve iskemik kosullarindan
etkilenmis olabilecegini gdstermektedir. Postnatal olarak
yeni gelisen néron ve néroglial hicrelerin kaynagi olan
ventrikiler ve subventrikllar zonlarin proliferasyon sira-
sinda etkilenmis olmasinin; mitoz, migrasyon ve matu-
rasyona zararl olabilecegi bilgisi ile uyumludur.

Anahtar sézciikler: intrauterin gelisme geriligi, ftal beyin,
vimentin, ndron spesifik enolaz

antrauterin gelisme geriligi (IUGG) gebeligin genel bir

komplikasyonu olup; perinatal morbidite ve mortalitenin
onemli bir nedenidir. Prenatal hipoksi ve iskeminin daha
az siddetli olaylarina bir adaptasyonu ve uzun dénem
sinir gelisim morbiditesi ile baglantihdir (1,2). IUGG sik-
likla klinikte gelisimsel sinir hastaliklari ile sonuglanan
uteroplacental yetmezligin bir sonucu olarak besin mad-
delerinin ve oksijenin plasental transport kronik eksikligi
seklinde meydana gelmektedir (3). IUGG olan gocuklar
siklikla sonradan entellektiel defisitler géstererek onemli
bir halk saghgi problemine neden olur (4). Mental zorluk,
egitim ve davranig problemleri ile sonuglanan yeni dogan
ve ¢ocukluk ¢cagr anormal nérolojik gelisim bozuklugunun
gorulme sikliginda bir artis meydana getirir (4,5). Utero-
plasental yetmezlik hipoksi-iskemi serebral hasar ile
baglantilidir ve siddetli prenatal hipoksi-iskemi beyinde
nekroz ve apoptozise neden olup fétal kayip ve perinatal
6luimle sonuglanir (6-8). Santral sinir sisteminde néronlar
prenatal ve erken postnatal ddnemde proliferasyon, mig-
rasyon ve farklilagsma ile olusmakta bu periyoddaki uygun-
suz fotal kosullar sinir sistemi gelisimini de olumsuz yén-
de etkilemektedir (9).

Klinikte intrauterin gelisme geriliginin nedeni daha kom-
pleks bir olay olmasina karsin deneysel hayvanlarda iIUGG
olusturmak icin en ¢ok kullanilan model uterin arter
ligasyonudur (10-19). IUGG galismalarinin cogunda beyin-
de histopatolojik degisiklikler saptanmistir. Bu arastir-
malarin ¢ogu, beyin ve beyincik korteksi (10,12,13,15-
17), daha az olmak Uzere hipokampus ile ilgilidir (14,17).

Noronal migrasyon radial glial fibriller boyunca meydana
gelmektedir. Radial glial hucreler gelisimin ileri dbnemin-
de astrositlere donusur. Vimentin, radial glial hiicre ve
immatur astrositlerde baskin bir éncil ara fibril olup, fétal
santral sinir sisteminde néroektodermal orijinli hiicrelerin
cogunda eksprese edilir (20-24). NSE, enolaz izoen-
zimlerinden olup memeli beyinlerinde néronlarda bulu-
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Conclusion: Hippocampal and basal ganglia regions of
the brains of fetal experimentally IUGR developed rats’
showed decreased positive staining that might suggest
the cells expressing these molecules could have been
affected by hypoxic and ischemic insults. This finding is
compatible with the information that ventricular and
subventricular zones which are the sources of postnatal
newly developing neuron and neuroglia, by being affected at
the period of proliferation might endanger to mitosis,
migration and maturation.

Key words: Intrauterine growth retardation, fetal brain,
vimentin, neuron specific enolase

nur. Noéronlarin gelisimsel farklilagsma sirecinde ndron
disi enolaz’dan NSE'ye dogru bir degisim gérildugi
bildirilmistir. Sican ve Rhesus maymunlarinda, fétal ve
erken postnatal beyin gelisimi sirasinda, proliferatif zon-
larda noron digl enolaz seviyeleri yliksek olmasina rag-
men, NSE’nin matlr sinir hicreleri igin farklilasma siire-
cinde spesifik bir isaretleyici molekul oldugu bildirilmistir
(25).

Norogenezis reglilasyonunda hiicre ici ve hicre disi
faktorler major rol oynamasina ragmen, altta yatan esas-
lar belirgin degildir. Embriyonel ve fotal dénem néroge-
nezis surecinde migrasyon ve néronal gelismede bilinen
molekdllerin beyin anomalilerine tam olarak nasil yol
actigi, intrauterin gelisme geriliginde fotal sinir sistemi
gelisimindeki patojenik mekanizma ve risk faktorlerinin
nedenleri agiklanamamigtir. Deneysel olarak intrauterin
gelisme geriligi olusturulan sigan fétal beyni nérogene-
zisi ile ilgili sinirli sayida immun dokukimyasal galisma
bulunmakta, vimentin ve NSE ile ilgili olarak immun
dokukimyasal calisma saptanamamistir. Calismamizda,
amacimiz maternal uterin arter ligasyonuna bagli olarak
deneysel intrauterin gelisme geriligi olusturulan foétal
sican beyinlerinde vimentin ile glialarin ve NSE ile néron-
larin immin dokukimyasal boyanmasi ile nérogenezis
surecindeki olasi degisiklerin arastiriimasidir.

Gereg ve yontem

Arastirmada kullanilan siganlar Ege Universitesi Tip
Fakiltesi Deney hayvanlari merkezinden temin edilerek,
“Ege Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurulu” tara-
findan (2003/30) onaylanmistir. Yaklagik 200 gr. Agir-
liginda yetigkin Wistar tlrl disi albino siganlar; 22+3°C
oda isisinda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik isik
kosullarinda, standart yem ve cesme suyu verilerek uygun
kafeslerde tutuldu. Her kafeste dort disi sigan bir erkek
siganla bir gece boyunca kafeslerde bir arada birakildi.
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Ertesi sabah vaginal plak olusan siganlar ayri kafeslere
alinip embriyonik olarak 0. giin (EO) kabul edildi ve ig¢
gruba ayrildi:

Grup I:  Kontrol grubu, n: 5: Bu gruptaki tim siganlara

maternal olarak herhangi bir islem yapilmadi.

Grup Il: Deney grubu (lUGG), n: 5: Maternal disi sican-
lara 18. glinde (E18) bilateral uterin arter ligas-
yonu vyapildi. islem, intraperitoneal
xylazine (6 mg/kg) ve ketamin (30 mg/kg) ile
anestezi uygulanan sicanlara orta hat karin
insizyonundan sonra embriyolar asagiya ceki-
lip serviks hizasinda bilateral olarak uterin
arterlere ligasyon yapildi, deri alti ve deri sutur
ile kapatildi (18,19).

Cerrahi

Grup Ill: Sham grubu, n: 5: Maternal disi siganlara 18.
glnde bilateral uterin arter ligasyonu disindaki
Grup Il'de belirtilen diger cerrahi iglemler
uygulandi.

Tum gruplardan 20. giinde (E20) yukarida belirtilen anestezi
altinda seksio ile fétuslari ¢ikarildi. Vimentin ve NSE immun
dokukimyasal boyamasi i¢in her anneden iki fotus ayrildi.
Fotuslardan cgikarilan beyinler % 4 fosfat tamponlu para-
formaldehit (pH 7.4) +4°C’de 1 giin tespit edildikten sonra
phosfat buffered saline (PBS) ile yikama yapildi. Yik-
selen derecelerdeki alkol dizisi, xylolde seffaflandirma ve
parafin islemlerinden sonra beyinler frontal yonde dik
olarak parafine gémdildi. Parafin bloklardan, mikrotomda
(Leica MR 21455) 5 mikron kalinliginda dorsal hipokampus
seviyesinden koronal seri kesitler poly-L-lysin’li lamlara
alindi. Kesitlerin oda sicakliginda kurumasi saglandiktan
sonra immun dokukimya icin segcilen preparatlar boya-
madan 1 gece 6nce 60°C etiivde bekletildi, deparafini-
zasyon ve dereceli alkol dizilerinden sonra distile suda
yikanarak sinirlayici kalem ile gevresi cizildi. PBS ile yi-
kama, hidrojen peroksid (%3), distile su, sitrat tamponda
(pH: 5.0) mikrodalga islemi ve sogutma, PBS yikama is-
lemlerinden sonra vimentin (Dako, Denmark), NSE (Dako,
Denmark) primer antikorlari uygulandi. PBS yikamasin-
dan sonra biyotinlenmis sekonder antikor, PBS ve avidin-
peroksidaz (HRP) enzim konjugat ve kromojen olarak
diaminobenzidin (DAB) uygulandi. Hematoksilen zit boya-
masindan sonra dehidrate edilip Entellan ile kapatildi.
Isik mikroskobunda (Nikon E400) incelenerek, bir buyik
blylUtme alaninda (x400) immun olumlu boyanma g0s-
teren hicreler sayildi.
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Bulgular

Vimentin immun dokukimyasal inceleme sonucunda sigan
fotal beyni dorsal hipokampal diizeyden alinan koronal
kesitlerde tim gruplarda dura, koroid plexusda olumlu
boyanma géruldi. Kontrol grubunda vimentin ile, ventri-
kulleri gevreleyen ventrikiler zon ve subventrikller zon-
da bulunan glial hicre fibrillerinde immun olumlu boyan-
ma goruldi (Resim 1). Maternal uterin arter ligasyonu ile
intrauterin gelisme geriligi meydana gelen fotal beyinler
kontrol grubu ve sham ile karsilastirildiginda hipokampus ve
bazal nukleusta buyuk buyutme alanina disen olumiu
reaksiyon veren hicrelerin azaldid1 géruldu. Kontrol gru-
buna goére vimentin olumlu hticreler sham grubunda daha
fazla, IUGG grubunda daha az saptandi. Hipokampus ve
bazal nukleus bir blylk bliyitme alaninda ortalama olarak;
kontrol grubunda 36 hiicrede (Resim 2), sham grubunda
62 hiicrede, IUGG grubunda ise 16 hiicrede olumlu boyan-
ma gérildu (Resim 3).

NSE immun dokukimya boyanmasinda ise, kontrol gru-
bunda ventrikiler ve subventrikller zonda belirgin immun
olumlu boyanma saptandi (Resim 4). Maternal uterin
arter ligasyonu ile intrauterin gelisme geriligi meydana
getirilen grupta hipokampus ve bazal nukleus alanlarin-
da belirgin olarak immun olumlu hicrelerde azalma bu-
lundu. Hipokampus ve bazal nukleus bir buylik buyttme
alaninda ortalama olarak kontrol grubunda 87 hucrede
(Resim 5), sham grubunda 32 hiicrede, IUGG grubunda
ise 16 hiicrede olumlu boyanma gortldi (Resim 6).

Tartisma

Santral sinir sistemi gelisiminde néron ve néroglial hiic-
reler; noral tlp ventrikller ve subventrikiler zondan pre-
natal ve erken postnatal dénemde proliferasyon, migras-
yon ve farkhlagsma ile olusmaktadir. Bu gelisim surecin-
deki olumsuz kosullardan beyin gelisimi olumsuz yénde
etkilenmektedir (9).

IUGG calismalarinin cogunda beyinde histopatolojik degi-
siklikler tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda serebral myeli-
nizasyonda (15), beyin kortikal kalinlik ve hipokampusta
ndronal yodunlukta belirgin azalma goérilmustir (17).

Tromboksan A-2 uygulanan IUBG si¢gan modelinde, dogum
sonrasi yeterli beslenme olmasina ragmen postnatal 7.
glinde siganlarda gelisme gerilidi, serebral kortekste incel-
me oldugu (26), BrdU isaretlemesinden sonra postnatal
serebral kortikal plakta isaretli hicrelerin belirgin 6lctide
azaldig1 ve néronal migrasyonun geri kaldigi bildirilmistir
(27). IUGG olusturulan siganlarda, serebral kortekste
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Resim 1. Kontrol grubu fétal sican beyni koronal kesitinde Resim 2. Kontrol grubu hipokampus vimentin immun olumlu
vimentin immun dokukimyasal boyanmasi. X40. radial uzanimlar. X400.

Resim 3. IUGG grubunda hipokampus vimentin immun dokukim- ~ Resim 4. Kontrol grubu ventrikiiler zon NSE immun olumlu
yasal boyanmasi. X400. boyanma. X100.

Resim 5. Kontrol grubu hipokampus NSE immun olumlu boyan- Resim 6. UGG grubunda hipokampus NSE immun dokukim-
ma. X200. yasal boyanmasi. X400.
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noérotrofik faktdrlerden BDNF ve NT-3’ln kontrollere gére
daha az ekspresyon gosterdigi, néronal migrasyon ve
histolojik degisikliklerin bu molekdllerin ekspresyonun-
daki degisikliklere bagh olabilece@i disUnilmustir (28).
Hipokampal formasyon beynin 6drenme ve bellekle ilgili
olan ve kritik 6nem tasiyan bir bélgesidir. Yetigkin ndro-
genezis surecinde yeni noéronlar, insan da dahil cesitli
memelilerin hipokampusun gyrus dentatusunda gosteril-
mistir (28-31). Nérogenezis reglilasyonunda hicre digi fak-
térlerin major rol oynamasina ragmen altta yatan esaslar
tam olarak bilinmemektedir. Gelisimsel ¢alismalar néron
ve noroglial hicrelerin kaynaginin subventrikiler zon
oldugunu gostermektedir (32,33).

Noéronal migrasyon, radial glial fibriller boyunca meydana
gelerek s6z konusu hiicreler gelisimin ileri déneminde
astrositlere déniismektedir (20,22). insan fétal beyninde,
vimentin pozitif alanlar migrasyon olaylari ile iligskilendiri-
lerek vimentin olumlu fibrillerdeki azalmanin dejeneratif
olaylarin habercisi oldugu bildiriimigtir (20,34,35). Fétal
koyun neokorteks ve serebellumunda GFAP, vimentin,
NSE, norofilament proteinleri tanimlanmis (36), vimentin
7 ve NSE 9 haftalik insan fotal beyninde gosterilmigstir
(37). Fotal sican beyni kultir galismasinda, GFAP ve
vimentinin astroglial, NSE ve NF’in néronal, galactosere-
brozidin oligodendroglial isaretleyici oldugu bildirilmistir
(38). Calismamizda maternal uterin arter ligasyonu ile
intrauterin gelisme geriligi meydana gelen fétal beyinler-
de hipokampus ve bazal nukleus alanlarinda kontrol
grubuna goére vimentin olumlu hucrelerin daha az sap-
tanmasi, nérogenezisde astrositlere dénugecek olan ra-
dial glial hicrelerin ve migrasyonun hipoksi kosullarin-
dan etkilendigi seklinde degderlendirilmistir.

NSE, 9-23 haftalik insan fétal beyninin tim alanlarindaki
néronlarda (39), sigan olfaktor plaginda 14. giinde gé¢
eden noronlarin blylk g¢ogunlugunda bulunmaktadir
(40). Ayrica fotal sigan beyni kiltir calismasinda NSE
olumlu hicrelerin néron, NSE olumsuz hiicrelerin ise glia
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