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Nitrofen Kullanilarak Olusturulmus Konjenital
Diyafragma Hernisi Modelinde Trakeal Oklizyonun
Akcigerlerin Gelisimine Etkisinin Incelenmesi

To Analyse Effect of Tracheal Occlusion in the Development of Lung in Nitrofen
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Abstract

Amag: Dogumsal diyafragma hernisi yliksek morbidite ve mortaliteye
sahip dogumsal anomalidir. Calismamizda nitrofen modeli ile
olusturulmus dogumsal diyafragma hernili olgularda trakeal oklizyonun
akcigerlerin gelisimindeki etkisini incelemek amaglanmaktadir.

Yontemler: Ayni yas grubunda Wistar albino tlrl sicanlar ciftlestirildi.
Vajinal smearda sperm gosterilen sicanlar calismaya dahil edildi.
Smearda spermin gosterildigi giin sifirnc gebelik glini kabul edildi.
Gebeligin dokuzuncu ginlinde anne sicana 100 mg nitrofen gavaj
verildi ve 18. glinde laparotomi ve histerotomi yapildi. Her iki fetiisten
birine servikal yaklasimla trakeal okllizyon uygulanirken digerine trakeal
okllizyon yapilmadi. Gebe sicanlara 22. gebelik glnlnde yeniden
laparotomi ve histerotomi yapilarak fetislerin akcigerleri cikarildi.
Akcigerlerinin gelisimi histopatolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Nitrofen modeli ile 17 fetlsin 10'unda (%59) dogumsal
diyafragma hernisi gelisti. Deneklerin besi kontrol grubunda,
besi trakeal okllzyon grubunda idi. Bes denekte sag diyafragma
hernisi, U¢ denekte sol diyafragma hernisi gerceklesirken iki
denekte herni bilateraldi. Akciger gelisimi kontrol grubunda iki
denekte psddoglandiler evrede, iki denekte psddoglandller evre
ve erken kanalikiler evrede, bir denekte ise erken kanalikler
evrede duraklamisken; trakeal okllizyon grubunda iki denekte geg
kanalikiler-erken sakkuler evrede, bir denekte sakkdiler ve iki denekte
erken kanalikiiler evrede akciger gelisiminin durakladigr géraldu.

Sonug: Nitrofen modeli dogumsal diyafragma hernisi modeli
olusturmada etkin bir yontemdir ancak Bochdalek hernisini simile
etmede yetersiz kalmaktadir. Trakeal okllizyon deneklerin akcigerlerinin
gelisimlerini arttirmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Dogumsal diyafragmatik herni, 2,4 diklorofenil-p
-nitrofenil eter, trakeal okliizyon

Aim: Congenital daphragmatic hernia is a congenital abnormality with
high morbidity and mortality. In our study, we aimed to analyse the
effect of tracheal occlusion in lung development in nitrofen-induced
congenital daphragmatic hernia.

Method: Wistar albino rats of the same age were mated. The rats,
in whom the presence of sperm in vaginal smear was observed, were
included in the study. It was zero day of pregnancy. At the ninth day
of pregnancy, 100 mg nitrofen was introduced to pregnant rats by
gavage and at the 18th day of pregnancy, laparotomy and hysterotomy
were performed. Tracheal occlusion was performed in one of two
fetuses. At the 22nd day of pregnancy, the lungs of the fetuses were
excised. Lung development was analysed histopathologically.

Results: Ten (59%) of 17 fetuses had congenital daphragmatic hernia.
Five of them were in control group. The defect was right-sided in five of
the subjects, leftsided in three, and bilateral in two. Lung development
was observed to be stopped in pseudoglandular subjects in two of the
fetuses, in pseudoglandular-early canalicular stage in two, and early
canalicular in one of the fetuses in control group while late canalicular-
early saccular in two, saccular in one and early canalicular in two of the
subjects in surgical group.

Conclusion: Nitrofen-induced congenital daphragmatic hernia is an
efficient model, but it cannot simulate Bochdalek’s hernia. Tracheal
occlusion increases lung development.

Keywords: Congenital diaphragmatic hernia, 2,4-dichlorophenyl-p-
nitrophenyl ether, tracheal occlusion
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Giris

Dogumsal diyafragma hernisi her 2,500-5,000 canli
dogumda bir gorilen dogumsal bir hastaliktir (1,2).
Yenidogan Unitelerindeki ciddi ilerlemelere ragmen
dogumsal diyafragma hernisi ile dogan yenidoganlarin
halen %40-50'lere ulasan mortalitesi bulunmaktadir (3).
Konjenital diyafragma hernisine (KDH) bagl &ltmler
siklikla pulmoner hipoplazi ve pulmoner hipertansiyon
nedeni ile meydana gelmektedir. Yapilan calismalarda
alveolar epitelyal hiicreler ve bag dokusunda meydana
gelen kalinlasmalarin gaz degisimini gulclestirdigi ortaya
konulmustur. Bu durumun patofizyolojisini agiklamaya
calisan bir cok teori olmasina ragmen etiyolojiyi ortaya
koyan bir calisma hentiz mevcut degildir.

Akciger hipoplazisi, pulmoner hipertansiyon ve tip iki
hicre disfonksiyonu dogumsal diyafragma hernili olgularda
ana problemlerdir (4). Dogumsal diyafragma hernili
olgularin akcigerlerinde mikroskobik olarak hava yollarinda
dallanmada azalma, azalmis komplians ve pulmoner
arteriollerin kas tabakalarinda kalinlasma gérilmektedir.
Ayrica surfaktan yetersizligi ve hiyelen membran olusumu,
olgular term doneme ulassalar bile durumu daha da
kotllestirmektedir.  Diyafragmada var olan defektten
badimsiz olarak her iki akcigerin de gelisimsel sirecte
genetik veya cevresel faktorlerin etkisi ile zarar gordugu
glnimuzdeki en populer hipotezdir. Diyafragmadaki
defektten karin ici organlarin toraks bosluguna fitiklasmasi
sUrecin ikinci basamagidir. Kas tabakadaki bu defekt
onarilsa bile dogumsal diyafragma hernili cocuklar akciger
problemleri nedeni ile kaybedilmektedirler. Gelisimini
sirdliren fetliste akcigerlerin  gelismesini  etkileyen
bircok faktér bulunmaktadir. Amnion sivisi bunlardan
biridir. Oligohidroamnios ile sonuglanan Uriner sistem
patolojilerinde akciger gelisimi etkilenmistir. ~ Akciger
hipoplazisini geri cevirmeyi hedefleyen trakeal oklizyon fikri
buradan ortaya ¢ikmistir. Literatirde hayvan modellerinde
intrauterin dénemde gerceklestirilen trakeal oklizyonun
akciger hipoplazisini morfolojik olarak geri cevirdigini ve
postnatal donemde akciger fonksiyonlarini ve akciger
kompliansini arttirdigini gésteren calismalar mevcuttur (5-
10). Calismamizda trakeal oklizyona ek olarak biylime
faktorleri, steroid ve surfaktan gibi akciger gelisiminde rol
oynayan etkenleri bir araya getirmeyi amacladik. Bu yaziyi
da trakeal okllizyonun akcigerlerin gelisimi Uzerindeki
etkisini gdsteren 6n calisma olarak hazirladik.

Yontemler

Calismamiz icin istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan 26.07.2012 tarih ve 2012/108
numarall etik kurul onayr alinmistir. Ayni yas grubundaki
(350 gr) Wistar albino tlrl 20 adet disi sican ile erkek
sicanlarin ¢iftlesmeleri saglandi. Vajinal smearda sperm

63

gosterilen 12 adet disi sican ¢alismaya dahil edildi. Vajinal
smearda spermin gordldigd gln sifinna gebelik gind
olarak kabul edildi. Anne sicanlara gebeligin dokuzuncu
glnlnde 6 Fr beslenme sondasi yardimrile 100 mg nitrofen
(2,4-dikloro-fenil-p nitrofenil eter) 1 mL zeytinyad! icinde
¢6zlnmdus olarak verildi. Vajinal smearda sperm gosterilen
alti disi sican takiplerinde gebe olmadigi gorulerek calisma
disi birakildi. Gebeligine saglikli bir sekilde devam eden
alti disi sicana 18. gebelik gliniinde genel anestezi altinda
(Ketamin HCl 25 mg/kg ve Xsilazin HCI 5 mg/kg) orta hat
vertikal insizyon ile laparatomi yapildi. Her bir sicana dort
histerotomi yapildi ve sican basina iki fetis kontrol grubu,
iki fetlis de calisma grubu olarak belirlendi. Cerrahi islem
2,5x binoculer loop ile gerceklestirildi. Trakeal oklizyon
islemi servikal yaklasimla yapildi. Trakea diseke edildikten
sonra trakeaya titanyum mikroklip yerlestirildi. islem
sonrasl plasenta icine 3 cc serum fizyolojik ilave edilerek
6/0 vicryl ile devamli olarak kapatildi. Kontrol grubu olarak
belirlenen fetislerede histerotomi ve servikal insizyon
yapildi ancak trakeal oklizyon yapiimadi. Gebeligi saglikli
bir sekilde devam eden alti disi sicanda toplam 24 fetlse
histerotomi ile muidahale edildi. Cerrahi midahalede
bulunulan tim disi sicanlara antibiyotik (cefadroxil 10
mg/kg) uygulandi. Gebeligin 22. glninde disi sicanlara
laparatomi  yapildi. Cerrahi muidahalede bulunulan
fetlslerden kontrol grubundan doért, trakeal oklizyon
uygulanan gruptan ise (¢ fettstn 6ldtgu gorulda. Yasayan
17 fetlise genel anestezi verilerek torakotomi ve laparatomi
yapildi. Dogumsal diyafragma hernisi saptanan 10 fetisin
akcigerleri incelenmek Uzere eksize edildi. Akcigerlerin
histolopatolojik ¢zellikleri iki patalog tarafindan cift kor
kontrollt sekilde degerlendirildi.

istatiksel incelemeler icin SPSS 21 for Windows
(IBM) programi  kullanildi.  Kategorik  degiskenlerin
degerlendiriimesinde  ki-kare  testi, gruplar  arasi
ortalamalarin  kiyaslanmasinda  Kruskal ~Wallis  testi
kullanilimistir. Bu testin anlamli oldugu durumlarda alt grup
analizlerinde Dunn testi kullanilmistir. istatiksel incelemede
p degerinin 0,05'ten kiicik oldugu durumlar anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Ciftlestirilmek icin bir arada birakilan 20'ser disi ve erkek
sicandan 12 (%60) disi sican vajinal smear incelemesinde
sperm gorllmesi Uzerine calismaya dahil edildi (Sekil).
Calismaya dahil edilen disi sicanlardan altisinin takibinde
gebe olmadiklari gorulerek calismadan c¢ikarildilar. Saglikli
bir sekilde gebeliklerini tamamlayan alti (%30) disi sicanda
24 fetise muidahalede bulunuldu. Cerrahi midahaleler
esnasinda hicbir anne sican dlmedi.

ik laparatomide fetiislerden 12 tanesine trakeal
okliizyon islemi yapildi. ikinci laparatomi esnasinda
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fetlslere yapilan torakotomi ve laparatomide trakeal
okllizyon vyapilan fetUslerin besinde (%42) dogumsal
diyafragma hernisi saptanirken dort (%33) fetlste
diyafragmanin saglam oldugu goérildi. Uc (%25) fetiisiin
ise ilk laparatomi sonrasinda 6ldigiu goraldi. Trakeal
oklizyon vyapllmayan grupta ise bes (%42) fetlste
dogumsal diyafragma hernisi saptanirken Ug (%25) fetlste
diyafragmanin saglam oldugu gorildi. Dort (%3) fetlsln
ise ilk operasyon sonrasinda 6ldugi gorildi. Toplamda
fetlslerden yedisinin (%29) ikinci laparatomi esnasinda 6l
olduklari gérdld. Bu sicanlarin Uil (%43) ilk laparatomide
trakeal okllizyon yapilan grupta iken dordi (%57) trakeal
oklizyon yapilmayan grupta idi. Gruplar arasinda trakeal
oklizyon yapilan fetisler ile trakeal okllizyon yapiimayan
fetUslerin ~ 6lumlerinin  karsilastirimasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Gebeligin 18.
glnilne kadar yasayan 17 fetlsten 10 tanesinde (%59)
anne sicana nitrofen verilmesine bagli olarak dogumsal
diyafragma hernisi saptandi. Dogumsal diyafragma hernisi
saptanan deneklerin besi trakeal okllizyon yapilan grupta
iken besi de trakeal okllizyon yapilmayan grupta idi. Yedi
(%41) sicanda ise diyafragmanin saglam oldugu goérilda.
Bu sicanlarin dordl trakeal oklizyon yapilan grupta iken
Ucl trakeal okllizyon yapilmayan grupta idi.

Gebelik esnasinda anne sicana gavaj ile nitrofen
verilmesinin ardindan 10 fetlste (%59) dogumsal
diyafragma hernisi saptandi. Fetlslerin besinde (%29)
sag diyafragma hernisi, Uglinde (%18) sol diyafragma
hernisi ve ikisinde de (%12) bilateral diyafragma hernisi
gorildi. Yedi denekte ise yapilan laparatomide diyafragma

Disi sigan
n=20

Vajinal smear

sperm (+) sperm (-)
n=12 n=8
Gebe olmayan Gebe Sigan
Caligma dis1
n=6 n=6
Calisma dis1

Vajinal smear

Sekil. Calismaya dahil edilen anne sicanlarin dagilimi
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saglam olarak bulundu. Sag diyafragma hernisi saptanan
bes fetlisin tamaminda toraksa karaciger ve barsaklarin
frtiklasmis oldugu gordilda. Sol diyafragma hernisi saptanan
iki fetlste karaciger ve barsaklar toraksa fitiklasirken, bir
fetlste dalagin da karaciger ve barsaklar ile birlikte toraksa
frtklastigi saptandi. Bilateral diyafragma hernisi saptanan
iki olguda da karaciger, mide, dalak ve barsaklarin toraksa
frtiklastigi goruldd. Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada
diafragmadaki defektin tarafi ile toraksa fitiklasan organlar
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p>0,05).
Her iki gruptaki fetUslerin akcigerleri histolojik 6zellikleri
ve gelisim evreleri acgisindan degerlendirildi. Trakeal
oklizyon yapilmayan grubun histolojik incelemesinde iki
fetlslin akcigerlerinin gelisiminin psddoglanduler evrede
durakladigi gorlldi. Ayni grupta iki fetlsln akcigerlerinin
gelisiminin  psddoglandiler ile erken kanalikller evre
arasinda durakladigi gortldi. Bir fetls akcigerinin
gelisiminin ise kanalikiler evrede durakladigi saptandi
(Resim A, B, C). Trakeal oklizyon yapilan grupta ise iki
fetlsln akciger gelisiminin erken kanalikiler evrede
kaldigi, iki fetls akcigerinin gelisiminin gec kanalikller ve
erken sakkdiler evreye ilerledigi ve bir fetlsln akcigerinin
gelisimin ise sakkuler evreye ulastigi gorlldi (Resim D, E,
F). Trakeal okllizyon uygulanan fetislerin akcigerlerinin
gelisim evreleri ile trakeal oklizyon yapilmayan fetlslerin
akcigerlerinin gelisim evreleri karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05).

Tartisma

Kluth ve ark./min (11) sicanlarda KDH modeli
olusturmak icin yaptiklari calismalar diyafragma hernisinin
patogenezinin  ve  patofizyolojisinin - aciklanmasina
yonelik diger calismalara ilham vermistir. Calismamizda
sicanlarin ciftlestiriimesinden sonra 20 sicandan sadece
alti tanesinin gebe oldugu gortlmustdr. Sicanlarda gebelik
tanisi vajinal smearda sperm gosterilmesi ile konulsa
da yanlis pozitiflik orani ylksektir (%50). Bakan kisinin
deneyiminden de etkilenen bu durum ancak zaman
gectikten sonra kesinlestiginden zaman, kaynak ve denek
kaybina yol acmaktadir. Literatlirde yapilan calismalarda
gebe sicanlara nitrofen verilmesinin ardindan dogumsal
diyafragma hernisi gelisme orani yaklasik %52'dir (11).
Ancak Baglaj ve Czernik. (12) yaptiklari calismada bu orani
%82 bulmuslardir. Calismamizda ise nitrofen verilmesi
sonucunda literatdr ile uyumlu olarak 17 fetlstin 10’unda
(%59) dogumsal diyafragma hernisi gerceklesti.

intrauterin dénemde yapilan cerrahi miidahalelerin
en oOnemli komplikasyonlarindan biri fetlstn kaybidir.
Literatlrde bu konuda farkli oranlar verilmekle birlikte
artan tecriibe ve gelisen teknoloji ile tek basamakli sayilara
inmistir  (12).  Calismamizda intrauterin  midahalede
bulunulan 24 fetlsten yedisi (%29) ikinci laporatomi
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esnasinda OlU bulunmustur. Bu sicanlarin Ul trakeal
okllizyon vyapilan grupta iken dordl trakeal oklizyon
yapilmayan grupta idi. Olen fetiislerin her biri ayri gebe
sicanlarda oldugundan enfeksiyon ya da anne sicana bagl
bir sebep dusinilmedi. Gruplar arasinda trakeal oklizyon
yapllan fetusler ile trakeal oklizyon yapilmayan fetuslerin
Olimlerinin karsilastirlmasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi (p>0,05). Literatlire gére daha yiksek
oranda fetlis kaybmin ayni gebe sicanda birden fazla
fetlise midahaleden kaynaklandigr distindldi.

Sicanlarda nitrofen modeli ile olusturulan dogumsal
diyafragma hernisinin en tartisilan noktalarindan biri insan
fetlslntn aksine defektin cogunlukla sag tarafta veya
bilateral gortlmesidir. Defektin tarafinin belirlenmesinde
nitrofenin gebe sicana verilme zamanin énemli oldugunu
bildiren yayinlar olmasi nedeni ile bitin gebe sicanlara

A. Psbdoglandiiler evre
(H&Ex200)

C. Erken kanalikiiler evre
(H&Ex200)

E. Geg kanalikiiler/erken
sakkiiler evre (H&Ex100)

Resim. Akcigerlerin histopatolojik incelemeleri

nitrofen vajinal smearda sperm gosterildikten 216 saat
(dokuz gun) sonra verildi. Calismamizda da iki (%20)
denekte bilateral diyafragma hernisi mevcutken g (%30)
denekte sol, bes (%50) denekte ise sag diyafragma hernisi
mevcuttu. Bu bulgulara bakildiginda nitrofen modelinin
dogumsal diyafragma hernisi olusturmada tutarli ancak
Bochdalek hernisini simile etmede yetersiz oldugu
dasinuldy.

insan fetiisinde meydana gelen sol taraf dogumsal
diyafragma hernisinde karacigerin toraksta yerlesmesi
gorece nadir bir durumdur. Karsilasildiginda ise kot
prognostik faktér olmaktadir. Nitrofen modeliile olusturulan
dogumsal diyafragma hernisi modelinde ise fetlslerin
tamaminda karacigerin toraksa yonlendigi goruldd. Bu
durum “Liver ingrowth” olarak da adlandirilmaktadir (12).
Dogumsal diyafragma hernili fetlslerde defektin boyu

B. Psidoglandiler/erken
kanalikiiler evre (H&Ex200)

D. Erken kanalikililer evre
(H&Ex200)
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F. Sakkiiler evre (H&Ex200)

Ty




Aydin ve ark., Konjenital Diyafragma Hernisinde Trakeal Oklizyon

ile toraksa yonlenen organlarin sayisi ve miktari arasinda
dogrudan baglanti bulundu. Bilateral defekti olan iki fetliste
karaciger, dalak, barsaklar ve midenin bir bolimundn
toraksa yer degistirdigi gozlendi. Tek tarafli dogumsal
diyafragma hernili fetlslerde ise defektin tarafindan
bagimsiz olarak karaciger ve barsaklarin bir kismi toraksa
yonelirken dalak, mide ve barsaklarin bir bdliminin
batinda kaldigi gorildi. Ancak gruplar arasinda yapilan
karsilastirmada diafragmadaki defektin tarafi ile toraksa
frtiklasan organlar arasinda istatistiksel olarak anlamililik
saptanmadi (p>0,05).

Fetls akcigerlerinin yapilan histolojik incelemesinde
gruplarin kendi icinde akciger gelisim evrelerinin birbirine
yakin oldugu gordldi. Her iki grupta yer alan fetusler
birbiri ile karsilastirldiginda ise trakeal oklizyon yapiimayan
grubun akciger gelisiminin trakeal okllzyon yapilan gruba
gore daha geri kaldigi gorlldi. Ancak trakeal oklizyon
uygulanan fetuslerin akcigerlerinin gelisim evreleri ile trakeal
okltzyon yapilmayan fetlslerin akcigerlerinin gelisim evreleri
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p>0,05). Calismaya dahil edilen sican
sayisinin sinirli olmasinin bunda etkili oldugu disdnaldd.

Sonug

Nitrofen modeli dogumsal diyafragma hernisi modeli
olusturmada etkin bir yodntemdir. Ancak Bochdalek
hernisini simlle etmede yetersiz kalmaktadir. Nitrofen
modeli ile olusturulan dogumsal diyafragma hernisinde
trakeal okllzyon deneklerin akcigerlerinin gelisimlerini
arttirmaktadir.
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