Cocuk Cerrahisi Dergisi 20(3):132-137, 2006

Benzalkonium klorid ile olusturulan intestinal
aganglionozis modelinin irdelenmesi
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Ozet

Amag: Benzalkonium klorid ile deneysel aganglionozis
olugturulmasit modelinin (DAM) sorgulanmast ve literatiir
degerlendirilmesi.

Gereg ve Yontem: Calisma her grupta 10'ar adet Spragu-
e-Dawley sican ile ge¢ donem (GD-1), ge¢ donem kontrol
grup (GD-2) ve aganglionoziste erken donem (ED) degi-
siklikler olarak 3 grup denekte yapildi ve ayrica ek olarak
4 adet denekte de uzun segment aganglionozisin klinik et-
kileri gozlendi. Tiim deneklere islem dncesi ve sonrasinda
anatomik degisiklikleri gozlemek amact ile lavman opak
grdfiler ¢ekildi. Ganglion degisiklikleri histopatolojik ola-
rak degerlendirildi. Deneklerin klinik degisiklikleri izlendi.

Bulgular: GD-1 deneklerde ¢alismanin basinda tikaniklik
bulgulart goriilse de ge¢ donemde bu bulgular tamamen
diizeldi. Bir denek disinda ¢alisma sonunda GD-1 denekle-
rin lavman opak grafileri normal bulundu. GD-1 de kilo
kaybt mevcuttu (p<0.05). GD-1 deneklerde histopatolojik
incelemede normal sayida hiicre dagilimi ve ganglion hiic-
releri saptandi. Kontrol grupta klinik veya histopatolojik
degisiklik saptanmadi. Erken donem ¢alisma grubunda ise
deneklerin histopatolojisinde ganglion sayilarinda azalma
ve dejenerasyon saptandi. Uzun segment aganglionozis is-
lemi yapilan 4 denekte ileri derece ileusa bagl erken do-
nemde oliim goriildii.

Sonug¢: Calismamizda elde edilen bulgular modeli destek-
leyen onceki ¢alismalarla uyusmamaktadir. Yaptigimiz li-
teratiir arastirmalarina gore bu gecici aganglionozis klini-
ginin erken donemde ganglionlarda olusan dejenerasyona
bagl olustugu ve noronal plastisite fenomenine bagli ola-
rak yeni noron geligimi ile de klinigin diizeldigini diisiin-
mekteyiz. Sonu¢ olarak DAM gecici olarak aganglionozis
klinigine yol acmakta ve gercek bir Hirschsprung hastali-
g1 modeli olusturamamaktadir.

Anahtar kelimeler: Aganglionozis, benzalkonium klorid,
néronal plastisite

Summary

Questioning the Intestinal Aganglionosis Model by Using
Benzalkonium Chloride

Aim: Aim of this study is questioning the validity of expe-
rimental aganglionosis producing procedure (EAPP) with
benzalkonium chloride and reviewing the literature.

Material and Methods: Study was designed with 10 rats in
each 3 group; as late period (LP-1), late period control
group (LP-2) and early changes in aganglionosis (EP). Al-
so effects of long segment aganglionosis procedure were
observed in 4 rats. To evaluate anatomical changes, opa-
que enemas were done pre-and post operatively. Ganglion
changes were evaluated histopathologically. Clinical fin-
dings were observed.

Results: LP-1 animals developed a functional obstruction
clinic in early period but these findings resolved. There
were no anatomical changes in opaque enemas except one
animal. LP-1 animals lost weight during the procedure
(p<0.05). Biopsy specimens showed normal cell count dis-
tribution, ganglion cells in LP-1. No clinical or histopatho-
logical changes were observed at control group of late pe-
riod. In EP group, degeneration and decrease in ganglion
cells were encountered. 4 animals which had a long seg-
ment aganglionosis procedure died due to massive ileus.

Conclusion: In our study, our findings did not correlate
with previous supporting studies. Due to literature search,
we think that this temporary aganglionosis clinic occurs by
degeneration in ganglions in early period but by neuronal
plasticity phenomena; new ganglions occur and the agang-
lionosis clinic resolves. Thus EAPP leads to temporary
aganglionosis and can not be a real model of Hirsch-
sprung disease.

Key words: Aganglionosis, benzalkonium chloride, neuro-
nal plasticity

Giris

Hirschsprung hastaligi (HH) dogumsal olarak bar-
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saklarda ve ozellikle kolonda ganglion hiicrelerinin
yokluguna bagl olarak fonksiyonel bir tikaniklik ge-
lisimi ile seyreden bir hastaliktir. Hastalik yenidogan
doneminde veya daha ge¢ donemde karin distansiyo-
nu, defekasyonun olmamasi veya uyart ile olmasi gi-
bi klinik ile ortaya ¢ikar (®).
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HH'nin patogenezini anlamak i¢in cesitli tikaniklik
modelleri 6ne siiriilmiistiir. Onceleri distal kolon
baglanarak basit tikaniklik modeli yapilmis ve HH
benzeri klinik olusturulmustur. Fakat hastaligin sade-
ce anatomik bir tikaniklik olmadigi anlasimustir.
HH'da eslik eden bagisiklik sistemi bozukluklari,
barsak flora degisiklikleri, barsak musin oranlarinda-
ki degisiklikler hastaligin sadece aganglionozise
bagh fonksiyonel bir tikaniklik ile seyretmedigini
gostermektedir (1.8,

1978'de A. Sato sicanlarda kolon serozasina benzal-
konium klorid (BK) uygulayarak HH'da oldugu gibi
secici olarak ganglion hiicrelerinde dejenerasyon ve
sonugta aganglionozis gelistigini gézlemledi (10), Sa-
to caligmasinda noronlarda dejenerasyonun erken
donemde basladigini ve BK uygulanan barsak parca-
sinda tamamen aganglionozis gelisimini ise otuzun-
cu giinde olustugunu saptadi. Sonralart bu model pek
¢ok calismada kullanilmig ve hayvan modeli olarak
da bildirilmigtir (1:4:5.7.10.12), Bununla beraber degi-
sik zamanlarda yapilan birka¢ ¢alisma modelin giive-
nirliligini sorgulamamiza yol agmigtir (29,

Calismamizda Sato'nun deneysel aganglionozis mo-
deli (DAM) sonrasi aganglionozisin mikroskopik
olarak goriildiigii otuzuncu giinii de iceren sican
gruplarinda islemin klinik ve histopatolojik degisik-
likleri gozlemledik. Ayrica literatiirde bagvurdugu-
muz diger yayinlar1 da goz Oniine alarak ilk kirk se-
kiz saat icindeki degisiklikler erken donem degisik-
likler ve uzun segment aganglionozis islemi yapilan
4 denek olarak ayr1 bir grupta degerlendirdik (2:9:12),

Gerec ve Yontem

Agirliklart 250-300 g arasi 34 adet yetigkin erkek
Sprague-Dawley sican ¢alismada kullanmildi. Denek-
lere 50 mglkg intramuskuler ketamin HCL (Ketalar,
Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ile genel anestezi sagland.
Sato'nun 1978’de tamimladigi gibi; % 0.1'lik BK so-
lusyonu (Zefiran®, flsan-iltas) 10 mm rektal, 5 mm
distal sigmoid kolon serozasina bir bez ile uygulan-
di. Otuz dakika uygulama sonrasi BK'li bezler alina-
rak ilik serum fizyolojik ile barsaklar yikandi. Calis-
ma icin etik komite izni alindi. (Cerrahpasa Tip Fa-
kiiltesi etik komitesi).

Geg¢ donem (GD-1) 10 denege DAM uygulandiktan

sonra normal hayvan yemi ve su ile beslendi. Denek-
lerin ikisi 15. giinde, ikisi 20. giinde, altist ise 30.
giinde dekapitasyon ile oldiiriildii. Ge¢ dénem kon-
trol (GD-2) 10 adet si¢ana iglem yapilmaksizin hay-
van yemi ve su verildi. Deneklerin ikisi 15. giinde,
ikisi 20. giinde, altisi1 ise 30. giinde oldiiriildii. De-
neklerin 15, 20 ve 30. giinlerde éldiiriilmelerinin se-
bebi bu yazida belirtilmeyen, ¢alismanin kurulum
asamasinda bazi sicanlarda otuzuncu giinii tamam-
layamadan oliimler gelismesi idi. Ara éliimlerin his-
topatolojik ve klinik acidan degerlendirilmesine ka-
rar verildi ve ¢alismada 15. ve 20. giinlerde oliimler
gerceklestirilerek histopatolojik ve klinik inceleme
yapildi. Calismamizda erken grup olusturulmasi ise
calismanmin kurulum asamasinda Sato’nun bulgulari-
nin aksine erken donemde deneklerde aganglionozis
kliniginin daha belirgin olmasina ragmen histopato-
lojik degisikliklerin net olarak tanimlanmamig olma-
st idi. Erken donem ¢alisma olarak 10 adet erkek si-
canda BK'nin erken dénem histopatolojik degisiklik-
ler arastirildi. Denekler ikiserli gruplar ile 1,2, 12,
24 ve 48. saatlerde oldiiriildii.

Ayrica 4 adet sicanda da 15 mm iizeri (25 mm) BK
uygulandi. Bu uygulamanin sebebi de Sato orijinal
calismasinda uzun segment BK uyguladigi sicanlar-
da erken donemde oliim ile sonuclanan ileus gelisti-
gini saptamas idi. Biz de 15 mm den uzun segment
aganglionozisin erken dénemde mortaliteye etkisini
degerlendirdik ve tartismaya agtik.

GD-1 ve GD-2 ¢calisma gruplarindaki deneklerin is-
lem éncesi ve sonrasinda kilolart 6l¢iildii. Tiim grup-
lardaki deneklere kolon anatomik degisiklikleri iglem
oncesi ve sonrasinda sodyum diatrizoat (Urovisi-
on®-Schering) kullanilarak yapilan lavman opak
grafilerle gozlemlendi. Patoloji érnekleri serum fiz-
yolojik ile yikandi ve % 10 formaldehit solusyonunda
saklandi. Rutin doku prosediiriinden sonra her bir
patoloji ornekleri parafin bloklara alindi. Ano-rek-
tumdan ve sigmoid kolondan 0.5 mikron kalinlikta
altmig adet kesit alindi ve kesitler hematoksilen-eozin
ile boyandi. Isik mikroskopu ile degerlendirme yapil-
di. Orneklerde dejenerasyon ve ganglion hiicresi
varligi arasgtirildi. Her iki gruptaki agirlik degisiklik-
leri Mann-Whitney-U testi ile degerlendirildi. P
<0.05 degeri istatisksel olarak anlamli kabul edildi.
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Bulgular

GD-1 deneklerde islem sonrast ilk giinlerde defekas-
yon miktar1 azaldi, digki kalibrasyonu inceldi ve ge-
nel aktivitelerinde azalma izlendi. izlemde genel du-
rumu bozulan ve 15. giinde 6ldiiriilen bir denek di-
sinda tiim deneklerde birinci haftanin sonunda genel
durumun kademeli olarak tamamen diizeldigi goriil-
dii. Bu denek disinda tiim hayvanlarin postmortem
laparatomisinde az derece yapisiklik disinda bulgu
yoktu. Bu denekte ise distal dar barsak ve dilate
proksimal kolonik barsak ile beraber gecis bolgesin-
de kiiciik perfore bir alan saptandi. Ortalama kilo
kayb1 16.7 g (+6, -116g) bulundu. Yine bu denek di-
sinda tiim lavman opak grafiler dogal idi (Resim 1).
15, 20 ve 30. giinlerde oldiiriilen deneklerin histopa-
tolojik incelemelerinde minimal dejenerasyon ile
normal ganglion hiicreleri varlig1 saptandi (Resim 2).
GD-2 denekler de 15, 20 ve 30. giinlerde oldiirtildii-
ler. Deneklerde klinik bir degisim gozlenmedi. Orta-
lama kilo artis1 +6.8 gr (+4, +10g) bulundu. Lapara-
tomi bulgular1 ve lavman opak grafileri dogal bulun-

Resim 1. Islemin 30. giiniinde normal anatomik yap: gésteren
lavman opak grafisi. Genel durumu bozuk olan 15. giinde 6l-
diiriilen disindaki GD-1 ve 2 tiim deneklerin kolon grafisinde
patoloji goriillmedi.
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Resim 2. Islemin 30. giiniinde ganglion hiicreleri ile normal
pleksus goriilityor (x200 HE).

Resim 3. Erken dénem grupta DAM uygulanmis 2. giinde olan
sican. Dilate ve dar kolonik segment goziikmektedir.
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Resim 4. Resim 5 deki denegin kolon yapisi. Resmin saginda
dilate rektum ve dar ano-rektum goriiliiyor.

Tablo 1. Olgulara ait demografik veriler.

Resim 5. Tiim kesitlerde muskuler pleksusta ganglion hiicre-
leri gorildii. Ozellikle 24 ve 48. saatlerde dejenerasyon ve
ganglion sayis1 azhig: belirginlesti (x200 HE).

Gruplar Islem Beslenme Klinik Takip Oldiiriilme zamanlar Histopatoloji
n=34
(250-300 g)
GD-1 DAM (15 mm) Yem Erken donemde barsak 15. giin (n=2) Minimal dejenerasyon
n=10 Lavman opak grafi Su tikaniklig1 20. giin (n=2) Normal ganglion hiicresi
Agirhik degisimi Digk: kalibrasyonunda azal-  30. giin (n=6)
ma
1. hafta sonunda diizelme
1 denegin kliniginde bozul-
ma
Ort.: -16.7 g
GD-2 Lavman opak grafi Yem Klinik degisme yok 15. giin (n=2) Normal ganglion hiicresi
n=10 Agirlik degisimi Su Ort.: +6,8 g 20. giin (n=2)
30. giin (n=6)
ED DAM (15 mm) Yem Erken ameliyat sonrast bul- 1. saat (n=2) Ganglion sayilarinda belir-
n=10 Lavman opak grafi Su gular, 24 ve 48 saat denek- 2. saat (n=2) gin azalma ve dejenerasyon

lerin lavman opak ve
laparatomilerinde dilate
proksimal dar distal segment

12. saat (n=2)
24, saat (n=2)
48. saat (n=2)

Uzun Segment DAM (25 mm) Yem
n=4 Su

Erken ameliyat sonrast bul-
gular, Agir barsak tikanik-
1181 bulgulari,

Denekler ilk 3 giinde ileus
ve perforasyon ile 6ldii.

Ganglion sayilarinda belir-
gin azalma ve dejenerasyon,
perforasyon
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du. Ganglion hiicreleri tiim deneklerde normal olarak
bulundu. GD-1 ve GD-2 gruplari arasinda agirlik de-
gisiklikleri ileri derece anlamli bulundu (p<0.01)
(Tablo 1).

Erken donem c¢alisma grubundaki 1, 2 ve 12. saatler-
de esit sayida oldiiriilen toplam alt1 adet siganin lapa-
rotomi bulgusunda anatomik bir degisiklik goriilme-
di. 24. ve 48. saatlerde oldiiriilen dort denegin kolon-
lar1 ise digki ile dolu oldugu ve BK ile islem goren
boliimiin dar oldugu saptandi (Resim 3, 4). Erken ca-
lisma grubundaki on denegin sitolojisinde ganglion-
larda dejenerasyon ve ganglion sayilarinda azalma
saptand1 (Resim 5). Fakat hi¢bir denekte HH benzer
histopatolojik yap1 -aganglionozis- goriilmedi (Tablo

1).

4 denekte yapilan 25 mm BK uygulamasinda tiim de-
nekler ilk 3 giinde agir ileus tablosu ile 6ldii. Denek-
lerin postmortem laparatomilerinde tiim kolonun dis-
ki ile dolu oldugu ve distalde dar kolon goriildii (Re-
sim 6). 2 denekte ise ayrica gecis bolgesinde perfo-
rasyon saptandi.

Resim 6. 15 mm iizerinde BK uygulanan deneklerde ileri de-
rece ileusa bagh olarak oliim gerceklesti. Denegin tiim kolonu
sertlesmis feces ile dolu. Ganglionlar olusumu gerceklesse bile
barsak peristaltizmi bu feces engelini asamamaktalar.
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Tartisma

Deneysel aganglionozis olusturulmasit modeli
(DAM)'nin uzun yillar gegerliligi savunulmug bir
metottur ve modelin gecerliligine yonelik pek cok
calisma vardir 4.5.7.10.12) Sato'nun orijinal yazisin-
da; ganglionlarda dejenerasyonun bulgusu olan hiic-
relerde vakuolizasyon ilk haftada belirmekte ve be-
lirgin dejenerasyon ve aganglionozis geligimi ise be-
lirgin olarak ge¢ donem sayilan iglemin otuzuncu gii-
niinde gelistigini gozlemlemistir (10). Sato'nun bu
bulgusuna gore, tikaniklik klinigi erken donemde de-
gil ge¢ donemde klinik vermelidir. Bu sonu¢ uzun
segment aganglionozis iglemi yapilan sicanlarda er-
ken donem oliim goriilmesiyle de celismektedir.
Ciinkii bu deneklerde de tikanikliga bagl 6liimiin er-
ken donemde degil ge¢ donemde goriilmesi beklen-
melidir. Bu siipheler iizerine ¢alismamizda erken do-
nem ve uzun segment aganglionozis ¢alisma grupla-
rint olusturduk. Amacimiz gergek dejenerasyonun
erken donemde oldugunu saptamak ve bu dejeneras-
yonun erken donemde klinik bulgu verdigini ve 6zel-
likle uzun segment aganglionozis iglemi yapilan de-
neklerde bu tikaniklik kliniginin 6liimciil oldugunu
ispatlamakti.

Sonug olarak Sato'nun bulgularinin aksine, ¢alisma-
mizda noron dejenerasyonunun bekledigimiz gibi er-
ken donem c¢alisma grubunda saptarken 15, 20 ve 30.
giinlerde oldiiriilen deneklerde belirgin olarak goriil-
medi.

Literatiirde bulgularimiza benzer 3 ¢alismaya rastla-
dik. Ramalho yaptig1 calismada BK'nin jejunumda
ganglion hiicrelerine olan etkisini iki donemde ince-
ledi. Erken donemde (islemin ilk saatlerinden onun-
cu giine kadar siire) ganglion sayisi, kronik donem
(10-60 giin) ile karsilastirdiginda daha az oldugunu
saptadi. Ganglion sayisindaki ge¢ donemde olan bu
artis1 intestinal sistemde noronal plastisite fenomeni-
ne bagl oldugunu savunmustur. Buna benzer bir ca-
lisma da Garcia ve arkadaglar tarafinca yapilmus,
BK uygulanan siganlarda 2 aylik bir siirecin sonunda
ganglion sayilari kontrol grup ile karsilastirildiginda
anlamli bir fark elde etmemis ve bu sonucu noéronal

plastisite fenomenine bagli oldugunu one siirmiistiir
2.9,
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Noronal plastisite fenomeni diger sistemlerde oldugu
gibi intestinal sistemde de kok hiicrelerin norotropik
faktorler esliginde yeni ganglion hiicrelerine doniis-
mesi ile gelismektedir 3:11, Garcia ve Ramalho'nun
calismalart intestinal sistemde noronal plastisite fe-
nomeninin varligina ait ¢aligmalar olup higbirisinde
Sato'nun modelinin gecerliligi sorgulanmamustir.

BK ile en son ¢aligma Hanani tarafinca yapilmaigtir.
Hanani caligmasinda intestinal sistemde ndoronal
plastisiteyi arastirmis ve BK uyguladig1 deneklerde
gecici aganglionozis klinigi gozlemlemistir. Hanani
islem sonrasi deneklere ikinci giin yaptig1 laparato-
mide digki ile dolu dilate proksimal kolon ve distalin-
de dar kolon gbzlemlemis. Bu deneklerin sitolojisin-
de noron ve noronal liflerde dejenerasyon saptamis
fakat aganglionozis gérmemistir. 30 ve 60. giinde 61-
diiriilen deneklerde ise ndron sayisi kontrol gruba go-
re az olmakla beraber tiim kolonda varligint sapta-
mistir. Hanani ilk defa Sato'nun modelinin gecerli
olamayacagini bildirmistir (©).

Calismamizda DAM uygulanan sicanlarda erken do-
nemde gelisen klinik ve histopatolojik bulgular bu
deneklerde bir siirecin basladigini gosterse de bu sii-
recin ge¢ donemde diizeldigi goriildii. Bu diizelme-
nin noronal plastisiteye bagl olarak, barsaktaki pri-
mitif hiicrelerin yeni ganglion hiicrelerine doniisme-
si ile oldugunu varsaymaktayiz. Bulgularimiza gore
deneklerde erken donemde barsak hareketleri 15 mm
gibi siurli tikaniklik alanmi tolere edebilirken,
aganglonozis uzun segment oldugunda rejenerasyon
gerceklesse de ileri derece katilagmis olan digkinin
barsak hareketleriyle ilerleyemedigi ve klinigin kotii-
lestigini 6ngérmekteyiz.

Biitiin bu modelin gecerliligini sorgulayan bulgulari-
mizla beraber simdiye degin pek ¢ok tikaniklik mo-
deli ile HH benzeri durum elde edilmeye calisilsa da
eslik eden bagisiklik sistem patolojileri, sendromlar,
barsak flora degisiklikleri HH'nin sadece bir tikanik-
lik modeli olmadigini gostermektedir.

Sonug olarak; giiniimiize dek Sato'nun DAM modeli
aganglionozis fizyopatolojisini anlamak ve olustur-
mak i¢in iyi bir model olarak savunulmus olsa da ca-
lismamizda bu modelin giivenilirli§inin olmadigini
ongormekteyiz.

Bu calisma Istanbul Universitesi Arastirma Fonu tarafinca
desteklenmigtir.
Proje no: UDP- 376/26082004

Kaynaklar

1. Chang KS, Chang JHT: Animal models of pediatric sur-
gical disease. Ped Surg Int 9:307, 1994

2. Garcia SB, Demarzo MM, Vinhadeli WS, Llorach-Vel-
ludo MA, Zoteli J, Herrero CF, Zucoloto S: No reduction
with ageing of the number of myenteric neurons in benzal-
konium chloride treated rats. Neurosci Lett 4:331-66, 2002
3. Georg B.T. von Boyen , Max Reinshagen , Martin Ste-
inkamp , Guido Adler, Joachim Kirsch: Enteric nervous
plasticity and development: dependence on neurotrophic
factors. J Gastroenterol 37:583, 2002

4. Goto S, Gunter M, Grosfeld JL: Surgical treatment of to-
tal colonic aganglionosis: Efficacy of aganglionic patch
enteroplasty in the rat. J Pediatr Surg 21:7-601, 1986

5. Goto S, Grosfeld JL: Is preserving the entire aganglionic
colon reasonable in the surgical treatment of total colonic
aganglionosis? J Pediatr Surg 22:623-627, 1987

6. Hanani M, Ledder O, Yutkin V, Abu-Dalu R, Huang T,
Hartig W, Vannucchi M, Pellegrini M: Regeneration of
myenteric plexus in the mouse colon after experimental de-
nervation with benzalkonium chloride. J] Comp Neurology
462:315, 2003

7. Mortell A, Montedonico S, Puri P. Animal models in pe-
diatric surgery. Pediatr Surg Int 22:111-28, 2006

8. Puri P: Hirschsprung's disease: Clinical and experimen-
tal observations. World J Surg 17:374, 1993

9. Ramalho F.S, Santos L.N.Z: Myenteric neuron number
after acute and chronic denervation of the proximal jeje-
num induced by benzalkonium chloride. Neurosci Lett
26:163, 74, 1993

10. Sato A, Yamamoto M, Imamura K, Kashiki Y, Kunie-
da T, Sakata K: Pathophysiology of aganglionic colon and
anorectum: An experimental study on a aganglionosis pro-
duced by a new method in the rat. J Pediatr Surg 13:399,
1978

11. Timothy S. Sadiq, M.D., David A. Gerber: Stem Cells
in Modern Medicine:Reality or Myth? Journal of Surgical
Research 122:280, 2004

12. Yoneda A, Shima H, Nemeth L, Oue T, Puri P: Selec-
tive chemical ablation of the enteric plexus in mice. Pedi-
atr Surg Int 18:234, 2002

137



