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Ozet

Summary

Amag: Intra uterin gelisme geriligi (IUGR) yaratilan ratlarda

fetus bobrek ve karacigerinde ortaya ¢ikabilecek ultra-
striiktiirel degisikliklerin arastirilmasi.

Gereg ve Yontem: Gebeligin 18. giiniinde laparotomiyi takiben

Sprague Dawley tipi 10 gebe rat, intrauterin gelisme ger-
iligi yaratacak sekilde Wigglesworth'iin tarifine uygun
olarak unilateral arteria uterina ligasyonuna tabi tutuldu.
Gebeligin 20-21. giiniinde, histerotomi sonrast her fetiisiin
beyin, karaciger ve bobrekleri tam olarak ¢ikartilarak
tartildi. Karaciger ve bobrek biyopsileri %2,5'luk glu-
taralaldehit soliisyonunda (pH: 7.4) fikse edildikten sonra
%]1'lik OsO4 ile postfiksasyonu yapildi. Dehidratasyon
islemi i¢in artan derecedeki etanol serileri kullanildi, par-
latma islemi propilen oksit ile yapildiktan sonra Araldit
Cy-212'ye dokular gomiildi ve elektron mikroskobunda
ultrastriiktiirel olarak incelendi. Ligasyon yapilan ve
yapilmayan taraf degerleri birbirleri ile karsilastirildi.

Bulgular: Baglanmig taraftaki fetuslarda kontrol grubuna

oranla ortalama viicut, karaciger ve bobrek agirliklar
azalmig; ortalama beyin agirliklar1 ise artmig olarak
bulundu. Deney grubuna ait bobrek dokularinin in-
celemesinde, glomeriiler bazal membran kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda daha ince olarak gozlendi.
Podositler yer yer siliklesmis ya da birbirleriyle bir-
leserek daha genis yiizeyler olusturmus durumdaydi.
Birbiriyle birlesen bu podositlerin sitoplazmik igeri-
ginde olduk¢a genis vakuolizasyonlar gozlendi. Bu
grupta glomeriiler kapillerlerin liimenleri son derece
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Objective: To investigate the effects of unilateral uterine artery

ligation on ultrastructural architechture of kidneys and li-
vers of fetuses in pregnant rats.

Methods: Unilateral uterine artery ligation was done on the

18th day of the pregnancy in 10 pregnant rats (Sprague
Dawley) according to Wigglesworth's approach. After
hysterotomy at 20-21th day of gestation, fetal height,
weights of the body, brain, liver and kidneys were mea-
sured. After fixation with 2.5% of glutaraldehyde solu-
tion, kidney and liver tissues were postfixationed with
1% of OsO4. Ethanol series were used in increasing de-
grees for dehydratation procedure. After polishing proce-
dure was done with propylene oxide, tissues were buried
in Araldit Cy-212 and were evaluated ultrastructurally in
electron microscopy. The results of the ligated and unli-
gated sides were compared.

Results: While mean body, liver and kidney weights of the fe-

tuses of the ligated side were all found reduced, mean
brain weight was found increased than those of control
fetuses. While investigation of kidney tissues, glumerular
basement membrane was observed thinner than those of
control group. Podocyts were indistinct or combined to
be formed extensive surface with focal distribution.
Intracytoplasmic vacuolasition was observed in coa-
lesced podocytes. The lumens of glomerular capillars
were wide and fullfil with erythrocytes in this group. In
liver samples of experimental group, the first impression
of characteristics were occasional mitocondrial degener-
ation. Rough endoplasmic reticulum tubulus were wider
than those of control group and dense deposits were ob-
served within it. Furthermore hepatocytes nucleolus were
more chromatical then those of controls.

Conclusions: In artificially defective uteroplacental circula-

tions, fetal life was compromised, weights of liver and
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genis ve eritrositlerle dolu oldugu goézlendi. Deney
grubuna ait karaciger drneklerinde hepatositlerde ilk goze
carpan 0zellik yer yer mitokondrial dejenerasyonlarin bu-
lunmastydi. Graniilli endoplazmik retikiilim tubuluslari
kontrol grubuna gore olduk¢a genislemis idi ve i¢lerinde
yogun madde birikimi goriildii. Ayrica hepatositlerin
¢ekirdekleri kontrol grubu hepatosit ¢ekirdeklerine oran-
la daha kromatik olarak izlendi.

Sonug: IUGR yaratilan rat fetiislerinde karaciger ve bobrekte
dolagim bozukluguna bagl agirliklarda azalma ile birlik-
te elektron mikroskopta incelendiginde ultrastriiktiirel
yapida degisikliklerin oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Rat, Fetus, Geligsme geriligi,
Histopatoloji, Elektron mikroskopi
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kidneys were affected negatively and some ultrastructu-
ral changes were observed in electron microscopy.

Key Words: Rat, Fetus, Growth retardation,
Histopathology, Electron microscopy
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Perinatal morbidite ve mortalitenin 6nemli ne-
denlerinden biri olan intrauterin gelisme geriligi,
hayvan deneyleri aracilig1 ile laboratuar sartlarinda
da incelenmeye caligilmistir. Wigglesworth’iin (1)
yaptig1 ilk deneysel modelden beri ratlar tizerinde
birgok degisik calisma yapilmistir (2-13). Genelde,
arteria uterinalarda kismi veya total okliizyon
yapilarak fetoplasenter gelisme bozukluklari mey-
dana getirilebilmektedir. Pollack ve Divon 1992
yilinda intrauterin gelisme geriliginin ii¢ sathadan
olustugunu ileri slirmiistiir (14). Birinci hafta or-
ganlarin hiicrelerinin sayica arttigt donemdir ve
konsepsiyonda erken ikinci trimestire kadar uzanir.
Ikinci dénemde hem hiicrelerin béliinerek cogal-
masina ve hem de organlarin gelismesine neden
olan hiperplazi ve hipertrofi donemi baglar. Son
safhada selliiler hipertrofi donemi baglar. Kimyasal,
viral veya genetik etkenler erken donemde etki
yaptiklarinda hiicrelerin hem sayis1 hem de biiyiik-
likkleri etki-lenir. Son donemi ilgilendiren plasental
yetersizliklerde ise primer olarak hiicre biuiytikliik-
leri etkilenir ve sonugta intrauterin organlar (en sik
da karaciger) boylar kii¢iik kalir (14,15).

Bu calismadaki amacimiz oncelikle gebe rat-
larda deneysel bir intrauterin gelisme geriligi yarat-
mak, bu islemin fetal organ gelisimi ve 6zellikle
bobrekler ve karaciger {lizerindeki elektron
mikroskopik diizeydeki etkilerini incelemektir.

Gere¢ ve Yontem

Bu ¢alisma Dicle Universitesi Saglik Bilimleri
Aragtirma Merkezi'nde (DUSAM) yaslar1 60-70
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giin arasinda degisen, daha 6nce hi¢ dogum yap-
mamig Sprague Dawley tipi 14 disi rat iizerinde
yapildi. Ciftlesme i¢in gerekli hazirliklar yapildik-
tan sonra, 14 degisik erkek rat ile birlikte birakil-
dilar. Birlikteligin 48. saatinde erkekler ayrildi ve
bugiin gebeligin 1. gini olarak kabul edildi. Tim
disi ratlar ayn1 ortamda tutuldu, ayn1 besinlerle ayri
kafeslerde beslendi.

Gebeligin onsekizinci giiniinde 10 mg/kg
Xylazine (Rompun-Bayer), 90 mg/kg Ketamin
(Ketalar) anestezisi altinda karin derisine orta hatta
3 cm’lik kesi yapilarak abdominal bosluga ulasildi.
Kornulardaki fetus sayilari ayri ayr kaydedildi.
Gebe ratlarda (n:9), kornularn i¢ yaninda bulunan
arteria uterinalardan sag tarafta bulunam serviks-
kornu sinirinin hemen iizerinde atravmatik no:4/0
katgiit ile baglandi. Batin katlar1 kapatildi.

Ik operasyon sirasinda calisma grubundaki 14
ratdan besinde gebeligin olusmadigi goriildii. Iki
ratin erken dogum yaptigina karar verildi. Ilk gi-
risim sirasina gore yapilan relaparotomi sirasinda
iki ratda peritonit gelismis oldugu ve fetuslarin
tamamina yakininin 6lmiis oldugu saptandi.
Fetuslarn karisan veya viicut ve organ biitiinligii
kaybolan bu denekler (n:9) calisma disinda
birakildi, 5 rat son incelemeye alindi. Arteri
baglanan kornuda bulunan 29 fetustan 7’si int-
rauterin donemde kaybedildi ve kalan 22’si calis-
maya dahil edildi. Kontrol kornundaki 25 fetustan
hepsi sagdi.

[k operasyondan ortalama 72 saat sonra ratlara
ayn1 yontem ile genel anestezi uygulandi, relaparo-
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Tabloe 1. Ligasyon ve kontrol gruplarinin sonuglari

INTRAUTERIN GELISME GERILiGI YARATILAN RATLARDA i¢C ORGANLARDA GORULEN HiSTOPATOLOJIK...

Fetal Fetal Beyin Karaciger Toplam bob- Beyin/

agirlik (g) boy (cm) (2) rek agirhigl (g) karaciger

(ort+SD) (ort£SD) (ort=SD) (ort+SD) (ort£SD) (ort+SD)
Ligasyon grubu (n:22) 2.409+0.671 2.95+0.30 1.43+0.19 1.35+0.65 0.22+0.08 1.06+0.30
Kontrol grubu (n:25) 2.792+0.569 3.04+0.29 1.38+0.18 1.74+0.69 0.27+0.08 0.79+0.26
p <0.05 >0.05 >0.05 <0.05 <0.05 <0.01

tomi yapildi, uterus tek parca halinde cikartildi.
Ligasyon yapilan (¢alisma grubu) ve yapilmayan
(kontrol grubu) taraftaki gebelik iirlinleri ayr ayr
gruplandirildi. Bunlarda canli ve o6lii fetus sayisi
degerlendirildi, boylar1 kumpas ile, genel viicut
agirlhigi hassas terazi ile dlgiildii (0.001 g). Her fe-
tusta dekapitasyonu takiben beyin c¢ikartildi, la-
parotomi ile karaciger ve her iki bobrek mikroma-
nipiilasyon ile zedelenmeden ¢ikartildi ve tartildi.
Bobrek biyopsileri %2.5’luk glutaraldehit soliis-
yonunda (pH:7.4) fikse edildikten sonra %1’lik
0Os0, ile postfiksasyonu yapildi. Dehidratasyon
islemi icin artan derecedeki etanol serileri kul-
lanildi, parlatma islemi propilen oksit ile yapildik-
tan sonra Araldit Cy-212’ye dokular gomiildi.

Istatistikler icin student t testi kullanildi,
p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

Bulgular

Ligasyon yapilan tarafta bulunan fetuslarda
beyin diginda incelenen tiim organlarda istatistiksel
olarak anlamli gelisme geriligi oldugu (p<0.05),
beyin agirliginin ise ligasyon yapilan grupta kon-
trol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olma-
makla birlikte daha fazla oldugu saptanmistir.
Beyin karaciger oranina bakildiginda ligasyon
grubu ile kontrol grubu arasinda ileri derecede an-
lamli farklilik mevcuttu (p<0.01). Ligasyon yapilan
taraftaki fetiislerin ortalama fetal agirliginda
%13.71 oraninda gerilik ortaya ¢ikmistir. Ligasyon
yapilan ve kontrol grubundaki fetuslarda fetus agir-
liklar1 ve boyu, beyin, karaciger ve toplam bobrek
agirlig1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Gebeligin 18. gilinlinde ratlarda arteria uteri-
nanin tek tarafli baglanmasi ve muhtemel dogum
tarihinden hemen Once fetuslarin karacigerlerinin,
bobreklerinin elektron mikroskopisi altinda ince-
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lenmesi sonucunda kontrol grubuna ait karaciger
dokularinin  ultrastriiktiirel ~ yapilar1  normal
goriinimdeydi. Deney grubuna ait 6érneklerde; he-
patositlerde ilk géze carpan oOzellik yer yer mi-
tokondrial dejenerasyonlarin bulunmasiydi. GER
tubuluslar1  kontrol grubuna goére oldukca
genislemis idi ve iclerinde yogun madde birikimi
goriildii (Sekil 1). Ayrica hepatositlerin ¢ekirdekleri
kontrol grubu hepatosit ¢ekirdeklerine oranla daha
kromatik olarak izlendi (Sekil 2).

Deney grubuna ait bobrek dokularinin in-
celemesinde, glomeriiler bazal membral kontrol
grubu ile karsilastirildiginda daha ince olarak goz-
lendi. Bu grupta glomertiler kapillerlerin liimen-
lerinin son derece genislemis oldugu ve eritrositler-
le dolu oldugu izlendi (Sekil 3). Podositler yer yer
siliklesmis ya da birbirleriyle birleserek daha genis
ylizeyler olusturmus durumdaydi. Birbirleriyle bir-
lesen bu podositlerin sitoplazmik iceriginde
oldukca genis vakuo-lizasyon gozlendi (Sekil 4).

Tartisma

Insan gebeliklerindeki gelisme geriligini taklit
etmek iizere planlanan, Wigglesworth’iin (1) ilk
tarif ettigi deneysel model ile ratlar iizerinde int-
rauterin gelisme geriligi ortaya ¢ikarilabilmektedir
(5,6,10,16-23). Bu metodda gebeligin 17. giiniinde
arteria uterinalarin total okliizyonu s6z konusu iken
hornlarin ortasinda parsiyel okliizyonu ile insanda-
ki intrauterin gelisme geriligi en iyi sekilde taklit
edilebilmektedir.

Hayashi ve ark. (10), parsiyel okliizyon
yapilan kornu tarafindaki fetiislerin karaciger agir-
liklar ile ligasyon yapilmayan fetiislerin karaciger-
leri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
oldugunu bildirmislerdir. Beyin agirliklar1 arasinda
ise belirgin farklilik bulamamiglardir (10). Beyin

T Klin Jinekol Obst 2000, 10
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Sekil 1. Deney grubuna ait hepatositin mikrofotografisinde
GER tubuluslarinda dilatasyon (ger), sitoplazmada agir1 gliko-
jen graniilii birikimi (g), GER tubuluslarinda dilatasyon ve i¢-
lerinde madde birikimi (tek ok) (Boyama: Uranil asetat kursun
sitrat x 7000).

s A
Sekil 3. Deney grubuna ait bobregin mikrofotografi. Kapiller
liimenini olduk¢a genislemis oldugu (cl), kapiller limeninde

bol miktarda eritrosit (tek ok), endotel hiicresi (eh) izlenmek-
tedir (Uranil asetat kursun sitrat x 3000).

agirhiklar arasinda belirgin farklilik olmamasi
beyin koruyucu etkiye baglanmaktadir. Bizim
calismamizda da beyin agirliklar arasinda belirgin
farklilik tespit edilmemistir.

Brown ve ark. (6), bu gibi deneklerde hem vii-
cut, hem de beyin agirliginda azalma saptarken,
Nitzan ve ark. (7), karaciger, beyin dokusunun lig-
asyon islemi ile olusturulan gelisme geriliginde
glukoz tiiketiminin arttigimi ve aminoasit tiiketi-
minin azaldigini ileri siirmislerdir.

Chanez ve ark. ligasyon yapilarak gelisme ge-
riligi yaratilmig fetiislerin beyin korteksinde amino-

T Klin J Gynecol Obst 2000, 10
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Sekil 2. Deney grubuna ait bdbregin mikrofotografisinde
¢ekirdegin kontrol grubundaki hepatositlerin ¢ekirdeklerine
oranla kromatik goriiniimii (n), sitoplazmada graniil birikimi
(g) izlenmektedir (Boyama: Uranil asetat kursun sitrat x 7000).

Sekil 4. Deney grubuna ait bobregin mikrofotografi.
Podositlerin sitoplazma igeriginde vakuolizasyon (v), po-
dositlerde azalma (tek ok), kapiller limeni (cl), eritrosit (e)
izlenmektedir (Uranil asetat kursun sitrat x 12.000).

asitlerde selektif bolgesel anormallikler olustugunu
tespit etmislerdir (23). Bizim inceledigimiz seri-
mizde rat fetiislerin beyin hiicrelerinde karaciger ve
bobrek hiicrelerinde goriilen hipoplazik degisiklik-
leri gézlemedik.

Yaptigimiz c¢alismada, ligasyon tarafinda
%21.2 oraninda fetus Olimii meydana gelmistir.
Ligasyon grubundaki fetuslarin ortalama agirlig
%11.6 oraninda azalmistir. Sag kalan fetuslarda
beyin, agirlik olarak gelisme geriligine ugrama-
makta, hatta gelisimini arttirarak siirdiirmekte,
beyin agirliginin genel viicut agirligina orani da art-
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maktadir. Bu olay bize stres durumlarinda
dolagimin beyin kanlanmasini koruyucu etkisini
diisiindiirmektedir. Ligasyon yapilan taraftaki
fetiislerin karaciger ve bobreklerinde saptanan ista-
tistiksel olarak anlamli gelisme geriligi ve hiicresel
diizeyde gozlenen hipoplazinin uteroplasental kan-
lanmadaki azalmanin bir sonucu oldugunu diisiin-
mekteyiz.

Genel gozlemlerimiz, fetal gelisimin o taraf
kornundaki fetus sayisina bagli oldugunu goster-
mektedir. Fetus sayis1 az olan tarafta fetal gelisim
daha iyi olmaktadir. Calismamizda denekler arasin-
da sayisal agidan taraf farkliligi olmamakla birlikte,
her denegin igindeki fetus dagiliminda genis oyna-
malar olmasi, sonug¢larimizin anlamliligini et-
kilemis olabilir. Ligasyon ve kontrol gruplarindaki
fetus sayisinin her rat igin esit olmasi, ¢alismanin
bu durumdan en az diizeyde etkilenmesini saglaya-
bilecektir. Ayrica 48 saatlik ¢iftlesme periodunun
da fetal yas1 ve fetal gelisimi etkilemis oldugunu,
bu siirenin daha kisa tutulmasi halinde elde edilen
fetuslarin agirliginda genis oynamalar olmaya-
cagini diisinmekteyiz. Ancak bu islemler daha faz-
la sayida denek ile caligmay1 gerektirecektir.

Sonuc¢

Ratlarda gebeligin 18. giiniinde arteria uteri-
nanin tek tarafli baglanmasi, baglanan tarafin kor-
nunda dolagim bozukluguna ve elde edilen canli fe-
tus sayisinda belirgin azalmaya yol agmaktadir. Sag
kalan fetuslarin organ gelisimlerini devam ettirdik-
leri, fetus boyu ve agirliginda, karaciger, bobrek
gibi baz1 i¢ organlarda ve fetus eklerinde kismen
gelisme geriligi ortaya ¢iktig1 ancak beyin gelisi-
minin bu olaydan etkilenmedigi gozlenmistir. int-
rauterin donemde uteroplasenter dolasimin engel-
lenmesi, fetal dolagimda “beyin koruyucu etki’nin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

1. Ligasyon yapilan kornu tarafindan elde
edilen canli fetus sayis1 daha az olmaktadr,

2. Ligasyon tarafindan elde edilen canli fetus-
larda, istatistiksel olarak anlamsiz olmakla birlikte
gebelik {irtinlerinin (plasenta+amnion sivisi+fetus)
toplam agirliginda, ayrica fetal agirlik ve boyda
gerilik goriilmektedir,

3. Ligasyon tarafindaki canli fetuslarda agirlik
acisindan karaciger ve bobrekte gelisme geriligi or-
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taya c¢ikmakta, bununla beraber ultrastriiktiirel
diizeyde degisiklikler goriilmektedir.

4. Beyin, ligasyon girisiminden etkilenmemek-
te, hatta genel viicut agirligi ile karsilastirildiginda
geligimini arttirarak stirdiirmektedir.

Tesekkiir: Elektron mikroskopi {nitesinde,
aragtirmamizin yapilmasinda yardimlarini esirge-
meyen Gazi Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Bagkan1 Prof.Dr.Deniz Erdogan’a ve
Dog.Dr.Candan Ozogul’a tesekkiir ederiz.
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