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Amag: Deneysel 6zofagus atrezisi modelinde, cerrahi tedavi sonrasi 6zofagus fonksiyonlarinda yetersizlige
neden olabilecek, 6zofagus ile trakea arasi destek dokudaki yapisal farkliliklari ortaya koymak. Y&ntem:
Calismamizda, 18 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan ve bunlardan kontrollii olarak elde edilen 30 adet fetiis
kullanildi. Grup 1’i; annelerine gebeliklerinde hi¢ bir miidahale yapilmayan ve 0zofagus atrezisi gelismeyen
fetUsler. Grup 2yi; annelerine hamileliklerinin 6-9. glinleri arasi 4 gun, intraperitoneal 2 ml serum fizyolojik verilen
ve Ozofagus atrezisi gelismeyen fetusler. Grup 3'UG; annelerine hamileliklerinin 6-9. ginleri arasi 4 gin,
intraperitoneal 2 mg/kg adriamisin verilen ve 6zofagus atrezisi olusmayan fetlisler. Grup 4D’U; annelerine
hamileliklerinin 6-9. giinleri arasi 4 gin, intraperitoneal 2 mg/kg adriamisin verilerek OA’si olusan ve distal TOF
seviyesindeki kesitlerinin degerlendirildigi fetiisler ve Grup 4P’yi; OA’si olusan ve proksimal dzofagus posu
seviyesindeki kesitlerinin degerlendirildigi fetiisler olusturdu. Histopatolojik g¢alisma igin toraksi igine alan
bloklardan 5 p kalinhdinda kesitler alinip, bag dokusu boyalarindan, Masson’s Trichorome ve Van Gieson’s ile
boyandi. Trakeanin biflirkasyonu seviyesinde, 6zofagus ile trakeay icine alan kesitlerde, iki yapi arasindaki
alanda fibroblastlar ve kollajen lifleri sayildi. Bulgular: Grup 4D’den alinan kesitlerdeki sayimlarla Grup 1, Grup 2,
Grup 3 ve Grup 4P’den alinan kesitlerdeki sayimlar kargilagtiriidiginda, Grup 4D’de fibroblast sayilarinda azalma
ve kollajen lif sayilarinda artma saptandi. Sonug: Trakea-6zofageal fistll seviyesinde fibroblast sayilarinin az,
kollajen liflerinin sayica artmis olmasi, embriyonel gelisim slirecinde burada bir enflamatuar olayin gelistigini
digstndirmektedir. Bu enflamatuar kollajen birikiminin dogum sonrasinda da devam etmesi, 6zofagusun
fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyecedi kanaatindeyiz.
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The differences of connective tissue between trachea and esophagus in the experimental model of
esophageal atresia

Objective: To search the differences of connective tissue between trachea and esophagus in the experimental
model of esophagus atresia that makes esophageal dysfunctions after surgery. Methods: We have studied in 30
fetuses that are extracted by cesarean section from 18 pregnant Sprague-Dawley rats that are specified by
vaginal plug method. The fetuses were divided into 4 groups: Group 1 control that no intervention done to their
mothers during pregnancy. Group 2 sham in which only 2 ml saline was injected intraperitoneally to their mothers.
Group 3 that a dose of 2 mg/kg adriamycin in 2 ml saline have injected intraperitoneally to their mothers from 6"
to 9" day of pregnancy in which no esoPhageaI atresia happened. Group 4D that 2 mg/kg adriamycin was given
intraperitoneally to their mothers from 6" to 9" day of pregnancy in which esophageal atresia happened. Group
4P in which fetus had esophageal atresia and section taken only in the level of proximal esophageal atresia. All
fetuses were barred in paraffin blocks for histopathologic examination and 5u serial sections were taken from the
fetal thorax. Histopathological sections were stained by Masson’s Trichorome and Van Giesons Stains. The
fibroblast number and collagen fiber numbers that are between trachea and esophagus in the level of tracheal
bifurcation were determined. Results: When we compared sections taken from Group 4D with Group 1, Group 2,
Group 3 and Group 4P, it was found that fibroblast numbers were decreased and collagen fibers numbers were
increased. Conclusion: The decrease in number of fibroblast and increase in number of collagen fibers in the
level of trachea-esophageal fistula makes us to think of an inflammatory process developing during the embrional
evolution, and this inflammatory collagen accumulation continues even after birth thus affect negatively the
esophageal functions.
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Ozofagus atrezisi  (OA), liimen
devamliliginin olmamasi ile karakterize konjenital bir
anomalidir. OA’nin cerrahi tedavisinde kullanilan
liimen devamliligini saglamaya yonelik tekniklerin
basaris1 giderek artmakla birlikte, operasyon
sonrasinda goriilen komplikasyonlar hala 6nemini
korumakta, hatta yasayan hastalar arttikca daha da

¢esitlenmektedir (1-3).

6zofagusun

Ameliyat sonrasinda goriilen anastomoz kacagi,
anastomoz ayrilmasi, tekrar eden trakea-6zofageal
fistiil (TOF) erken, gastro-6zofageal reflii (GOR),
anastomoz darlig1 ve 6zofagus dismotilitesi ise geg
komplikasyonlardandir (1,2). OA onarimi sonrasinda
O0zofagus  fonksiyonlarindaki  yetersizlik  ya
0zofagusun yapisindaki kas, sinir, bag dokusu gibi
yapilarin dogumsal bozukluklarindan ya da ameliyat
sirasinda 6zofagus g¢evresindeki sinir, damar ve bag
dokusu gibi hasarlanmasindan
kaynaklanmaktadir (4). Ozofagus dismotilitesinin
fizyopatolojisini ortaya koymak amaci ile ¢ok sayida
calisma yapilmstir (4-6).

yapilarin

Calismamizda, siganlarda OA olusturarak, 6zofagus
fonksiyonlarinda neden olabilecek,
0zofagus ve trakea arasi destek dokudaki yapisal
farkliliklar1  belirlemeyi ve olusturulan 6zofagus
atrezili segment ve TOF’{in mezenkimal dokulari ile
normal 6zofagus ve trakea mezenkimal dokularinm
birbirleriyle, fibroblast ve kollajen lif sayisi
yoniinden karsilastirmay1 amagladik.

yetersizlige

Yontem

Bu c¢alisma, Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun
17.10.2002 tarih ve 05 sayili onay1 alindiktan sonra
Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi sartlarinda yapildi.
Calismamizda, 200-250 gr agirhiginda, 18 adet
Sprague-Dawley cinsi disi sigan ve bunlardan
kontrollii olarak elde edilen 30 adet fetiis kullanildi.
Anne siganlar 4-5 aylik olup daha once dogum
yapmis olanlardan segildi.

OA ve TOF’lii fetiisleri elde etmek igin, koitus giinii
vajinal tikag yontemi ile belirlenen 11 disi sigana,
hamileliklerinin 6-9. giinleri aras1 4 giin, 2 ml serum
fizyolojik icinde sulandirilan 2 mg/kg adriamisin
(Adriblastina®  Flakon 10 mg, C Erba, Deva)
intraperitoneal olarak verildi (5). Hamileliklerinin 21.
giiniinde tiim anne siganlara 50 mg/kg IM ketamin
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hidrokloriir ~ (Ketalar®  flakon) ile anestezi
saglandiktan sonra steril sartlar hazirlanip, alt-median
laparotomi kesisi ile seksiyo yapildi ve fetiisler
alind1. Adriamisin verilerek OA modelini olusturmasi
beklenen hamile siganlardan 13 adet fetiis, sham
grubunu olusturmasi beklenen 4 hamile sigandan 11
adet fetiis ve kontrol grubunu olusturmasi beklenen 3

hamile sicandan ise 11 adet fetiis elde edildi.
Calisma gruplan:

Caligsma gruplar1 kontrollii olarak elde edilen 30 adet
sigan fetiistinden olusturuldu.

Grup 1: Bu gruptaki fetiislerin annelerine higbir
miidahale yapilmadi. Elde edilen 10 fetiisden
higbirinde OA ve TOF yoktu. Bu fetiisler kontrol
grubunu olusturdu.

Grup 2: Bu gruptaki fetiislerin  annelerine
hamileliklerinin ~ 6-9.
intraperitoneal 2 ml serum fizyolojik verildi. Elde
edilen 10 fetiisden higbirinde OA ve TOF yoktu. Bu

fetiisler sham grubunu olusturdu.

giinleri arast 4  giin,

Grup 3: Bu gruptaki fetiislerin annelerine
hamileliklerinin 6-9. giinleri aras1 4 giin, 2 ml serum
fizyolojik icinde sulandirilan 2 mg/kg adriamisin
intraperitoneal olarak verildi. Elde edilen 10 fetiisden

4’tinde OA ve TOF olusmadi.

Grup 4D: Bu gruptaki fetiislerin annelerine
hamileliklerinin 6-9. giinleri arasi 4 giin, 2 ml serum
fizyolojik icinde sulandirilan 2 mg/kg adriamisin
intraperitoneal olarak verildi. Elde edilen 10 fetiisden
6’sinda proksimal segmentte OA ve distal segmentte
TOF olustu. Bu grupta sadece distal TOF
seviyesindeki kesitler degerlendirildi.

Grup 4P: Adriamisin verilerek olusturulan OA ve
TOF’lii 6 fetiisiin sadece proksimal 6zofagus posu
seviyesindeki kesitlerin degerlendirildigi grup.

Histopatolojik degerlendirme:

Histopatolojik  inceleme, % 10 formaldehid
soliisyonunda iki hafta bekletilen fetiislerde yapildi
(7). Fetiislerin hepsi mandibula altindan ve ksifoid
hizasindan horizontal planda kesilerek iice ayrildi ve
parafin bloklara gomiildi. Bloklanan pargalardan
mikrotom ile 5 p’luk kalinlikta kesitler alindi. Birer
kesit rutin hemotoksilen eozin ile boyanarak
seviyeler ve anomaliler tespit edildi. Daha sonra
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diger kesitler, bag dokusu boyalarindan Masson’s
Trichorome ve Van Gieson’s boyalari ile boyandi.

Grup 1, 2, 3 ve 4D’de trakeanin bifiirkasyonu
seviyesinde, Ozofagus ile trakeayr igine alan
kesitlerde iki yapi arasindaki alanda fibroblastlar ve
kollajen lifleri 40°lik biiyiitme ile 4 farkli alanda
sayildi (Tablo ve Sekil 1). Grup 4P’deki incelemeler,
yine 40’likk Dbiyiitme ile 4 farkli alanda,
proksimaldeki atrezik 6zofagus liimeninin tam olarak
goriildiigii en distal kesitlerde yapild1 (Sekil 2).

istatistiksel degerlendirme:

Gruplardan elde edilen veriler bilgisayar ortamina
aktarildi, SPSS (10.0 for Windows) program ile
istatistiksel ~ degerlendirmeleri  yapildi.  Calisma
gruplarinin  karsilagtirilmasinda  parametrik  test
varsayimlarint yerine getiren gruplar icin tek yonlii
ANOVA  (varyans analizi), parametrik test
varsayimlarini yerine getirmeyen gruplar igin ise
Kruskal-Wallis  testleri uygulandi. Tek yonlii
ANOVA’nin anlamli oldugu durumlarda ikincil test
olarak Tukey-HSD testi, Kruskal-Wallis testinin
anlamli oldugu durumlarda ise ikincil test olarak
Bonferroni  diizetmeli Mann-Whitney U  testi
kullanildi. Bulunan P degeri Tukey-HSD testi igin
P<0.05 ise, Bonferroni diizetmeli Mann-Whitney U
testi i¢in P<0.01 ise gruplar arasindaki fark anlamli
olarak kabul edildi.

Bulgular
Hemotoksilen Eozin ile boyanan kesitlerde,
hamilelikleri sirasinda intraabdominal adriamisin

verilen disi si¢anlardan elde edilen 10 fetiisden
6’sinda proksimalde OA ve distalde TOF tespit edildi
(Grup 4). Fetiislerden diger 4’iinde ise OA ve TOF
saptanmadi (Grup 3). Grup 4’de OA ve TOF gelisen
fetiis Ozofaguslarmin yapisi; proksimalde larenks
seviyesinde atreziye ugramis kisa bir pos, distalde ise
trakeal bifiirkasyonun hemen iizerinden trakeaya
fistiiliize olmus sekilde idi. Herhangi bir girisim
yapilmayan (Grup 1) ve hamilelikleri sirasinda
intraabdominal serum fizyolojik verilen (Grup 2) disi
siganlardan elde edilen fetiislerin 6zofaguslarinda
malformasyona rastlanmadi.

Biitiin gruplardan yapilan kesitlerin histopatolojik
incelemesinde: Grup 1’1 olusturan fetiis kesitlerindeki
fibroblast sayilari, Masson’s Trichorome ve Van
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Tablo. Gruplar: olusturan fetus kesitlerindeki
fibroblast ve kollajen lif sayilar

Fibroblast Kollajen

Masson’s Van Masson’s Van

Trichorome Gieson’s Trichorome  Gieson’s
Grup1l | 11.30£1.70 10.30+2.67  7.80+2.10 10.30+2.50
Grup2 |10.70£3.77 12.3042.31  9.50+3.21 10.10+1.73
Grup 3 |10.2543.30 10.25£1.50  10.50+£2.38  9.2545.06
Grup 4D | 4.17+2.14* 3.83+£1.83*  19.50+6.35* 21.1745.91*
Grup 4P | 9.00+2.97  9.50+2.88 10.50+3.15  9.33+£2.50

Degerler ortalama + SS olarak gosterilmistir. *P<0.05

Sekil 1. Trakeann bifiirkasyonu seviyesinde yapilan
kesitlerde TOF iin gériiniimii (HE; x10)

Sekil 2. Proksimaldeki atrezik 6zofagus seviyesinde
yapilan kesitin goriiniimii (MT; x10)

Gieson’s boyamalarina gore sirast ile 11.30+1.70,
10.30£2.67 ve kollajen lif sayilar1 siras1 ile
7.8042.10, 10.30+2.50 idi. Grup 2’de; fibroblast
sayilart sirast ile 10.70+3.77, 12.3042.31 ve kollajen
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Sekil 3. Grup 2 ’deki fetiislerde trakeanin
bifiirkasyonu seviyesinde alinan kesit (VG; x20)

Sekil 4. Grup 4D 'deki fetiislerde trakeanin
bifiirkasyonu seviyesinde alinan kesit (VG; x20)

lif sayilar1 9.50+3.21, 10.10£1.73 idi (Sekil 3). Grup
3’de; fibroblast sayilar1 sirast ile 10.25+3.30,
10.25£1.50 ve kollajen lif sayilar1 10.50+2.38,
9.25+5.06 idi. Grup 4 D’de; fibroblast sayilar1 sirasi
ile 4.17£2.14, 3.83+£1.83 ve kollajen lif sayilari
19.50+6.35, 21.17+£5.91 idi (Sekil 4). Grup 4 P’de;
fibroblast sayilar1 sirasi ile 8.83+2.71, 9.50+2.88 ve
kollajen lif sayilar1 10.50£3.15, 9.33+£2.50 idi.
Gruplara ait bulgularin  timii Tablo 1’de
Ozetlenmistir.

Biitiin gruplarin  her iki boyama teknigindeki
karsilagtirilmalarinda, Grup 4D’nin fibroblast sayilar
Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4P’den anlamli
olarak az oldugu p<0.05), kollajen lif sayilari ise yine
ayni gruplardan anlamli olarak yiiksek oldugu
(p<0.05) saptandi.
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Tartisma ve sonug¢

Kusma, yutma zorlugu ve aspirasyona bagli sik
akciger enfeksiyonu gegirme gibi yakinmalara neden
olan &zofagus motilite bozuklugu, bagarihi OA
onarimi yapilan hastalarda siklikla rastlanan en
onemli komplikasyondur (4). OA’nde motilite
bozuklugunun sebebi, ya sinir ve bag dokusundaki
dogumsal anomaliler gibi primer nedenlere, ya da
ameliyat 6zofagusun
sistemine verilen zarar sonucu gelisen sekonder
nedenlere baglidir (4,8-10).

sirasinda ektrinsik  sinir

Dismotilitenin primer nedenlerine yonelik ilk
calismada, OA olan bebeklerin &zofagus ve
biyopsilerde,  Auerbach
pleksuslarinda ¢esitli patolojilerin oldugu belirlendi
(8). Diez-Pardo ve ark (5) 1996 yilinda siganlarda

midelerinden  alinan

adriamisin  ile  OA’ni  olusturduklar1  modeli
yaymlamalarimin ~ ardindan, OA  olusturulan
dencklerde yaptiklari  caligmalarda  6zofagusun

ekstrensik sinir sistemi, kas yapisi ve noronal yapilar
iizerinde durdular (11-14). Siganlarda olusturulan OA
modelinde, fibroblast growth faktdriin ve bazi alt
tiplerinin 6zofagus ile trakea g¢evresi konnektif
dokuda normal siganlardakine oranla daha az oldugu
ortaya kondu (13,14).

Insan deri kiiltiiriinde yapilan ¢alismada, adriamisinin
fibroblastlarin proliferasyonunu etkileyerek, pirolil
hidroksilaz inaktivasyonuna neden oldugu gosterildi
(15). Benzer c¢aligmalarda (15,16), matriks
proteinlerinin sentezlerinin bozulmasi ve matriks
profilinin degismesinin fibroblastlarin
migrasyonlarinin  azalmasma yol agtifi ortaya
Ozellikle noral  krest
migrasyon defektinin es zamanli etkilesiminden
dolay1 diger sistem anomalileriyle birlikte ortaya
cikt1g1, OA olusumunda embriyolojik désnemde lokal
mezenkimal faktorlerin dnemli oldugu bildirildi (17).

konuldu. hiicrelerindeki

Matriks proteinlerinin sentezinin etkilenmesine bagl
olarak fibroblast gdciliniin azalmasi intrauterin
donemde ¢ok Onemli olan hiicre hareketlerini
dogrudan etkilemektedir. Intrauterin dénemde bu
matriks farkliligindan dolay1 6zofagusun mezenkimal
dokusunu olusturan hiicrelerin, yani fibroblastlarin
goclerinin yavaslamasi ile anormal gelisim gosteren
0zofagus mezenkiminde bu hiicrelerin sayica az
beklenmektedir  (18,19). Biz de
calismamizda, OA olusturulan deneklerle normal

olmalar1
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Ozofagus gelisimine sahip olan deneklerde c¢evre
dokudaki fibroblast sayilarii karsilagtirildigimizda,
OA’ne sahip deneklerde fibroblast sayilarinda
anlamli azalma oldugunu bulduk. Bu azalmanin
adriamisinin  direkt etkisine bagli olabilecegi
diisiiniilebilir. Ancak; adriamisin verilip de OA
olusmayan grupla, OA olusan grup arasinda
fibroblast sayilar1 agisindan anlamli fark vardi.
Adriamisin verilen her fetiisde OA’nin olusmamast,
OA ve TOF olusan deneklerde atrezik pos ve TOF
seviyelerinde fibroblast sayilarinin farkli bulunmasi,
embriyonel gelisim siirecinde lokal mezenkimal
faktorlerin farkli yondeki etkilerinden dolay1 oldugu
kanisindayiz.

Bugiine kadar olusturulan OA  modellerinde,
6zofagusun destek dokusundaki
elemanlarindan olan kollajenin dagilimi hakkinda
ayrmtili  bir g¢alismaya rastlayamadik. Ancak,
adriamisinin genel olarak fibroblasttaki pirolil
hidroksilaz enziminin inaktivasyonuna neden olarak
kollajenin yeniden modellenmesini azalttigi ve
dokuda diizenlenmemis kollajende artisa yol agtigi
bilinmektedir (15,16). Biz de calismamizda OA
olusturulan deneklerde, 6zellikle TOF seviyesindeki
kollajen lif sayisinda, OA olusmayanlara gore
anlamli bir artis oldugunu tespit ettik. OA’de
proksimal posun kollajen lif sayis1t TOF seviyesinin
bulgular1 ile karsilastirildiginda, kollajenin TOF
seviyesinde yine anlamli olarak arttigini belirledik.
Bu da intrauterin mezenkimal etkilesimin TOF
alanina lokalize oldugunu diisiindiirmektedir.

matriks

OA olan hastalarda, TOF seviyesinde degisen bu
matriks yapisi ve cerrahi onarim sonrasinda yeniden
enflamatuar olayin  baglamasi, 6zofagusun
mezenkimal dokusunda fibroblastlarin aktivasyonu
ve kollajen sentezinin artmasi sonucu anastomoz
bolgesinin  dogal protein matriksinin tamamen
degismesine neden olacaktir. Ayrica, cerrahi tedavide
0zofagusun disseke edilmesi ile intrensek ve
ekstrensek  sinir devamliliginin  hasara
ugramasina bagli olarak &zofagusun peristaltik
hareketlerinin kotii yonde etkilenmesi beklenir. Zaten
mezenkimal dokusu farkli olan 6zofagusda yara
iyilesmesinin daha da bozulmasi ile 06zofagus
hareketlerinin yonde  etkilenecegini
diistiniiyoruz.

sistemi

olumsuz

Sonucda, OA anomalisinin, intrauterin dénemde
6zofagus mezenkimindeki bozulan matriks yapisini
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takiben, embriyonel gelisimi yonlendiren hiicrelerin
goclerinde ve fonksiyonlarinda olusan yetersizlige
bagli olarak olustugu diisiiniilmektedir. TOF
seviyesinde fibroblast sayilarinin az ve kollajen
liflerinin sayica artmis olmasi, embriyonel gelisim
stirecinde burada enflamatuar bir olayin gelistigini
disiindiirmektedir. Bu hastalarda cerrahi tedavi
sonrasi enflamatuar kollajen birikiminin devam
etmesi 6zofagusun fonksiyonlarint olumsuz yonde
etkileyecegi kanatindeyiz. Bu konuda yapilacak daha
ayrtili ¢alismalar ile OA onarimu sonras1 gériilen
6zofagus disfonksiyonunun nedenlerini daha ayrintili
olarak ortaya koyabiliriz.
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