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OZET

RAT FETUSLERINDE DENEYSEL OZEFAGUS ATREZIiSi MODELINDE
INTERSTISYEL CAJAL HUCRELERININ DAGILIMI

Caner lisbir

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dah, izmir

Giris ve Amag: Ozefagus atrezisi 3000 canli dogumda bir goriilen gelisimsel bir anomalidir.
Giincel tedavi yaklasim o6zefago-ozefagostomidir. Ozefagus atrezisi onarmmi yapilan
hastalarda ameliyat sonrasi donemde, beslenme sorunlarina yol agan anastomoz darligi ve
%90 oranina ulasan Ozefagus motilite bozuklugu gibi problemler olusabilmektedir. Bu
hastalarda motilite bozukluguna bagli yutma giicligli, kusma ve gastrodzefageal reflii
hastalign (GORH) ortaya ¢ikmaktadir. Ozefagus atrezisi onarimi sonras1 dzefagusa ait motilite
bozukluklarinin, néronal yapinin primer malformasyonuna veya ameliyat sirasinda sinir doku
yaralanmalarina bagli olabilecegi tespit edilmistir. Noronal dokuya ait malformasyonlarin ise

nervus vagusa ait dallanma kusurlarindan kaynaklanabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Gastrointestinal sistemde gosterilen interstisyel Cajal hiicreleri (ICH) motilite
diizenleyici “intrinsic pacemaker gorevi goriir. Bu hiicrelerin diiz kas onciillerinden meydana
geldigi diisiiniilmektedir. GORH’l1 gastrointestinal sistem motilite bozuklugu olan erigkin
hastalarda yapilan bir calismada, 6zefagusta ICH ne ait elektrik aktivitenin azalmis oldugu

gosterilmistir.

Deneysel olarak, adriyamisinin teratojen ozelliginden faydalanarak, rat fetiislerinde

ozefagus atrezisi-trakeodzefageal fistiil (OA — TOF) elde edilebilmektedir.

Bu calismada rat fetiislerinde, deneysel adriyamisin 6zefagus atrezisi modeli

kullanilarak, ICH say1 ve dagilim degerlendirmesinin yapilmasi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Calismada Wistar albino ratlar kullanildi. Gebe ratlara, gebeligin 6 — 9.
giinleri arasinda adriyamisin 2 mg/kg’dan 4 doz halinde intraperitoneal olarak verildi.

Gebeligin 20. giiniinde fetiisler sezaryen ile dogurtuldu. Fetiislerin 6zefaguslar1 mikroskop
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altinda diseksiyon yapilarak goriintiilendi. Diseksiyon sonucunda, fetiisler OA eslik eden ve
OA eslik etmeyen olmak iizere iki gruba ayrildi. Her iki grubun &zefaguslarindan tam kat

doku 6rnegi alindi.

Calismada, uygulama yapilmayan normal rat fetiislerinden olusan kontrol grubu,
adriyamisin verilip 6zefagus atrezisi elde edilen ve Ozefagus atrezisi elde edilmeyen rat
fetlisleri olmak {izere, li¢ grup olusturuldu. Her ii¢ grupta 7 fetiis elde edilinceye kadar
calismaya devam edildi. Fetiislerden elde edilen 6zefagus dokular1 %4 paraformaldehit ile

tespit edildi. Immiinohistokimyasal ydéntem (C-kit, CD117) ile ICH varlig1 arastirilda.

Bulgular: Tim gruplardan elde edilen rat fetiis 6zefagus dokulari, immiinohistokimyasal
yontem (C-kit, CD117) ile boyanarak ICH yap1 ve dagilimi agisindan Karsilastirildiginda;
ozefagus atrezili rat fetiislerinde ICH say1 ve dagilimmin diger gruplara gére anlamli olarak

azalmis oldugu tespit edildi. (p< 0.05)

Sonug: Deneysel 6zefagus atrezisi adriyamisin rat modelinde ICH yogunlugunun azalmis
olmasmin 6zefagus diiz kas dokusunda gevseme yanitinin azalmasia yol agarak 6zefagus
motilite sorunlarmna neden olabilir. Ozefagus atrezisi onarimi yapildiktan sonra hastalarda
goriillen 6zefagus motilite bozuklugu semptomlar;, ICH’nin yogunlugunun azalmasi ile

iliskilendirilebilir.

Anahtar kelimeler: Ozefagus atrezisi, intersitisyel Cajal hiicresi, C-Kit, 6zefagus motilitesi



ABSTRACT

DISTRIBUTION OF INTERSTITIAL CAJAL CELLS IN RAT FETUS ESOPHAGUS
IN THE MODEL OF EXPERIMENTAL ADRIAMISIN ESOPHAGEAL ATRESIA

CANER iSBIR

Department of Pediatric Surgery, Dokuz Eyliil University, Faculty of Medicine, Izmir,
Turkey

Introduction and Objective: Esophageal atresia is a developmental anomaly seen once per
3000 live births. The current treatment approach is esophago-esophagostomy. In patients who
underwent an esophageal atresia repair, such problems as anastomotic stricture which lead to
nutritional problems and esophagus motility up to 90 % can appear in the postoperative
period. These patients can suffer from dysphagia, vomiting and gastroesophageal reflux
disease (GERD) depending on the motility disorder. It was determined that motility disorders
of esophagus appearing following the esophageal atresia may result from primary
malformation of neural structure or nerve tissue injuries during the operation. It was also
argued that malformations of neural tissue may originate from branching faults of nervus

vagus.

Interstitial Cajal cells indicated in the gastrointestinal system act as motility regulating
“Intrinsic pacemaker”. It is thought that these cells are composed of smooth muscle
precursors. In a study carried out on adult patients suffering from gastrointerstinal system
motility disorder with GERD, it was demonstrated that electrical activity of interstitial Cajal

cells reduced in esophagus.

Experimentally, esophageal atresia-tracheoesophageal fistula can be obtained in rat
fetus by benefiting from the teratojenic feature of adriamycin.

In this study, it was aimed at evaluating the number and distribution of interstitial

Cajal cells by using the experimental adriamycin esophageal atresia in rat fetus.



Material and Method: In this study, Wistar albino rats were used. 4 doses of adriamycin, 2
mg/kg each, were administered to pregnant rats between the 6th and 9th days of pregnancy.
Fetuses were made deliver the babies with caesarian operation at the 20th day of the
pregnancy. Esophagus of the fetus were dissected and viewed via microscope. At the end of
dissection, fetuses were grouped into two categories: accompanied by esophageal anomaly
and not accompanied by esophageal anomaly. Afterwards, tissue samples were taken from

esophagus of both groups.

In this study, three groups were created: control group which includes normal rat fetus
which did not undergo an effect, the group consisting of rat fetus which developed esophageal
atresia following adriamycin administration and the group consisting of rat fetus which did
not develop esophageal atresia. Experiments continued until 7 fetuses were obtained in each
group. Esophageal tissues taken from fetus were detected with 4 % paraformaldehyde. The
presence of interstitial Cajal cells was examined through the immunohistochemical method
(C-kit, CD117).

Results: Rat fetuses esophagus tissues obtained from all groups were dyed with
immunohistochemical method /C-kit, CD117) and they were compared in terms of the
structure and distribution of interstitial Cajal cells. It was detected that the number and
distribution of interstitial Cajal cells in the rat fetus with esophageal atresia reduced

significantly when compared to the other groups (p<0.05).

Conclusion: The decrease of interstitial Cajal cell intensity in the experimental esophageal
atresia adriamycin rat model may cause esophageal motility problems by leading to a
reduction in the relaxation response in the esophageal smooth muscle tissue. Esophageal
motility disorder symptoms seen in patients who underwent esophageal atresia repair can be

associated with the decrease of interstitial Cajal cell intensity.

Key Words: Esophageal atresia, interstitial Cajal cells, C-kit, esophageal motility



GIRIS / AMAC

Ozefagus atrezisinin goriilme siklig1 3000 canli dogumda birdir (1). Ozefagus atrezisinin
giincel tedavi yontemi Ozefago-6zefagostomidir. Bu hastalarda ameliyat sonrasi beslenme
sorunlarina yol agan anastomoz darligi ve %90’a ulasan 6zefagus motilite bozukluklari
goriilmektedir (1 — 3). Motilite bozuklugu yutma zorlugu ve kusma gibi nedenlerle beslenme

sorunlarina yol acarken, diger taraftan gastrodzefageal reflii hastaligina neden olmaktadir.

Ozefagusa ait motilite bozukluklarmnin, ameliyat sirasindaki sinir doku yaralanmalari
ve Ozefagusa ait sinir doku malformasyonlarindan kaynaklanabilecegi tespit edilmistir (4 — 6).
Sinir doku malformasyonlarinin ise nervus vagusa ait dallanma kusurlart nedeni ile
olabilecegi diisiiniilmektedir (7). Ozefagus atrezisinde, 6zefagusun hem alt hem de iist
parcalarinda Auerbach pleksusunun anormal oldugu ve kas tabakasinin hipoplazik ya da
aplazik oldugu tespit edilmistir (8). Izole trakeodzefageal fistiil olgularinda distal ve
proksimal 6zefagus diseksiyonu sinirli olmasina ragmen, 6zefagusa ait motilite bozuklugunun
bu olgularda goériilmesi, 6zefagusun intrinsik ve ekstrinsik inervasyon kusurlarinin varligini

gostermektedir (9).

Gastrointestinal sistemde intrinsik inervasyondan interstisyel Cajal hiicreleri (ICH)
sorumlu tutulmustur. Gastrointestinal sistemdeki ICH, barsak duvarinda myenterik pleksusta,
sirkiiler kas tabakasi igerisinde ve kas lifleri arasinda yer alir (10). Peristaltik dalgalar i¢in
elektrik aktivite olusturan “Intrinsic pacemaker* hiicrelerdir. ICH nin 6zefagus motilitesi
lizerinde diizenleyici rolii oldugu diisiiniilmektedir (11). Ozefagus atrezisi onarmmi yapilan
hastalarda goriilen, Ozefagus motilite bozukluklari ile ilgili olarak; motilite tzerinde

diizenleyici fonksiyonu olan ICH nin bu konu ile iliskisi arastirilabilir.

Deneysel olarak adriyamisin ile olusturulan 6zefagus atrezisi rat modeli kullanilarak,
ICH dagilimlari degerlendirilebilir. Adriyamisinin teratojen 6zelligi tanimlandiktan sonra,
gebe ratlara verildiginde rat fetiislerinde 6zefagus atrezisi-trakeoozefageal fistiil (OA-TOF)
olusturdugu bulunmustur (12,13). Calismamizda deneysel adriyamisin ile olusturulan
Ozefagus atrezisi rat modeli kullanilmigtir. Daha O6nce yapilan g¢aligmalar incelendiginde,
ozefagus atrezisinde Ozefagus motilite bozuklugunun ICH’nin dagilim ve morfolojisi ile

iliskilendiren deneysel bir ¢alismanin olmadig1 goriilmektedir.



Bu calismanin amaci, adriyamisin ile olusturulan 6zefagus atrezisi rat modelinde ICH
dagilimina bakilarak, 6zefagus atrezisi ile ICH say1 ve morfolojisindeki degisiklik arasindaki

iliskinin arastirilmasidir.



GENEL BIiLGILER

Tarihge:

Konjenital 6zefagus atrezisinin ilk tanimlanmasi 1670°de William Durston tarafindan
yapilmustir. Distal trakeoozefageal fistiillii 6zefagus atrezisi ilk kez 1697°de Thomas Gibson
tarafindan tanimlanmistir. Cerrahi diizeltme ameliyatlar ise 1920’lerden sonra uygulanmaya
baslanmis ve ilk kez 1939°da Leven ve Ladd tarafindan gastrostomi, proksimal uca
Ozefagostomi ve sekonder fistlil baglanmasi yontemi uygulanmistir. 1941°de Haight ve
Towsley, sol torakotomi ile plevrayr agmadan primer onarimi basari ile uygulamistir. Ydntem
1943°de diizeltilerek giiniimiizde uygulanan sekli ile yerini sag torakotomi ile yaklasima

birakmustir (14,15).

Embriyoloji:

OA - TOF patogenezi tam olarak netlik kazanmamis olmakla birlikte dzefagus ve
trakeanin ortak embriyolojik gelisimine baglanmaktadir. Giliniimiizde kabul goéren gelisim
teorisi sdyle tammlanmaktadir: Intrauterin 3. haftada faringeal barsagin hemen bitim
noktasinda, On barsagin O0n duvarinda ozefagus ile trakeobrongsial divertikiilii ayiran
Ozefagotrakeal septum olusmustur. Baslangicta ¢ok kisa olan 6zefagus, kalp ve akcigerlerin
kaudale inmesi ile uzar. iki ayr1 kanal halinde tek tiip olan 6zefagus ile trakea, intrauterin 3 —
4. haftalarda karina civarindan baslayarak birbirinden ayrilir. Intrauterin 5. haftadan once
trakea ve Ozefagus gelisim siiregleri birbirinden bagimsiz hale gelir. Ayrilma islemi 36.
gestasyonel giinde tamamlanir. Ozefagus ile trakeani birbirinden ayrilarak bagimsiz organlar
haline gelebilmeleri, biiylime hizlar1 arasindaki farka, hiicresel farklanmaya ve dogru zamanl

bir apopitozise baglhidir. Bu apopitozisin notokord tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir
(16).

Intrauterin 6 — 9. haftalarda mezensimal dokudan Ozefagusun Once sirkiiler kaslari,
ardindan longitudinal kaslar1 gelisir. Kan damarlari 6zefagusa intrauterin 3. ayda girer.
Miiskiilaris mukoza intrauterin 4. ayda gelisir. Ozefagus liimeni 7 — 8. haftalarda prolifere
olan 6zefagus epitel hiicreleri tarafindan tamamen doldurulmustur. Liimen tam tikal degildir

ancak arada birbiri ile baglantili vakuoller mevcuttur.



Solid evre olarak tanimlanan bu doénemde, 6zefagus aslinda gercekten solid bir yapida
degildir. Ozefagus liimeni intrauterin 10. hafta civarinda vakuollerin birlesmesi ile acilir.
Ozefagus duvari hem sempatik (torasik trunkus) hemde parasempatik (nervus vagus) sinir
lifleri ile inerve olur. Ozefagus nihai boyutunu intrauterin 7. haftada elde eder. Dogumda 8—
10 cm olan uzunlugu, yasamin ilk bir ka¢ yilinda iki katina ¢ikar (17). Intrauterin 4. haftada
ayrilma siirecinde aksaklik ya da duraksama ozefagus atrezisi ve trakeoOzefageal fistiil

olusumuna neden olur (17).

Siniflandirma:

Ilk olarak 1953’de Gross tarafindan yapilarak kullanilmaya baslanmustir (14,15).

Tip A: Her iki ucun kor sonlandigi izole 6zefagus atrezisi.

Tip B: Proksimal ucun trakeaya fistiilize oldugu, distal ucun kor sonlandig1 6zefagus atrezisi.
Tip C: Proksimal ucun kor sonlandigi, distal ucun trakeaya fistiilize oldugu 6zefagus atrezisi.
Tip D: Her iki ucun trakeaya fistiilize oldugu 6zefagus atrezisi.

Tip E: Atrezi olmadan 6zefagusun trakeaya bir fistiil ile agilmasi.

Tip F: Fistiil olmadan 6zefagus stenozu.

Eslik eden anomaliler:

OA beraberinde %50 — 70 oraninda eslik eden anomaliler goriiliir. Bunlardan en sik
olan1 %30 oraninda goriilen ventrikiiler septal defekt, atriyal septal defekt, patent duktus
arteriozus gibi kardiyak anomalilerdir. Bunun yanmi sira %24 intestinal (anorektal
malformasyon, rotasyon anomalileri), %20 genitoiiriner (renal displazi, renal agenezi), %5 —
20 norolojik ve iskelet (hemi vertebra, sakral agenezi, radius yoklugu) anomalileri de eslik
eder. OA %25 — 30 oraninda VACTERL (vertebral, anal, cardiac, tracheal, esophageal, renal,

limb) sendromunun bir bileseni olarak karsimiza ¢ikar.

OA — TOF yaklasik %47 oraninda trakeobronsial anomaliler (laringeal stenoz, trakeal
stenoz, trakeomalazi, pulmoner agenezi, kistik adenomatoid malformasyon) ile birliktelik

gosterir.



insidans:

OA yaklasik 3000 canli dogumda bir gériiliir. OA’li fetiislerde prematurite insidansi
%34 civarinda olup, %60 — 80 polihidroamnioz mevcuttur (18). En sik tip C (%86) goriiliir,
ardindan sirasiyla tip A (%8), tip E (%4), tip B (%1), tip F (%1) takip eder (15).

Adriyamisin:

Adriyamisin streptomiges tiirlerinden izole edilmis, antrasiklin grubu bir antibiyotiktir.
Dort halkali karakteristik bir yapist vardir. Adriyamisin DNA’ya direkt baglanarak, ¢ift heliks
yapisinin a¢ilmasini saglar. DNA ve RNA sentezini bloke ederek, sitotoksik etki gdsterir. Bu

durum, kromozomal hasara 6nciiliik ederek mutajenik ve teratojenik etkiyi olusturur.

Adriyamisinin sitotoksisitesi i¢in hiicresel diizeyde bir kag¢ etkilesim goriilmektedir.
DNA’ya siki bir sekilde baglanarak RNA sentezini ve DNA onarimini bloke eder. Hiicresel
diizeyde etkilerini, mitokondriyal koenzim Q ve DNA onariminda fonksiyon goren
topoizomeraz 2 enzim inhibisyonlar1 ile saglamaktadir. Bu etkilesimler ile hiicrede olusan
degisiklikler; mitokondriyal sisme, kritolizis ile mitokondriyal fonksiyonlarda etkilenme,
kardiyolipin ve fosfotidilserin gibi fosfolipid fonksiyonlarinin etkilenmesi ile membran hasar1
(19) ve topoizomeraz 2 enzim inhibisyonu sonucu serbest radikal formasyonu olugmasidir.
Topoizomeraz 2 enzimi, DNA onariminda gorevli bir enzimdir. Bu enzim inhibisyonu ile

DNA onarimi yapilamamakta ve hiicre 6lmektedir (20).

Kemoterapdtik bir ajan olan adriyamisin ile teratojenite calismalari ilk kez 1978’de
Thompson ve ark. tarafindan rat ve tavsanlarda yapilmistir (21). OA — TOF ve eslik eden
diger anomalilerin hayvan modeli olarak ilk kez tanimlanmasi ise 1996’da Diez—Pardo ve ark.
tarafindan gebe ratlara adriyamisin verilmesi ile gergeklestirilmistir (12). Yapilan bu
calismada ratlara, gebeliklerinin 6 — 9. giinlerinde, 2 mg/kg tekrarlayan dozlarda
adriyamisinin intraperitoneal uygulanmasi halinde; OA — TOF (%41), duodenal atrezi (%47),

incebarsak atrezileri (%52), anorektal malformasyonlar (%41) olustugu gézlenmistir.

Interstisyel Cajal Hiicreleri:



Ramon Cajal 1911 yilinda, barsakta kasilmalardan sorumlu sinir hiicrelerinin islevini
diizenleyen interstisyel hiicreleri tanimlamistir. Bu hiicrelere interstisyel Cajal hiicreleri (ICH)
ad1 verilmistir. ICH’ler C-kit aktivitesi gdsterdiginin bulunmas1 bu hiicrelerin fizyolojisinin

anlasilmasi i¢in 6nemli bir adim olmustur (10,22).

C-kit tirozin kinaz reseptorlerini kodlayan bir protoonkogendir. Son yillarda yapilan
calismalarda ICH nin C-Kit aktivitesine ihtiyac1 oldugu, C-kit aktivite blokaji durumunda ICH
gelisiminin bozuldugu goriilmiistiir (10). Giiniimiizde ICH nin gastrointestinal motilitede

onemli oldugu ve eksikliklerinde motilite kusurlari ortaya ¢ikabilecegi belirlenmistir (22).

1) Yerlesim:

Interstisyel Cajal hiicrelerinin gastrointestinal sistemde 6zefagustan kolona kadar
yerlestiklerini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (22). Yerlesim bolgesi olarak, 6zefagustan
internal anal sfinktere kadar olan bdlgede submukozal, intramuskiiler, intermuskiiler alanda

yer alabilir (22).

2) ICH yapisi:

Elektron mikroskopik c¢aligmalarda, ICH’ler ovoid, hafif boyanan niikleuslu, ince
periniikleer sitoplazmali hiicreler olarak gosterilmistir (10). Cok sayida kabarcik seklinde
goriiniim veren mitokondriler icermektedir. Diger hiicreler ile arasinda cok sayida “gap
junction® bulunmaktadir. ICH’ler sinir hiicrelerinin genislemis yapilar1 ile komsu olup, bu

sinirler tarafindan inerve edilir. Genellikle bipolar yapidadirlar.

Interstisyel Cajal hiicreleri embriyolojik olarak diiz kas ile ayn1 mezensimal baslangig
hiicresinden koken aldig1 gosterilmistir (23). C-kit reseptoriiniin bloke edilmesi durumunda bu

hiicrelerin, diiz kas fenotipine doniistiigii goriilmiistiir (24).

3) Fonksiyon:

Interstisyel Cajal hiicreleri elektriksel yavas dalgalar iiretmektedir. Bu dalgalar diiz kas
kontraktilitesini tayin ederler. Bu dalgalarin yoklugunda peristaltik aktivitede yavaslama ve

inhibisyon goriiliir. ICH nin asil amac1 koordineli peristaltizm igin potansiyeller iiretmektir.
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“Pacemarker olarak ICH’nin gorevleri, diiz kaslara diizenli kasilma saglamalari icin sinyal
gondererek, ayni zamanda sinir uyarilarinin diiz kaslara iletimi ve koordinasyonunu

saglamaktir (10, 25, 26).

Ortamdaki nitrik oksit (NO) seviyesinin arttirilmasi ile ICH nde diiz kas hiicrelerinin
aksine, intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunda artma oldugu gézlenmistir. Bu durum, nitrik

oksit seviyesindeki artisin ICH’yi uyardigini gostermektedir (24).

4) ICH ile iliskilendirilen motilite bozukluklari:

ICH nin yoklugu ve sayilarmin azlig: ile iliskilendirilen ¢ok sayida gastrointestinal ve
tiriner sistem motilite bozuklugu tanimlanmistir (10, 11, 27, 28,). ICH’nin 0zefagus motilitesi
bozukluklar ile iliskilendiren, zefagus motilite bozuklugu olan GORH’l1 eriskin hastalarda
yapilan elektro-6zefagogram sonuglarini igeren bir ¢alismada, ICH’ye ait olan elektriksel
aktivitenin azalmis olabilecegi tespit edilmistir (11). Idiyopatik gastroparezisi olan eriskin
hastalarda  yapilan baska bir ¢alismada, mide antrumu biyopsi materyalleri
immiinohistokimyasal yontem (C-kit, CD 117) ile degerlendirilmis, hastalarin yarisinda ICH

dagilim ve sayisinin azalmis oldugu gosterilmistir (29).

Ozefagus motilite bozuklugu ve ICH iliskisi:

Gastrointestinal sistemde diiz kas gevsemesine neden olan NO, bu hiicrelerde Ca™ ve
cGMP artisina neden olmaktadir. NO, ICH aktivitesini arttirmaktadir (30). Bu nedenle,
ozefagusun peristaltik hareket onciisii olan gevseme yanitini olusturan sinyallerin ICH

tarafindan iletildigi diistinilmektedir.

Cesitli  deneysel ve klinik c¢alismalarda gastrointestinal sistemdeki motilite
bozukluklarmin, ICH’nin fonksiyonel degisiklikleri ile birlikteligi saptanmistir (10, 11, 27,
28). Ozefagus motilite bozuklugu olan gastrodzefageal reflii hastalikli bireylerde, peristaltizm
icin gevseme yanit1 olusturan interstisyel Cajal hiicresine ait “pacemaker elektrik aktivite

azalmaktadir (11).

Ozefagus atrezisi nedeni ile ameliyat edilen hastalarda, 6zefagus motilite problemlerine

bagli olarak beslenme sorunlari, GORH ve biiyiime gelisme geriligi olustugu bilinmektedir (1
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— 3). Ozefagus atrezisi ile ICH iliskisini degerlendiren ve dzefagus atrezili yenidoganlarda
postmortem yapilan bir calisma 6zefagus atrezisinde ICH’nin &zefagusta anlamli sekilde

azaldiginm1 géstermektedir (31).
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada agirliklart 200 — 250 gram arasinda degisen primigravid disi Wistar
albino ratlar kullanildi. Vajinal smear yapilarak smear bakisinda kornifiye hiicre hakimiyeti
goriilen ratlar Ostrusta kabul edilip katima alindi. Ciftlesme sonrasi 24 saat icerisinde vajinal
degerlendirmede plug ve vajinal smearda spermatozoa goriilmesi gebeligin 0. giinii olarak

kabul edildi.

Calismada kontrol grubu herhangi bir uygulama yapilmayan normal rat fetiislerinden
oOlusturuldu. Adriyamisin grubunda, gebe ratlara 6 — 9. gebelik giinleri arasinda adriyamisin 2
mg/kg’dan 4 doz halinde intraperitoneal olarak verildi. Gestasyonun 20. giiniinde, gebe ratlar
eter anestezisi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Fetiisler sezaryen ile
dogurtulduktan sonra Bouin soliisyonunda sakrifiye edildi. Mikroskop altinda x8 biiylitmede,
mikrocerrahi aletleri kullanilarak rat fetiislerine distal &6zefagus diseksiyonu yapildi.
Adriyamisin grubundaki fetiisler 6zefagus atrezisi eslik eden ve Ozefagus atrezisi eslik
etmeyen seklinde iki gruba ayrildi. Ozefagus gastroozefageal bileskeden baslayarak trakeal
bifurkasyon bolgesine kadar diseke edildi. Tiim gruplardaki fetiislerin alt 1/3 G6zefagus

dokusundan tam kat biyopsi materyali alindu.

Caligma gruplart:

1) Kontrol grubu
2) Adriyamisin grubu
a) Ozefagus atrezisi eslik eden
b) Ozefagus atrezisi eslik etmeyen
Caligmaya her gruptan 7 fetiis elde edilinceye kadar devam edildi.
Histopatolojik inceleme i¢in Bouin soliisyonunda 48 saat siire ile tespit edilmis ve

parafine gomiilmiis dokulardan 4 mikrometre kalinliginda kesitler alindi. C-kit (CD 117)

proteini eksprese eden hiicreleri géstermek i¢in immiinoperoksidaz ile boyama yapildi.
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Bu amagla kesitler deparafinize edildi ve antijeni agiga c¢ikarmak i¢in mikrodalga
icerisinde etilendiamintetraasetik asit (EDTA) tampon ile kaynatildiktan sonra, 1/100
diliisyonda poliklonal primer antikor (A4502: CD 117 c-kit, DAKO, California, A.B.D) ile
muamele edildi. Daha sonra peroksidaz ve isaretli sekonder antikorlu kromojen madde
(ACT500:DAB Chromogen/Substrate Kit, Scy-Tek, Utah, ABD) uygulandi. Pozitif
boyama i¢in kahverengi rengin ortaya g¢ikmasi beklendi. Morfolojik degerlendirme igin

kesitlerin kontur boyamasi1 hematoksilen—0zin ile yapildu.

Mikroskobik degerlendirme gruplardan habersiz bir patolog tarafindan x40 objektif ile
yapildi. Rastgele 10 alandaki hiicreler sayilarak ortalamalari alindi. Fetiisler ortalama ICH
sayilarina gore, 1’den 3’e kadar olan skorlamaya dahil edildi. Bunlar;

Skor-1, hiicre sayis1 0-2 arasinda ise,

Skor-2, hiicre sayis1 34 ise,

Skor-3, hiicre sayisi1 4’iin {izerinde ise.

ICH’leri fuziform yapida ince sitoplazmali, genis oval niikleuslu, iki dendritik uzantili
ve miiskiiler tabakada yer alan hiicrelerdir. Benzer renkte boyanan yuvarlak santral niikleuslu,
submukoza, miiskiilaris mukoza ve mukoza yerlesimli olan mast hiicrelerinden ayrimi igin

morfolojik farkliliklar kullanildi.
Gruplar arasindaki istatistiksel farklar ki—kare testi ve Kruskal-Wallis testleri

kullanilarak degerlendirildi. p’nin 0.05 den kiigiik degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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BULGULAR

Calismada 5 gebe rattan 28 fetiis elde edildi. Kontrol grubu 7 fetiis ile olusturuldu.
Adriyamisin grubunda, 6zefagus atrezisi eslik eden 10 fetiis (%47) ve 6zefagus atrezisi eslik
etmeyen 11 fetiis (%53) elde edildi. Ancak her grup igin 7 fetiis ¢alismaya dahil edildi.
Ozefagus atrezili fetiislerin tamaminda tip C 6zefagus atrezisi tespit edildi (Sekil 1). Bu
fetiislerin proksimal 6zefaguslar1 boyunlarinin igerisinde kaldigi ve teknik olarak buradan
saglikli bir doku 6rnegi almak miimkiin olmadigindan dolay1 yalnizca distal 6zefaguslarindan
biyopsi alindi. Bu nedenle kontrol ve 6zefagus atrezisi eslik etmeyen grupta da 1/3 distal

ozefagustan doku &rnekleri alinarak ICH say1 ve dagilimlari degerlendirildi.

Sekil 1: Tip C 6zefagus atrezili rat fetiisiinde trakeodzefageal fistiil (TOF) (siyah ok), ve
gastrodzefageal bileske (beyaz ok) goriiniimii. Diseksiyon sirasinda TOF’ii gériintiilemek icin

trakeadan metilen mavisi verildi.
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Mikroskobik degerlendirmede hemotoksilen—eozin boyamasinda iCH’ler morfolojik
olarak degerlendirildi (Sekil 2). Immiinohistokimyasal yontem ile yapilan boyamada ise, tiim
gruplarda C-kit (CD117) pozitif boyanan hiicre grubu tespit edildi. Ozefagus atrezisi eslik
eden adriyamisin grubunda, li¢ fetiise ait 6zefagus dokularinin immiinohistokimyasal yontem
(C-kit, CD117) ile boyanmadig1 goriildii (Sekil 3). ICH’ler kas tabakasi arasinda ya da
submukozal alanda yerlesimli, fuziform hiicre yapisinda, ince sitoplazmali, genis oval

niikleuslu, dendritik uzantiya sahip olarak goriildii (Sekil 4, 5).

Sekil 2: Ozefagus atrezili rat fetiislerinden elde edilen 6zefagus dokularinda intermuskiiler
alanda ICH (hematoksilen-eozin, orjinal biiyiitme x10).
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Sekil 3: Ozefagus atrezili rat fetiis 6zefagus dokusunun C-kit boyasinda, ICH’ler kas tabakasi
arasinda goriilmiiyor. (C-kit, orjinal biiyiitme x20).
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Sekil 4: Kontrol grubundaki rat fetiis 6zefagusunda intermuskiiler alanda yerlesimli C-kit (+)
ICH (ok) (C-kit, orjinal biiyiitme, x40).

18



Sekil 5: Adriyamisin grubunda 6zefagus atrezisi eslik etmeyen rat fetiis 6zefagusunda C-Kit
(+) boyanan ICH (ok) (C-kit, orjinal biiyiitme x40).
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Gruplardaki fetiislerin ICH skor dagilimlar1 ile yapilan degerlendirmede, 6zefagus

atrezisi eslik eden grup ile kontrol ve Ozefagus

eslik etmeyen gruplar

karsilastirildiginda, 6zefagus atrezisi eslik eden grupta ICH dagiliminin istatistiksel anlaml

olarak azaldigi goriildii. Ozefagus atrezisi eslik etmeyen grup ile kontrol grubu

karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel anlamli fark olmadig: goriildii (Tablo ve grafik 1).

Gruplarin skor ortalamalar1 degerlendirildiginde 6zefagus atrezisi eslik eden grupta 1.25,

Ozefagus atrezisi eslik etmeyen grupta 2.42, kontrol grubunda ise 2.74 olarak tespit edildi

(grafik 2).

Tablo: Gruplardaki fetiislerin interstisyel Cajal hiicresi skor dagilim

Gruplar Skor 1 Skor 2 Skor 3
Kontrol (n) 2 5*
Atrezi (-) (n) 1 2 4%
Atrezi (+) (n) 5 2

* p< 0.05 Kontrol ve atrezi (+) gruplar karsilagtirildiginda
1 p> 0.05 Kontrol ve atrezi (-) gruplari karsilastirildiginda
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m Skor -1
m Skor -2
m Skor -3

Kontrol Atrezi (-) Atrezi (+)

Grafik 1: Gruplardaki fetiislerin interstisyel Cajal hiicresi skor dagilimi

* p< 0.05 Kontrol ve atrezi (+) gruplari karsilastirlldiginda
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2,00
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1,00 T

® iCH Skor
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0,00 T
Kontrol Atrezi () Atrezi (+)

Grafik 2: Gruplari ICH skor ortalamalari
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TARTISMA

Ozefagus atrezisi ve trakeodzefageal fistiil (DA — TEF) gittikce artan siklikta
karsilagilan ve Yyenidogan doneminde ameliyat gerektiren dogumsal anomalilerdir. Tek
asamal1 6zefago—6zefagostomi yapilmasi gliniimiizde tercih edilen tedavi seklidir. Anastomoz
darlig1 ve 6zefagusa ait motilite bozuklugu bu hastalarda sik karsilasilan sorunlar arasindadir
(1 — 3). OA onarmmi yapilan hastalarda yutma giicliigii, kusma ve gastrodzefageal reflii
hastalig1 siklikla goriilmektedir ve bu nedenler ile hastalarda beslenme sorunlari gelismektedir
(32, 33). OA onarmmi yapilan hastalarda hem beslenme sorunlar1 nedeni ile biiyiime gelisme
geriligi olusabilir hem de gastrodzefageal reflii hastaligina bagh olarak tekrarlayan akciger

enfeksiyonlar1 ortaya ¢ikabilmektedir.

OA’da goriilen 6zefagus motilite bozuklugunu, ameliyat sirasinda olusan ndronal
hasar, nervus vagusa ait dallanma kusurlar1 ve Auerbach pleksus hipoplazisi ile iliskilendiren
yayinlar bulunmaktadir (7, 8, 34). Alt 6zefagusa yonelik cerrahi diseksiyonun sinirli yapildigi
izole TEF olgularinda 6zefagusa ait motilite kusurlarinin goriilityor olmasi, bu durumun
O0zefagusa ait intrinsik ve ekstrinsik inervasyon sorunlarindan kaynaklandigini
diigiindiirmektedir (9). Ayrica izole TEF olgularinda, ameliyat dncesi donemde 6zefagusta
diizensiz peristaltizm ve GOR tespit edilmis olmasi, cerrahi islemden bagimsiz olarak motilite
bozukluguna neden olan inervasyon kusurlarinin konjenital malformasyonlar nedeni ile

olabilecegi fikrini giiclendirmektedir (35).

Insanlarin peristaltik organlarinda bulunan énemli “intrinsic pacemaker* gérevi olan
interstisyel Cajal hiicreleri ilk olarak gastrointestinal sistemde tanimlanmistir (10). Bu
hiicrelerin yiizeyinde, tirozin kinaz aktivitesi olan C-kit reseptorleri spesifik olarak
iiretilmektedir. Bu reseptorler ICH nin C-kit antikorlar: ile boyanmasimi saglar. Bu hiicrelerin
aplazisi, hipoplazisi veya displazisi, peristaltik disfonksiyon ile yakindan iliskilidir (10). Bu
hiicrelerin {irettigi elektriksel yavas dalgalar diiz kas kasilma aktivitesini tayin ederler.
Dalgalarin yoklugunda peristaltik aktivitede yavaslama veya inhibisyon gorilir (36).
Gastrointestinal sistemde hipertrofik pilor stenozu, Hirschsprung hastaligi, intestinal
psodoobstruksiyon gibi peristaltizm sorunlar ile birlikte seyreden degisik gastrointestinal

sistem hastaliklarinda ICH nin azaldig1 gsterilmistir (25, 36, 37).
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Intestinal motilite fizyolojisine ydnelik calismalar, nitrik oksit (NO) bagimli inhibitér
sinyallerin iletiminde ICH’nin rol aldigim gdstermektedir. NO sinyal yolu gastrointestinal
sistemde noromiiskiiler iletide, non—adrenerjik non—kolinerjik inhibitor bir yoldur (38). NO
gastrointestinal sistemde diiz kaslarin gevsemesinde rol alan primer nérotransmitterdir (39).
Nitrerjik sinyallerin gastrointestinal sistemde diiz kaslara iletim mekanizmas1 heniiz tam
olarak acik degildir. Noronlardan kaynaklanan NO, ICH’de ¢cGMP ve Ca'" artisina neden
olarak diiz kaslarda gevseme saglar. Bu fonksiyon 6zefagus i¢in peristaltik hareket olusumuna

neden olur (33, 39).

Hiicre ylizeyinde yer alan C-kit reseptoriiniin tirozin kinaz aktivitesinin yani sira nitrit
oksit sentetaz enzim aktivitesini diizenleyici etkisi mevcuttur (39). ICH yiizeyinde yer alan C-
kit reseptdrii (CD117), ICH nin motilite iizerine olan etkilerinde énemli bir yere sahiptir.
Calismamizda bu reseptdr sayesinde rat fetiis 6zefagusunda ICH say1 ve dagilimina iliskin

spesifik degerlendirme yapilmistir.

ICH’nin kokeni halen arastiriimaktadir. Ramon Cajal bu hiicrelerin metilen mavisi ve
giimiis kromat ile boyanan bir ¢esit primitif néron tipi oldugunu savunmustur (40). Ancak
Christensen ve ark. 1stk ve elektron mikroskobu kullanarak ICH’nin néronlardan,
makrofajlardan, Schwan hiicrelerinden ayrrmustir (41). Fausone-Pellegrini ve ark. ICH’nin
morfolojik 6zelliklerini, bazal lamina, az miktarda diiz olmayan endoplazmik retikulum, ¢ok
sayida diiz endoplazmik retikulum ve diiz kas hiicrelerinde bulunan myoflamanlar1 igermesi
olarak tarif etmistir (42). ICH ile diiz kas hiicreleri arasinda hiicreler aras1 baglantilar olmasi
ve sinir uglari ile yakin baglantilari olmasindan dolayi, bu hiicrelerin sinir ve bag dokusundan
koken alamayacaklari, diiz kaslardan gelistikleri savunulmustur (10). Aymi ¢alismada ICH’nin
noral krestten gelismedigini, 6zellesmis Sinir ya da glial hiicre olmadiklar1 da gosterilmistir
(10). C-kit salgilayan mezensimal prekiirsorlerden kit stimiilasyonuna maruz kalan hiicrelerin
ICH, kalmayanlarin diiz kas hiicresi olarak gelistigi savunulmaktadir (10). Ozefagus diiz kas
yapisinin bozuldugu konjenital bir anomali olan 06zefagus atrezisinde, ayni1 onciillerden

gelisen ICH’nin say1 ve dagilimmin etkilenebilecegi diisiiniilebilir.

1978’de adriyamisinin teratojen 6zelligi tanimlandiktan sonra, 1996’da gebe ratlara
hamileliklerinin belirli bir déneminde verildiginde, fetiislerde OA — TOF gelistigi
bulunmustur (12, 13, 21, 43, 44). Ozefagus atrezisi hayvan modeli tanimlandiktan sonra

Ozefagus atrezisi fizyopatolojisinin anlagilmasina yonelik olarak bir¢ok ¢alismada bu model
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kullanilmistir. Model OA’de gériilen inervasyon kusurlarini agiklamada kullamilmis olup,
OA’li rat fetiislerinden alman 6zefagus biyopsi materyallerinde ganglion ve sinir pleksuslar:
azalmis olarak tespit edilmistir (7). Bu nedenle ¢alismamizda ICH’leri incelemek igin

onceden tanimli olan bu modeli kullanmay tercih ettik.

OA’da goriilen motilite bozuklugunda 6zefagus duvarindaki diiz kas yapisinin yetersiz
gevseme yanitina bagli oldugu gosterilmistir (8, 45, 46). Romeo ve ark yeni dogan doneminde
OA nedeni ile ameliyat edilen hastalara yaptiklari videomanometrik degerlendirme
sonucunda, alt 6zefagus sfikterindeki gevseme yanitinin yetersiz oldugunu tespit etmislerdir
(8). Baska bir ¢alismada Turgay ve ark deneysel adriyamisin — OA rat modelinde, OA’da alt
ozefagusta gevseme yanitmin azaldigim gostermislerdir (46). Ancak literatiirde, OA’da
ozefagusta olan yetersiz gevseme yanit1 ile ICH arasinda iliski olup olmadigma dair bir

calisma saptanmamastir.

Calismamizin planlandigi doénemde literatiirde yer almayan ancak sonuglari ile
hipotezimizi destekleyen, yeni dogan 6zefagus atrezili bebekler iizerinde postmortem yapilan
bir ¢caligmada; hem proksimal hemde distal 6zefagustan alinan biyopsi 6rneklerinde yapilan

immiinohistokimyasal boyamada, ICH’lerin anlamli sekilde azaldig1 gosterilmistir (31).

Calismamizda, gruplardan elde edilen O6zefagus dokular1 C-kit (CD117) ile
immunohistokimyasal boyama yapilarak karsilastirildiginda, 6zefagus atrezisi elde edilen rat
fetlis Ozefaguslarinda kontrol ve Ozefagus atrezisi eslik eden gruplardaki rat fetiis
ozefaguslarma gore ICH say1 ve yogunlugu anlamli olarak azalmis bulundu, ancak kontrol
grubu ve atrezi eslik etmeyen grup arasinda istatistiksel anlamli fark tespit edilmedi. Bu
bulgular, 6zefagus motilitesi iizerinde diizenleyici fonksiyonu olan ICH’nin sayr ve
dagiliminin, Ozefagus atrezisinde konjenital olarak anormal oldugu diisiincemizi

desteklemektedir.
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SONUC

Ozefagus atrezisinde goriilen motilite bozukluklar1 konjenital ve iatrojenik olarak
gelisen intrinsik ve ekstrinsik inervasyon kusurlarina bagli olabilir. Bu nedenle, deneysel
ozefagus atrezisi adriyamisin rat modelinde, 6zefagus atrezisi eslik eden grupta ICH
yogunlugunun azalmis olmasinin 6zefagus diiz kas dokusunda kontraktil giiclere karsi
gevseme yanitinin azalmasina yol agarak 6zefagus peristaltizmini olumsuz etkileyebilecegini

diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, 6zefagus atrezisinde ICH yogunlugunun azalmasi, tedavi sonrasi yaygin
olarak goriilen ve farkli klinik bulgular ile ortaya ¢ikan 6zefagus motilite kusurunun bir
sebebi olabilir. Ancak adriyamisinin OA olusumundaki teratojenik etkisinin ICH dagilimi
lizerine etkisi olup olmadig1 ve ICH yoklugunun &zefagus peristaltizm bozukluklari ile iliskisi

hakkinda daha ileri deneysel histolojik ve fizyolojik ¢alismalarin yapilmasi gereklidir.
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