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GIRIS

Ozofagus motilite bozuklugu, zofagus atrezisi (OA) ameliyat1 gegirmis
hastalarda, sik karsilagilan sorunlardan biridir ve ge¢ dénemde yutma
zorlugu, kusma, gastrodzofageal reflii (GER) ve sik akciger enfeksiyonlar
gibi yakinmalara neden olur™®. Bu yiizden, mortalite ve morbiditeyi
etkileyen 6nemli komplikasyonlardan biri olarak kabul edilir.

Bu temel problemin sebebinin primer (dogumsal néromiiskiiler anomali)
veya sekonder (ameliyat sirasinda 6zofagus ekstrinsik sinir sistemine zarar
verilmesi gibi) nedenlere bagli olabilecegi biliniyorsa da, etiyolojisi tam

olarak ortaya konamamugtir.

OA’l1 yenidoganlarin ameliyat 6ncesi proksimal ve distal poslarda yapilan
manometrik incelemelerinde; 1987 yilinda Romeo ve ark., 1998 yilinda da
Montgomery ve ark. O0zofagus motilitesinde bozukluk oldugunu
saptamuslardir®®, Shono ve ark. ise 1993 yilinda da benzer bir galismada
motiliteyi normal olarak bulmugtur™®. Davies 1996 yilinda OA’l} bir
kadavrada yaptigi primer onarimda diseksiyon sirasinda ekstrinsik sinir
sistemine zarar verildigini gostermigtir’®. OA ameliyatlar1 sonrasinda

yapilan tiim manometri incelemelerinde ise motilite bozuklugu saptanm1§tu".

Tovar ve ark. tarafindan 1995 yilinda, tipleri ve eslik eden anomalileri
yoniinden insanlarda goriilen OA’ya yakinlik gdsteren bir hayvan modeli
olusturulmasiyla, OA’da merak edilen konularin irdelenmesine olanak
saglanmistir®. Adriamisin verilerek olusturulan bu sigan modeli olduk¢a
kabul gérmiis ve OA’da cevaplanamamig sorular hizla arastirilmaya

baglanmistir.



OA’l sigan modelinde yapilan ilk ¢aligmalarda, siganlarda OA’nin
embriyolojik donemdeki olus zamani, olus mekanizmasi, apopitozis,
trakeomalazi ve eglik eden anomaliler hakkinda bilgi edinmeye g¢aligilmigtir
678910 Ancak, OA’da motilite sorununa 151k tutabilecek az sayida galisma
yapilmigtir. Qi ve ark. 1997 yihinda yaptig1 ¢alismada OA sigan modelinde,
Ozofagusu innerve eden vagus ve rekiiren larengeal sinirlerin, kontrol
grubuna gore daha farkli yapida oldugunu saptamistir 'V . Cheng ve
arkadaglar1 1999 yilinda, aym model OA’daki ozofagus enterik sinir
morfolojisinin, Qi ve ark. da 6zofagus intrinsik sinir sisteminin bozuk
oldugunu gostermistir 1>,

Tiim bu ¢ahsmalar OA’da motilite bozuklugunun, 5zofagusu innerve eden
ekstrinsik ve/veya intrinsik sinir sisteminin dogumsal bozukluguna da bagh
olabilecegini diiglindiirmektedir. Buna kargin, OA’min intrinsik sinir

sistemindeki bozuklugunun nedenini aragtiracak ¢aligma yapilmamagtir.

Noral krest hiicrelerinin gb¢ yollar aragtirildifinda ekstraselliiler matriks
(ESM) tarafindan olugturulan fibrilli ve graniillii bir a§ sayesinde, gd¢lin
saglandi1g1 saptanmistir. Bu amagla ESM’nin yapisal ve molekiiler 6zellikleri
incelendiginde ise yalmzca gogii kolaylastirmakla kalmayip, intrinsik sinir
sisteminin olgunlasmasinda da yardime: oldugu bulunmugtur®®.

Yapilan ¢aligmalarda hyaluronik asit, fibronektin ve lamininin intrinsik sinir
sisteminin hiicresiz go¢ yolunda, gd¢ten dnce yiiksek konsantrasyonda, gog
tamamlandiktan sonra da azalmig konsantrasyonlarda oldugu saptanmistir.
Siilfatlanmis glikoaminoglikanlarin(GAG) ise Once go¢ sirasinda goreceli
olarak arttigi daha sonraise azaldify goriilmiistiir. Bu nedenle GAG’mm




sadece gogii kolaylastirmakla kalmayip gb¢lin sonlanmasi ve ganglion
formasyonunda tetigi ¢eken mekanizma roliinii tistlendigi, fibronektinin ise
noral krest hiicreleri i¢in kemokinetik ve kemotaktik bir géreve sahip oldugu
bulunmugtur™™®,

Bu tez ¢aligmasinda da, OA sigan modelinde, gestasyonel donemde intrinsik
sinir sisteminin gogiinde ve olgunlagmasinda rol oynayan ESM

proteinlerinin, etkinliginin incelenmesi amaglanmagtir.



GENEL BIiLGILER

OZOFAGUS ANATOMISI ve FiZYOLOJISI

Ozofagus Anatomisi :

Ozofagus, 6. servikal vertebra ile 11. torasik vertebra arasinda yer alan
miiskiiler bir tiiptiir. Uzunlugu, kisinin boyu ve yagina bagl: olarak 13 — 25
cm arasinda degigir. Ust tarafta, krikoid kikirdak seviyesinden farenksin
devami olarak baglar ve altta abdomende mide ile birlestigi yere kadar
uzanir. Anatomik olarak {i¢ kisima ayrilir:

1. Servikal 6zofagus : Orta hattin hemen solunda, trakea ve
lar'enksin arkasinda, servikal fasyanin hemen 6niinde yer alir.

2. Torasik 6zofagus : Bu boliimiin iist kismi, sag tarafa dogru
kivrilarak trakeal bifiirkasyon ve sol ana bronsun arkasindan
geger. Alt kismi, perikardium ve sol atriumun arkasindan sol
tarafa yonelerek 6zofageal hiatustan abdomene girer.

3. Abdominal 6zofagus : Yaklagik 2-4 cm uzunlugundadir ve

mide ile birleserek sonlanir.

Anatomik olarak ii¢ yerde normal daralma gosterir. Birincisi; krikoid
kikirdagin bulundugu kisim, ikincisi; sol ana bronsun ve aortik arkin gegctigi
yer, liglinciisii; diyafragmatik hiatusun gevreledigi kisim. Bunun yaninda,
islevsel olarak da iki yerde darlik mevcuttur; iist 6zofagus sfinkterleri
(00OS) ve alt 6zofagus sfinkteri (AOS) .



Ozofagus Duvar Yapis: :
Ozofagus duvan igten diga dogru; mukoza, submukoza, kas ve eksternal
fibr6z tabakalardan meydana gelir.

Ozofagus mukozasi, skuamoz epiteldir. Ozofago-gastrik bilegkede,
kardiyanin kolumnar epiteli ile keskin bir simir olugtururlar ve bu alana “Z”
hatt1 ad1 verilir. Elastik ve fibroz dokulardan olugan submukoza, 6zofagusun
en kuvvetli tabakasim meydana getirir. Ayrica kan damarlari, lenfatik ag,

sinirler ve mukus bezleri de yer alir.

Kas tabakasi, icte sirkiiler, dista longitiidinal kas tabakasindan olusur. ki
kas tabakasi birbirinden ince bir bag dokusu ile ayrilirlar. Ozofagus kas
tabakasinin 1/3 iist kismun ¢izgili kas, 2/3 alt kismim da diiz kas olugturur.

UO0S; krikofarengeal kasla 6zofagus kas tabakasiin birlesimi ile meydana
gelir. AOS, her ne kadar baz aragtirmacilar tarafindan, alt 6zofagusda
manometrik yiiksek basing alaninda sirkiiler kaslarin kalinlagmasi olarak
tarif edilse de, ayr1 bir anatomik alan degildir. Ameliyatlar sirasinda da bu
sfinkter kismini ayr1 bir alan olarak gisterecek kamt yoktur.

Gastrointestinal sistemin bir ¢ok kismindan farkli olarak 6zofagusun seroza
tabakasi yoktur. Eksternal fibroz tabaka, gevsek bag dokusundan olugur ve
Ozofagusu bir zar gibi sararak ¢evre dokulara tutunmasim1 saglar. Eksternal
fibroz tabaka ile kas tabakasi arasinda kan damarlari, lenfatik kanallar ve

sinir lifleri seyreder>'®,



Kan Damarlan :

Ozofagusu besleyen kan damarlar1 dort ana kaynaktan gelir. Inferior tiroid
damardan gelen dallar servikal 6zofagusu, brongial arter sistemi torasik
Ozofagusun {ist kismim, torasik aorttan dogrudan gelen damarlar ise torasik
Ozofagusun orta kismim beslerler. Torasik 6zofagusun alt kismina ve
abdominal 6zofagusa gelen damarlar ise sol gastrik ve inferior frenik
arterlerden ¢ikarlar. Sol gastrik arterden ¢ikan dallar (2 — 6 adet), alt
Ozofagusun anterior ve sag yliziine ulagirlar. Tiim ana damarlar 6zofagus
duvarina girdikten sonra kiigiik dallara ayrilarak tiim katlar1 beslerler ve

6zofagus boyunca uzanarak birbirleri ile anastomoz yaparlar.

Ozofagus venleri anlam kolaylihig1 i¢in iki gruba aymlirr ; intrinsik ve
ekstrinsik. Intrinsik venler yogun submukozal venoz pleksusu olustururlar ve
Ozofagus etrafinda boylamasina yer alan ekstrinsik periézofageal venlerle
birlegirler. Boyun bdlgesinde bu venler inferior tiroid venlere, toraks
bolgesinde ise hemiazigos ve azigos venlerine bogalirlar. Alt kisimdaki
vendz sistem sol gastrik vene bosaldifi igin, kaval ve portal sistem
submukozal venlerle iligki i¢indedir. Portal hipe;tansiyon varhiginda bu

kisimdaki submukozal venler biiyiik varislere donerler'?,

Ozofagus Sinir Innervasyonu :

Ozofagusun innervasyonu, otonom sinir sisteminin viseral (splanknik) kism
ile olmaktadir. Bu sistem, 6zofagus viseral kisminin, kan damarlarimin, salgi
bezlerinin ve diiz kaslarin innervasyonundan sorumludur. Birbirlerinin karg:
yoniinde ¢aligan iki boliimden olusur; sempatik ve parasempatik sistem.

Eferent sempatik sistem, vasokonstriksiyon, sfinkterik kontraksiyon ve



duvar kaslarinin relaksasyonundan sorumlu iken parasempatik afarent sistem

de gastrointestinal sistemin peristaltizminden ve salg1 bezlerinin iglevinden
sorumludur.

Sempatetik innervasyon, boyunda superior ve inferior servikal
ganglionlardan, toraksta splanknik, abdomende ¢dliak ganglionlardan gelen
dallarla saglanir. Bir kisim sinir lifleri de vagus siniri tarafindan taginarak
Ozofagusa ulagir. Myenterik pleksusta, sempatik sinir sistemi de bulunur.
Motor islevi olmamasina kargin kismen diger sinirlerin iglevlerinde yardimci

olurlar.

Parasempatik sinir destegi, dorsal vagal ¢ekirdekten kéken alan, 10. kranial
sinir olan vagus tarafindan saglanmaktadir. Hem afarent hem de eferent lifler
tasimaktadir. Vagus sinirleri, boyundan baglayarak 6zofagusun her iki
tarafindan asag1 dogru seyreder ve torasik 6zofagusa gelince, akciger
hilusunun arkasinda, pulmoner ve 6zofageal olmak iizere iki grupta genis
pleksuslar olugtururlar. En 6nemli dali olan rekiiren larengeal sinir, sag
tarafta subklaviaﬁ arterin , sol tarafta ise aortik arkin altindan dénerek,
trakeo-6zofageal oluktan yukari dogru seyreder. Diyafragma seviyesinde sol
vagus siniri anteriora, sag vagus siniri posteriora gecer ve buralarda dallar

verirler.

Ust 6zofagus ve farenksin ¢izgili kaslarmin innervasyonu beyin sapindan
(nukleus ambiguus) kéken almaktadir. Distal 6zofagus ve AOQS’yi innerve
eden sinirler ise, vagusun dorsal motor ¢ekirdeginden ¢ikip, myenterik

pleksusun ganglionlarinda sonlanir.



Myenterik pleksuslar sirkiiler ve longitudinal kas tabakalar1 arasinda ve
submukozada bulunup, beyin sapindan eferent, 6zofagustan da afarent
uyarilan almaktadirlar. Ozofagus myenterik pleksuslarda iki gesit néron
mevcuttur :
1. Uyaricti ndronlar : Kolinerjik reseptorler ile Ozofagus kas
tabakasinin kasilmasini saglarlar.
2. Inhibe eden néronlar : Kas tabakasim vazoaktif intestinal peptid
(VIP), nonadrenerjik-nonkolinerjik peptidler yolu ile etkilerler™!!>19)

OZOFAGUSUN ISLEVLERI

Ozofagusun islevleri ii¢ kisimda incelenebilir:
1. Ust 6zofagus sfinkteri
2. Govde
3. Alt 6zofagus sfinkteri

UO0S; dil, farenks ve iist 6zofagus ile beraber motor innervasyonunu beyin
sapindan (nucleus ambiguus) almaktadir. Dinlenme halinde tonik
kontraksiyonda ve 100 mmHg basincinda durmaktadir. Bu sayede solunum
sirasinda havanin farenksten 6zofagusa, reflii oldugu taktirde de mide
iceriginin Gzofagustan farenkse gegmesini engeller. Yutkunma sirasinda
besin, dil hareketi ile farenkse getirildiginde istemsiz olarak farenks kaslari
kasilirken, UOS gevser. Besin 6zofagus govdesine gegtiginde sfinkter tekrar

eski haline doner.

Sfinkterlerin aksine, 6zofagus gdvdesinde dinlenme halinde motor aktivite
yoktur. Besin buraya geldiginde kontraksiyonlar baglar ve iist 6zofagustan



distale dogru peristaltik hareketlenmeler olur. Bu dalgalanmalar, 3 —4
cm/saniye hiz ile mesafe alir. Alt 6zofagusa geldiginde en fazla basing 60 —
140 mmHg’dir. Ug ¢esit dalgalanma gosterilmistir. Yutma ile beraber
baslayan harekete, birincil dalgalanma adi verilmistir. Ikincil dalgalanmalar
ise, Dbirincil dalgalanmalarin sonucunda 6zofagus go6vdesinden
temizlenemeyen besin pargaciklarinin veya GER’in duyu sinir uglarim
uyarmasi ile olusur. Bu hareketler gévdenin uyarildii yerden baglar ve
distale dogru devam eder. Ugiinciil dalgalanmalar, itici giicli olmayan,
Ozofagus g6vdesinin herhangi bir noktasindan baglayabilen, daha ¢ok yagh
insanlarda ve motilite sorunu olan olgularda goriilen dalgalanmalardir™”'®,

AOS, iki kisimdan olusur; 6zofagus diiz kaslarmnin olusturdugu internal ( 2-3
cm uzunlugunda) ve diyafragmatik sag krusun olusturdugu kabul edilen
eksternal kisimlar. Normal dinlenme halinde, mide basincimn iizerinde bir
basing olugturarak (15 — 25 mmHg) mide igeriginin 6zofagusa kagigim
‘Onlemeye c¢alisir. Besin dalgalanma hareketi yardimiyla bu bdlgeye
geldiginde, 5 —10 saniye gevseyerek mideye gecise izin verir ve tekrar eski
haline geri doner. Gevseme olasilikla nonadrenerjik-nonkolinerjik
nbrotransmiter olan VIP ile olmaktadir. Ayrica, yutmadan bagimsiz,
dinlenme donemlerinde goriilen “gecici dzofageal sfinkter gevsemesinin”
nedeni ve olug mekanizmasi tam agikhik kazanmamugtir. Yemek sonrasi
mide distansiyonun etken olabilecegi sOylense de gevseme donemlerinin

siklif1 ve siireleri arttikga GER’in olustugu kanitlanmistir™® 1819,
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EMBRIYOLOJIK GELISIM

Insanda embriyolojik dénem 3’e ayrilir®:;

1. Biiylime
2. Embriyonik dénem veya morfogenez

3. Diferansiyasyon

Birinci donem biiylime ile karakterizedir. Hiicrelerin béliinmesi ve hiicre
{irlinlerinin salinimiyla beraber goriiliir. Embriyo, bilaminer embriyonik
diskten {i¢ germ tabakasindan olugan trilaminer embriyonik diske doniigiir.
Bu donem iginde; notokord , néral tiip, noral krest, somit, kan ve kan

damarlari, koryonik villus olusumlar: da gézlemlenir.

Ikinci dénem; “embriyonik period” ya da “morfogenez”, hiicre kitlelerinin
haraketiyle gerceklesmektedir. Morfogenez, bir formun olusumu demektir
@D Hiicreler karmagik etkilesimleri diizenli bir sekilde yapmaktédlr. Bu
donemde, organ ve sistemlerin temel gekli oldugu igin, herhangi bir
teratojenle kargilagmasi major dogumsal malformasyonlarin olugumuna
neden olur. Olusan bu organ ve sistemler, ii¢ germ tabakasindan meydana
gelir. Embriyo 4. haftanin baginda medyan ve horizantal planlarda
kivrilarak, diiz ve trilaminar olan formunu, “ C * geklinde silindirik bir
bi¢cime doniigtiiriir. Bag, kuyruk ve lateral kivrimlarin olusumu embriyo ve
yolk kesesinin sikigmasina yol agar. Kivrilma esnasinda yolk kesesinin arka

kism1 embriyo ile birleserek “ primitif barsag > olugturur®-?,

On barsak: Bas bolgesinin ventrale kivrilmastyla yolk kesesinin bir

kisminin birlesmesi sonucu,
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Orta barsak: Horizantal planda kivrilan embriyonun yolk kesesi ile
birlesmesi sonucu,
Son barsak: Embriyonun kuyruk bolgesinin kivrilmas: ve yolk kesesi

ile birlesmesi sonucunda olusur.

Ug germ yaprag: cesitli doku ve organlara degisim gostererek embriyonel
donemin sonunda tiim ana organ sistemlerinin baglangicini olusturmaktadir.
Belli bagh i¢ ve dig yapilar, gelistigi siire¢ olan 3 — 8 haftanin sonunda,
islevsel olarak yetersizdirler™®.
Primitif barsak kendi igerisinde; 6n barsak, orta barsak ve son barsak olarak
tic kisma ayrilir :
On barsak : Primitif farenks ve deriveleri
Alt solunum sistemi
Safra kanal agiliminin proksimalindeki duodenum
Karaciger, safra kesesi ve safra kanallar1
Pankreas
Orta barsak: ince barsak
Cekum ve appendiks
Cikan kolon
Transvers kolonun 2/3 proksimal kismi
Son barsak : Transvers kolonun 1/3 distal kismi
Inen kolon
Rektum
Anal kanalin superior kismi

Mesane ve {irethranin epiteli

12



Ozofagusun Normal Embriyolojik Gelisimi

Fertilizasyondan sonra yaklagik olarak 22 — 23. giinlerde 6zofagus ve
trakea’nin kranial kisimlari, 6n barsagin mediyan ventral divertikiilizasyonu
ile belirmeye baglar. Bu esnada embriyo 3 mm boyundadir ve 10 adet somit
goriilebilmektedir®.

Carnegie, insan embriyolarim geligim siireglerine gore smiflandirdifinda,
12. devrenin erken dénemlerinde embriyo 3.7 mm iken, akcigerin olusacag:
On barsagin endoderm {izerinde ventral tarafa dogru bir siglik tarzinda
belirmeye basladigin1 belirtmistir®. Bu kisimdaki epitel dorsale gore 3 kat
daha kalindir. Mezenkim, 6n barsak ve bu kisimdaki diger geligmekte olan
yapilari ¢evrelemektedir. Primitif respiratuvar sistem 5. somit g¢ift
hizasindadir. Akciger tomurcugunun hemen Oniinde kalp bulunmaktadir.
Primitif respiratuvar sistem, 6n barsagin alt yarisindan g¢ikmaktadir ve

tomurcugun ¢iktig1 yerin alt kismi olduk¢a dardir.

Embriyo 4 mm oldugunda, 12. devrenin ge¢ dénemlerinde daha belirgin bir
trakeo-6zofageal ayirim olugmaya baglar. Bu bolgedeki endodermal hiicreler
ortada birleserek trakeo-ozofageal septumu (TOS) olustururlar. Primitif
trakeal tomurcugun ucunda One ve asagi dogru akciger tomurcuklarn
olugsmaya baglar. TOS iist kism1 bu esnada 5. ve 6. somitler diizeyindedir.

On barsak ve noral tiip arasindaki mezenkim de artmugtur.

Embriyo 4.5 mm iken, 13. evrede Ozofagus ve trakea tamamen
belirginlesmistir. Septal ayrilma bas kisima dogru devam ederken, 6zofagus

ve trakeanin aym zamanda uzamasi bu yapilanmanin 32. giinden Once

13



tamamlanmasini engeller. Ozofagus, mide ve trakea arasindaki 'bu dar
bslgeden olugmaktadir®?>, On barsagin diger kisimlarnin endodermi tek
tabaka hiicre ile dogeli iken, bu bolgede iki ya da ii¢ tabaka hiicre
bulunmaktadir. Bu donemde trakeal primordiyumun distalinde akciger
tomurcuklar1 biiylimeye devam eder. Yine bu donemden baglayarak

6zofagus ve trakeanin submukozal ve miiskiiler tabakalari gériilebilir.

Trakeal ayrim noktasinda 6zofagusun genigligi diger donemlere oranla daha
azdir. Hatta 6zofagus atrezisinin bu dénemde geligebilecegi dusunulmustur
Ozofagusun uzamasi mideyi diyafragmanin altina dogru tagr.

Ozofagus normal boyutuna 7. haftada ulasir ve bu donemde abdominal
pargas:1 erigkine oranla daha uzundur. Ozofagusun sirkiiler kas tabakasi
embriyo 9 mm iken, 6. haftanin baginda goriiliir. Nervus Vagus’un ayni
dénemde hemen kas tabakasinin diginda olustugu saptanmistir. Yedinci
haftada kan damarlar1 submukozaya aortadan girerler. Dokuzuncu haftada,
embriyo 30 mm iken longitudinal kas tabakasi goriilmeye baglasa da

gelisimini tamamlamas1 12. haftaya kadar siirer.

Ozofagusun liimeni baslangigta yuvarlak iken 5. haftada yukanda
dorsoventral, agagida ise lateral y6nde diizlegir. Yedinci ve 8. haftalarda
Ozofagus epiteli, limen hemen hemen tamamen hiicre ile dolu oluncaya
kadar prolifere olur. Onuncu haftadan itibaren vakuoller kaybolarak tek
limen olusur. Epitel baz1 yerlerde 6zellikle silyalidir. Bu hiicreler 5. aya
kadar artmaya devam eder. Dordiincii ayda 6zofagus ortasindan baglayarak
silyal1 epitel, stratifiye skuamoz epitel adaciklar ile yer degistirir. Onikinci
hafta iginde liimeni normal sekline yaklagmustir. Ozofagusun her iki ug

14



noktasindaki kii¢iik bolgelerdeki kolumnar hiicreler stratifiye skuamoz

epitelle yer degistirmez ve bunlardan yiizeyel zofagus bezleri geligir®*?.

OZOFAGUS ATREZISI

OA; 6zofagusun embriyolojik dsnemde devamliliginin bozulmasi ve sikhikla
atretik poslardan biri veya ikisinin birden trakea ile birlegmesi ya da atretik
poslarin izole halde bulunmasi1 sonucunda olugsan anomaliye verilen addur.
Ozofagusta atrezi olmadan trakeo-6zofageal fistiil (TOF) bulunmas1 da bu
anomali grubuna sokulmaktadir.

En sik goriilen formlar: :

1. OA, Distal TOF %85.8
2. 1zole OA %7.8
3. H Tip TOF %4,2
4. OA, Distal ve Proksimal TOF %1.4
5. OA, Proksimal TOF %0.8

Ik defa 1697 yilinda, en sik formu olan; proksimal OA, distal TOF, Thomas
Gibson tarafindan tanimlanmigtir. Cameron Haight’de 1941 yilinda OA’da

ilk bagaril1 primer onarim operasyonunu gergeklestirmistir.

Bu anomalinin goriilme siklign 1/3750 — 4500 canhi dogumdur. OA’h
olgularin yarisinda prematiiritenin yamsira kardiyovaskiiler (%35),
genitoiiriner (%20), gastrointestinal (%24), norolojik (%10), iskelet
sistemine ait (%13) degisik major veya minGr anomaliler eglik eder.
VACTERL sinonimi goriilme siklifn %25°dir. Eslik eden bu anomaliler,
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prematiirite ve OA tipi ile beraber prognozu ve tedavi plamm
etkilemektedir.

OA olan bebeklerin biiyiik bir kismi hayatlarinin ilk bir-kag saatinde belirti
verirler. En erken belirtileri, agizlarindan olduk¢a fazla tiikiiriik
¢ikarmalandir. Anneyi emdiklerinde, siitii yutamayip agizdan ve burundan
getirirler. Bu esnada 6ksiiriik ve siyanoz da gézlenir. Hem iist pogda biriken
materyalin hem de mideden fistiil yoluyla akcigere gelen asitin aspirasyonu,

pnémoniye neden olur.

Tani, agiz yolu ile ilerletilen 10 F orogastrik tiipiin agi1z kenarindan yaklagik
11 — 12 cm uzaklikta takilip mideye ulagamamasi ile konur. Fistiil yerlerinin
saptanmasi i¢in bronkoskopi ve dzofagoskopi incelemelerinin yapilmasinda

yarar vardir. Sinefloroskopi de H tip TOF’iin tamsinda yardime olmaktadar.

Ameliyatta sag torakotomi insizyonu ile 4.-5. interkostal araliktan
ekstraplevral yol ile arka mediyastene ulagilir. Amag fistiilii trakeadan ayirip
poslar1 ug¢ uca anastomoz etmektir. Izole tipinde ise ilk amag gastrostomi
acip beslenmeyi saglamak, daha sonra ya primer anastomoz yapmak ya da
kolon, ileum veya mideyi toraksa ¢ekip Ozofagusun devamliligini
saglamaktir. H tip TOF’lerde de boyundan yaklagimla fistiili baglamak

yeterlidir.

Ozofageal darlik, anastomoz kagagi ve GER ameliyat sonrast erken
donemde, trakeomalazi, yutma zorlugu ve 6zofagus motilite bozuklugu ise
ameliyat sonrasi ge¢ donemde mortalite ve morbiditeyi etkileyen

nedenlerdir®®.
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OA’mn Embriyolojik Gelisim Teorileri

Primitif 6n barsagin 6n duvarindan trakeopulmoner olusum fertilizasyonun
21. giiniinde goriilmektedir. Embriyo 8 mm boyunda iken gestasyonun 32.
giiniinde TOS olusur ve trakea ile 6zofagus ayr1 yapilar haline gelir. Bu da
anomalinin ya da atrezinin, gestasyonun 32. giinlinden 6nce meydana

geldigini gostermektedir.

OA’da, TOF’iin distalinde ¢izgili kas bulunmamasi bu olaymn erken
dénemde gergeklestigini  diistindiiriir®”. Dordiincii  haftamin  sonunda
respiratuvar sistemin biiyiik boliimii olustugu igin sadece OA ve TOF
gelisebilecegi kabul edilmigtir®.
Bugiine kadar yapilan insan embriyo ¢alismalari ile 6zofagus ve respiratuvar
sistemin normal gelisimlerinin agiklanabilmis olmasina kargin, atrezi ve
fistiil olusumu ve diger ek anomalilerin gelisimi heniiz agiklik
kazanmamustir. Ozofagus atrezisinin birgok degisik anatomik tipleri vardir
@39 Tiim bu anomaliler ortak bir gelisimsel bozukluun spekturumlar
seklinde veya gelisim esnasinda olusan yerel bolgesel etkilenmelerin
sonucunda olabilir® . Spekturumun bir ucunda OA ve TOF’iin degisik
tipleri, diger ucunda ise larengeo-trakeo-6zofageal kleft, trakeal agenezi ve
izole OA bulunmaktadir. Giiniimiize degin ortaya atilan OA gelisim teorileri
dort ana grupta incelenebilir:

1. Intraembriyonik basing teorisi

2. Epitelyal tikamklik teorisi

3. Biiyiimede degisiklik teorisi

4. Vaskiiler teori
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1. Intraembrivonik basing teorisi:

a.

Genislemis embriyonik kalbin basisi: Embriyonik kalbin
genislemesi ile servikal bolgenin dorsal egiminin 6zofagus ve
trakeay1 basing altinda birakarak OA’ya yol agtig diisiiniiliir. Bu
teori vertebranin gelismemis olmasi ve kalbin j6le kivamindaki
fetusu basing altinda birakamiyacagi nedenleri ile taraftar
bulmamigtir. Ayrica kalbin gelismedigi veya kii¢iik oldugu
zamanlarda da atrezi oldugu gozlenmigtir®®.

Anormal damarlarin basisi: OA ile birlikte sag retrozofageal
subklavian arterin bulunmasi, sag dorsal aortanin kaudal kisminin
gelisen Ozofagus ilizerine basi yaptigi goriigiine yol agmistir.
Ancak bu hipotez OA’l1 embriyolarda yapilan diseksiyonlarda
dogrulanmamustir®?,

Pnémoenterik resesin yaptig1 basing: Bu bolgede agirn miktarda
stvi birikiminin Onbarsakda basiya neden oldugu diisiincesinden
yola ¢ikmaktadir. Ancak bu bdlgenin daha sonra gelistigi
bulunmugtur. Ayrica bu doénemde embriyonun jole kivaminda
olmasi basing olsa da embriyonun bundan etkilenmeyecegini

diistindiirmektedir®®,

‘Embriyonik hiperfleksiyon: Bu teoride, anormal gelisim gosteren

dorsal yapilar nedeniyle embriyonun hiperfleksiyonunun OA
gelistirdigi kabul edilmektedir®®. Tavuk embriyosunda yapilan
caligmada, kalpte basing olusturmayacak kadar hiperfleksiyona
getirilen 42 embriyonun sadece bir tanesinde TOF gelismistir.
Ozofagusta atreziye yol agacak kadar ciddi boyutda bir basincmn

olusmasi rijit olmayan embriyo i¢in olanakli gﬁriihnemektedir(35).
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2. Epitelyal Okliizyon

Ozofagus liimeninin okliizyonu sonrasmda rekanalizasyonu olmamasi
sonucu atrezi olugtugu goriisiidiir®®. Ozofagusun embriyolojik gelisiminde
takeo-6zofageal sulkusun hemen altinda 6zofagus limeni ¢ok daralsa da
atrezi geligiminin bu dénemden 6nce oldugu savunulmaktadir. Ayrica hig bir
OA'da liimenin tamamen tikandig1 goriilmemistir. Bu teori trakeodzofageal
fistiil olusumunu agiklamaktan da uzak kalmaktadir.

3. Biiytimede Degisiklik Teorileri

Yamasaki 1933 yilinda ilk defa, OA’nin aktif hiicresel proliferasyonun bir
disfonksiyonu olarak gelisebilecegini ileri siirmiigtiir. Bu teorisini, primitif
On barsagin dorsal kisminda ince, ventralde ise daha kalin bir tabaka halinde

epitel bulunmasi gbzlemi iizerine kurmugtur. Pulmoner kisimlar ve trakeanin
sahip oldugu hizli biiylime potansiyeli neticesinde, primitif 6n barsagin
dorsal kesimlerinde O6zofagus olusumunu tamamlayacak kadar yeterli

hiicresel materyalin olmamasinin atreziye yol agtig1 diisiiniilmiigtiir.

Gruenwald da, trakeanin hizli uzamasi neticesinde 6zofagusu asagiya dogru
tagidiin1 ve bu nedenle 6zofagusun yeterli degisime ugrayamadigi, ayr bir
yapi olarak gelisemedigi hipotezini 6ne siirmiistiir®. Trakeal biiyiime
tamamlandiktan sonra 6zofagusun kraniyal segmenti gelismeye devam eder
fakat agag1 kismu gelisemez. Trakeanin arka kisminda 6zofagus dokusu
olmasi veya dzofagus ile trakea arasinda miiskiiler bandlar olmasi bu teoriyi
desteklemektedir. Bagka bir agiklama ise 6n barsag: internal olarak bdlen
epitelyal yariklarin yanlig birlegmesi seklindedir®”. Trakeanin 6zofagustan

ayrilmasi sirasinda trakeanin dorsal kismi agir1 biiylirse ayrilma yoniinde
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bozulma olugur ve atreziye yol agabilir. Lateral 6zofagusun internal kisminin

oo .

On barsak epitelinin organizasyon defekti trakea ve Ozofagusun

ayrilmamasinda Onemli yere sahiptir. Hala trakeo6zofageal boslugu

dolduran hiicrelerin normal gelisim bigimindeki bozuklugun atreziye yol
actif1 kabul edilse de olaylarin morfolojik geligimi hakkinda goriis birligi
yoktur. Bu konuda olugturulan hipotezler su sekilde siralanabilir:

a. TOS’iin yanhs gelismesi: TOS’iin yukann dogru biiyiimesi ve
lateral Ozofageal bileskenin ilerlemesi ile Gzofagus trakeadan
ayrilir®?", Eger bu biiyiime yanlis yonlenir ya da eksik kalirsa
ayrilma anormal geligir ve atrezi gesitli sekillerde kargimiza ¢ikar.
TOS bazi arastirmacilar tarafindan, meydana gelen atreziyi
agiklamakda esas olarak kabul edilirken bazi yazarlar TOS’{in
normalde gelismedigini bile savunmaktadir®-4%4D,

b. Lateral ©6zofageal kisimlarin asir1 biiylimesi: Lateral internal
Ozofageal kismin kaudal ve posterior yonde asir1 biiylimesi,
ozofagus ve TOS’iin kapanmasma yol ~acabilir. Eger bu agin
biiyiime oblik dogrultuda geligirse trakea ile 6zofagusun alt kismi
arasinda baglant: bulunmaz ve distal TOF meydana gelir.

c. On barsagin dorsal kivriminin ventrale yer degistirmesi: Bu model
tavuk embriyosunda elektron mikroskopisi ile yapilan ¢alismaya
dayandlrllmlstlr(‘m). Trakea ile 6zofagus arasindaki boslukta azalma
goriilmiis fakat TOS’tin  kauda-kranial yonde gelistigi
gozlenmemistir. Lateral trakeo-6zofageal duvarin kalinlagmasinin

TOS’tin  kranial sirt olmasindan ¢ok, trakea ile &zofagus
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arasindaki lateral kivrimin agagida trakeo-Gzofageal kivrim,
yukarida ise kranial kivrim, primordial larinks, posteriorda ise
dzofagusun dorsal kiviimi oldugu saptanmistir. Bu gozlemlere
dayanarak On barsagm dorsal kivrimimin 6nde ¢ok fazla egilmesi
halinde larinksin iniginin engellenecegi diigiiniilmiigtiir®®. Béylece
trakea ile 6zofagus arasindaki bogsluk boéliinmemis olur, ventral
pozisyonda kalir ve sonugta trakeaya diferansiye olmasina neden
olur.

d. Diferansiyasyonun mezenkimal kontrolii: Bu teori longitiidinal
olarak biiylime ve septum bigimlenmesinin olmamas: savina
dayanir. Mezenkimal faktor onde trakeal mukozay: ve arkada
ozofagusu kontrol eder. Dengenin bozulmasi genellikle trakea
yoniinde olur. On barsagin endodermal epiteli 6nde trakeaya
integre olur ve 6zofagusta gok az kalir. fzole OA ise septumun gok
az bir kismi etkilenirse goriiliir. mezenkimal diferansiyasyonun

kontrol bozuklugu, OA’mn bélgesel defektleri igin gegerlidir?.,

4. Kan Akimimn Bozulmasi:

Bu model barsak atrezilerinin gestasyonel donemde mikrosirkiilasyonunun
bozulmast neticesinde oldugu diisiincesi ile aym temele dayanmaktadir.
Arteryal dolagimin bozulmas: kopek fetuslarinda intestinal atrezi

olusturmaktadlr(43 )

. Bu bilgiler 1s13mnda OA’nin da mikrosirkiilasyonun
bozulmasina bagli olabilecegi one siiriilmektedir. Barsak atrezileri gelisimin
ge¢ dénemlerinde olur. Oysaki OA vaskiiler yapilar olusmadan &nce

gerceklesir ve bu nedenle bu teori de gegerliligini kaybetmektedir.
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Sonug olarak, bugiine kadar gelistirilen bu teorilerin OA olusumunu
agiklamakda yetersiz kaldign goriilmektedir. On barsagin 6zofagus ve
respiratuvar sistemi olugtururken hizla gelisen ve ¢ogalan endodermal veya
mezenkimal hiicrelerdeki uyar1 bozukluklari ya da yon hatasimn OA ve
TOF’e neden olmas: olasilig1 nispeten daha yiiksek goziikmektedir.

OZOFAGUS ATREZISi HAYVAN MODELLERI

Bugiine kadar OA gelistilirilmesi i¢in tarif edilmis hayvan modellerini su

sekilde siralayabiliriz :

1. Kalter ve arkadaglari, gebe siganlara riboflavinden yoksun diet
uygulamast ile bazi fetuslarda izole OA olugturabilmislerdir™®.

2. Warkany ve arkadaglar1 vitamin A’dan yoksun diyet ile besledikleri
siganlarda birgok malformasyona ek olarak, sadece tek bir siganda TOF
elde edebilmiglerdir™”.

3. Kleckner ise, tavuk embriyosunda gelisimin erken donemlerinde boyun
bolgesinde hiperfleksiyon yaparak H tip TOF olugturmugtur®,

4. Tovar ve arkadaglari1 siganlara gebeliin 6 — 9. giinlerinde adriamisin
verilerek insanlardakine benzer OA ve VATER tipi ek anomalileri

saptamiglardir®?,

ENTERIK SIiNIR SISTEMI

Enterik sinir sisteminde intrinsik ganglionlari olusturan ndral ve gliyal
hiicreler baglica iki grup noral krest hiicresinden koken alirlar: vagal ve
sakral. Vagal enterik noral krest hiicreleri noral tiipiin 1-7. somitlerinden
yola ¢ikarak ve kranio-kaudal yonde ilerleyerek tiim barsak duvari boyunca
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mezenkimde kolonize olurlar. Sakral enterik néral krest hiicreleri ise 28.
somitten dorsoventral ve dorsal yonde go¢ ederler. Kemiricilerde noral krest
hiicrelerinin barsak mezenkiminde yerlesmeleri embriyonel dénemin 9,5.
giininde iken, enterik ganglionlarin morfolojik olarak tanimlanmasi 6n
barsakta 12. gilinde, son barsakta ise 14,5. giindedir. Ganglionik
diferansiyasyonun tamamlanmasi ve iglevsel olmas: ise mezenkimdeki diiz
kas diferansiyasyonun da tamamlandigi 17. giinden sonra gergeklesir ve
peristaltik hareketler baglar®5*?,

Noral krest hiicrelerinin gd¢ yollar1 hiicresiz bir alan olup sadece ESM
tarafindan olugturulan fibriller ve graniiler bir ag bulunur ve hiicreler bu ag
bilegenleri ile etkilesime girerler. Dolayisiyla ESM’nin yapisal ve molekiiler
ozelliklerinin bu g6g¢ii yonlendirmede ve olgunlagsmasinda 6nemli rolii

vardir™?,

EKSTRASELLULER MATRIKS PROTEINLERI
Insan viicudu 4 temel dokudan olusur:

1. Epitel

2. Bag dokusu

3.Kas

4. Sinir dokusu

Biitlin dokularda, hiicreler ve hiicreler arasinda bulunan, canli olmayan
makromolekiillerden olusan ESM vardir. Cok hiicreli organizmalarda

ovumun fertilizasyonu ile beraber, ESM proteinlerinin (kollajen, laminin ve
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fibronektin) {iretimi de baglar. ESM, hidrate jel kivaminda graniillii bir ag
ve fibrillerden olusur. Bulundugu dokuda yalmizca hiicrelere destek
saglamazlar, hiicresel go¢ii, baglanmayi, farklilagmayi, olgunlagmay: da
organize ederle;. Hiicreler, etraflarindaki ESM’ye ve makromolekiillere,
Ozellesmis tutunma boélgeleriyle baglanirlar. Bazi dokular hiicrelerden
zengin, ESM’den fakir iken (epitel gibi), bazilar1 da hiicrelerden fakir,
ESM’den zengindirler (bag dokusu gibi)“*3*,

ESM, bes 6nemli yapidan olugmaktadir:
1. Kollajenler
2. Elastik fibriller
3. Bazal Membran
4. Yapisal glikoproteinler (GP)
5. Proteoglikanlar (PG)

Kollajenler:

Proteinlerle ayni ozellikleri tagiyan yapilardir. Ribozomlar tarafindan
yapilarak ortama salinirlar. ESM’de morfolojilerine ve histolojik
boyanmalarina gére 3 fibril c¢esidi tariflenmigtir; kollajenler, retikiilin ve
elastin. Bu fibriller yiizey gerilimi ve dokunun esnekliginden sorumludurlar.

Kollajenler iiglii aminoasit dizilimlerinin tekrarindan  olugurlar. -
Hidroksiprolin ve hidroksilizin isimli iki adet hidroksi aminoasitten
zengindirler. Uglii polipeptid zincirleri vardir. Herbir polipeptid zinciri ayn
bir gen tarafindan kodlanir ve bunlar Yunan alfabesindeki o ile tanimlanir.
Yapisal olarak insan viicudunda 10 gesit kollajen tariflenmigtir. Ancak

bunlar arasinda en fazla bulunanlar asagida agiklanan tiplerdir:
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Tip I Kollajen: En ¢ok kemikte, deride, tendonlarda ve olgunlagmig
yaralarda bulunurlar.

Tip II Kollajen: Kikirdak dokusunun kollajenidir ve daha dnce vitr6z
humorda da tarif edilmisti.

Tip I Kollajen: Daha ¢ok embriyonik dokuda, kan damarlarinda,
uterusta ve gastrointestinal sistemde bulunur. Yara iyilesmesinde ilk
depolanan kollajendir.

Tip IV Kollajen: Bazal membranin bir parcasidir. Tek fibril halinde
bulunmaz. Genelde laminin ve diger matriks elemanlan ile beraberdir.

Tip V Kollajen: Viicuttaki bir ¢ok dokuda, ancak az miktarlarda
bulunur.

Tip VI Kollajen: Bag dokusunun 6nemli elemanlarindandir.

Kollajenler, viicutta degismeden uzun siire dururlar. Degisim hizlar1 oldukga
yavagtir. Kollajenaz enzimleri ile yapilart bozulur. Bu enzimler viicutta,

fibroblast, makrofaj ve endotel hiicreleri tarafindan saliurlar®**9,

Elastik Fibriller:

Uterus, kan damarlari, deri ve akciger gibi dokular, fonksiyonlan igin
gerilme direncinin yaninda elastik Ozellik de gostermek zorundadirlar.
Gerilme direncinden dokudaki kollajenler sorumlu iken gegici gerilme
sonrast dokunun eski haline d6nmesinden elastik fibriller sorumludur.
Elastin, fibrillerin tam ortasinda bulunur ve Kollajenler gibi glisin, proline
igerir, ancak hidroksi aminoasit igermez. Ozellikle bazal laminada
yerleserek, bir ag olustururlar. Periferde elastik fibrillerle beraber bulunan

mikrofibrillerin gérevi tam olarak aydinlatilamamigtir. Ancak iyice bilinen
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tek mikrofibril olan fibrilinin yapisal bozuklugunda “Marfan Sendromu”nun

gelistigi saptanmgtir*>?,

Bazal Membran:

Hiicrelerle, stroma arasinda yer alan ince bir yapidir. Tip IV kollajen,
laminin, entaktin, heparan siilfat ve daha az miktarda da diger matriks
elemanlarim igerir. Elektron mikroskopisinde iki ayr1 tabaka olarak fark
edilir: lamina densa ve lamina lusida. Biitiin epitellerin altinda, epitelyal
hiicreleri stromadan aywran devamli bir bazal membran  vardur.
Yalmzca kemik iliginin siniizoidal endoteli altinda, lenfoid dokularda ve
karacigerde yoktur. Bazal membranin en iyi bilinen yapi tas1 laminindir. Ug
biiyiik polipeptid kolu olan bir glikoproteindir. Her bir kolda da tip IV
kollajen, entaktin ve hiicre zar1 igin baglanma noktalari icerir. Ozellikle
hiicrelerin birbirlerine tutunmasim saglar. Bir ¢ok proteaza duyarlidir.

Laminin lokalizasyonu, bazal lamina ile sinirlandirilmastar.

Bazal membran, hiicrelere yapisal destegin yaninda, onlara tutunma yerleri
de saglar. Aym zamanda filtre gorevi goriir. Endotel ve renal glomerulusta
bu fonksiyonu detayli olarak gosterilmigtir. Yiikksek anyonik yiikteki bazal
membranin segici filtrasyon igin oldukca 6nemli oldugu ve bu sayede
metastatik hiicrelerin yayilimini1 da engeleyebildigi bilinmektedir. Biitiin bu
gorevleri ile beraber hiicrelere kendi Ozgiin c¢evresinde idame olanag:

saplarlar 40,

Glikoproteinler:
GP’ler, hiicrelerin ESM’ye tutunmasina yardimci olurlar. Bilinen maj6r

GP’ler; fibronektin, laminin, entaktin, tenaskin, kondronektin ve
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osteonektindir. Fibronektin genis ¢apli, birbirine benzeyen iki polipeptid alt
gruptan olugur. “ V ” seklindeki kollarinda hiicre zarindaki integrinlere,
ekstraselliiler makromolekiillere (kollojen, heparin, hyaliironik asit gibi),
hiicre ylizeyine, fibrinojene, bakterilere ve DNA’ya baglanmak igin 6zel
alanlar1 vardir. Embriyo doneminde, ¢esitli hiicrelerin gogii ic¢in yol

hazirladi3; saptanmigtir“®49°0,

Proteoglikanlar ve Glikozaminoglikanlar (GAG):

GAG’lar, uzun, kirilmayan ve dallanmayan polisakkaridlerden olugurlar. Bir
tane major GAG hari¢ hepsi siilfatlanmig halde bulunurlar. Bunlar; keratan
siilfat, heparin, kondrotin 4 siilfat, kondrotin 6 siilfat ve dermatan siilfattir.
Bu GAG’lar protein molekiillerine kovalen baglarla baglanarak PG’leri
olustururlar. Siilfatlanmamis tek GAG, hyaliironik asittir™®*),

Bir ¢ok PG, ozellikle “agrekan”, hyaliironik aside baglanarak ESM’nin jel
formunda kalmasim saglar. Bu sayede mikroorganizmalara ve metastatik
hiicrelere bariyer olugturarak yayilimlarim1 engellerler. Bazal lamina ile
beraber de filtre gorevi Uistlenip, belli biiyiikliikkteki makromolekiillere gegis
izni vermezler. Aym1 zamanda 6zel molekiillerle , baglanma noktalar
olugturarak bu molekiillerin dokulara etki etmesini saglarlar ( Grnegin
“transforming growth factor”). ESM’de olduk¢a fazla bulunmalarinin

yaninda, hiicre yiizeyi ve bir ¢ok biyolojik sivida da saptanmuglardir®#°%,
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GEREC ve YONTEM

Bu deneysel ¢aligma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma ve Hayvan Laboratuvarinda, Etik Komite onay: alinarak yapild:.

Caligmada, deney hayvami olarak Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Ara$t1rma ve Hayvan Laboratuvarinda tiretilen, puberteyi gegmis
(2 ayliktan biiyiik), en az bir kez dogum yapmis, ortalama agirliklar1 232.4
+ 25,8 (205 — 284 )gr olan digi Sprague-Dawley si¢anlar kullanilda.

Sicanlar ¢aligma boyunca, hayvan laboratuvarinda, hava dongiisii ve 12 saat
aydinlikk — 12 saat karanlik 11tk dongiisii saglanan bir odada tutuldular.
Bakimlan laboratuvar teknisyenleri tarafindan yapilip, sehir suyu ve sigan

yemi ile beslendiler.

Sicanlarin Ciftlestirilmesi:

Disi sicanlar gebe olmadiklar1 saptandiktan sonra, ¢iftlesmeleri igin her bir
kafese tiger digi ve bir erkek sigan konarak, 24 saat beklenildi. Bu siirenin
sonunda disi siganlar, erkek siganlardan ayrildi. Gebeligin belirlenmesi igin
disi siganlarin vajenlerinde mukus plak varhg: kriter olarak se¢ildi. Digi
siganlarin ¢iftlesme sonrasi ilk giinden itibaren, sakrifiye olacaklar: 21. giine
kadar her giin sabah viicut agirliklar1 elektronik hassas terazi ile (Ohyo
MP 3000, Tokyo/Japan) tartildi (Resim 1).

Ozofagus Atrezi Modelinin Olusturulmas::
Gebe oldugu belirlenen toplam 15 siganin 12’sine adriamisin (Adriblastina,

Carlo Erba, Italya) verilerek ¢aliyma grubu, kalan 3 gebe sigana da serum
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Resim 1. Gebe siganlarin hassas terazi ile

tartilma iglemleri
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fizyolojik verilerek kontrol grubu olusturuldu. Disi siganlarin erkek siganla
aym kafeste oldugu giin gestasyonun sifirmct giinli, erkek sigcandan
ayrildiklari giin de gestasyonun birinci giinii olarak kabul edildi. Calisma
grubundaki 12 gebe sigana, gestasyonun 6, 7, 8 ve 9. giinlerinde
intraperitoneal yolla 2 mg/kg/giin adriamisin verildi. Kontrol grubuna da
gestasyonun aym giinlerinde intraperitoneal yolla 2 cc/giin serum fizyolojik

verildi.

Sakrifikasyon ve Fetuslarin Hazirlanmasi:

Gestasyon 21. giiniine gelen gebe siganlar derin eter anestezisi ile sakrifiye
edilerek, uteruslari laparotomi ile blok halinde gikarildi (Resim 2). Her bir
gebelik igin fetuslar sayild1 ve amniyon mayi ile ayri ayri tartildi (Resim 3).
Fetuslarin amniyon zan ¢ikarilip, mayi bosaldiktan sonra da tartildi ve
histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formol soliisyonu igine konarak,

patoloji laboratuvarina iletildi.

Histopatolojik inceleme
Histolopatolojik incelemeler Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji

Ana Bilim Dali’nda yapildi.

Caligmamizda, her fetustan, agiz kismindan diyafragma altina kadar 2 mm
kalnhiginda horizantal dilimler alindi. Bu drneklemelere ototeknikonda
rutin takip yontemi uygulanip, 2 — 3 adet oregin biraraya kondugu parafin
bloklardan 3-5 mikron kalinlikta kesitler alindi. Tim kesitler Hematoksilen

— Eozin ile boyanarak 15tk mikroskopisi altinda incelenmistir. Atrezi geligen
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Resim 2. Gebe siganlarin uteruslarinin blok halinde ¢ikarilmasi

Resim 3. Fetuslarin uterusdan tek tek alinip tartiya hazirlanmast
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fetuslar saptanarak, immunohistokimyasal ¢aligmalarin yapilacagi gruplar
olusturuldu.

Immunohistokimyasal Boyama ve Degerlendirme:

Herbir grupta yer alan fetuslara ait bloklardan, immunohistokimyasal
¢aligma igin 3-5 mikron kalinliktaki kesitler organosilane ile kaph lamlara
alindilar. Deparafinize edilen kesitler, endojen peroksidaz blokajindan sonra
antijenlerin geri kazanimi amaciyla ﬁbrbnektin ve laminin i¢in 37 °C’ta
pepsin ile 50 dakika; kollajen tip IV i¢in proteaz ile 45 dakika 6n igleme tabi
tutuldu. Primer antikor olarak kollajen tip IV Ab-2 (Clone CIV 22,
Neomarkers, ABD), mouse monoklonal anti-laminin (ScyTek, ABD),
fibronektin Ab-9 (Clone 568+TV-1, NeoMarkers, ABD); sekonder ve
konjuge antikorlar i¢in “Ultravision Mouse Tissue Detection System”
kullamildi. Streptavidin - Biotin y6nteminin uygulandign c¢aligmanin

kromojeni diaminobenzidin, zemin boyas1 ise Mayer Hematoksilendir.

Hyaluronik asit diger ESM proteinlerinden fakli olarak histokimyasal
metodla iglem gordii. Bunun i¢in de, kesitler hidrate edildikten sonra
Weigert’s Hematoksilen i¢inde 20 dakika tutuldu. Akan suda yikamp, Alcia
Blue (pH:2,5) da bir saat bekletildi. Bu iglem sonras: kesitler tekrar akan
suda yikanip, Van Gieson soliisyonu igine kondu. 3 —5 dakika beklendikten

sonra dehidrate edilen, kesitler kapatildi.

Her bir antikor i¢in immunoreaktivite yerlesimi belirlenerek, yogunlugu tiglii
skala kullanilarak:

0- Yok

1- Zayif pozitif

2- Kuvvetli pozitif, olarak degerlendirildi.
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Istatistik Calismas :

Kontrol (n:3) ve adriamisin (n:12) grubundaki gebe siganlarin gestasyonun
0, 6 ve 21. giinlerdeki kilo takiplerinin kargilagtirilmas: “ eglestirilmig
Olgtimler igin ANOVA testi “ ile bakildi. Bu testin sonunda p<0,05
durumunda ise, ikili kargilagtirmalar i¢in “ Student Newman Keuls ¢oklu
kargilagtirma testi “ yapildi. Gruplarin aym giinlerdeki karsilikli kilo
degerlendirilmeleri de “ Mann Whitney testi “ ile kargilagtirildi.

Kontrol (n:107) ve adriamisin (n: 32) grubundaki fetuslarin amniyon sivili
ve yalin afirliklarinin kargilagtiriimasida “ Bagimsiz gruplar i¢in t testi® ile
gerceklestirildi.
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BULGULAR

Caligmamizda, kontol grubunda 3, adriamisin grubunda ise 12 gebe sigan

kullanilmigtir. Gebe

sicanlarin gestasyonun 0., 6., ve 21. giiniindeki

ortalama tartilar1 ve standart sapmalar: tablo 1’de verilmigtir:

Tablo 1. Gebe siganlarin viicut agirliklarinin gruplara gore dagilim

Kontrol Grubu (n:3) Adriamisin Grubu (n:12)
Gebe Sigan VA Gebe Sigan VA
(Ort. £ SD) gr (Ort. £ SD) gr
O. Gestasyonel Gilinde 221,3+17,2 235,1 £27
6. Gestasyonel Giinde 233,3+16,6 2482+ 27,3
21. Gestasyonel Giinde 283 +27,6 249,1 £27,3

VA : Viicut Agirhg

Kilo takiplerinde, kontrol ve adriamisin grubunda 0. gestasyonel giinle, 6. ve
21. gestasyonel giinler kargilagtirldiinda anlamli fark bulunmugtur
(p<0.0001). Kontrol grubunda ise 0. ve 6. giinler arasinda fark bulunmazken
(p>0.05), 0. ile 21. giinler arasinda anlamh fark tespit edilmigtir (p<0.0001).

Kontrol grubu ve adriamisin verilen gruptaki gebe siganlarmn kilo takipleri,
gestasyonun 0., 6. ve 21. esglinlerde birbirleriyle kargilagtirildiginda, anlamli
fark saptanmamigtir (p>0.05). Kontrol grubunda 21. gestasyonel giinde
belirgin kilo artigt goézlenmesine karsin, bu anlamsiz fark, kontrol
grubundaki az denek sayisina baglanmigtir.
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Kontrol grubunda 3 gebe sicandan 32 adet, adriamisin gubunda ise 12 gebe
sigandan 107 adet olmak tlizere toplam 139 fetus elde edilmigtir. Adriamisin
verilen gruptaki 107 fetusun 37 tanesinde OA, 2 tanesinde trakeal atrezi
saptanmustir (Resim 4, 5, 6 ve 7). Adriamisine maruz kalan fetuslarin OA
gelisme sikligin % 34,5°’dir. Trakeal atrezi siklifn da % 1,8 olarak
bulunmusgtur.

Calismamizda elde ettifimiz adriamisine maruz kalan ve kontrol grubundaki
fetuslar, gebe sigandan sezaryanla alindiklar1 21. gestasyonel giinde, hem
amniyon mayi ve kesesi ile hem de amniyon kesesi ¢ikartildiktan sonra yalin
hali ile tartilmiglardir. Fetuslarin ortalama agirliklar1 ve standart sapmalari
agagida tablo 2’de verilmigtir:

Tablo 2. Fetuslarin amniyon mayili ve yalin viicut agirliklan

Amniyon Mayili VA Yalin VA

(Ort. + SD) gr (Ort. + SD) gr
Kontrol Grubu (n:32) 733 £ 0.21 5.10 £1.06
Adriamisin Grubu (n:107) 6.06 +0.25 3.78 +£1.02

VA: Viicut Agirhg:

Kontrol grubundaki fetuslarn amniyon mayili ve yalin agirhiklarinin
ortalamasi, adriamisine maruz kalan fetuslarin ortalamasindan daha fazladir
(Tablo 3). Her iki grubun amniyon mayili tartilai ve yalin halleri
kargilagtirildiginda istatistiksel olarak belirgin fark saptanmigtir (p< 0.0001).
Ancak aym1 kargilagtirma amniyon mayi miktarlar1 i¢in yapildiginda,
saptanan fark istatistiksel olarak anlaml bulunmamigtir. (p>0.05).
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Resim 4. Hematoksilen —Eosin boyast ile normal fetus

O: Ozofagus T: Trakea

Resim 5. Hematoksilen —Eosin boyast ile OA’l1 fetus

T: Trakea




Resim 6. Hematoksilen —Eosin boyasi ile OA, distal TOF’lii fetus
T: Trakea TOF: Trakea-6zofageal fistiil

Resim 7. Hematoksilen —Eosin boyasi ile trakeal atrezili fetus

0O: Ozofagus




Tablo 3. Fetuslarin amniyon mayi miktarlarinin gruplara gore dagilimi

Kontrol Grubu (n: 32) | Adriamisin Grubu(n: 107)

Amniyon Mayi 1,25 £0,10 1,31 £0,18
(Ort. + SD) gr

Immunohistokimyasal ve Histokimyasal Bulgular

Caligmamizda, kontrol grubundaki 32 adet fetusun, 10 tanesi rastgele
segilerek Grup I olusturuldu. Adriamisin verilen ¢alisma grubundaki 37 adet
OA gelisen fetustan rastgele 20 tane almarak Grup II (A+), atrezi
gelismeyen 70 fetusun iginden de rastgele 20 adet segilerek Grup II (A-)
olugturuldu (Tablo 4).

Tablo 4. Fetus gruplarimin tanimlanmasi

Grup Fetus sayis1 | Tanimlama T
Grup I n:10 Kontrol grubu

Grup II (A+) | n:20 Atrezi gelisen grup (Adriamisin verilen)

Grup II (A-) | n:20 Atrezi gelismeyen grup (Adriamisin verilen)

Laminin, fibronektin, kollagen tip IV immunohistokimyasal, hyaluronik asit
de histokimyasal isglemlerden gegtikten sonra toraks kesitlerinde kalitatif
olarak degerlendirildiler ( Resim 8,9,10,11,12,13,14,15 ). Fibronektin ve
hyaliironik asit tiim gruplarda ( ++ ), kollagen tip IV ve laminin ( +) olarak
saptandi. Grup I, Grup II (A+) ve Grup II(A-) de saptanan dort ayr matriks
proteini i¢in aymi degerlerde bulunmasindan dolay1 istatistiksel olarak

degerlendirilmemistir ( Tablo 5,6,7 ).
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Tablo 5. Grup I’deki dokularda ESM proteinleri yogunlugu

Diiz Damar Iskelet Kalp Kemik

Kas Duvari Kas1 Kas1
Fibronektin ++ e ++ 4 e
Hyaliironik asit ++ R ++ ++ ++
Kollagen tip IV + + + * 3+
Laminin + + + ¥ &
Tablo 6. Grup II (A+)’deki dokularda ESM proteinleri yogunlugu

Diiz Damar Iskelet Kalp Kemik

Kas Duvari Kasi Kas1
Fibronektin Sl ++ ++ ++ B
Hyaliironik asit it o+ e T e
Kollagen tip IV + + + 5 T
Laminin i = + & i
Tablo 7. Grup II (A-)’deki dokularda ESM proteinleri yogunlugu

Diiz Damar Iskelet Kalp Kemik

Kas Duvan Kas1 Kas1
Fibronektin ++ ++ ++ ++ ++
Hyaliironik asit ++ ot ++ A+ FE
Kollagen tip IV + + o 5 e
Laminin + - + s T
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Resim 8. Fibronektin i¢in immunohistokimyasal boyama
Normal fetus  O: Ozofagus (4 X)

Resim 9. Fibronektin i¢in immunohistokimyasal boyama
Normal fetus T: Trakea (4X)




Resim 10. Fibronektin i¢in immunohistokimyasal boyama

OA’l1 fetus T: Trakea (4X)

Resim 11. Fibronektin i¢in immunohistokimyasal boyama
OA’l1 fetus T: Trakea (10X)




Resim 12. Kollajen tip IV i¢in immunohistokimyasal boyama
O: Ozofagus (10X)

Resim 13. Laminin i¢in immunohistokimyasal boyama

OA’li fetus T: Trakea (10X)




Resim 14. Hyaluronik asit i¢in histokimyasal boyama
Normal fetus O: Ozofagus T: Trakea

6 -

-~

o ek : B
Resim 15. Hyaluronik asit igin histokimyasal boyama
OA’li fetus  T: Trakea
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TARTISMA

Gereg ve Yontemin irdelenmesi

Caligmamizda kullandigimiz hayvan modeli, ilk defa 1995 yilinda Tovar ve
ark. tarafindan Wistar tiirii siganlarda olusturulmustur®. Daha sonra aym

model, Sprague Dawley siganlarda da galistlmgtir*'®

. Ik yapilan
caligmalarda 1.5, 1.75 ve 2 mg/kg/giin adriamisin dozlar1 gebe siganlarda
denenmigtir. Daha sonraki ¢aligmalarda bazi aragtirmacilar 1.75 mg/kg/giin,
bazilar1 da 2 mg/kg doz miktarim tercih etmislerdir®"*!%, Orford ve Cass’n
1999 yilinda yaptig1 ¢aligmada, sigan modelinde adriamisin ile anomali
iligkisini saptamiglardir. Bu ¢aliymada 1.25 ve 1.5 mg/kg/giin adriamisin
dozunun siganlarda anomali olugturan esik doz oldugu, 2.25 mg/kg/giin dozu
uygulandiginda biitiin fetuslarda anomali oldugunu, 2.5 mg/kg/giin dozunda
ise biitiin fetuslarin 6lii dogdugunu belirtmiglerdir. Kullanilan giivenli doz
aralizim 175 — 2 mg/kg/giin olarak kesinlestirmislerdir®”. Biz de

caligmamizda 2 mg/kg/giin dozunu kullandik.

Calismamizdaki gebe siganlarin kilo takibinde dikkati ¢eken tek nokta,
gruplarin kendi iginde gestasyonun 0. ve 21. giinlerindeki ortalama
kilolarim1 karsilagtirdigimizda ortaya ¢ikti. Kontrol grubunda ki gebe
siganlarin adriamisin grubuna gore daha fazla kilo almiglardi. Bu da bize
gOstermistir ki, adriamisine maruz kalan disi si¢anlar, fetus agirliklar
¢ikarildiginda ,gebelikde kilo kaybetmiglerdir. Ancak bunun sebebi su ana
kadar yapilan ¢aligmalarda agiklanamamustir.



Fetuslar1 inceledigimizde ise, hem amniyon mayili hem de yalin tartilarinda
kontrol grubu ile ¢aligma grubu arasinda istatistiksel olarak fark vardir.
Calisma grubundaki fetuslarin kontrol grubundakilere oranla daha zayif
olmalarinin sebebini adriamisine maruz kalmalarina baglanmistir. Bunun

nedeni de su ana kadar ortaya konamamaigstir.

Calismada elde edilen fetuslarda diseksiyon yapmadan, horizontal kesitler
almamizin en 6nemli nedeni; 6zofagus ve gevre dokulara zarar vermemek,
aym zamanda ESM proteinlerini genis bir ¢evre dokuda incelemek istegi
idi.

ESM proteinlerini inceleyen difer ¢aligmalara baktigimizda bu maddelerin
tespiti i¢in en sik immunohistokimyasal metodun kullanilmis oldugu dikkati
cekmektedir®*?, Ancak bu metod, kisithliklan olan bir tekniktir; bu
kisitliliklar antijen geri kazanim ile ortadan kaldirilmaya ¢aligilmaktadir.
Ancak bagari, 6l¢iilebilir kriterlere sahip degildir.

~ Immunohistokimyasal teknik yorum agisindan kantitatif degil, kalitatif bir
yontemdir. En biiyilk avantaji bakilan maddelerin yerlesiminin
belirlenmesidir®>?, Ancak ortamda, 5lgiilmesi planlanan madde yogunlugu
diisik oldugunda, kantitatif yontemlere Ornegin, polimeraz zincir
reaksiyonuna gore duyarlilig: diigiiktiir. Yine de ESM proteinleri ile ilgili
caligmalara baktigimizda immunohistokimyasal yontem ile , kalitatif
degerlendirme  yapilan bir ¢ok  galigmay: gﬁrmekteyiz(52’53’54).
Laboratuvarimizda sik kullanilan bir yéntem olmasi ve tecriibe birikimi

nedeniyle biz de immunohistokimyasal incelemeyi tercih ettik.
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Calismamizda kullanilan laminin, kollajen tip IV ve fibronektin
antikorlarmin tiimiiniin insana 6zglin antikorlar olmasma kargin Onceki
benzer c¢aligmalarimiz ile bu Kkitlerin siganlar i¢in de uygun oldugu ve

oldukga iyi sonuglar alindig1 gésterilmigtir.

Bulgularin irdelenmesi

Yutma zorlugu, kusma, GER ve sik akciger enfeksiyonlar1 gibi yakinmalara
neden olan 6zofagus motilite bozuklugu, OA ameliyat: gegirmis hastalarda,
O6zofagus limen i¢i manometrik, pH ve/veya radyolojik ¢aligmalarla
saptanmaktadir’'**>°9, Hastalar 6zellikle yutma zorlugu ve/veya aspirasyona
bagli solunum sikintis1 nedeniyle bagvurmaktadir. Basarilh OA onarimi
yapilan hastalarda hi¢ bir darlik, refistiil, GER saptanmadan da motilite
sorunu  goriildiigii  bilinmektedirt®>®, Bu nedenle uzun yillardir
aragtirmacilar igin ilging bir konu olusturmaktadir. Lind 1966 yilinda, OA
nedeniyle primer onarim ameliyat1 gegirmis hastalarinda yapti§1 manometri
caligmasinda, uygunsuz dalgalanmalar veya aperistaltik alanlar kaydetmistir
©D, Burgess ve ark.1968 yilinda, UOS ve AOS islevlerini normal bulurken,
anastomozun proksimalinde bir-kag cm’lik aperistaltik alan saptamigti®®.
Duranceau ve ark. ise 1977 yilinda, UOS islevini, dinlenme basincim ve
farenks ile AOS arasindaki uyumu normal bulurken bazi hastalarda da

U0S’de yetersiz gevseme gormiistiir®™.

Bu caligmalar sonucunda gosterilen OA’da motilite bozukluklarinin kaynagy,
bazi yazarlar tarafindan primer (dogumsal noéromiiskiiler anomali),
bazilarma gore de sekonder (ameliyat sirasinda 6zofagus ekstirinsik sinir

sistemine zarar verilmesi gibi) nedenlere bagh olabilecegi diigiiniilmiigtiir.
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Ancak yapilan aragtirmalara karsin etiyolojisi halen tam olarak ortaya

konamamugtur.

OA’li yenidoganlarin  ameliyat &ncesi proksimal ve distal poslarda
yapilan manometrik incelemelerin bir kism1 primer bir kismu da sekonder
nedenlere isaret eden sonuglar vermigdir. Romeo ve ark. 1987 yilinda 20
OA’l1 yenidoganda yapti31 ¢aligmada 2 hastada U0S’de, 3 hastada AOS’de
bozukluk, hastalarin tiimiinde ise iist posta motor uyumsuzluk saptamugtir®,
Ancak bu c¢ahsmaya, ozofagus motilitesinin yenidogan doneminde
olgunlagsmasim tamamlamadi§ saviyla itiraz edilmigtir. Montgomery ve ark.
da 1998 yilinda yeni gelistirilen videomanometri cihazi sayesinde bu
hastalarda farenks kasilmas: ile UOS gevsemesi arasinda bir uyumsuzluk
oldugunu saptamslardir®. Ayrica Nakazato ve ark. OA’lL hastalarda
ozofagus ve mideden aldiklar1 biyopsilerde anormal Auerbach pleksuslari
bulmuslardir®. Yapilan bu gahgmalar, OA motilite bozuklugunun primer
nedenlere bagli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Motilite bozuklugunun sekonder nedenlere bagl olabilecegini diisiindiiren
caligmalarin ilki ise, 1962 yilinda Carveth tarafindan yapilmigtir. Bu
calismada képeklerde servikal vagotomi sonrasi diigiik degerli 6zofagus
kasilmalan saptanmigtir®”. Shono ve ark. da 1993 yilinda izole OA’ll bir
hastada ge¢ dénemde, iist ve alt posun manometrik incelemesinde, her iki
posun uygun kasildigm bulmuslardir®. Aym grubun képeklerde yaptiklar
ozofagus genis diseksiyonu sonrasi manometrik incelemelerinde, anormal
kasilmalar goriilmiigtir. Davies’in 1996 yilinda OA’li kadavrada yaptij

calisma, vagus ve rekiiren larengeal sinirlerin 6zofagusa daha az dal
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verdigini ve primer onarimda diseksiyonun ekstrinsik sinir sistemini zarara
(62)

ugrattigim gostermigtir
Motilite konusunda, manometrik ve kadavra ¢aligmalarindan ileri
gidilemeyen 1990’1l yillarin ortalarinda, Tovar ve ark. tarafindan, tipleri ve
eslik eden anomalileri yoniinden, insanlarda gorillen OA’ya yakilik
gosteren bir hayvan modeli olusturulmasiyla®, OA’da cevaplanamams
sorular hizla aragtirilmaya baglanmagtir.

Bu sican modelinde motilite {izerine yapilan birkag g¢aligmada ise,
etiyolojinin primer kaynakli olabilecegini destekleyen sonuglar elde
edilmigtir. Qi ve arkadaglar 1997 yilinda yaptiklan galigma ile OA sigan
modelinde, 6zofagusu innerve eden vagus ve rekiiren larengeal sinirlerin,
kontrol grubuna gore daha farkli yapida oldugunu saptamiglardir. Bu farklar;
iist pogu innerve eden rekiiren larengeal sinirler ve alt posu innerve eden
vagus sinirinin 6zofagusa daha az dal vermesi, sol vagusun da aort arkusunu
gectikten sonra sag vagus ile birleserek tek bir sinir trasesi olusgturmasidir’®.
Ekstrinsik sinir sisteminde bozukluk saptayan aragtirmacilar, son bir kag
yilda OA sigan modeliyle beraber motilitede nemli rol oynayan intrinsik
sinir sistemini de sorgulamaya bagladilar. Ilk olarak 1997 yilinda Cheng ve
ark. noropeptid ve néral markerlarin tespiti ig¢in yaptiklan
immunohistokimyasal ¢aligmada, atretik ozofagusta S100 ve galanin
seviyelerini yiiksek diizeyde bulmuglardir. S100 glial hiicrelerde yer alan bir
proteindir ve bunun yiiksek bulunmasi noral hasara sekonder glial hiicre
hipertrofisi olabilecegini diigiindiirmektedir. Motiliteyi ve AOS gevsemesini

yok eden galaninin yiiksek bulunmasi ise, bu maddenin motilite
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bozuklugundan sorumlu olabilecegini akla getirmektedir®. Cheng, iki yil
sonra aym sigan modelinde, enterik sinir sistemi morfolojisini incelemistir.
Bunun sonucunda, atretik posta myenterik ganglionlarin azalip, sinir dokusu
demetlerinin arttigini ve pleksus boylarinin kontrol grubuna gore yar1 yariya
kisaldigim gostermistir™®. Qi ve ark. ise 1999 yilinda atretik posta kontrol
grubuna gore anlamli olarak, myenterik pleksustaki ganglion hiicrelerinin ve
sinir liflerinin azalmig oldugunu bulmuglardir. Ayn1 zamanda intrinsik sinir
sistemi néropeptidlerinden VIP ve “Substans P”yi ¢ok diisiik seviyede tespit
etmig ve motilite sorunun cevabinin bunlarda olabilecegini 6ne siirmﬁstiir(ls).
Tim bu saptamalara karsm, OA’min intrinsik sinir sistemindeki
bozuklugunun nedenini irdeleyen ¢aligma yapilmamgtir.

Intrinsik sinir sistemi yapisim inceleyen ¢aligmalar, ESM proteinlerinin bu
sistemin gég¢iinde ve olgunlagmasinda Gnemli rol aldigim gostermektedir.
Caliymamiz iginde iizerinde en ¢ok c¢aligilan, yapis1 ve gorevleri en iyi
sekilde ortaya konan ESM proteinlerinden; laminin, fibronektin, kollagen

tip IV ve hyaliironik asidi incelemeye karar verdik.

Ericson ve Turley 1983 yilinda, noral krest hiicre kiiltiirlerinde kollajen,
fibronektin, hyaluronik asit, kondrotin siilfat gibi ESM bilegenlerinin degisik
konsantrasyonlart ve kombinasyonlarindan, bu hiicrelerin hareketlerinin
nasil etkilendigini aragtirmuslardir®. Fibronektin hem yayilma siddeti hem
de yayilma yoniinii etkileyen bilegik olarak saptanmigtir. Ayrica fibronektin
konsantrasyonun da dnemli rol oynadigy; yiiksek konsantrasyonlarda hiicre
Olimii ile sonlandid1, diisiik konsantrasyonlarda ise hiicre yayilim hizinin

yavagladig1 gozlenmistir. Kollajen, fibronektinin baglanmasi igin bir iskelet
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gorevi gérmekte, ya da fibronektin matriksteki kollajen fibrillerini organize
etmektedir. Diigiik konsantrasyondaki hyaluronik asit ise morfolojiyi
etkilemezken yayilim hizim belirgin olarak diigtirmiigtiir+4°°06%),

Yukarida sunulan ve benzer ¢aligmalardan yola ¢ikarak biz de, OA’da
intrinsik sinir sistemindeki bozukluktan, embriyolojik donemdeki yliksek
veya diigiik konsantrasyonda ki fibronektin diizeyinin sorumlu
tutulabilecegini diigiinerek, fibronektini g¢aliyma parametrelerimizden biri
olarak segtik.

Fibronektin, néral krest hiicre gé¢iinii etkileyen en 6nemli ESM proteinidir.
Gogiin baglangicinda en yiiksek yogunlukta iken goglin tamamlanmasina
paralel bir gekilde azalir ve ganglionlar olustugunda ise, en diisiik seviyeye

11465)

ulag Insan embriyolar1 ile yapilan ¢aligmalarda fibronektin

immunoreaktivitesinin néral hiicre g6¢iinden hemen 6nce, baglangigta bazal
membranda, daha sonra ise diiz kas tabakasinda varhign gosterilmistir®.
Noral krest hiicreleri 6zellikle fibronektinin zengin oldugu alana lokalize
olmuslardir. Ayrica in vitro ¢aligmalarda fibronektinin ortamdan
uzaklastirilmasi sonucunda ndronal dokuda hem asetilkolin esteraz hem de
kolinasetil transferaz ekspresyonunun inhibe oldugu goriilmiistiir®®, Bunun
da anlam, kolinerjik diferansiyasyonun bloke olmasidir. Parikh ve ark.1994
yilinda Hirschsprung hastalifs (HH) nedeniyle opere olan hastalarin
transizyonel zon ve aganglionik kolon spesimenlerinde yaptiklar1 ¢aligmada,
tenaskin ve fibronektini, bazal membran ve mezengimal dokuda olduk¢a

yogun olarak bulmuglardir. Daha dnce yapilan in vitro ¢aligmalardan da

fazla miktardaki tenaskin ve fibronektinin noral krest hiicrelerinin go¢iinii
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engelledigi bilindiginden, HH’deki intrinsik sinir sistemi bozuklugunun bu
maddelerin yogunluguna bagli olabilecegi diigiiniilmiigtiir"*° 3,

Calismamizda, fibronektinin immunoreaktivite skoru; damar duvar, diiz
kas, iskelet kasi, kalp kasi ve kemik ig¢in aym ( ++ ) olarak
degerlendirilmigtir. S6zii edilen tiim yerlesimlerde gruplar arasinda kalitatif
olarak fark yoktur. Nakazato ve Cheng’in ¢aligmalarinin sonuglar 1518inda
yiiksek veya diisiik konsantrasyonlarda ki fibronektinin hipoganglionozisin
olus nedenlerinden biri olabilecegini diisiinsek de, ¢galigmamizin sonuglari bu
tip bir yorumu yapabilmekten uzaktir{49,

Hyaluronik asit de ESM’nin temel yap:1 taslarindan biridir. Insan
embriyolarinda barsak geligsimin ilk evrelerinde bag dokusunda yaygin
olarak bulunur®. Bu yiizden parametrelerimizden birini de hyaluronik asit

olusturur.

Hyaluronik asit, intrinsik sinir sisteminin geligiminden sonra kraniyokaudal
y6nde kademeli olarak azalip kaybolur. Gestasyonun ilk giinlerindeki belli
yogunluktaki hyaluronik asitin, intrinsik sinir sitemin gogiiniin baglamasi

icin onemli oldugu saptanmigtir®

2 Tavuk embriyolarmda hyaluronidaz
enzimi verilerek ortamdan hyaluronik asiti uzaklastirildiinda, bu gd¢iin
olmadigy goriilmiigtir™®. Hyaluronik asidin  yilksek veya diigiik
konsantrasyonlarinin intrinsik sinir sisteminin olusum mekanizmasina
yonelik bilgi verebilecegini diiglinerek, ¢aligmamiza dahil ettik. Ancak
calismamiz sonucunda, her ii¢ fetus grubunda saptanan hyaluronik asit

yogunluklari, segilen tiim dokular igin aym diizeyde bulunmustur. Bu
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nedenle, ESM’in bu temel taginin da OA sigan modelindeki bozuk intrinsik
sinir sisteminden sorumlu tutulamayacagim diigiindik.

Kollajen tip IV de ¢ok sayidaki kollajen tipleri arasinda bazal membranlarda
bulunan tek kollajen olarak bilinir. Diger bazal membran bilegeni olan
laminin, entaktin ve heparan siilfat proteoglikanlarin  birbirleri ile
kaynasmasi igin iskelet gorevi goriir. Insan embriyolar1 ile yapilan
calismalarda, embriyonik dongii swrasinda ilk olarak  kolon bazal
membraninda, daha sonra ise diiz kas tabakasinda ortaya ¢iktig1 saptanmagtir.
Noral g6gten sonra ise gerek submukozal gerekse myenterik aksonal
proliferasyon odaklarinda yogunluk kazanmaktadir"***°%, Sican fetuslarinda
bazal membran boyanmasi E15,5 giinden itibaren kaybolmaktadir®®,

Lamininin erken embriyolojik donemdeki dagilimi fibronektine
benzemektedir. Laminin dagilimi, gestasyonun 4. haftasinda gelisen
barsaktaki epitelyal ve endoteliyal bazal membranla simmrhidir.
Norofilamanlarin mezenkim iginde goziikkmesiyle, aksonlarin etrafinda da
goriilmeye baglanir. Noral krest hiicrelerinin go¢linii tamamlamasindan
sonra, geligen barsak mezenkiminde zayif immunoreaktivite gosterir %%,
HH modeli olarak kullanilan mutant farelerin son barsaklarinda néronal
gOgten dnce ig sirkiiler diiz kas tabakasinda kollajen ve laminin miktarlarinin
fazla oldugu goriilmiistir® ., Benzer bulgu, Parikh ve ark.’mn HH'li
hastalarin aganglionik ve normoganglionik kolon segmentlerinde yaptigi
caligmada da saptanmistir. Aym grubun 1992 yilinda yaptig benzef bir
calismada ise lamininin aganglionik segmentte kantitatif olarak olduke¢a

fazla (32,4 ng/mg), normoganglionik kisimda daha az (17,2 ng/mg) ve
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normal kontrol grubunda ise en az miktarda (9,7 ng/mg) oldugu
bulunmustur®. Bizim ¢alismamizda incelenen tiim doku gruplan igin,
laminin ve kollajen tip IV’iin yogunluklan agisindan, gruplar arasinda fark
goriilmemigtir. Laminin ve kollajen tip IV i¢in saptadigimiz bu bulgular da
diger iki ESM proteinin de oldugu gibi, bozuk intrensek sinir sistemi
mekanizmasina igaret etmekten uzak goéziikmektedir.

HH igin yapilan ¢aligmalarda, intrinsik sinir sisteminin anormal geligimi
term fetuslarda, ESM proteinleri kullanilarak gsterilmektedir. Bu nedenle
bizde ESM proteinlerini inceleme penceresi olarak gestasyonun 20. giiniinii
tercih ettik. Ancak gestasyonun 21. giinii gruplar arasinda, dort aynn ESM
proteini igin de hi¢ fark bulmamamis olmamizin gestasyonun daha &nceki

donemleri i¢in bir gosterge olmayacag: diislincesindeyiz.

Calismamiz, OA sigan modelinde intrinsik sinir sistemi bozuklugunun
nedenini, ESM proteinlerin etkisi yoniinde sorgulayan ilk arastirmadir.
Literatiirde intrinsik sinir sistemi bozuklugu ve ESM proteinleri iligkisi
yOniinden benzer bir sorgulama HH ¢aligmalarinda yer almaktadir. Mutant
farelerde olusturulan HH modelinde ve HH olan ¢ocuklarin
spesimenlerinden elde edilen sonuglar benzerlik g6stermekte ve kontrol
grubuna gore yliksek bulunan ESM protein seviyelerinin bu hastaliktaki
intrinsik sinir sistemi bozuklugundan sorumlu olabilecegini diigliniilmiistiir.
Bizim ¢alisgmamizda da ESM proteinleri kontrol grubuna goére yliksek veya
diisiik ¢iksaydi, yorumumuz da bu verilere gore olacakti. Yiiksek seviyede ki
proteinlerin néral krest hiicreleri iizerindeki yok edici etkisinden, diigiik
seviyede ki proteinlerinde, néral krest hiicrelerinin gé¢ ve olgunlagmasim

azalttifindan s6zedebilecektik.

53



Sonug olarak, intrinsik sinir siteminin go¢ ve olgunlagmasinda rol oynayan
ESM proteinlerinden; fibronektin, hyaluronik asit, kollajen tip IV ve
laminini, c¢aligmamizdaki tiim gruplar i¢in bakilan her dokuda aym
yogunlukta saptadik. Bu da bize, OA sigan modelinde, bozuk intrinsik sinir
sistemi olusumunda, ESM proteinlerinden daha farkli etkenlerin de rol

oynayabilecegini diisiindiirmektedir.
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SONUC

Bu calismada, OA sigan modelinde intrinsik sinir sistemi ile ekstraselliiler

matriks proteinleri arasindaki iligkiyi aragtirdik.

Gestasyonel donemde, intrinsik sinir sistemi g6¢ii ve olgunlagmasinda rol
oynayan ESM proteinlerinden; laminin, kollajen tip IV, fibronektin ve
hyaluronik asidi kalitatif olarak degerlendirdik.

Calismamizin sonunda, bu dért ESM proteinini bakilan her grup ve dokuda
ayn1 yogunlukta saptadik. Bu da bize, OA sigan modelinde bozuk intrinsik
sinir sistemi olusumundan, ESM proteinlerinin sorumlu olmadigim

diistindiirmektedir.
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OZET

Ozofagus motilite bozuklugu, OA ameliyat1 gecirmis hastalarda sik
kargilagilan bir sorundur. Bu temel problemin sebebinin primer (dogumsal
noromiiskiiler anomali) veya sekonder (ameliyat sirasinda O6zofagus
ekstrinsik sinir sitemine zarar verilmesi gibi) nedenlere bagh olabilecegini
diglindiiren bir ¢ok c¢aligma yapilmasina karsin, bozuk oldufu saptanan
intrinsik sinir sistemi olug mekanizmasim agiklayacak hi¢ bir ¢aligma

yapilmamugtir.

Bu amagla; gestasyonel donemde intrinsik sinir sisteminin go¢iinde ve
olgunlagmasinda rol oynayan ESM proteinleri ile intrinsik sinir sistemi

iliskisini OA sigan modelinde inceledik.

Gruplarimizi, kontrol grubu (grup I), adriamisine maruz kalar OA gelisen
grup II (A+) ve adriamisine maruz kaldig1 halde OA gelismeyen grup II (A-)
fetuslardan olugturduk. ESM proteinlerinden laminin, kollajen tip IV ve
fibronektini immunohistokimya, hyaluronik asidi ise histokimyasal
yontemle kalitatif olarak degerlendirdik.

Sonug olarak; ESM proteinlerini bakilan tiim gruplar i¢in her dokuda aym
yogunlukta saptadik. Bu da bize, OA sigan modelinde bozuk intrinsik sinir
sistemi olugumundan ESM  proteinlerinin  sorumlu  olmadigim

diistindiirmektedir.
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