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1. GIRIS VE AMAC

Hirschsprung hastaligi (HH), distal barsagin miyenterik ve submukozal
pleksuslarinda ganglion hiicrelerinin yoklugu ile karakterize olan enterik sinir
sisteminin (ESS) gelisimsel bir bozuklugudur. Etiyolojisi heterojen olsa da
giiniimiizde bilinen en 6nemli mekanizma noéral krest hiicrelerinin, kranialden
kaudale gociinlin bozulmasi ya da matiirasyonu ile ilgili siiregte olusan sorunlardir
(1). Etkilenen alana gore farkli 6l¢iilerde hastalikli barsak segmentleri goriilebilir
(2). HH da aganglionik segment %80 oraninda aniisten rektosigmoid kolona kadar,
%15-20 oraninda aniisten sigmoid kolonun proksimaline kadar uzayabilir ki, buna
da uzun segment HH denir. HH’nin yaklasik olarak %35'inde tiim kalin barsak
tutulmustur ve buna da total kolonik agangliyonozis denir. Klinik olarak barsagin
aganglionik kismi gevseyemez ve hastada barsak tikanikligi semptomlart goriiliir
(3). HH i¢in en tipik ve en erken belirti dogumdan sonra mekonyumun 24-48
saatten daha ge¢ ¢ikarilmasidir. Hastalarin %801 klasik distal barsak tikanikligi
tablosu ile yenidogan déneminde tani alir (4). Hastaligin tanisinda altin standart
rektal biyopsidir (4). HH tek veya ¢ok asamali cerrahi teknikler kullanilarak tedavi
edilir (5).

Cok sayida etiyolojik ¢alisma yapilmasina ragmen, HH’nda iskemik hasara
bagli ganglion yetersizligZi veya bu durumun etiyolojiye yansimasi
bilinmemektedir. Noroglobin (Ngb), Sitoglobin (Cygb) ve Norolizin (NIn) hiicre
diizeyinde iskemik hasar1 gosteren peptidazlardir (6-8).

Ngb adindan da anlagilacag1 gibi, agirlikli olarak merkezi sinir sistemi
(MSS) ve periferik sinir sistemlerinin (PSS) néronlarinda daha fazla eksprese olur.
Ngb hipoksik hasarlar iizerine bir gaz sensorii isleviyle uyumlu biyokimyasal
karakterizasyonuna sahip monomerik hekza koordinat yapisinda 17 kDa'lik bir
oksijen baglayict hem proteinidir. MSS’de, PSS’de ve diger bir¢ok dokuda eksprese
olur: hiicresel diizeyde, esas olarak da sitozolde, mitokondrinin i¢ duvarinda ve
cekirdeklerde yer alir. Ngb'nin iskemik hasardan sonraki noroprotektif etkisi iyi
belgelenmis olmasina ragmen, bu roliin altinda yatan mekanizmalar heniiz iyi

bilinmemektedir (7,9,10).



Cygb son on yilda, memelilerde bulunan dordiincii globin tipi olarak
kesfedildi; Agirlikli olarak fibroblastlarda, diiz kaslarda, farklt organ ve
dokulardaki ilgili hiicre tiplerinde miyoglobin ve hemoglobin ile yapisal benzerlige
sahip oldugundan ve hipoksi ilizerine dokularda yiiksek diizeyde tespit edildiginden
oksijenin diflizyonunu ve algilamasini kolaylastirmada, NO dioksijenasyonunda
veya oksidatif strese kars1 korumada rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistiir (6).

NIn Frederic Checler ve meslektaslar1 tarafindan kesfedilen ve ayrintili
olarak incelenen M3 peptidaz ailesine ait bir monomerik ¢inko endopeptidazdir.
Viicutta bol miktarda bulunmasina ragmen, Nln beyin hiicrelerinin sitozol ve
mitokondrilerinde yiiksek oranda sentezlenir ve hiicre tipine bagl olarak plazma
membraninda da bulunur. Caligmalar gostermistir ki NIn iskemik inmenin
patogenezi ile dikkate deger sekilde iligkilidir ve iskemik inme sonrasi dokuda artisi
saptanan endopeptidazdir (8).

Literatiirde Ngb, Cygb ve NIn’nin HH nin etiyolojideki yerine dair ¢alisma
bulunmamaktadir. HH hastalig1 nedeni ile opere olan olgulardan alinan aganglionik
ve ganglionik barsak segmentleri ile birlikte HH hastaligi, iskemik barsak hasari
saptanmamis ancak barsak rezeksiyonu yapilmis olgulardan alinan normal barsak
segmentlerindeki Ngb, Cygb ve NIn diizeyinin degerlendirilmesinin HH
etyopatogenezine belirgin katk1 saglayabilecegi diistincesindeyiz.
Olusabilecek farkliligin ortaya koyulmasi ileride yeni tan1 yontemleri gelistirilmesi
icin zemin hazirlayabilir. Calismamizda bu peptidazlarin HH’nin barsak
segmentlerindeki ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi ve literatiire yeni katki

saglanmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gastrointestinal Sistem
2.1.1 Embriyoloji

Viicuttaki tiim organ ve sistemler arasinda, gastrointestinal sistem, her biri
farkli islevlere sahip olan, yapilarinin sayis1 ve kullanilan sinyal molekiillerinin
cesitliligi nedeniyle ¢ok karmasik bir yapidir. Gidalarin sindirimi, besin
maddelerinin, elektrolitlerin ve suyun emilimi, biiylik ve ¢esitli bir mikrobiyota
iceren liimende gergeklesir (11,12). Gastrointestinal sistem (GIS), en genis yiizey
alani ile agizda baslayip aniiste sonlanan ve her 3 germ yapragindan koken almis
bir sistemdir (13).

Gelisimin 4. haftasinda embriyo uzar ve yumurta kesesi embriyo i¢i ve
embriyo dis1 bolgelere ayrilir (14,15). Sindirim borusunun kokeni embriyo ici
bolgede meydana gelir, embriyo dis1 kismin gerilemesi ve kaybolmasi 12. hafta
civarinda gerceklesir. Bu sirada sindirim sistemi 6n barsak, orta barsak ve arka
barsak olarak ayrilir (14,15).

Endoderm- barsak mukozasimin epitelini, mezoderm- kas tabakasini ve
lamina propriay1 olustururken, ektoderm- noral krest hiicrelerinden gelisen enterik
sinir sistemini olusturur (16).

Bu sistemin gelisiminde 2 6nemli adim vardir: barsak tiipliniin olusumu
(gastrulasyon) ve oOzel hiicre gruplart ile bireysel organlarin gelisimi (17).
Barsaklarin olusum siireci ve emilim sekli 32. haftada yetiskine benzer sekilde

tamamlanir (18).

2.1.2 Anatomi

i. Ozofagus- Birincil islevi, yiyecekleri agizdan mideye tasimaktir. On barsagin
siirekli gelisimi sonucu olusmaktadir. Ozofagus, yetiskinde yaklasik 23-25 cm
uzunlugundadir. Proksimal ve distal u¢larinin her birinde sfinkter bulunmaktadir.
Bu yapilar mukoza ile kapli bir liimen, bag dokusu ve diiz kas dis bilesimine sahiptir

(14,15). Ug anatomik segmente ayrilir: servikal, torakal ve abdominal. Ozofagus



duvar igten disa dogru mukoza, submukoza, muskularis propria ve adventisya
tabakalarindan olusmustur. Ozofagusun yalnizca periton boslugundaki kisminda
seroza bulunur (15).

ii. Mide- orta hattin solunda ve {ist karin bdlgesinin ortasinda yer alan, ayni
zamanda sindirim sisteminin en genislemis kismidir (19). Mide, gelisimin 4.
haftasinda belirir, hizl1 6zofageal uzama nedeniyle 12. haftada C2'den T11 vertebral
seviyesine iner. Biiylimenin 7. haftasinda mide, uzunlamasina eksen etrafinda saat
yoniinde 90° doner ve sag tarafin arkaya, sol tarafin ise one donmesine neden
olur. Bundan dolay1 sinirlerde de ayn1 pozisyonel degisikler olur: sag vagus siniri
arka duvara, sol vagus siniri soldan 6n duvara hareket eder. Gelismekte olan mide
8. haftada anteroposterior eksen etrafinda saat yoniinde rotasyona ugrar ve pilor
bolgesini saga dogru yukari, kardiyak kismi ise sola dogru asagi c¢eker (15,19).
Mide, intraperitoneal bir organdir (15). Mukoza, submukoza, muskularis eksterna
ve serozasl mevcut olup, 4 ana bolgeden olusur: kardia, fundus, korpus ve pilor
(19). En 6nemli arteri sol gastrik arterdir (15,19). Zengin kan dolagimina sahip ve
oldukca hareketli ayn1 zamanda esnek bir organdir. Bu organ, yiiksek metabolik
hizlarda ¢aligan farkli hiicre tiplerine ve sindirimin 2. agsamasi i¢in hizli peristalsizm
dalgalarin1 kolaylastirmak i¢in ¢oklu kas katmanlarina sahiptir (19).

GIS vaskiiler beslenmeye gore ii¢ béliime ayrilir. Célyak arteri tarafindan
beslenen 6n barsak (foregut); 6zofagus, mide, duodenumun bir kismi ve safra
yollarindan olusur. Superior mezenterik arter tarafindan beslenen orta barsak
(midgut); ince barsaklar ve splenik fleksuraya kadar kalin barsagi igerir. Sonuncu
arka barsak (hindgut); anal kanalin iist kismina kadar olan kalin barsagin geri
kalanini igerir ve inferior mezenterik arter tarafindan beslenir (17,18).

Ince barsaklar midenin pilorundan baslayarak ileocekal bileskeye dek olan
kistmdir. Ince barsagin proksimalden distale dogru segmentleri- duodenum,
jejunum ve ileumdur (20).

iii. Duodenum- ince barsagin “C’’ seklindeki boliimii ve pilorun devamdir. Adini
Latincede ‘duodenum digitorum’- ‘12 parmak’ kelimesinden almis olup, adi ile esit
uzunluga yani ~25-30 cm’ e denk gelmektedir. 4 parcadan ibarettir (15,20,21).

Duodenumun birinci béliimii (Pars Superior): ~5 cm uzunlugunda olup,

proksimali mobil (intraperitoneal), distali sabittir (retroperitoneal). Onun disinda



tiim duodenum retroperitoneal olarak kabul edilir (20). Arkasinda koledok, vena
porta, vena kava inferior ve gastroduodenal arter ve dniinde karacigerin kaudat lobu
yer almaktadir (15).

Duodenumun ikinci boliimii (Pars Descendens): ~7,5 cm uzunlukta olup, orta
kism1 konkav yap1 seklindedir. Bu alana posteromedialden pankreatobiliyer kanal
acilir. Burada bulunan Ampulla Vater (her zaman olmayabilir ~%14)- pankreas ve
safra yollariin duodenuma girmeden olusturduklar1 ortak kanalin adidir. Papilla
Vater ise duodenal mukozanin ampulla vaterden tasmasi olarak bilinmektedir.
Duedonumun bu kismi 6nden karacigerin sag lobu transvers kolon ve jejenum ile
komsudur (15).

Duodenumun ii¢iincii boliimii (Pars Horizontalis): ~10 cm uzunlukta olup aort
ve vena kava inferiorun 6niinden sagdan sola gecer. Pankreasin altinda ve superior
mezenterik arter ve venin arkasinda yer alir (15).

Duodenumun dérdiincii boliimii (Pars Ascendens): ~2,5 cm uzunluga denk
gelmekte olup, duodenumun son kismidir. Aortun solundan baslayarak {ist ve alt
GIS ayrimimi yapan, duodenojejunal bileskeyi diyaframin sag krusuna baglayan
Treitz ligamaninda sonlanmaktadir(15).

Duodenumun proksimal segmenti gastroduodenal arter ve superior
pankreatikoduodenal arter tarafindan, distali ise superior mezenterik arter ve
inferior pankreatikoduodenal arter tarafindan beslenir. Venoz drenaj arterleri takip
eder ve en sonunda portal sisteme bosalir (15).

iv. Jejenum: Ince barsaklarm orta boliimii olan ve yetiskinlerde yaklasik 2,5 metre
uzunlukta olan ileum, duodenojejunal bileskeden baslamis olup jejunoileal
bileskede sonlanmaktadir (15,20). Bu sonlanim noktas1 net olmamakla beraber ince
basagin son kismi olan ileumla arada bazi farkliliklar bulunmaktadir. Jejenumun
vizual olarak daha kirmizi (kanlanmasi daha fazla) olmasi, capt ve duvar
kalinliginin daha biiylik olmasi, belirgin plikalara sahip olmasi, sadece
mezenterinde yag dokusu bulunmasi baslica farkli 6zelliklerdir (15).

v. Ileum: Ince barsaklarin son kismi olan ileum, yetiskinlerde yaklasik olarak 3

metre kadar uzamaktadir. En son ¢ekuma invajine olmus sekilde sonlanmaktadir

(15).



[leum jejunumla beraber GIS’ in %60’n1 olusturmakta olup, intestinal
emilimin %90’ 11 gergeklestirmektedir (15).

vi. Kolon: Terminal ileumla aniis arasinda yerlesen barsak boliimiidiir. Bitis yerini

net tarif etmek gerekirse anal kanalin 2 cm ’lik proksimali yani- dentat line”’

(pektinat hat) olarak adlandirilan alandir. Uzunlugu yetiskinlerde ortalama 1,3-1,8

metredir. Kolon - Cekum, asendan, transvers, desenden, sigmoid ve rektum gibi

parcalarin biitliniinden ibarettir. Kolonla ince barsaklarla aralarinda bazi farklar

bulunmaktadir (15,22).

- Cap1 genel olarak ince barsaklardan genistir. Kendi i¢cinde de ¢ekum ve
rektumda en genis ¢apa sahiptir (15,22).

- Apendiks epiploika- rektum hari¢ kolonun peritonla kapli yag birikintileri
bulunur (15).

- Tenia koli ad1 verilen 3 longitudinal (Tenia libera, Tenia mesocolica, Tenia
omentalis) kas seridiyle karakterizedir. Tenialar birbirine 120 derecelik
araliklarla seyrederler. Bu tenialar apendiks tabaninda birbirinden uzaklasmaya
baslar, bu nedenden dolay1 apendiksin yerini belirlemede faydalidir (15,22).

- Rektum harig tiim kolon Haustra coli’lerle bogum bogumdur.

- Limen i¢ine baktigimizda ince barsaklardaki mukozal villuslar kolonda
goriilmez (15).

Inen ve ¢ikan kolon kismen retroperitonealdir. Transvers kolon ve sigmoid

kolon ise intraperitonealdir (15,22).

Kolon mukoza, submukoza, muskularis propria ve seroza/adventisyadan
ibarettir. Mukoza kendi igerisinde epitel, lamina propria ve muskularis mukozadan
olusur. Submukozada kan damarlari, lenf damarlar1 ve Meissner pleksusu igeren
bag dokusu bulunur. Muskularis propria iki diiz kas tabakasindan olusur: disaridan
longitudinal, igeriden sirkiiler. Myenterik (Auerbach) pleksus bu kas katmanlarinin
arasindadir. Cajal'in interstisyel hiicreleri muskularis propria i¢cinde bulunur ve
peristaltizmde rol oynar. Subseroza fibroadipoz dokudan olusur ve kiibik mezotel
hiicrelerden olusan seroza ile kaplidir. Gevsek bir sekilde diizenlenmis fibroblastlar

ve kollajenden olusur (15,23,24).



Longitudinal muscle
Circular muscle
Valve of Houston

Peritoneal reflection WAL Column of Morgagni

Conjoined longitudinal muscle lliococcygeus
Levator
Pubococcygeus ani muscle

Puborectalis

Internal anal sphincter muscle

Anal crypt
Anal gland
Intersphincteric groove

Dentate line
External anal sphincter muscle

Corrugator cutis ani muscle

\‘ Qo - " l.l' u"//""‘ ;
Anoderm \—Anal verge
Sekil 2.1. Anorektal bolge anatomisi (The ASCRS of Colon and Rectal
Surgery) (23).

vii. Rektum ve Aniis: GIS’in en distal anatomik boliimiidiir. Sigmoid bileskeden
baslar ve anorektal bolgede sonlanir. Rektum anatomik olmayan 3 ayr1 boliimden
olugmaktadir- {ist, orta ve alt. Haustrasyonlar1 olmadigi i¢in Latince diiz barsak
anlamima gelen rectum intestinum adi verilmistir. Anorektal bileske, disaridan
puborektal kas ve pelvik taban kaslari, igceriden “dentat line” hizast olarak kabul
edilir (15,23).

Internal anal sfinkter rektumun i¢ sirkiiler kaslarinin uzantisi olarak bilinir
ve devamli kontraktsiyon halinde kasilidir. External anal sfinkter, internal anal
sfinkterin etrafinda radyal bi¢cimde sarilidir, tonik kasili pozisyondadir.

M. iliokoksigeus, m. iskiokoksigeus, m. pubokoksigeus, m. puborektalis,
derin ve ylizeyel eksternal sfinkter kaslar1 aniisiin ¢evresinde birlesen parasagital
kas lifleri ile birlikte eksternal anal sfinkteri olusturur. Genelde huni goriinlimiinde
olan bu kaslar defekasyonu kontrol eder.

Sigmoid kolondan gelen diski defekasyon oncesi rektumda depolanir,
rektumun distansiyonu ile internal ve eksternal anal sfinkterler gevser (rektoanal
inhibitor refleks), rektum kasilir ve kisalir boylece defekasyon gerceklesir. Bu

refleks HH’ da bozulmustur (15,23,25).



Anal kanal tanim olarak cerrahi ve anatomik olarak ikiye ayrilir. Cerrahi
anal kanal levator ani hizasinda baslar, “anal verge” de biter. Anatomik anal kanal
ise anorektal bileskeden (anorektal ring) baglar “anal verge” de biter. Rektum
hemoroidal arter ve ven ile kan akimini saglamaktadir.

Dentat hatt rektumun kolumnar epiteli ile anal kanalin ¢ok katl1 yasss1 epiteli

arasindaki ¢izgidir. Bu hatt bize rektal biyopsi isleminde yol gostericidir (15,23).

2.1.3. Fizyoloji

Gidanin sindirimi, besin maddelerinin emilimi, diskinin atilmasi insanin
saglig ve refahi i¢in essiz onem arz etmektedir. Bu sistem sindirimin bir islemden
digerine gecisinde karmasik kontrollere sahip dort ayri alt islem olarak
diisiiniilebilir. Insan anatomisi agisindan bu dért islem agiz (oral islemler), mide
(gastrik islemler), ince barsak (barsak islemleri) ve kalin barsak fermentasyonuna
karsilik gelir. Dort islemin kesinlikle seri olarak devam etmesi fizyolojik agidan
onemlidir. Normal kosullar altinda ters akis ve geri doniistim yoktur (26). Barsak
hareketliligi, enterik ganglionlar néral ve Cajal'in interstisyel hiicreleri gibi noral
olmayan mekanizmalar dahil olmak {izere birbirine bagli mekanizmalar tarafindan
kontrol edilir (27).

GIS ayrica, liimendeki patojenleri tanima ve bunlara yanit verme yoluyla
bagisiklik sisteminin onemli bir pargasi olarak da rol oynar (28). Sindirim GIS’ in
farkli bolimlerinde gergeklesir ve igerigin boliimler arasinda hareket etmesini
gerektirir. Bu hareket kas kasilmasi ve gevsemesinin koordinasyonu, yani aktif ve
pasif peristaltizm ile yerine yetirilmektedir. GIS’ in hareketliliginden sorumlu
hiicreler olarak diiz kas hiicreleri, enterik ndronlar ve Cajal'in interstisyel hiicreleri
on planda yer alir. Mevcut yeni ¢aligmalar Cajal’in kalp pili hiicreleri gibi

davrandigin1 gostermektedir (29).



2.2. Enterik Sinir Sistemi
2.2.1. Tanim

Sindirim sistemi yiyecegi ilk gordiiglimiiz veya kokusunu aldigimiz andan

itibaren onu en sonda viicuttan atildig1 ana kadar gegen siirede ¢ok karmasik entegre
sistemle yonetmektedir. Bu organizasyonu i¢in sistemin bir “beyin’’ e ihtiyaci
vardir. Barsagin beyni (ikinci beyin) olarak adlandirdigimiz bu sistem “Enterik
Sinir Sistemi” olarak bilinmektedir (30). Bazen de evrimsel olarak MSS den 6nce
gelistigi i¢in birinci beyin olarak da bilinmektedir (31).
Bu siiregleri 6nemli 6lg¢iide kontrol eden ESS, barsak duvarindaki néron ve glia
agindan ibaret olup, barsak fonksiyonlarin1 ¢ok yonlii kontrol etmektedir (11,12)
Enterik sinir sistemi (ESS), periferik sinir sisteminin en biiyiikk boliimiidiir. Ayn
zamandan merkezi sinir sisteminin bilesenleri ve islevleri ile ¢ok benzerdir (32).

ESS, sindirim fonksiyonunu kontrol etmek i¢in sempatik ganglionlardan
gecen sinir yollarl, MSS refleks ve komuta merkezleriyle birlikte ¢alisir. ESS ile
MSS arasinda ve ESS ile sempatik prevertebral ganglionlar arasinda iki yonlii bilgi
akis1 vardir (11). ESS otonom olmayip, MSS e entegre sekilde ¢alismaktadir (33).

ESS eksik (aganglionozis) veya kusurlu oldugunda (NID, ...) bu
hastaliklarin ortaya ¢ikardigi kabizlik, kusma, karin sisligi, karin agrisi, bliyiime,
gelisme geriligi gelisir (12). Tutulan segmentlerde aktivasyonun var olup,
inhibisyonun ortadan kalkmasi nedeniyle kasilan barsak segmenti gevseyemez ve
devamli kasili durur. Buda pasajin durmasina neden olur. Bu inhibisyonda
vazoaktif intestinal peptit ve nitrik oksitin yoklugu sorumlu tutulmaktadir (34).

Yapilan deneysel calismalari ve HH arastirmalar1 sayesinde ESS’nin

gelisimi hakkinda ayrintili bir bilgi saglanmistir (12).

2.2.2. Embriyoloji

Farkli canlilarda farkli zamanlarda olusumu baslayan ESS, insanda 4.
haftada rostrokaudal aksta 6n barsagi tuttuktan sonra barsak boyunca yolculuga
baslar (12). TGFp ailesinden olan glial hiicre hattindan tiiretilen norotrofik faktor
(GDNF), bunun yani sira RET ve tirozin kinazin ESS’nin gelisim siirecinde 6nemli

rol oynamaktadir (32,34). Hatta GDNF’nin eksik veya tamamen olmamasi farkli



hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda aganglianozisle sonuglanmaktadir (32).
Daha da netlestirmek gerekirse GDNF, ESS’nin pregenitor hiicrelerine kilavuz
olmakla yetiskinlerde enterik néronlarin sayini belirler (32). GDNF ayrica go¢ eden
pregenitdrler i¢in mitojenik olup, gelisimin sonraki asamalarinda farklilasacak olan
noronlar i¢in trofik gorev iistlenmektedir (12,32). 4. haftada baslayan krest go¢ii 7-
10. haftada kolonda sonlanmis olur (32). ESS’nin gelisim ve farklilasmasi postnatal
1. yasina kadar devam etmektedir (34).

Motilitenin ilk sinyalleri 25. gebelik haftasinda belirirken, ESS ile effektor
organlar arasindaki kontakt gebeligin 26.c1 haftasindan baslamaktadir (34).

@® \\\ B GONF
3 High level GDNF

and EDN3

S0X10+ @ Cells undergoing

EDNEB+ & L ¥ newal differentiation :g;:u-
= 2‘@' r{ I \\:I Neural [~ Lt
.@g@. \ | | tube BN EDN3

= Enteric precursor RET+
¥ ® cell SOX10+

EDMRB+
Cells undergoing
‘é‘ -glial cell differentiation RET-
S0X10-

EDNRB-

/TRET+
| S0X10+ |
' EDNRB+/
l’w__ __.—"

Sekil 2.2. Enterik noral krest hiicrelerinin gocii (Diposarosa’dan (35).
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Sekil 2.3. Fare gastrointestinal sisteminin enterik noral krest (NC) tiirevi
hiicrelerin kolonizasyonu (Lake’den 12).

Noroenterik ganglion hiicreleri barsak visseral organ haline geldikten sonra
onun duvarma yerlesip derin katmanlara dogru inerek otonom sinir sistemini
olusturan ganglion hiicrelerine doniisiirler. Bu doniisiim yerlestikten sonra da
devam eder. Barsaga ulasan bu hiicreler 6nce Auerbach pleksusunu, daha sonra
submukozal pleksus olan Myenterik pleksusu olusturmak tizere farklilasirlar(36).
Ganglion hiicreleri genelde vagal noral krestten koken almaktadir, ¢ok az bir kismi

ise sakral noral krest kokenlidir (37).
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Sekil 2.4. ESS'deki noron tipleri (Furness’den 11).
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(LM- longitudinal kas, MP- myenterik pleksus, CM- dairesel kas, SM-
submukozal pleksus, Muc- mukozasi. 1-Artan interndronlar, 2-Mienterik intrinsik
primer afferent ndronlar (IPAN), 3-Barsak fugal noronlar, 4-Uyaric1 longitudinal
kas motor néronlari, 5-Inhibitdr longitudinal kas motor ndronlari, 6-Uyarici dairesel
kas motor noronlari, 7-Inhibitdr dairesel kas motor néronlari, 8-Inen interndronlar
(lokal refleks), 9-Inen interndronlar (sekretomotor ve motilite refleksi), 10-Inen
interndronlar (gd¢ eden miyoelektrik kompleks), 11-Submukozal IPAN, 12-
Kolinerjik  olmayan sekretomotor/vazodilator noronlar, 13- Kolinerjik
sekretomotor/vazodilator noron, 14-Kolinerjik sekretomotor (vazodilator olmayan)
noronlar, 15-Myenterik pleksusa ¢ikint1 yapan uni-aksonal noronlar, 16-muskularis
mukozasimna giden motor noron, 17-Peyer plaklarinin innervasyonu, 18-
Gosterilmemis, enteroendokrin hiicrelere motor ndronlar.)

ESS'nin organizasyonu barsak duvari iginde kesin olarak iki ganglion hiicre
agmin kurulmasini gerektirir. Noronlar ve glialar, ganglionlara kiimelenir, daha
sonra noronlar hedefleri innerve etmeden Once baslangicta fasikiillenen noritleri
uzatir. ESS morfogenezini kontrol eden molekiiller nispeten az anlasilmistir, ancak
birka¢ klasik morfogenin ESS gelisiminde 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir.
Bazi spesifik trofik faktorler de enterik ndronlarin alt kiimeleri i¢in kritiktir, ancak

bunlarin yoklugu intestinal aganglionozise veya farkli gorlinimlii ganglionlara

neden olmaz (12,30,33).
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2.2.3. ESS’nin Genel Yapisi

ESS onciilleri ndral tiipiin vagal ve sakral segmentlerinden baslangi¢ alirlar.
Vagal noral krest, ESS’nin ana kaynagi olarak kabul edilir. Sakral noral krest ise az
miktarda bulunmus olup, barsaklarin distaline katki saglar (12).

ESS 6zofagustan aniise kadar olan GI yolda ganglion ve sinir hiicreleri ile
devamli bir ag olusturur (11,12,30,34).

ESS’ de genel olarak 2 ag mevcuttur.

1. Submukozada yerlesmis olan submukozal ag (Meissner pleksusu)

2. Longitudinal ve sirkiiler kas tabakalar1 arasinda yerlesmis olan myenterik
ag (Auerbach pleksusu) (34)

Bazi1 kaynaklara gore submukazada Henle pleksusu da mevcuttur. Derin
submukozal Henle pleksusu, submukozanin sirkiiler kas tabakasinda bulunmaktadir
(38).

Bahsedilen bu pleksuslar barsaklarda tam anlamiyla mevcut olsa da
0zofagus ve midede noronlarin nerdeyse tamami sadece myenterik pleksusta
toplanmistir (30). Insandaki ESS, 200-600 milyon nérondan ibaret olup (sempatik
ve parasempatik ganglionlarin toplamindan daha fazla), bundan 3-5 kat daha fazla
enterik glial hiicre bulunmaktadir (11,39). Bu konudaki ¢alismalar, 1s1k mikroskopu
ile 100 X biiyiitme ile bir sahada olmas1 gereken normal ganglion sayis1 0.68 = 0.28

ve bu ganglion i¢indeki hiicre sayisi da 4 & 2 oldugu belirtilmektedir (40).
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Sekil 2.5. Enterik sinir sisteminin genel organizasyonu (Sharkey’den 30).

Furness ve ark. tarafindan 2020’de Burnstockta yapilan laboratuvar
caligmalarinda néronlar1 birincil (duyusal) afferent, motor ve interndronlar olarak 3
ana grupta farklilastirmislar (39). Myenterik ag gastrointesitinal hareketlerden
sorumlu iken, submukozal ag gastrointestinal salgilar1 ve lokal kan akimini kontrol

eder (34).

2.3 Hirschsprung Hastahigi
2.3.1. Tanom

HH distal barsagin myenterik ve submukozal pleksuslarindaki ganglion
hiicrelerinin yokluguyla birlikte ortaya ¢ikan spazm, peristaltizmin kaybolmasi ve
fonksiyonel barsak obstriiksiyonu ile kendini gosteren enterik sinir sisteminin
gelisimsel bir bozuklugudur (41). Bunun sonucunda hastada intestinal

obstriiksiyon ve onun neden oldugu semptomlar ortaya ¢ikar (1).
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2.3.2 Tarihgesi

Konjenital Megakolon (KM) olarak da bilinen HH ilk kez 17. Yiizyilda
Frederick Ruysch tarafindan 5 yasinda 6len bir ¢ocukta tanimlandi(1). Hastalik
klinik acidan ilk kez 1888’de Kopenhag’li bir ¢ocuk doktoru olan Prof. Harald
Hirschsprung tarafindan digskilama zorlugu ceken, hastaligin klasik klinik ve
anatomik Ozelliklerini tasiyan iki yenidoganda tanimlanmistir. Burda kolonun
konjenital dilatasyonu seklinde adlandirilmisti. 1900 yillara kadar HH ile
kazanilmig megakolon karigtiritliyordu. 1901 yilda Tittel aurbach ve meissner
pleksuslardaki ganglionlarda anormallik gdrmesi ile tablo daha da aydinlandi.
Swenson 1948 de bu hastaliga yonelik kendi ismiyle anilan ilk operasyonu

yapmuistir (3).

2.3.3 Epidemiyolojisi

HH’ nin goriilme sikliginin 5000 canli dogumda bir oldugu tahmin
edilmektedir (1,38). Bunun yam sira Kaliforniya Dogum Kusurlar1 Izleme
Programi’ nin 15 senelik calismasinda (1983-1998) Asyalilarda 10.000 canli
dogumda 2,8 cocuk, afroamerikalilarda 10.000 canli dogumda 2,1 c¢ocuk, beyaz
irkta 10.000 canli dogumda 1,5 ¢ocukta ve ispanlarda 10.000 canli dogumda 1
cocuk HH oldugu bulunmustur (42). Genel olarak erkek: kadin oranmi 4:1 dir.
Ancak, kisa segment HH i¢in erkek: kadin orani 4,2-4,4, uzun segment HH i¢in 1,2-
1,9 dir. HH olan birinin kardesinde hastalik goriilme riski normal popiilasyona gore
200 kat daha fazladir (28).

HH’ 1 %30 kadarinda ayrica velokardiyofasiyal defektler, konjenital kalp
hastaliklari, gastrointestinal sistem malformasyonlar, MSS anormallikleri,
genitoliriner sorunlar, kraniyofasiyal malformasyonlar ve spina bifida gibi
anormallikler goriilmektedir. Ek olarak, HH vakalarinin %5-15'1 Down sendromu
ile iliskilidir (38).

Artan farkindalik ve gelismis tan1 yontemleriyle birlikte, HH tan1 konulma
yast onemli Olclide azaldi. Bu nedenle hastalik ¢ogunlukla yenidogan doneminde

teshis edilmektedir (41).
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2.3.4. Etiyopatogenezi

Embriyonik dénemde noral elemanlarin enterik sistem boyunca gog
etmeleri, barsak duvarindan girip submukoza ve kas tabakalar1 arasinda dagilarak
ESS’ye ait ganglion hiicrelerini olusturmalariyla sonuglanir. Ancak HH’ da bu
stire¢ bozulmustur. Bu ganglion hiicrelerinin yoklugu HH’deki temel patolojidir.
Bu siirecte noronal gogiin herhangi bir nedenle duraklamasi, o segment distalindeki
barsaklarin aganglionozisi ile sonuglanir. Duraklama islemi ne kadar erken olursa
aganlionik segment o kadar uzun olur (2,41,43).

Bu durumu acgiklayan iki ana teori vardir. Bunlardan ilki ve yaygin kabul
goreni ganglion hiicrelerinin hedeflerine ulagamamasidir (ganglion gogiiniin
duraklamas). Diger teori ise, ganglion hiicrelerinin hedef dokuya ulagsmasina
ragmen, burada tutunma, ¢ogalma ve hayatta kalma mekanizmalarinda bozukluk
meydana gelmesi ile sonuglanmstir (41).

HH patogenezi icin yapilan arastirmalar i¢inde noral krest hiicre gelisimini
diizenleyen RET, GDNF, GFRal, NRTN, PHOX2b, SOX10, SHH, EDNRB, ET3,
ZFHXI1B genler tanimlanmistir (38).

Ikinci ana teoriyi destekleyen calismalarda, uygun mikrogevrede etkili
ekstraselliiler matriks molekiillerinin, saglikli sekilde buralara ulasan ganglion
hiicrelerinin yasamina belirgin derecede etki ettigini ortaya koyulmustur. Bu
molekiillerden en Onemlileri — tip 4 kollajen, laminin, proteoglikanlar ve
fibronektindir. Bu siirecte ayn1 zamanda ndral hiicre adezyon molekiilleri olan
NCAM ve LICAM de 6nemli rol almaktadir (44). Bu molekiillerin aganglionik
segmentlerde anormal aktivitede oldugu gosterilmistir (1,43).

Normal saglikli bir barsak segmenti sempatik sistemin inhibitor,
parasempatik sistemin ise uyarici etkisi ile innerve edilir (45).

HH’ daki ana sorun parasempatik sistemin yetersizligi ile iliskilidir.
Submukozal ve myenterik pleksuslarda ganglionlarin yoklugu kolinerjik sinir
liflerinde asetilkolinesteraz aktivitesini artirmaktadir (46,47). Aganglionik barsak
segmentinin  kolinerjik etki yogunlugunun nedeni ekstramural sakral
innervasyondur (47).

Sakral parasempatik pleksustan baglayan kolinerjik akson yumagi barsak

duvarinda direkt diiz kas hiicrelerini etkileyerek onlar1 kasarlar. Aganglionik
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segment koordinasyonsuz bir motiliteye sahip olup, nonadrenerjik ve non kolinerjik

aktivite bulunmadigi

icin devaml

kasili

fazda

durmaktadir.

Bazen bu

koordinasyonsuz motilite nedeniyle diski distale gecebildigi i¢in ge¢ yaslarda bulgu
veren HH ile de karsilasa biliriz (46,47).

Tablo 2.1. HH’da etkili genlerin fonksiyonu (Butler Tjaden’den 38).

Hayatta
Gen Gog Yayilma Farkhlagsma Kalma/Hiicre
Oliimii
ENCC'yi ve
RET GDNF'ye ilgi duyar Yayilmay: tesvik Norz.il farklilasmay1 | enterik noronl'arm
eder tesvik eder yasamini tegvik
eder
RET+ FRal+
GDNF ENC C"lfzriG(;ekfnek 8 Yayilmayi tesvik N('jr'fll farklilagmay1 Hay'atta kalmay1
o eder tesvik eder tesvik eder
egim olusturur
GDNF'ye cekilir, Enterik néronlarin
GFRa-1 mezenterden gegmek igin hayatta kalmasini
gereklidir tesvik eder
Normal go¢ igin Proliferatif
EDNRB )
gereklidir durumu korur
Normal gog igin Noronal
EDN3/ET3 gereklidir, ortami farklilagsmay1
koruyabilir engeller
Sinirsel spesifikasyon,
ZFHXI1B/SIP1/
Epitel-mezenkimal gegisi
SMADIP1
ayarlar
Go¢ eden ENCC'lerde
PHOX2b .
ifade edilir
GDNF'ye olan
GDNF've k N Vauil " cevabi etkileyerek
'ye kars1 ¢ikar, ayllmay1 tesvi
SHH noronal
gocli azaltir eder
farklilagsmay1
engeller
ESS progenitor
S0X10
durumunu korur
Yayilmayi tegvik | Noral farklilasmay: | Hayatta kalmay1
NRTN/NTN iy ) Y y' Y
eder tesvik eder tesvik eder

Tan1 yontemi olarak da kullanilan asetilkolinesteraz, yapilan ¢alismalarda

HH’da kolonun aganglionik

segmentindeki

diizeyi,

kolonun ganglionik

segmentindeki diizeyine kiyasla 3 kat daha fazla tespit edilmistir (47).
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2.3.5. Klinik

Konjenital megakolon yenidogan doneminde barsak obstriiksiyonunun en
yaygin nedenlerinden biri olup, hastalarin biiylik ¢cogunlugu bu dénemde tam
almaktadir (48). Ancak bazi vakalarda gelisen kabizliklar konservatif izlendiginden
tan1 alma zamani yetiskin donemine kadar uzayabilir (1,5,48).

Hastaligin klinik olarak belirtileri ayn1 zamanda tutulan segmentin

uzunluguna da baghdir (2):

Total Intastinal HSCR: <1%
= <20cm of ganglionated intestine
beryand the ligarment of Trait

Long-segment HSCR: 15%

= Aganglionosis from sigmoid
cobon-descanding colon juncticn
up to tha cascum {ganglicn cells

Small intestinal HSCR: 5% ————a P present in colon)

= Aganglionosis extending beyond

the terminal deum {5 cm)
% s
Total colonlc HSCR: 8% " Shaort-segment HEGR: 72%
* Aganglionosis of the entire colon 3 » Aganglionoss to the sigmald
and of <5 em of the terminal flewm colon-descending calon junction

Sekil 2.6. HH da tutulan segmentlerin oran1 (Montalva’dan 2).

HH yenidogan doneminde %80-90 semptom vermektedir (1,5). Baslica
semptomu 24-48 saati gecen mekonyum ¢ikarilmasidir (1,2). Genelde
yenidoganlarin %95 1 ilk 24 saatte mekonyumunu yapar. Diger bulgulara karin
distansiyonu, beslenme intoleransi safrali kusma, enterokolit, intestinal perforasyon
ve ge¢ donemde sepsis goriilebilir (5).

Benzer semptomlar olabilecegi icin ayirict tanida mutlak dikkat edilmesi
gereken diger hastaliklar ise sunlardir (1,2,5):

- Intestinal atrezi

- Malrotasyon

- Mekonyum ileusu (kistik fibrozis)
- Anorektal malformasyon

- Elektrolit bozukluklar
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- Hipotiroidizm ve s.

HH seyrinde en morbid ve mortal seyreden patoloji hirschsprung iliskili
enterokolittir (HIEK) (2). HIEK olusumunda intestinal icerigin birikimi sonucu
barsak duvarinda kan akiminin bozulmasi, mukozal hasar, hizli bakteri artisi,
immun sistem zayiflamasi sonucu ortaya ¢ikan inflamasyon suglanmaktadir (2,16).
HIEK’ in klasik bulgularinda kusma, ates, ishal, karm siskinligi en sik rastlanan
semptomlardir. HIEK 6zellikle Down sendromlu ve uzun segmentli HH'
yenidoganlar da hastaligin ilk belirtisi olabilir. Bu nedenle, enterokolit gelistiren
term bir yeni doganda HSCR'den siiphelenilmelidir, ¢linkii bu hastalarin %20'sine
kadarinda altta yatan HSCR olabilir (2).

2.3.6. Tam

HH’ nin ~ %80’ 1 yenidogan doneminde tan1 almaktadir (2). HH tanisinda
kullanilan baslica tetkiklere ayakta direkt karin grafisi, opakli kolon grafisi,
anorektal manometri ve rektal biyopsi dahildir (2,5,41).

Ayakta direkt karin grafisinde direkt taniya yonelik spesifik bulgular
olmasada genel olarak dilate barsak anslari, hava sivi seviyeleri, gec¢ yaslarda ise
disk1 dolu barsak segmentleri gériilmektedir (2).

Anorektal manometri HH’da 6zellikli bir tetkik olup, rektal distansiyona
yanit olarak i¢ anal sfinkterin refleksif gevsemesini kontrol etmede kullanilir. Bu
refleksin yoklugu HH’ n1 destekleyen bulgudur (2,5,41). Ancak, rektoanal inhibit6r
refleksin (RAIR) yoklugu HH n1 teshis etmek i¢in yeterli degildir ¢ilinkii ~ %74 litkk
pozitif bir 6ngorii degeri vardir (2).

Kontrastli lavmanli kolon grafisi de tek basina tani koymada yetersiz
olmakla birlikte hem HH tanisinin desteklemesinde hem de barsak tutulumunun
uzunlugunun degerlendirilmesinde vazgecilmezdir. Bu ¢ekim tekniginden once
barsak hazirligina gerek yoktur. Ancak, ¢ekimden 2 giin 6nce ve 2 giin sonra rektal
lavman yapilamamasi teknigin anlamliligini artirmaktadir. Bu teknikle gdsterilen
transizyonel zonun tani dogrulandiktan sonra operasyon planlamasindaki yeri
onemlidir. Etkilenen segmentin proksimalindeki barsak dilate iken agaganglionik

segment daralmis olarak bulunur. Aganglionik segmentin fasikiilasyonu/testere disi
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diizensizligi siklikla goriiliir. Ek olarak, uygulanan kontrast maddenin bosaltimi
gecikmis olmasi anlamli kabul edilir (1,2,5,49).

Hastanin kliniginin veya anlatilan bu tetkiklerde HH acgisindan siipheli
durum olursa taniy1 dogrulamak i¢in rektal biyopsi yapilmalidir. Yapilacak tam kat
rektal biyopsi HH’da altin standart kabul edilmektedir. Dentat line’nin 1-2 cm
proksimalinden alinan tam kat rektal biyopsi materyalinde Auerbach ve Meissner
pleksuslarinda ganglion hiicrelerinin  goriilmemesi (aganglionozis) taniy1
kesinlestirir. HH’nin morfolojik tanis1 enzim histokimyas1 da kullanilarak
yapilabilir (1,2,49,50).

Hematoksilen-eozin  (H&E),  Asetilkolinesteraz ~ (AChE), Laktat
dehidrojenaz (LDH), Siiksinat dehidrogenaz (SDH), Nitrik Oksit (NO) ve NADPH-
Diaforaz 12 enzimleri kullanilarak histokimyasal boyamalar yapilabilmektedir

(1,2,49,50).

2.3.7. Tedavi

Hastaligin tedavisi kesin olarak cerrahidir. Zaman- zaman yeni teknikler
bulunmus olsada, HH’ ndaki cerrahinin temel ilkeleri hep degismez kalmaktadir.
Anal sfinkterler korunarak ¢ikarilan aganglionik segmentin yerine normal
ganglionik segment getirilmektedir (2,48). Mevcut teknikler ile cerrahi tek asamali-
stoma yapilmadan veya stoma yapilarak 2 ya da 3 asamali olarak ameliyat edilir
(1,2).

Glinlimiizde kullanilan temel cerrahi teknikler sunlardir:

Swenson prosediirii bu hastalifin tedavisinde ilk gelistirilmis klasik cerrahi
yontemdir. Aganglionik segment c¢ikarilir ve normal barsak distal rektal uca
anastomoz yapilir. Dezavantajlari- rektumun biiyiikk bir kismu c¢ikarildigindan
norovaskiiler hasar riski vardir.

Duhamel prosediirii aganglionik barsak segmentinin rektum haric tamami
cikarilarak, ganglionik barsak segmentinin rektorektal gecirilerek rektal giidiige yan
yan anastomoz yapilir. Rektum korunarak nérovaskiiler biitiinliik saglanir, sfinkter
fonksiyonlar1 daha iyi korunur. Lakin anastomoz bdlgesinde diski birikimi ve

enterokolite neden olabilir.
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Soave prosediiriinde temel prensip rektumun mukoza ve submukozasi soyulduktan
sonra ganglionik barsak segmenti, aganglionik rektal kas kilifinin i¢erisinden antise
anastomoz edilir. Rektum ¢evresinde diseksiyon yapilmadigi i¢in sinr hasari
izlenmemektedir.

Bu tekniklerle beraber laparoskopi kullanimi morbiditeyi, hastane yatis
zamanini ve kolostomi ihtiyacini azaltmaktadir.

Dezavantajlari: Anastomoz darlig1 ve enterokolit riski olabilir.

Transanal Endorektal Pull-Through (TEPT)- Soave operasyonunun modifikasyonu
olarak Ortega-Salgado tarafindan 1998’de, Langer tarafindan 1999°da
tanimlanmistir. Tek seanshi yapilmasi, abdominal yaklasim olmamasi nedeniyle
intraabdominal yapisiklik  yaratmamasi, yenidogan doneminde barsakta
inflamasyon olmadan rahat yapilabilmesi teknik olarak 6ne ¢ikmasina neden
olmustur.

HH cerrahi tedavisinde robot destekli yaklasim uygulanabilir. Ancak
aletlerin boyutu ve uzun vadeli islevsel sonuglar1 karsilagtirmak icin takip siiresinin
cok kisa olmasi nedeniyle bebeklerde sinirli fayda saglayabilir. Giiniimiizde
minimal invaziv teknikler (6zellikle TEPT ve laparoskopik teknikler) daha yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, her hastanin klinik durumu ve cerrahin deneyimi
en uygun yontemin belirlenmesinde énemli rol oynar. Bu yontemlerden herhangi

birinin digerlerinden daha iyi oldugu kanitlanmamistir (2,5,41,48,49).

2.4. Ngb, Cygb ve NIn’nin Genel Bilgileri

Ngb noronlarda bol miktarda eksprese olan ve hipokside artis gosteren
globin ailesinin hemoglobin ve myoglobinden sonra kesf edlen 3. iiyesidir (9).
Oncelikle retina olmakla, tiim ndronal dokularda tespit edildigi i¢in Ngb ismini ald1
(51). Daha 6nce yapilan ¢alismalar endojen néroprotektif olan Ngb’nin hipoksik
stres sonrasi tetiklenerek sinir hiicrelerinin hayatta kalabilmelerine katki sagladigi
gosterilmistir (9). Arastirmalar sonucu hipoksi veya iskemiden sonra Ngb
inhibisyonunun néronal sagkalimi azalttigi, asir1 ekspresyonuyla ise sagkalimin
arttigi  gosterilmistir. Ngb’nin asir1 ekspresyonunun anti apoptotik bir rol

oynadigina dair ¢esitli hipotezler mevcuttur. Ngb hipoksik ve iskemi kosullarinda
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hasara neden olan reaktif oksijen radikalleri ve azot artiklarini temizlemek icin islev
gérmektedir (51). Ozellikle, yiiksek Ngb seviyeleri nérolojik hastaliklarm siddeti
ve noron Oliimiiyle ters orantilidir (10). Yapilan bazi1 c¢alismalarda Ngb ve
mitokondri arasinda yakin bir baglant1 oldugu ileri siiriilmiistiir. Birincil kortikal
noronlarda, Ngb'nin asir1 ekspresyonu hipoksiden sonra mitokondriyal islevleri
korumaktadir. Dahasi, Ngb'nin asir1 ekspresyonu indiiklenen mitokondriyal islev

bozukluklarini zayiflatarak genel hiicre sag kalimini artirir. (9,10,51)

Sekil 2.7. Ngb’nin goriiniimii (https://www.mdpi.com/1422-0067/17/11/1817)

Globin ailesinin Ngb’den sonra kesfedilen 4.iiyesi Cygb’dir. Cygb insan
dokularinda yaygin olarak eksprese olmaktadir. Lakin hiicresel diizeyde diisiik
seviyede tespit edilmesi onun son zamanlara kadar kesfedilmesini engellemis
olabilir (51). Ngb’nin aksine Cygb pH’tan bagimsiz yiiksek diizeyde oksijen
affinitesine sahiptir. Bu 6zelligi ile globin ailesinin ilk iki iiyesine (hemoglobin ve
miyoglobin) daha ¢ok benzemektedir (51). Ngb gibi Cygb de oksijen tiirlerini
katabalize etme yetenegi ile hiicresel hasar1 engelemektedir. Yapilan ¢aligmalarla
Cygb’nin dokularda asir1 ekspresyonu kimyasal olarak indiiklenen reaktif oksijen
radikallerini azalttig1 ve oksidatif hasar1 engelledigi gosterilmistir (6). Gliniimiizde

hala Cygb’nin degisen diizeyde ekspresyonunun mekanizmasi aydinlatilamamastir.
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Cygb’nin apoptozdaki rolii p53 ile etkilelimi sonrast ortaya ¢ikmaktadir.
Tiim arastirmalar sonucu Cygb’nin azot oksit seviyelerini dogrudan diizenlenmesi
yoluyla vaskiiler reaktiviteyi diizenlemede de rol oynadig1 ortaya koyulmustur.

Son olarak Pongsuchart ve arkadaslar1 Cygb’nin kanser ile iliskisini ortaya
koydu. Yapilan ¢alismada osteosarkomlu dokuda hiicre duvarinda diisiik diizeyde
eksprese olan cygb metastazi engellerken, fazla ekspresyonunun metastazi artirdigi
diistintilmektedir (52).
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Sekil 2.8. Cygb’nin goriiniimii (Mathai’den 52).

Nin Frederic Checler ve meslektaslari tarafindan kesfedilen M3 peptidaz
ailesinden bir monomerik ¢inko endopeptidazidir. NIln g¢alismamizdaki diger
endopeptidazlar gibi genel olarak beyin hiicrelerinde, sitozol ve mitokondride daha
fazla eksprese olmakla beraber hiicre tipine bagli olarak plazma membranindada
bulunur. Nln ayni anda birka¢ ndrotoksik ajani etkisizlestirerek serebroprotektif
islem yapabilmektedir(8). NIn biyokimyasal olarak iyi karakterize edilmistir.
Norotensin, bradikinin, anjiyotensin I ve II, P maddesi, hemopressin, dinorfin A,
metorfamid ve somatostatin bilinen endojen substratlaridir. Bu kadar c¢esitli
substrata ragmen Nln’nin ¢alisma mekanizmasi hala aydinlatilamamastir.

Yapilan yeni ¢alismalarla NIn aktivatorlerinin artirilmasi ilerleyen zamanda

felcin ve diger noéronal hasara bagl gelisen hastaliklarin tedavisinde ¢6ziim olabilir

(8).
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Sekil 2.9. NIn’nin goriiniimii (https://www.rcsb.org/structure/4FXY).
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3. GEREC VE YONTEM

Retrospektif olarak yapilan bu ¢alisma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 18.08.2021 tarihli KAEK-599 sayili (Ek 1)
karar1 ile onaylanmisti. Calismamiza (TTU-2022-6148 numarali) Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’nin 05.12.2022
tarihli karar1 ile yeterli biitce destegi saglanmustir.

Projenin immiinhistokimyasal degerlendirmeleri Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda uzman patolog tarafindan kor olarak

gerceklestirilmistir.

3.1. Hasta Secimi

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim
Dali’ da 2014- 2023 yillar1 arasinda 0-18 yas araliginda HH nedeniyle ve HH
disinda kolonik rezeksiyon veya biyopsi yapilan hastalar, hastane bilgi sistemi
kullanilarak elektronik hasta dosyalar lizerinden tarandi.

Calismaya dahil edilme kriterleri su sekilde belirlendi.
HH grubu i¢in:
* HH nedeniyle opere edilmis ve tanisi patoloji birimi tarafindan onaylanmis olmak
* Ayni hastadan alinan Orneklerde her 3 zonun (ganglionik, gecis, aganglionik)
bulunmasi
* Ameliyatinin son 10 yil igerisinde yapilmis olmasi
* Biyopsi alinirken yaginin 18’ in altinda olmasi
Kontrol grubu i¢in:
* 0-18 yas arasinda olmak
* HH, malignite, inflamatuar ve iskemik barsak hastaliklar1 dis1 bir nedenle ameliyat

edilmis olmak
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3.2. Gruplar

HH grubu: Grupta 12 hasta mevcut olup, alinan 6rnek zonlara gore 3 alt
grup olusturuldu.
Ganglionik zon grubu: 12 hastanin hepsinin ganglionik zonuna ait patoloji prepati
mevcuttu.
Gecis zon grubu: 12 hastanin sadece 8’ inde gecis zonuna ait preparat mevcuttu.
Aganglionik zon grubu: 12 hastanin hepsinin aganglionik zonuna ait patoloji
preparatt mevcuttu.

Kontrol grubu: HH disinda kolon rezeksiyonu veya biyopsisi alinan 12
hasta kontrol grubuna dahil edildi. Her grupta epitel, diiz kas, pleksus ve ganglion

hiicreleri ayr1 ayr1 degerlendirildi.

3.3. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Anti- NGB, poliklonal (ATLAS ANTIBODIES, HPA058596, Isvec)

Anti- NLN, poliklonal (ATLAS ANTIBODIES, HPA031862, isvec)
Cytoglobin Antibody, monoklonal (SANTA CRUZ, SC SC-365246, ABD)
DAB DETECTION KIiT (dm847, Dako Omnis, Danimarka)

DAKO OMNIS- otomatik immunhistokimya cihaz1 (Danimarka)

3.4. Immiinohistokimyasal Inceleme

Calismaya aliman hastalarin parafin bloklar1 Patoloji Anabilim Dali
Arsivinden temin edildi. Preparatlar 6nce herhangi bir isleme alinmadan, Patoloji
Anabilim Dali mikroskopu ile (Olympus Bx53) tekrar degerlendirilerek tanilari
dogrulandi. Daha sonra preparatlar mikrotom cihazlar1 kullanilarak 4 mikronluk
kesitler alindi. Alinan kesitler tam otomatik Dako Omnis boyama makinesinde

standart immunhistokimya prosediirii kullanilmak iizere islendi.
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Antikorlarin pozitif kontrol dokularinda boyanmasi.

1

Sekil 3.

, C-NIn midede

Cygb duodenumda (X100)

B

b

Ngb purkinje hiicresinde (X200)

(X200) boyanmasi).
Makinede uygulanan immiinohistokimya prosediirii:

(A-
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1. Iki seri sirastyla ksilolde 10 dakika, %100 alkolde 5 dakika, %85’ lik
alkolde 5 dakika ve %75’ lik alkolde 5 dakika bekletilerek deparafinizasyon iglemi
tamamlandi.

2. Kesitler, distile su ile yikanda.

3 Kesitler, 90 °C sicaklikta antijen retrieval sollisyonda dnce 20 dakika ve
devaminda iki kere 5’ er dakika siire ile kaynatildu.

4. Kaynatma isleminin tamamlanmasinin devaminda kesitlere 30 dakika
sogutma islemi uygulandi.

5 Kesitler distile su ve PBS soliisyonu ile yikandi.

6.Kesitlere H202 (Hidrojen peroksit) soliisyonunda 10 dakika siireyle
endojen peroksit blokaj1 uygulandi.

7.Endojen peroksit blokaj1 sonrasinda kesitlere, distile su ve PBS soliisyonu
ile yikama yapildi.

8.MLH1 (G168-15, thermo) 1/25, Anti MSH2 (epr210172, abcam) 1/1000,
PMS2 (163C1251, thermo) 1/300, MSH6 (3E1, mab, cell signaling) 1/200, P53
(Pab240, thermo) 1/200, AMF (bs-10419r, bioss) 1/400, AMFR (bs-6511r, bioss)
1/150 oranlarinda diliie edilip spesifik primer antikorlar, kesitler tizerine uyguladi.
Nemli ortamda 1 saat inkiibasyona alindi.

9.Inkiibasyon sonrasinda kesitler iizerine sekonder antikor uygulanarak
kesitler 10 dakika bekletildi.

10.Kesitler distile su ve PBS ile yikandi.

11.Kesitler iizerine HRP (Streptavidin Peroksidaz) uygulanarak 10 dakika
boyunca beklenildi. Sonrasinda kesitler, distile su ve PBS ile yikandi.

12.DAB (Diamino Benzidine Soliisyonu) soliisyonu kesitlere uygulanarak
2 dakika beklenildi. Sonrasinda distile su ve PBS ile yikandi.

13.Kesitler sale icine alinarak Hematoksilen soliisyonunda 2 dakika
bekletildi. Sonrasinda musluk suyunda yikandi.

14.Kesitler, %80 alkolde 5 dakika, %96 alkolde 5 dakika, %100 alkolde 5
dakika ve iki seri ksilolde 5’er dakika bekletilerek dehidratasyon islemi
tamamlandi.

15.Kesitler entellan araciligiyla lamel ile kapatilip 151k mikroskobunda

degerlendirilerek, olgulara 6zel antikor skorlar1 kayit altina alindi.
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3.5. Immunhistokimyasal Boyama Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Ngb, Cygb ve NIn imminohistokimyasal boyanma sonuglari
degerlendirilirken barsak dokusuna ait preparatlarin epitel, diiz kas, pleksus
(Auerbach ve Meissner) ve ganglionlar1 uzman patolog tarafindan incelendi.

Ngb, Cygb, NIn’nin pozitif boyanmas1 ganglion hiicrelerinin sitoplazmik
boyanmasi olarak tanimlandi. Immunhistokimyanin degerlendirilme kriteri olarak
belirlenen kriterlere goére dokularin Ngb, Cygb ve NIn antikoru ile boyanma
degerleri O ile +3 arasinda skorlanarak degerlendirildi. 0: Negatif (boyanma yok);
1+: Hafif derecede boyanma, 2+: orta derecede boyanma, 3+: Siddetli boyanma.
Laminin immiinohistokimyasal boyanmasinda, Auerbach ve Meissner pleksusunu

cevreleyen bazal membran boyanmasi degerlendirildi.

3.6. istatistiksel Analizler

Mevcut  hasta  gruplarindaki  preparatlarin ~ immiinohistokimyasal
degerlendirilmesi histolojik olarak epitel, diiz kas, ganglion ve pleksus diizeyinde
ayr1 ayrilikta yapilmistir.

Aganglionik zon grubu ile kontrol grubu ve ganglionik zon grubu ile
aganglionik zon  gruplarma gére boyanmanin  siddeti  degerlerinin
karsilastirilmasinda Mann- Whitney U testi kullanildi.

Istatistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM
Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk,
NY: IBM Corp.) ve MS-Excel 2024 programlar1 kullanmilmustir. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismanin HH grubunda HH nedeniyle ameliyat edilen ve cerrahi tedavisi
sonlanan 12 hasta, kontrol grubunda HH disinda baska bir nedenle ameliyat edilen
12 hasta degerlendirilmistir.

HH grubunda 5 E, 7 K, en kii¢iik hastamiz 1 aylik, en biiyiigli 130 aylik iken
biyopsi alinmistir. Bu grubun yas ortalamasi 31 ay iken, ortanca yas1 14 aydir.

Kontrol grubunda 6 E, 6 K hasta, en kiigiigii 1 aylik en biiytigii 33 aylik iken
biyopsi alinmistir. Bu grubunda yas ortalamasi 17 ay hesaplanirken, ortanca yasi
20 aydir.

Ngb’nin immiinohistokimyasal boyanma sonuglari.

Ngb’nin aganglionik zon ve kontrol grubunun pleksusta boyanma siddeti
acisindan degerlendirilmesinde istatistiksel farklilik tespit edilmistir (p<0.001).
Aganglionik zon grubunda boyanma siddetinin medyan degeri 0.0, kontrol
grubunda boyanma siddetinin medyan degeri 1.5 oldugu belirlenmistir. Ayrica
aganglionik zon ve kontrol grubunun ganglion hiicresinde boyanma siddeti
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.001).
Aganglionik zon grubunda boyanma siddeti medyan degeri 0.0, kontrol grubunda

boyanma siddeti medyan degeri 1.0’dir.

Tablo 4.1. Ngb’nin aganglionik zon ve kontrol gruplarinin boyanma siddetinin
karsilastirilmasi.

Aganglionik zon Kontrol Test Istatistigi
Ort£SS Ort+SS
Medyan (Min- Medyan z p
Max) (Min-Max)
. 0.00+0.00 0.00£0.00 _
Epitel 0.0 (0-0) 0.0 (0-0) z=0.001 0.999
.. 0.00+0.00 0.00£0.00 _
Néroglobin Diiz Kas 0.0 (0.0) 0.0 (0-0) z=0.001 0.999
0.17+0.39 1.58+0.90 _
Pleksus 0.0 (0-1) s Z3703 <0001
Ganglion 0.00:£0.00 1.83£1.03  z=4.529  <0.001*
Hiicresi

*(p<0.05)
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NGB’nin immiinohistokimyasal boyanmas1 ganglionik zon grubunda
ganglion diizeyinde degerlendirildiginde, 5 hastanin siddetli, 5 hastanin orta
siddetli, 2 hastanin da hafif boyandig1 gézlemlendi.

Kontrol grubunda ayni degerlendirilme yapildiginda, 5 hastanin siddetli, 7
hastanin hafif diizeyde boyandigi izlendi.

Aganglionik zon grubunda ise degerlendirilme yapildigit zaman 12 hastanin

higbirinde pleksusta ganglion boyanmasi izlenmedi.
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Sekil 4.1. Ngb’nin immiinohistokimyasal boyanmasi.

Kontrol grubunda (A) (x200) ve ganglionik zon grubunda (B) (x400)
pleksus ve ganglionun siddetli boyanmasi, (C) aganglionik zon grubunda pleksusun

zay1f boyanmasi (x100). (Yesil ok pleksusu, kirmizi ok ganglionu géstermektedir).
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Ngb, Pleksus

2 1,58*
1,5
7))
7]
;";! 1
o
0,5 0,17
|
0
Aganglionik Zon Kontrol
Ngb, Ganglion Hiicresi
3
25 1,83*
Q2
H
S 1,5
1
0,5 0
0
Aganglionik Zon Kontrol
*(p<0.05)

Sekil 4.2. Ngb’nin aganglionik zon ve kontrol gruplarinin boyanma siddetinin
grafigi.

HH alt gruplarinin kendi aralarinda yapilan degerlendirilmede ganglionik ve
aganglionik zon gruplarinin pleksusta Ngb acisindan boyanma siddeti de
istatistiksel olarak anlamli farklilikla sonuglanmistir (p<<0.001). Ganglionik zon
grubunda pleksusta boyanma siddeti medyan degeri 1.0, aganglionik zon grubunda
boyanma siddetinin medyan degeri 0.0 oldugu belirlenmistir. Bununla beraber
ganglionik ve aganglionik zon gruplarinin Ngb acisindan ganglion hiicresinde
boyanma siddeti de istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir (p<0.001).
Ganglionik zon grubunda ganglion hiicresinde boyanma siddeti medyan degeri 2.0
iken, aganglionik zon grubunda boyanma siddetinin medyan degeri 0.0’dur.

Ngb’de epitel ve diiz kas hiicresinde boyanma siddeti agisindan istatistiksel

olarak anlaml farklilik saptanmamaistir (p>0.05).
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Tablo 4.2. Ngb’nin ganglionik zon ve aganglionik zon gruplarmin boyanma
siddetinin karsilastirilmasi.

Ganglionik  Aganglionik Test istatistigi
zon zon ,
n (%) n (%) X P
Epitel
Negatif 12 (100.0) 12 (100.0) -
Diiz Kas
Negatif 12 (100.0) 12 (100.0) -
Pleksus
Noroglobin Neg.a‘tlf 0 (0.0) 10 (83.3) ¥2=17.143  <0.001*
Pozitif 12 (100.0) 2 (16.7)
Ganglion
Hiicresi
tif
Neg.a'l 0 (0.0) 12 (100.0) ¥2=24.000 <0.001*
Pozitif 12 (100.0) 0 (0.0)
*(p<0.05)
Ngb, pleksus
15 1,25%
g 1
ﬂ
O o5 0,17
0 I
Ganglionik Aganglionik Zon
Ngb, ganglion Hiicresi
3
2,5 2,08*
v 2
ﬂ
S 15
1
0,5 0
0
Ganglionik Aganglionik Zon
*(p<0.05)

Sekil 4.3. Ngb’nin ganglionik zon ve aganglionik zon gruplarimin boyanma
siddetinin grafigi.
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Cygb’nin immiinohistokimyasal boyama sonuclar1.

Aganglionik zon ve kontrol gruplarmin Cygb acisindan boyanmasinin
siddeti degerlendirildiginde epitel, diiz kas ve pleksus’da boyanma siddeti agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0.05). Lakin bu gruplarin
ganglionda Cygb acisindan boyanmasi degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlaml farklilik tespit edilmektedir (z=3.391, p=0.005). Anganglionik zon
grubunda boyanma siddetinin medyan degeri 0.0, kontrol grubunda boyanma
siddetinin medyan degeri 1.0°dir.

Tablo 4.3. Cygb’nin aganglionik zon ve kontrol gruplarimin boyanma
siddetinin karsilastirilmasi.

Aganglionik Kontrol Test Istatistigi
Ort£SS Ort+SS
Medyan (Min- Medyan z p
Max) (Min-Max)
0.83+0.72 0.83+0.39
Epitel 7z=0.139 0.932
1.0 (0-2) 1.0 (0-1)
0.75+1.14 1.17+0.72
Diiz Kas z=1.590 0.143
0.0 (0-3) 1.0 (0-2)
Sitoglobin
0.67+0.49 0.50+0.52
Pleksus 7z=0.811 0.514
1.0 (0-1) 0.5 (0-1)
Gzzngli(?n 0.0+0.00 0.67+0.49 3391 0.005"
Hiicresi 0.0 (0.0) 1.0 (0-1)
*(p<0.05)

Cygb’nin immunhistokimyasal boyanmasi1 ganglionik zon grubunda
ganglion diizeyinde degerlendirildiginde 1 hastanin orta diizeyde, 10 hastanin hafif,
1 hastada da boyanma izlenmedigi goriildii.

Kontrol grubunda ayni degerlendirilme yapildiginda, 9 hastada hafif
diizeyde boyanma izlendi, 3 hastada ise boyanma izlenmedi.

Aganglionik zon grubunda ise degerlendirilme yapildig1 zaman 12 hastanin

hi¢birinde ganglion diizeyinde boyanma izlenmemistir.
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Cygb, pleksus
1,2
1
0,67
0 08 0,5
;";! 0,6
© 04
0,2
0
Aganglionik Zon Kontrol
Cygb, ganglion hiicresi
1,2
1
0,67*
w» 08
wv
T;! 0,6
© 04
0,2 0
0
Aganglionik Zon Kontrol
*(p<0.05)

Sekil 4.4. Cygb’nin aganglionik zon ve kontrol gruplarinin boyanma siddetinin
grafigi.

HH nin Ganglionik zon ve aganglionik zon gruplarinin Cygb ile boyanma
siddeti karsilagtirildiginda ganglion diizeyinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmaktadir (z=4.000, p<0.001). Ganglionik zon grubunda ganglion hiicresinde
boyanma siddeti medyan degeri 1.0 iken, Anganglionik zon grubunda boyanma

siddeti medyan degeri 0.0°dur.
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Tablo 4.4. Cygb’nin ganglionik zon ve aganglionik zon gruplarinda
boyanmanin siddetinin karsilastirilmasi.

Ganglionik  Aganglionik

Test Istatistigi
zon Zon
Ort£SS Ort+SS
Medyan Medyan z p
(Min-Max) (Min-Max)
0.42+0.67 0.83+0.72
Epitel 7z=1.529 0.178
0.0 (0-2) 1.0 (0-2)
0.924+0.79 0.75+1.14
Diiz Kas 7z=1.108 0.319
1.0 (0-3) 0.0 (0-3)
Sitoglobin
0.92+0.29 0.67+0.49
Pleksus 7=1.476 0.319
1.0 (0-1) 1.0 (0-1)
; 0.92+0.51 0.0+0.00
Ganglion z=4.000  <0.001
Hiicresi 1.0 (0-2) 0.0 (0.0)
*(p<0.05)
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Sekil 4.5. Cygb’nin immiinohistokimyasal boyanmasi (x 200).
Kontrol grubunda(A) (x200) ve ganglionik zon grubunda (B) (x200) ganglionun

siddetli boyanmasi, aganglionik zon grubunda (C) (x200) ganglionun ve pleksusun
boyanmamasi. (Yesil ok pleksusu, kirmizi ok ganglionu gostermektedir).
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Cygb, Pleksus

1,2 0,92

0,67
0,8

0,6
0,4
0,2

OrtxSS

Ganglionik Aganglionik Zon

Cygb, Ganglion Hiicresi
12 0.92*
0,8
0,6
0,4
0,2 0

OrtxSS

Ganglionik Aganglionik Zon

*(p<0.05)

Sekil 4.6. Cygb’nin aganglionik zon ve ganglionik zon gruplarinin boyanma
siddetinin grafigi.

NIn’nin dokularda immiinohistokimyasal boyanmamasi nedeniyle veri
elde edilemedi.
Calisma yapildig1 sirada transizyonel zon grubu i¢in preparat sayisi

yetersiz ve sonuglar homojen olmadigr i¢in degerlendirilmeye alinmadi.

39



5. TARTISMA

HH genellikle distal kolonun, bazen tiim kolonun, nadiren de tiim
barsaklarin miyenterik ve submukozal pleksuslarinda ganglion hiicrelerinin
yoklugu ile karakterize barsagin inervasyon bozuklugudur (2,53). Etiyolojisi tam
olarak aydimnlatilmamis olmasina ragmen, genel kabul gérmiis teoride hastaligin
temel sorunu olan aganglionozis, gebeligin 4-12 haftalar1 arasindaki ger¢eklesmesi
gereken noral krest gogiindeki bozuklukla iliskilendirilmektedir (53,54). Etiyolojiyi
aydinlatmaya yonelik yapilan caligmalardan ortaya ¢ikan diger teori de ise
hastalarda ganglionlarin kraniokaudal gd¢iiniin sorunsuz oldugu, ancak daha sonra
ganglionlarin yetersiz mikrogevreye bagli olarak gelisemediklerini ve nekroza
gittigini gostermisler (54,55).

Molekiiler genetigin son zamanlardaki gelismeleri hastalikla iliskili genlerin
ortaya ¢ikmasina ve bu genlerin hem etiyoloji hem de hastaligin kalitim seklinin
aydinlatilmasina yardimca olmaktadir. Ailesel vakalarinin nerdeyse yarisinda ve
sporadik vakalarin ~%20°nde RET protoonkogeni 6n plana ¢ikmaktadir. HH nda
vakalarinin %70’1 izole bir hastalik olarak ortaya c¢ikmakta olup, %30°’nda ek
anomalilerle beraber seyretmektedir. Trizomi 21 (Down sendromu) vakalarinin
%10°’nda HH na rastlanmaktadir (2,5,54).

Bu calismadaki amacimiz Ngb, Cygb ve NIn’nin HH’da barsak
segmentindeki ekspresyonunu degerlendirerek literatiire yeni bir katki saglamaktir.
Daha ¢cok HH’da etiyolojiyi aydinlatmaya yonelik olarak tasarladigimiz bu ¢aligma
intrauterin donemde ganglionlarin ndral gé¢ sonrast mikrogevre sorunlarindan
iskemi veya hipoksinin rolunu degerlendirmektir.

Literatiire baktigimizda calismamiz, HH’da Ngb, Cygb ve Nin’nin
barsaktaki ekspresyonunu degerlendiren ilk ¢caligmadir.

Ngb tipik bir miyoglobin benzerligi olan, globin ailesinin hemoglobin ve
miyoglobinden sonra bulunan 3.iiyesidir. Esas olarak merkezi sinir sistemi ve
periferik sinir sistemi noronlarinda ve bazi endokrin dokularda eksprese edilir.
Beyinde hipoksik ve iskemik kosullar altinda ytiksek diizeyde eksprese olmaktadir.
Hiicresel hasarin baslica nedeni olan reaktif oksijen radikalleri ve azot tiirlerini

temizlemege calisir. Diger dokular arasinda, Ngb ekspresyonu kemik, karaciger,
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sigmoid kolon, rektum ve bobrekte en yiiksek diizeyde bulunmakta olup, cilt, kas
ve akcigerde ise diisiik diizeyde veya yok denecek kadar azdir (51).

Shang ve ark. 2022 de yaptig1 deneyde farenin beyin dokusunun hipoksi
sonrasi yiiksek eksprese olan Ngb seviyeleri anlamli bulunmustur. Bu ¢alisma Ngb
ekspresyonunun kortikal gelisim sirasinda ve hafif hipoksik stres altinda protein
diizeyinde ¢ok ayrintili olarak incelendi. Sonug olarak fare kortikogenezinde hem
fizyolojik hem de egzersiz hipoksisi kosullarinda Ngb’in néroprotektif roliinii daha
da agikladi (9).

Jiang ve ark. 2019 da yayimlanan c¢alismasinda hipoglisemi atagi geciren

100 yenidogan ¢ocukta serum Ngb diizeyleri degerlendirilmistir. Hastalar klinigi ve
elektroensefalografi bulgulariyla bu qruplara ayrilmislar (56):
Semptomatik hipoglisemik beyin hasar1 grubu (n=22), asemptomatik hipoglisemik
beyin hasart grubu (n=37) ve hipoglisemik beyin hasari olmayan grup (n=41).
Yapilan dl¢timlerde hipoglisemik beyin hasar1 olmayan grupla karsilastirildiginda,
asemptomatik hipoglisemik beyin hasar1 grubunda kan sekeri ve modifiye
ensefalografi skorlar1 anlamli derecede diisiik, Ngb seviyeleri anlamli derecede
yiiksek ve hipoglisemi siiresi anlamli derecede uzundu (p<0,05). Sonug olarak
elektroensefalografi skoru gibi serum Ngb de hipoglisemili yenidoganlarda beyin
hasarmin degerlendirilmesinde spesifik bir gosterge olarak kullanilabilir ve klinik
pratikte belirli bir degere sahip oldugu bildirilmistir (56).

Cygb yaygin bir sekilde tiim dokularda eksprese edilmekte olan
hemoglobin, miyoglobin ve Ngb’den sonra kesfedilen globin ailesinin 4. {iyesidir.
Superoksit dismutaz aktivitesine sahip oldugu gosterilen globin ailesinin tek
tiyesidir(6). Cygb oksidatif strese karst koruma saglarken, bunun mekanizmasi
heniiz aydinlatilamamistir. Bu nedenden dolay1r Cygb’nin siiperoksit metabolizmasi
tizerindeki etkisi bilinmemektedir (6).

Cygb ve Ngb’in in vitro ve in vivo hipoksik veya iskemik kosullar altinda
yiiksek ekspresyonu, hiicre sagkalimini artirir ve oksidatif hasarin 6nlenmesinde
rolii oldugunu disiindiiriir (51). Cygb’nin aminoasit zinciri goriintiisiinde hem
distal hem de proksimal ucunda histidin imidazol gruplarini mevcuttur. Bu imidazol

gruplar1 herhangi dis ligand (oksijen, azotmoonoksit, karbonmonoksit) baglanmasi
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halinde yerinden kopmaktadir. Bu olay Cygb’nin hem hiicresel hipoksiye hem de
oksidatif strese kars1 koyabildigi 6ne siirmektedir (52) .

Fordel ve ark. 2004 de yaptig1 calismada Cygb’nin hipoksiye maruz kalan
dokularda ekspresyonunun anlamli bir sekilde arttigin1 gostermistir (57). Fareler
tizerinde yapilan calismada beyin, iskelet, kalp kasi ve karaciger dokularinda
Cygb’nin ve Ngb degerlendirilmistir. Bunun i¢in fareler farkli hipoksik diizeylerde
farkl1 siirelerde takip edilmis olup, alinan 6rnekler anlik PCR ile degerlendirilmis,
Cygb ve Ngb’nin anlamli sekilde arttig1 gosterilmistir (57).

Okayasu ve ark. 2011°de yayimlanan ¢alismasinda iilseratif kolitli ve kolon
kanseri olan hastalarin barsak duvarinda yapilan ¢alismada Cygb’nin degisken
korelasyonu mevcut olup, bunun hastaliginin ve patolojinin durumuna bagh
degiskenlik gosterebilecegini ifade etmektedirler (58). Calismada Cygb serbest
radikal temizleyici olarak ve kollajen olusumunda, oksidatif stres ve hipoksiye kars1
koruma saglayan iki fazl bir isleve sahip oldugu savunulmaktadir (58).

Bizim calismamizda Ngb ve Cygb ganglionik zon ve kontrol grubunda
benzer sekilde eksprese olup, aganglionik zon grubunda pleksus ve ganglion
diizeyinde diisiik seviyede boyanmasi 2 sekilde ifade edilebilir.

Birincisi ganglionik barsak segmentine go¢ eden ganglionlarin tutunabilmesi i¢in
uygun mikrogevre olugmamistir. Gelisen inflamasyon sonucu eksprese olmasi
gereken Ngb, ekspresyonu tetikleyen yolaklarin yetersizligi nedeniyle gereken
diizeyde olusamadigini diisiinmekteyiz.

Ikincisi uygun mikrogevre sartlarinin olusamamasi sonucu gelisen inflamatuar
stirecte fazla salinan inflamatuar mediatorleri notralize etmek icin tiiketimin artmast
nedeniyle yetersiz ekspresyona neden olmus olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ngb’nin asir1 ekspresyonunu destekleyen calismalarda serbest oksijen
radikalleri ve NO’nun hipoksik alanlarda asir1 birikimini engellemektedir.
Yaptigimiz caligmanin ilerleyen zamanda daha da anlamli hale gelmesi icin es
zamanl olarak Ngb ve Cygb ile beraber, serbest oksijen radikalleri ve NO’ nun
dokudaki ekspresyonunu da degerlendirmek anlamli olabilir. Yapilacak
caligmalarda hipoksiye bagli aganglionik segmentte radikallerin ekspresyonunun

sonuglari etiyoloji i¢in yeni fikir ve katki saglayabilir.
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NIn metallopeptidazlarin M3 ailesine ait bir ¢inko endopeptidazidir. Cesitli
biyoaktif peptitleri isleme gorevi bulunur. Nln merkezi sinir sisteminde yaygin
olarak bulunmaktadir. NIn’nin aktivasyonunun, oksidatif stresi, eksitotoksisiteyi,
noroinflamasyonu ve beyin 6demini azaltarak deneysel fel¢ modellerinde koruyucu
bir mekanizma oldugu gdsterilmistir.

Literatiire baktigimizda Nln ile ilgili intestinal sistemde herhangi bir
degerlendirilmeye rastlanmamaktadir. Mevcut caligmalar genellikle farelerin beyin
dokusunda yapilmistir (59).

Rashid ve ark’nin 2013 de yaptig1 calismada orta serebral arter tikaniklig

modeli ile iskemi reperfiizyon sonrasi etkilenen fare beyninde farkli bolgelerinde
Nin yiiksek diizeyde eksprese olmasi istatistiksel olarak da anlamli saptanmistir
(59). Bu calismada, ilk kez, inmede orta serebral arter tikanikli§i modelinde fokal
iskemi-reperfiizyondan etkilenen fare beyninin degerlendirilmesini igermistir.
Bu peptidazin ¢esitli peptiderjik iletim sistemlerini etkileyerek beynin inmeye
verdigi yamiti ve inme sonrasi iyilesmeyi diizenleyen siireclerde rol
oynayabilecegini diistindiirmektedir (59). Ek olarak, bu ¢alisma, inmeden sonra en
az 7 giin boyunca iskemi sonrasi fare beyin zarlarinda Nin siirdiiriilebilir islevsel
yiiksek ekspresyonunun diizenlenmesini belgelemektedir (59).

Bizim tez ¢aliygmamizda degerlendirilen Ngb, Cygb ve NIn’den sadece Nin
immiinohistokimyasal boyama sonuclar1 tiim deneklerde boyanma gostermemis
olup, sadece HH ganglionik zon grubunda 3 hastada pleksusta hafif siddette
boyanmistir. Bu da istatiksel olarak anlamli kabul edilmemistir.

Mevcut durumun daha da detayli degerlendirilmesi i¢in daha biiylik bir hasta
grubuyla caligilmasi gerekebilir.
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6. SONUCLAR

HH’da etiyolojiyi aydinlatmaya yonelik immiinohistokimyasal boyama
yontemiyle yapilan ¢alismada Ngb, Cygb ve NIn’in ekspresyonu
degerlendirilmistir. Calismadan elde elilen bulgular literatiirle kiyaslandiginda

asagidaki sonuglara varilmistir.

1) HH’nin etiyolojisi net olarak aydinlatilmamis olup, bilinen teoriler disinda
hipoksinin etiyolojideki yeri ve etkisinini arastirmaya yonelik yapilan
caligmamizda ganglionik ve aganglionik barsak segmentleri degerlendirildi.
Ngb ve Cygb aganglionik segmentin epitel ve diiz kaslarinda normal diizeyde
saptand1. Lakin Ngb pleksus ve ganglionlarda boyanmadi. Cygb ise pleksusta
boyanip, ganglionlarda boyanmadi. Bu sonuglar ya ekspresyon i¢in gereken
yolaklarin bozuklugu ya da tiiketimin artisina bagh olarak yorumlanmaktadir.

2) Mevcut tez ¢caligmasi immiinohistokimyasal boyama ile yapilmis olup, bu aym
zamanda HH da tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir. Calismadaki gruplar
arasinda ekspresyon diizeylerinde anlamli farkliliklar oldugunu saptadik. Bu
yontemle endopeptidazlarin ekspresyon diizeyleri HH i¢in kiymetli bir tam
yontemi olabilir.

3) Caligmamizdaki endopeptidazlarin aganglionik segmentlerde diisiik diizeyde
ekspresyonunun daha da detayli degerlendirilmesinin uygun oldugu
gorlisiindeyiz. Bunun i¢in endopeptidazlarla beraber es zamanl serbest oksijen
radikalleri ve diger azot artiklar1 degerlendirilmelidir.

4) Calismada ekspresyonu degerlendirilen Ngb, Cygb ve NIn’nin ndroprotektif
olmasina ragmen, Ngb ve Cygb ganglionik segmentin epitel ve diiz kaslarinda
belirgin boyanmis olup, pleksus ve ganglionlarda negatif boyama
gostermekteydi. Ancak NIn’e baktigimizda ise o barsagin herhangi katmaninda
boyanma gostermemektedir.

5) Ngb, Cygb ve NIn’nin hipoksik hasar sonrasi ekspresyonu artan yeni nesil
peptidazlar olup, bu ajanlarin HH’nda daha genis serilerle degerlendirilmesi

anlamlilik kazanabilir.
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7. OZET

Amac¢: HH distal barsagin miyenterik ve submukozal pleksuslarinda ganglion
hiicrelerinin yoklugu ile karakterize ESS gelisimsel bir bozuklugudur. Genel kabul
gormiis teoride hastaligin temel sorunu olan aganglionozis, gebeligin 4-12 haftalar
arasindaki  gergeklesmesi gereken ndral krest goclindeki bozuklukla
iliskilendirilmektedir. Etiyolojiyi aydinlatan diger teori ise hastalarda ganglionlarin
kraniokaudal gocliniin sorunsuz oldugu, ancak daha sonra ganglionlarin yetersiz
mikrogevreye bagli olarak gelisemediklerini ve hayatta kalamadiklarini
gostermisler. Bu ¢alismadaki amacimiz literatiirde daha Once arastirma konusu
olmayan Ngb, Cygb, NIn’nin HH’da barsak segmentindeki ekspresyonunu
degerlendirerek literatiire yeni bir katki saglamaktir.

Gere¢ ve Yontem: Merkezimizde ameliyat edilmis ve histopatolojik olarak HH
tanist almig 12 hasta ve kontrol grubunda HH dis1 nedenlerle ameliyat edilmis 12
hastaya ait patoloji materyalleri retrospektif olarak degerlendirildi. Dokular
immiinohistokimyasal yontemlerle boyanarak Ngb, Cygb ve NIn’nin barsak
duvarindaki ekspresyonu degerlendirilerek karsilastirildi.

Bulgular: Ngb’nin aganglionik zon ve kontrol grubunun pleksusta boyanma siddeti
acisindan degerlendirilmesinde istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir.
HH alt gruplarimin kendi aralarinda yapilan degerlendirilmede ganglionik ve
aganglionik zon gruplarinin pleksusta Ngb acisindan boyanma siddeti de
istatistiksel olarak anlamli farklilikla sonu¢lanmigtir. HH’nin ganglionik zon ve
aganglionik zon gruplarinin, ayn1 zamanda HH aganglionik zon grubu ile kontrol
grubunun Cygb ile boyanma siddeti karsilastirildiginda ganglion diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmaktadir. Bu ¢alismada Niln ile
immiinohistokimyasal boyamada dokularin boyanmadig: izlenmis olup, anlamli
sonug alinamamastir.

Sonuclar: HH’da etiyolojiyi degerlendirilen bu calismada endopeptidazlardaki
diisiik ekspresyonun nedeni, ekspresyon i¢in gereken yolaklarin bozuklugu ya da
tiiketimin artigina bagli azalmasi olarak yorumlanmaktadir.

Calismamiz histokimyasal boyama ile yapilmis olup, bu ayn1 zamanda HH da tan1

yontemi olarak kullanilmaktadir. Calismadaki gruplar arasinda ekspresyon

45



diizeylerinde anlamli  farkliliklart  oldugunu saptadik. Bu yontemle
endopeptidazlarin ekspresyon diizeyleri HH i¢in kiymetli bir tan1 yontemi olabilir.
Ngb, Cygb, NIn’nin hipoksik hasar lizerine ekspresyonu artan yeni nesil peptidazlar
olup, onlarin HH’nda daha genis serilerle degerlendirilmesi anlamlilik kazanabilir.
Anahtar kelimeler: Hirschsprung hastaligi, immiinohistokimyasal, néroglobin,

sitoglobin, norolizin

46



8. ABSTRACT

Aim: Hirschsprung’s disease (HD) is a developmental disorder characterized by
the absence of ganglion cells in the myenteric and submucosal plexuses of the distal
bowel. According to the widely accepted theory, the fundamental pathology of the
disease aganglionosis- is associated with a disruption in neural crest cell migration,
which is expected to occur between the 4th and 12th weeks of gestation. An
alternative etiological theory suggests that although the cranio-caudal migration of
ganglion cells occurs normally, these cells fail to develop or survive due to an
inadequate microenvironment. The aim of this study is to contribute novel findings
to the existing literature by evaluating the expression of neuroglobin (Ngb),
cytoglobin (Cygb) and neurolysin (NIn) in intestinal segments of patients with HD,
which has not been previously explored.

Material and Method: Pathological specimens from 12 patients who underwent
surgery at our center and were histopathologically diagnosed with HD, as well as
12 patients operated for non-HD related conditions (control group), were
retrospectively analyzed. The tissues were stained using immunohistochemical
methods to assess and compare the expression levels of Ngb, Cygb, and Nln in the
intestinal wall.

Results: A statistically significant difference was identified in the staining intensity
of Ngb within the plexus when comparing the aganglionic zone and the control
group. In the subgroup analysis of HD, a statistically significant difference in Ngb
staining intensity was also observed between the ganglionic and aganglionic zones.
Furthermore, when comparing the Cygb staining intensity at the ganglion level
between the ganglionic and aganglionic zones of HD, as well as between the HD
aganglionic zone and the control group, statistically significant differences were
found. In contrast, immunohistochemical staining with Nln revealed no detectable
staining in the tissues, and thus no meaningful results could be obtained.
Conclusion: In this study evaluating the etiology of HD, the reduced expression of
endopeptidases is interpreted as a consequence of either disruptions in the pathways
required for expression or decreased levels due to increased consumption. The

study was conducted using histochemical staining, which also serves as a diagnostic

47



method in HD. We identified statistically significant differences in expression
levels among the study groups. Accordingly, evaluating endopeptidase expression
levels using this method may represent a valuable diagnostic tool for HD.

Keywords:  Hirschsprung’s disease, immunohistochemical, neuroglobin,

cytoglobin, neurolysin
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