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Onsoz

Iki y1l énce ne istedigimi bilmedigim bir yolculuga basladim ve bugiin yiiksek lisans
egitim siirecimi ne istedigimden emin bir sekilde tamamlamis bulunuyorum.
Aragtirma ve 6grenme giidiisiyle devam ettigim bu yolda basarisizliklar, vazgecisler
ve korkular yasamis olsam da bugiin tezimin bitmis oldugunu gordiigiimde,
yasananlarin tiim giicliiklere bedel oldugunu fark ettim. Oniimdeki uzun egitim
yolunda ileride yapmay1 arzuladigim ¢alismalarla hem {ilkemize hem de uluslararasi
bilim camiasina kiymetli katkilar sunabilmeyi umuyorum. Iki yillik zorlu siirecin
sonunda su an masamin lizerinde duran bu tez ¢alismasinin, i¢inde bugiinlerimizi ve
yarmlarimizi aydinlatma coskusu tasiyan herkese timit olmasini dilerim. Daha giizel
yarinlara, bilime adanmis hayatlara, geng bilim insanlarina, sevdiklerime ve kendime
en iyisini yapana kadar ¢alisma soziiyle.
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Ozet

Deneysel intrauterin Yapisikik Modeli Olusturulan Sicanlarin Uterusunda

Ghrelin Etkilerinin incelenmesi

Intrauterin adezyon &strus siklusta diizensizlik, akut alt karmn agris1, tekrarlayangebelik
kayiplar1 ve infertilite gibi etkileri olan bir hastaliktir. Intrauterin adezyonlarinrutin bir
tedavi protokolii ve niiksiiniin 6nlenmesinde standart bir uygulama mevcut degildir.
Ghrelin, midede endokrin X (A) hiicreleri tarafindan salgilanan 28 aminoasitlik peptit
bir hormondur. Ghrelin, pek ¢ok norolojik ve fizyolojik siirecte roliistienmektedir. Bu
rollerine ek olarak, g¢esitli organ sistemlerinde immiinmodiilatér, antiinflamatuvar,
antifibrotik ve antioksidan etkiler gosterdigi bilinmektedir. Deneysel intrauterin
adezyon modeli olusturulan si¢anlarda ghrelin etkinliginin histolojik olarak

degerlendirilmesi temel amagtir.

Calismada; kontrol, intrauterin adezyon modeli, diisiik doz ghrelin ve yiiksek doz
ghrelin uygulamasi yapilan, toplam doért gruba ayrilan 28 adet disi sican kullanilmustir.
Menstriial sikluslar1 esitlenen sicanlarda deney modeli olusturmak igin sag uterus
boynuza 20 G braniil ile transvajinal 0,2 ml trikloroasetik asit enjeksiyonu yapilmistir.
Ug 6strus siklus sonra sicanlara 20 ng/kg ve 40 ng/kg dozunda ghrelin i.p. olarak 7 giin
boyunca enjekte edilmistir. Deney sonunda anestezi altinda sakrifiye edilen disi
siganlarin uterus dokular1 rutin histolojik takibe alinmistir. Uterus dokularimin
histokimyasal incelemeleri i¢in; Hematoksilen-Eosin ve Masson trikrom boyamalari,
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in; anti-VEGF, anti-kolajen 1, anti-TNFa, anti-

FGF2 ve anti-HIF-1a belirtegleri kullanilmistir.

Sicanlarda ghrelin uygulamasi sonrasi kilo alimi incelendiginde 5. giin ve sonrasinda
giinler aras1 tiim ikili farklarin anlamli oldugu ve deneklerde agirlik artis1 oldugu
belirlendi (p<0,001). Uterus duvar kalinhigi ve endometriyum kalinlik ol¢iimleri
yapildi. Adezyon grubunda duvar kalinliginin en diisiik oldugu saptandi ve ghrelin
uygulamasinin endometriyum kalinligini arttirdigr saptandi (p<<0,001). Histopatolojik
olarak adezyon grubunda epitel degisikligi, limende daralma, endometriyal bag
dokusunda inflamasyon ve fibrozis, uterinal bezlerde de dejenerasyon saptandi.
Ghrelin tedavisinin bu bulgular1 geriye gevirdigi saptandi. Immiinohistokimyasal
boyama sonuglarinda ise adezyon gruplarinda tip 1 kolajen, TNFa, HIF-1a ve FGF2

ekspresyonunun deney gruplari arasinda en yiiksek seviyede oldugu goriildii. Ghrelin



gruplarinda doz bagmmli olarak bu ekspresyonlarin azaldigi saptandi. VEGF
ekspresyonu ise adezyon grubunda en diisiik seviyede oldugu goriiliirken, ghrelin

gruplarinda doz bagimli olarak ekspresyonun arttig1 saptandi.

Sonug olarak ghrelinin intrauterin adezyonlarin tedavisinde olumlu etkiler gosterdigi
goriilmiistiir. Bu konuda yapilacak ileri deneysel ve klinik calismalar ghrelinin

intrauterin adezyon tedavisinde kullanimu ile ilgili yeni gelismelere 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Intrauterin adezyon; Uterus; Ghrelin; Immiinohistokimya; Si¢an



Abstract

Investigation of Ghrelin Effects in Uterus of Rats with Experimental

Intrauterine Adhesion Model

Intrauterine adhesion is a disease with effects such as irregularity in the estrous cycle,
acute lower abdominal pain, recurrent pregnancy loss and infertility. There is no
routine treatment protocol for intrauterine adhesions and no standard practice for the
prevention of recurrence. Ghrelin that has a role in various neurological and
physiological processes, controls hunger and metabolic regulation, is a 28 amino acid
peptide hormone secreted by endocrine X (A) cells in the stomach. Ghrelin plays a role
in many neurological and physiological processes. In addition to these roles, it isknown
to have immunomodulatory, anti-inflammatory, antifibrotic and antioxidant effects in
various organ systems. Histological evaluation of ghrelin activity in rats with
experimental intrauterine adhesion model is the main aim of the present study.

In the study; A total of 28 female rats, which were divided into four groups, were used
as control, intrauterine adhesion model, low-dose ghrelin and high-dose ghrelin
administration. To create an experimental model in rats whose menstrual cycles were
equalized, 20 G branula and 0.2 ml of trichloroacetic acid were injected transvaginally
into the right uterine horn. After three oestrus cycles, ghrelin was administered i.p. to
rats at 20 ng/kg and 40 ng/kg, and injected for 7 days. At the end of the experiment,
the uterine tissues of female rats sacrificed under anesthesia were routinely followed
histologically. . For histochemical examinations of uterine tissues, Hematoxylin and
Eosin and Masson trichrome stainings were performed, while Anti-VEGF, anti-
collagen 1, anti-TNFa, anti-FGF2 and anti-HIF-1a markers were used for

immunohistochemical examinations.

When weight gain after ghrelin administration in rats was examined, it was determined
that all bilateral differences between days were significant and weight gain was
observed in the 5th day and later (p<0.001). As a result of the measurement of wall
and endometrium thicknesses, it was determined that the wall thickness was the lowest
in the adhesion group, and it was determined that ghrelin application increased the
endometrial thickness (p<0.001). Histopathologically, epithelial changes, narrowing
of the lumen, inflammation and fibrosis in the endometrial connective tissue, and

degeneration in the uterine glands were detected in the adhesion group. It was found



that ghrelin treatment reversed these findings. In the immunohistochemical staining
results, it was observed that the expression of type 1 collagen, TNFa, HIF-1a and
FGF2 in the adhesion groups was the highest among the experimental groups. It was
determined that these expressions were decreased in a dose-dependent manner in the
ghrelin groups. While VEGF expression was observed to be at the lowest level in the
adhesion group, it was determined that the expression increased in a dose-dependent

manner in the ghrelin groups.

As a result, it has been observed that ghrelin has positive effects in the treatment of
intrauterine adhesions. Further experimental and clinical studies on this subject will
shed light on new developments regarding the use of ghrelin in the treatment of
intrauterine adhesions.

Keywords: Intrauterine adhesion; Uterus; Ghrelin; Immunohistochemistry; Rat
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Giris

Bu ¢alismada intrauterin adezyon olusturulmus disi siganlarda tedavi amagli kullanilan
ghrelinin doz bagimli etkileri incelenmistir. Arastirma konusu belirlenirken
literatiirde, ghrelinin antiinflamatuvar ve antifibrinolitik 6zelliklerinin gosterildigi
birgok ¢alisma varken intaruterin adezyonlardaki etkisinin  gosterilmedigi

belirlenmistir.

Intrauterin adezyon diinya capinda yaygm olarak gozlenen menstriial siklusta
diizensizlik, akut alt karin agrisi, tekrarlayan gebelik kayiplari ve infertilite ile

betimlenen ciddi bir kadin hastaligidir.

Intrauterin adezyon olusumu genellikle hastanin ge¢misindeki kiirtaj gibi cerrahi
girisimlerden kaynaklanir. Intrauterin adezyon varlig1 yasam standartin1 diisiirecek
Olglide gozle goriliir olmadigr igin insidansi tam olarak bilinmemekle birlikte,
genellikle Ostrus siklus diizensizligi, akut alt karin agris1 ve infertilite sikayetleriyle
hastaneye bagvuran kadinlar arasindan elde edilen verilere gore %1,5 ile %45,5 olarak

rapor edilmistir.

Ghrelin aglik hormonu olarak da bilinir ve primer olarak mideden salgilanan bir
hormondur. Bu ¢ergevede ghrelin ile ilgili yapilan literatiir aragtirmalarindagogunlukla
glikoz metabolizmasi, obezite veya diyabet gibi calisma konular1 yer almaktadir.
Ancak tiim bunlarin yaninda gesitli organlardan da salgilanan bu hormonun etki alani
cok genis oldugu gibi, yapilan bazi ¢alismalarda da antiinflamatuvar ve antifibrinolitik
ozellikleri oldugu bildirilmistir. Bu 6zelliklerinin 1s18inda ghrelinin peritoneal
adezyonlardaki etkisi incelenirken, diinya g¢apinda yiiksek insidansa sahip olan

intrauterin adezyondaki etkinligi incelenmemistir.

Bu ¢alisma iki farkli dozda kullanilan ghrelinin, intrauterin adezyonlardaki etkisini
inceleme amaciyla kurgulanmis olup literatire bu konuda katki saglamak

hedeflenmistir.



1.1.  Arastirmanin Problemi

Literatiir verilerin incelenmesiyle elde edilen sonuglara gore, uterus kavitesi icinde
farkli nedenlere bagli olarak adezyon olusumu goriilmektedir. intrauterin adezyon
olusumu diinya genelinde kadinlarda insidans1 her gegen giin artan ve negatif etkileri
infertiliteye kadar gidebilen, hayat kalitesini diisiiren ciddi bir saglik sorunudur.
Intrauterin adezyonlarda ghrelin uygulamasinin etkilerinin arastirilmas1 bu ¢alismanin

aragtirma problemidir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Bu tez caligmasmin arastirma konusu intrauterinal adezyon modelinde ghrelin
uygulamasinin olasi etkilerini incelemektir. Yapilan literatiir taramasinda ghrelinin
postoperatif peritoneal adezyon iizerindeki etkilerinin arastirildigi ancak intrauterin
adezyonlarda etkilerinin arastirilmadigi gozlenmistir. Bu sebeple arastirma konusu
belirlenirken ghrelinin intrauterin adezyondaki etkilerini incelemek hedeflenmistir.
Antiinflamatuvar ve antifibrolitik etkileri bulunan ghrelinin tedavi edici ajan olarak
kullanilmasi, intrauterin adezyonda verecegi sonugla olasi tedavi yontemlerinin
gelistirilmesini ve literatiire yeni veriler katilmasini saglayacaktir. Ayrica literatiirde
daha 6nce kullanilmayan iki farkli doz araliginin intrauterin adezyon iizerine etkisinin

incelendigi ilk ¢alisma olacaktir.

1.3.  Arastirmamn Hipotezleri

Intrauterin adezyonlar endometriyum dejenerasyonuna bagl olarak kadinlarda
menstriiel anomalilere ve infertiliteye sebep olan bir hastaliktir. Bu hastaligin klinik
patolojik yansimalarin1 laboratuvar ortaminda olusturmak mimkiindiir. Uterus
endometriyumunun adezyona baglh olarak normal ve saglikli morfolojisini
kaybedecegi ve bundan dolay1 islevlerini yerine getiremeyecek halde olmasi
beklenmektedir. Ghrelin ile yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar g6z Oniine
alindiginda, antiinflamatuvar ve antifibrinolitik 6zelliklerine bagli olarak intrauterin
adezyonlardaki fibrotik alanlarin yogunlugunu azaltabilecegi ve buna bagli olarak
ghrelinin intrauterin adezyonlarda olas1 bir tedavi ajan1 olarak Kkullanilabilecegi

diistiniilmektedir.



1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Olusturulan intrauterin adezyon modeli ile klinik semptomlarin ve histopatolojik
stirecin mimik edilebilecegi varsayilmistir. Ghrelinin ¢esitli organ sistemlerinde
immiinmodiilator, antiinflamatuvar, antifibrotik ve antioksidan etkileri nedeniyle
intrauterin adezyon etkilerini azaltacagi ya da iyilestirici etki gosterecegi
varsayllmigtir. Ayrica diisiik ve yiiksek doz olmak iizere kullanilan ilacin etkinliginin

doz bagimli olarak farklilik gosterebilecegi varsayilmistir.

1.5. Arastirmanin Simirhhiklar

Kullanilan hayvanlarin bireysel farklilik oranlarini istatistiksel olarak minimuma
indireceginden dolay1 deney hayvanlarinin sayisini arttirarak deneyin tekrarlanmasi
gereklidir. Histolojik analizler i¢in deney sonunda sakrifiye edilen siganlarin ilerleyen
donemlerdeki dogurganlik sonuglar1 degerlendirilemedigi icin ileri calismalara ihtiyag
vardir. Caligma gruplarinda tedavi edici ajan olarak kullanilan ghrelinin intrauterin
adezyonlar tzerindeki pozitif etki mekanizmasimin biyokimyasal ve molekiiler

biyolojik olarak daha detayli arastirmalarla degerlendirilmesi gereklidir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Intrauterinal adezyonlar, diinya genelinde kadinlarda menstriiel anomaliler ve
infertilite gibi ciddi problemlerle 6ne ¢ikmaktadir. Intrauterin adezyon tedavisi,
kadinlarin menstriiel anomaliler ve infertilite komplikasyonlarini en aza indirmeyi ve
kadin sagligim1 en st diizeye g¢ikarmayr amaglamaktadir. Bununla birlikte tim
diinyada kabul gérmiis bir tedavi yonteminin olmayisi intrauterin adezyonlar igin yeni
tedavi protokollerinin gelistirilmesini gerektirmektedir. Postoperatif peritoneal
adezyonlarda koruyucu potansiyeli oldugunu bilinen ghrelinin, deneysel intrauterin
adezyon modelinde kullanilmasiyla elde edilecek sonuglar dogrultusunda
gelistirilecek tedavinin, kullanilabilirlik agisindan ileri deneysel ve klinik ¢aligmalara
bir 6n arastirma olmasi beklenmektedir.

Bu arastirma kapsaminda deneysel olarak siganlarda olusturulmus intrauterin adezyon
modelinde, antiinflamatuvar ve antifibrolitik etkileri bulunan ghrelinin etki

mekanizmalariin incelenmesi ve uterus iyilesmesi ile ilgili siireglerdeki potansiyel



etkisinin  histokimyasal ve immiinohistokimyasal yoOntemlerle gosterilmesi
amaglanmstir.
Ozetle bu calismanin amaci diisiik ve yiiksek doz ghrelinin uygulamasinin intrauterin

adezyondaki etkilerini saptamaktir.



Genel Bilgiler

2.1. Uterus
2.1.1. Uterus Embriyolojisi

Gelisimin erken evrelerinde meydana gelen gonadal farklilasma siirecinde hem disi
hem de erkek embriyoda paramezonefrik (Miillerian) ve mezonefrik (Wolffian)
kanallar olmak tizere iki ¢ift kanal sistemi bulunur (Moncada-Madrazo & Valero,
2022). Bu iki kanal sistemi mezodermden koken aldigr halde farkl hiicre tiplerinden
olusur (Cunha, Kurita, vd., 2018). Embriyonun cinsiyet farklilasmasi ise ilk trimesterin
baslarinda yaklasik 8. haftada baslar (Cunha, Robboy, vd., 2018). Iki X kromozomu
varliginda Miillerian kanallar1 gelismeye devam eder ve Wolffian kanallar1 geriler.
Miillerian kanal gelisimi, anti-Miillerian hormonun (Miillerian inhibe edici madde,
MIS) yokluguna ek olarak bir dizi gene dayanir. XX bireylerde dis genital bdlge ve
vajinanin alt tigte biri tirogenital siniis tarafindan olusturulurken, vajina, serviks, uterus
ve fallop tiiplerinin {ist tigte ikisi iki paramezonefrik kanalin birlesmesiyle olusur (Ye

vd., 2011).
2.1.2. Uterus Histolojisi

Uterus, liimene sahip olan ve kas dokusundan meydana gelen bir organdir. Uterus
limenin ortalama uzunlugu 6 cm’dir ve liggen seklindedir. Embriyolojik siiregte
mezodermden koken alan uterus, histolojik olarak limenden disa dogru
endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olmak iizere ii¢ tabakadan olusur.

Uterus liimenini doseyen endometrium, liimene bakan kisminda stratum fonksiyonalis
ve miyometriuma yakin tarafinda ise stratum bazalis olmak iizere iki tabakadan olusan
dinamik bir yapidir (Ferenczy & Bergeron, 1991; Gray vd., 2001). Stratum bazalis,
hormonal olarak aktif olmayan rezerv veya kok hiicreler igerir. Stratum fonksiyonalis,
hormonal olarak duyarli olan endometriyal stromal hiicrelerden ve damarlardan olusan
katmandir. Endometriyum liimen epiteli, fonksiyonel epiteli orten tek kath kiiboidal
epitel hiicre tabakasidir. Stromal fibroblastlar tarafindan desteklenir ve tiip benzeri
fonksiyonel bezler olusturmak igin alttaki hiicresel stromaya invajine olur.
Endometriyum kalinlig1 ve yapist hormonal uyariya gore degisir. Endometriyal bezler,
tek katl, yalanci ¢ok katli veya prizmatik epitel hiicreleri ile ortiiliidiir. Hiicreler

mitotik olarak aktiftir. Daginik silyali hiicreler mevcuttur (Maclean vd., 2020).



Miyometriyum, uterusun biiyliik kismini olusturan ve uterus kaslarinin yer aldigi
limene gore endometriyumun disinda yerlesen tabakadir. Miyometriyum, farkli
yonlere uzanan kolajen ve elastin demetleri barindiran ve agirlikli olarak diiz kastan
olusan bir yapidir. Kaslar limene gore igte sirkiiler dista longitudinal olarak
konumlanir (Evans vd., 2014).

Perimetriyum uterusun en dig kismini olusturur ve i¢ organlarla uterusu birbirinden

aylIrir.

2.1.3. Anatomik Genel Bakis

Uterus, pelvik boslugunun orta hattinda konumlanan kalin duvarli bir kas yapisidir.
Uterus fundus, korpus, isthmus ve serviks olmak iizere dort béliimden olusur. Yapinin
en biiylik boliimii korpustur ve servikse baglanmasina isthmus aracilik eder. Serviks
ise uterusu vajinal liimene baglar. Uterus rektumun oniinde ve mesanenin arkasinda
konumlanir (Roach & Andreotti, 2017). Uterus morfolojisi, hacmi, anatomik ve
fonksiyonel ozellikleri gelisimin ve yasamin farkli donemlerinde ve kosullarinda
(puberte oncesi, menstriiasyon, gebelik, menopoz) degisiklik gosterir. Uterusun
anatomik ve fonksiyonel degisikliklerini yasamin farkli evrelerindeki ostrojen,
progesteron ve testosteron seviyeleri diizenler (Cooke, Spencer, Bartol, & Hayashi,
2013).

2.1.4. Uterus Damarlanmasi

Uterusa ana kan temini uterin arterler tarafindan saglanir (Kaiserman-Abramof &
Padykula, 1989). Uterusa inen bu kan damarlari, vajinal arterin ¢iktigi {ist servikse
ulagirlar. Yiikselen bir dal, uterus broad ligamentinin kivrimlari arasinda uterusun
lateral kismini takip eder ve miyometriyuma ¢ok sayida dal verilir. Bu dallanmalar
daha sonra daha ince damarlar olarak endometriyuma ulasir. Ince duvarli tiibiiler
damarlar, proliferatif endometriyum igin karakteristiktir (Ameer, Fagan, Sosa-Stan-

ley, & Peterson, 2022; Herendael, Stevens, Flakiewicz-Kula, & Hansch, 1987).



2.2.  Intrauterin Adezyon

Intrauterin adezyonlar (IUA) rahim i¢i cerrahi islemler sonucu uterus Kavitesinde
olusan fibrotik bantlarin sebep oldugu kismi veya tam tikanma olarak tanimlanir.
Hastaligin semptomlar1 arasinda siklikla hipomenore, amenore, infertilite ve
tekrarlayan gebelik kayb1 gibi sikdyetler mevcuttur (Amin, Saridogan, & Jurkovic,
2015). Hastalik baz1 vakalarda asemptomatik olabileceginden IUA'larn gercek
prevalansinin bilinmemektedir. Buna ragmen arastirma bulgularinin sonuglarina gore
hastaligin prevalansinin %1,5 ile %45,5 arasinda degistigi bildirilmistir (March, Israel,
& March, 1978). Genis prevalans araligmmin sebebi degerlendirilen popiilasyonun
gercegi yansittigina inanmakdaki giigliikten, intrauterin operatif prosediirlerin ne kadar
kontrollii gergeklestiginden, kullanilan cerrahi ekipmanlarin ¢esitliliginden ve
kullanilan tan1 yontemleri arasindaki farktan kaynaklanabilecegi unutulmamalidir.
Artan prevalans degerinin pozitif anlamdaki degisiminde goz ardi edilmemesi gereken
unsurlardan biri de ilerleyen teknolojiyle birlikte kullanilan ultrasonografi,
histeroskopi gibi tan1 ve tedavi yontemleri olabilir (Lagana vd., 2014).

[UA’lar ilk olarak 1894'te Heinrich Fritsch tarafindan travma sonrasi IUA vakasi
olarak tanimlandi. 1948’de ise ilk kez Joseph G. Asherman bu durumun sikligini,
etiyolojisini, semptomlarini ve radyolojik goriintiisiinii tanimlamak igin yaptigi
caligmasini yaymlamistir (Conforti, Alviggi, Mollo, De Placido, & Magos, 2013).
[UA’lara yatkinlik yas, ik, cografi bolge ve beslenme durumu gibi belirsiz faktorlerle
de baglantil1 olabilir. Danimarka'da 10 yillik stirede toplam 61, Hollanda'da 638, Suudi
Arabistan’da ise 8 yillik siirede toplam 41 kadin TUA teshisi ile uzman bir merkeze
sevk edildi (Kjer, 2014). Chen ve arkadaslari, Cin'deki bir hastanede 4 yillik siire
i¢inde 357 TUA vakas1 buldu (L. Chen vd., 2017).

[UA’larin uterus kavitesinde yapilan her tiirlii prosediirden sonra meydana
gelebilecegi unutulmamalidir. Cogunlukla gebelik sonlandirilmasi igin yapilan
islemlerden sonra gozlenen IUA’lar ¢ogu vakada infertilite ile karakterizedir.
Schenker ve Margalioth yaptiklar1 ¢aligmalarinda 1856 TUA’l1 vakay1 incelemis ve
%90.8'inde infertil uterus varligin1 géstermislerdir (Schenker & Margalioth, 1982).
[UA’lar dogum, diisiik veya kiirtajdan sonra cerrahi islem gérmiis olan hassas uterus

endometriyumunun bazal tabakasinda ilk 4 hafta i¢cinde mekanik lezyon olusturabilir.



2.2.1. Smiflandirilmasi

[UA’larin simiflandirilmasi, adezyonlarm kapsamimi degerlendirmek, en iyi tedavi
secenegini segcmek ve adezyolizin postoperatif basarisini analiz etmek i¢in gereklidir.
Cesitli siiflandirma sistemleri, HSG (histerosalpingografi) tabanli siniflandirma,
histeroskopi tabanli siniflandirma ve klinik-histeroskopik siniflandirmayi igerir. HSG
temelli smiflandirmalarin  kullanimlart artik tercih edilmemektedir. Giliniimiizde
cogunlukla histeroskopi temelli siniflandirma sistemleri benimsenmis ve bunlardan da
en yaygin olarak AFS (American Fertility Society) siniflandirmasi kullanilmaktadir
(Buttram vd., 1988). Prognostik skorlamanin yani sira hastalarin reprodiiktif
sonuclarint da igeren en ideal ve kapsamli siniflandirma sistemi 2000 yilinda Nasr
tarafindan gelistirilmistir. En son siniflandirma sistemi olan MEC (Manchanda’s
Endoscopic Center) smiflandirmasi Hindistan'da 2016 yilinda gelistirilmis olup,
histeroskopi tabanlidir ve klinik ortamlarda uygulanmasi nispeten kolaydir (Aboul
Nasr, Al-Inany, Thabet, & Aboulghar, 2000).

2.2.2. Adezyon Olusum Mekanizmasi

Adezyonlar endometriyum, miyometriyum veya bag dokusunun farkli katmanlarini
icerebilir. Genel olarak TUA’lar, endometriumun fibroz hale geldigi bir durumdur
(Salazar, Isaacson, & Morris, 2017). Endometriyal stroma biiylik dl¢iide fibréz doku
ile degistirilir ve bezler genellikle endometriyal tipte inaktif bir kiibik-prizmatik epitel
ile temsil edilir (Yu, Wong, Cheong, Xia, & Li, 2008). Endometriyumun fonksiyonel
ve bazal tabakasi arasindaki ayrim kaybolur; fonksiyonel katman, hormon uyarisina
yanit vermeyen tek katli epitele dontisiir ve kavite boyunca fibr6z sinesi olusur. Diger
durumlarda stromada kalsifikasyon ve hatta kemiklesme olabilir ve bezler seyrek ve
inaktif veya kistik dilate olabilir. Ince duvarli dilate damarlar bol olabilir ancak ¢ogu
durumda avaskiiler doku hale gelir (Malhotra, Bahadur, Kalaivani, & Mittal, 2012).
Endometriyal epitelin inaktif kiibik-prizmatik sekle doniismesi ile hiicresel diizeyde
degisiklikler meydana gelir. Bazal tabaka ile fonksiyonel tabaka arasindaki ayrim
ortadan kalkar ve fonksiyonel tabakanin yerini kavite boyunca fibroz sinesilerin
olustugu inaktif bir avaskiiler tabaka aldigindan, endometriyumun fonksiyonel ve
bazal tabakas1 arasinda artik bir ayrim yoktur. Fibrotik sinesi tiim kaviteyi bozar ve

histeroskopide tekrar bakildiginda stromal kalsifikasyonlar ve kemiklesme goriiliir.



Yeni doku tabakasi hormon stimiilasyonuna yanit vermez. Fibrotik yapigikliklar yogun
bag dokusudur ve c¢evreleyen endometriyuma kiyasla endometriyal ortiiye sahip

degildir (Salazar, Isaacson, & Morris, 2017).

2.2.3. Adezyon Tedavi ve Onleme Stratejileri

IUA tedavisi genellikle cerrahi miidahale gerektirir ve ¢ogu histeroskopik bir
yaklasimu icerir. Bununla birlikte, histeroskopi ile yapilan adezyolizisde IUA riskinin
%31 ile 78'e kadar daha yiiksek komplikasyon ve niiks oranlar1 kaydedilmistir (Torres-
De La Roche vd., 2019). Bu nedenle, IUA olusma riskini en aza indirmek ¢ok daha
onemlidir (Yan & Xu, 2018). IUA &nleme stratejileri yapilan literatiir taramasimin
1s181inda genel prensipler, cerrahi teknikler, mekanik bariyerler ve kimyasal ajanlar

olacak sekilde dort kategoride gruplandirilabilir.

2.2.3.1. Genel Prensipler

Adezyonlarin onlenmesi igin kullanilan stratejilerin temel amaci1 fibroblastik
proliferasyonu ve kolajen sentezini inhibe etmek, fibrin birikimini ve inflamasyonu
azaltip fibrinolizisi arttirarak adezyonlar1 dnlemektir. Adezyon onleyici yontemlerin
etkili ve ucuz olmasi, kullaniminin kolay olmasi, yeniden emilebilir ve biyouyumlu
olmas1 ve normal doku onarim siirecine miidahale etmemesi gibi 6zellikleri de ana

unsurlardan olmalidir (Arung, Meurisse, & Detry, 2011).

2.2.3.2. Cerrahi Teknikler

Minimal invaziv cerrahi, adezyon olusumunu minimuma indirebilir fakat tamamiyla
onlemede tek basina yeterli degildir. Uterus endometriyumunun hasarlanmasi kaba
cerrahi teknik, dokunun fazla travmatize edilmesi ya da termal travma yoluyla olabilir
(Maciver, McCall, & James Shapiro, 2011). Bu sebeple operasyon sirasinda cerrahlar
ince ve biyouyumlu malzemeler, atravmatik aletler ve pudrasiz eldivenler kullanmaya

maksimum seviyede 6zen gostermelidir (V Gomel, B Urman, & T Gurgan, 1996).



2.2.3.3. Mekanik Bariyerler

Uterus iginde bir siire ¢oziinmeden Kkalabilecek sekilde tasarlanmis ve
endometriyumun karsi duvarlar arasindaki etkilesimi engelleyen ajanlardir. Mekanik
bariyerler sivi ve kat1 olmak {iizere iki grupta incelenmektedirler. S1v1 bariyer olarak
kristaloid, dekstran, hiyaluronik asit ve ikodekstrin gibi ¢o6zeltiler siklikla
kullanilmaktadir (Y. Q. Wang vd., 2020). Kat1 bariyerlerden en sik kullanilanlar ise
politetrafloroetilen, hiyaluronik asit, polietilenglikol, okside rejenere seliilloz ve

karboksimetil seliiloz igeren biyoresorbabl membranlardir (Ten Broek vd., 2014).
2.2.34. Kimyasal Ajanlar

Fibroblastik proliferasyon inhibisyonu ile kalic1 fibrin olusumunu engelleme amaciyla
genellikle kimyasal ajanlar kullanilir. Bu proliferasyonu inhibe etmek i¢in
kortikosteroidler, non-steroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAID'ler), antikoagiilanlar,
vitaminler, kalsiyum kanal blokerleri, histamin antagonistleri, hormonlar,
antibiyotikler, fibrinolitik ajanlar, antioksidanlar, kolsisin ve bazi immiinsupresanlar

gibi gesitli ajanlar kullanilmaktadir (Arung vd., 2011).

23. TCA

Trikloroasetik asit (TCA) 1839°da Jean-Baptiste Dumas tarafindan kesfedilmistir.
TCA, metil grubunun ii¢ hidrojen atomunun yerini, klor atomlarinin aldig1 bir asetik
asit analogudur. Klorun asetik asit ile uygun bir katalizor varliginda reaksiyona
girmesiyle olusur. TCA tuzlar ve esterlerine trikloroasetatlar denir. Ticari TCA, dogal
olarak renksiz bir kristal halinde bulunur ve damitilmis su ile karistirilarak kolayca
formiile edilir. Sulu ¢ozeltisi oldukga asidiktir (pH=1.0). TCA, protein
denatiirasyonuna ve yapisal hiicre 6liimiine neden olan ve kimyasal koterizasyondan
sonra pihtilasma nekrozu ile sonuclanan, sistemik olarak absorbe edici olmayan,
topikal olarak uygulanan bir kimyasal ajandir (Cocuzza vd., 2011; S. H. Kim, Ko, Oh,
Kwon, & Kim, 2009; Obagi, Obagi, Alaiti, & Stevens, 1999). TCA, genellikle
kantitatif ¢okeltme ile protein ¢okeltmek ve protein konsantrasyonunu belirlemek igin
kullanilir. TCA, tipta kostik ajan ve koterize edici kimyasal bir madde olarak uzun
siiredir etkin bir sekilde kullanilmaktadir. TCA, fotoyaslanma belirtileri ve seboreik
keratoz ve aktinik keratoz gibi bir dizi hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilan

bir ajandir (Chun, Lee, Lee, & Rubin, 2004). Yiiksek oranda doymus TCA ¢ozeltileri,
10



servikal alan bosluklarinin restorasyonunda ve kanamayi kontrol etmek igin
kullanilmistir. Daha yiiksek dozda uygulanan TCA; epidermiste hiicresel nekroza,
papiller ve retikiiler dermiste kolajen nekrozuna neden oldugu ve lokalize yaralar
olusturdugu bilinmektedir (Fathpour & Khoroushi, 2013; Yug, Lane, Howard, & Kent,
2006). TCA ¢ozeltisinin doku penetrasyonu ve ardindan gelen hasarlanma derecesi,
kullanilan TCA'nin giicii, cilt hazirligi ve anatomik bolge dahil olmak iizere gesitli
faktorlere baglidir. Yapilan bazi ¢aligmalar TCA'nin kostik ajan olusu nedeniyle
siganlarda adezyon modeli gelistirmek icin deneysel olarak kullanilabilecegini
sOylemektedir (Biiyiik & Beyazit, 2019; Kilic vd., 2014; Salama, Zaghlol, Mohamed,
& Kamar, 2020).

2.4.  Ghrelin

Ghrelin, biyiik 6l¢iide midede salgilanan ve biiyiime hormonun (GH) salinimini
uyaran 28 amino asitli bir peptittir. Ghrelin, Hint-Avrupa dilleri ailesindeki gelisim
anlamina gelen “grow” sozciigliniin kokil olan “ghre” ile salgilatma anlamina gelen
“relin” soOzciiklerinin birlesiminden tiiretilmistir (Kojima vd., 1999). Wren ve
arkadaslar1 tarafindan istah hormonu olarak da adlandirilan ghrelin, ilk kez 1999
yilinda Kojima ve arkadaglar tarafindan fare midesinden elde edilmistir (Kojima vd.,
1999; Wren vd., 2001). Temel olarak mide fundusunda endokrin fonksiyona sahip X
(A) hiicreleri tarafindan tretilen 28 amino asitlik lipopeptit yapida bir hormon olup
biiyiime hormonu salgilatici reseptoriin (GHSR) endojen ligantidir (Kojima vd., 1999;
Tanaka vd., 2001). Insan ve siganlarda gen ekspresyonu ile yapilan incelemelerde
ghrelinin ve reseptoriiniin bagirsak, kalp, bobrek, karaciger, akciger, pankreas,
plasenta, hipofiz bezi, gonadlar ve beyin gibi organlarda mevcut oldugu gosterilmistir
(Gnanapavan vd., 2002; Kojima, Hosoda, Matsuo, & Kangawa, 2001; Papotti vd.,
2000).

Insan preproghrelin geni, 3p25-26 kromozomunda lokalizedir ve dort intronlu bes
ekzondan olusur. Molekiiler agirligi yaklasik 3300 Dalton olan memeli ghrelinleri
birbirine tamamen benzer degildir. insan ghrelini N-terminal ucundaki 3. aminoasit
olan serine bagl oktanil grubu adi verilen sekiz karbonlu bir yag asidi icermektedir.
Ghrelin hem insan hem de siganda ayn1 yapiya sahiptir ve 117 amino asitten olusur

(Smith vd., 1997). Ancak birbirlerinden sadece iki amino asit kalintistyla farklilik
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gosterirler. Yarilanma 6mrii 15-20 dakika olan ghrelin; viicut sivilarinda ve dokularda
iki formda bulunmaktadir (Kanamoto vd., 2004; Kojima & Kangawa, 2005; Tanaka
vd., 2001).

2.4.1. Etki Mekanizmasi

Biiyiime hormonunun salinimi, enerji dengesi, yiyecek alimi ve viicut agirliginin
ayarlanmasinda gorev alan ghrelin, etkisini biyiime hormonu salgilatict reseptor
(GHSR) tip 1a’ya baglanarak gosterir (Kojima vd., 1999; Miller vd., 2005). Reseptore
baglanarak hipotalamustan biiyiime hormonu salgilatict hormonun (GHRH) salinimini
uyarir. Yapilan ¢aligmalar ile biiylime hormonu salgilatici reseptdrlerin iki tip oldugu
tespit edilmistir: Uzun yapili olan GHSR tip 1la ve kisa yapili olan GHSR tip 1b’dir
(McKeevd., 1997). GHSR tip 1a fonksiyonel olarak aktiftir ve sinyal tasiyantiptir. Buna
karsilik, GHSR tip 1b transmembran alanlar1 6 ve 7°den yoksun oldugundan ligand
baglama ve sinyal iletimi kapasitesi yoktur. Ancak GHSR tip 1b’inde ghrelinin hedef
dokular tizerinde etkinligini gostermesinde, GHSR tip 1a ileetkilesim i¢inde olmasi
muhtemeldir (Smith vd., 1997).

Ghrelin istah {izerine olan etkisini farkli sekillerde gosterebilmektedir (Kojima vd.,
1999). Midede sentezlenerek kan dolasimi ile hipotalamik arkuat nukleusa (ARC) ve
beynin diger boliimlerine kan-beyin bariyerini aktif transport ile gegerek istahi
etkilemektedir. Bunun disinda, periferal olarak sentezlenen ghrelin, vagal afferent sinir
uclarini uyarmakta, bu da GHSR ekspresyonuna neden olarak vagal baglantisi olan
nukleus solitarius yoluyla hipotalamusu uyarmaktadir. Ayni zamanda ghrelin
hipotalamusta lokal olarak sentezlenmekte ve direkt olarak ARC’deki Noropeptid
Y/Agouti-Related Peptide (NPY/AGRP) ve diger hiicreleri uyarmaktadir (Kojima vd.,
1999; Rindi vd., 2002).
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2.4.2. Tipta Kullanim Alanlar

Yapilan arastirma sonuglarina gore ghrelin bir¢ok isleve ve mevcut oldugu farkl
organlardaki etkileri sayesinde genis calisma olanagina sahiptir. Yapilan literatiir
taramasinda ghrelin uygulamasinin; kardiyovaskiiler hastaliklarda, obezite ve diyabet
calismalarinda, kanser ¢alismalarinda, gastrointestinal sistem ile ilgili calismalar gibi
cesitli aragtirma alanlarina sahip oldugu goriilmiistir (C.-Y. Chen & Tsai, 2012;
Kishimoto, Tokudome, Hosoda, Miyazato, & Kangawa, 2012; T. C. Lin & Hsiao,
2017; Wiedmer, Nogueiras, Broglio, D’Alessio, & Tschép, 2007). Yapilan
arastirmalarda ghrelinin etki mekanizmasi, ¢esitli organlardaki varligi ve dolasimda
bulunmasi ile arastirmaya agik bir hale gelmistir. Son yapilan ¢alismalarda gesitli
organ sistemlerinde immiinomodiilatdr, antifibrotik, antiinflamatuvar ve antioksidan
etkiler gosterdigi tanimlanan ghrelinin farkli etkilerinin arastirilmasina ihtiyag¢ vardir

(Imazu vd., 2011; W. G. Li vd., 2004).

2.4.3. Deneysel Calismada Kullanim Nedenleri

Ghrelin, antiinflamatuvar ve kardiyo-koruyucu etkiler dahil olmak tizere gok ¢esitli
biyolojik islevleri yerine getirir (Chang vd., 2004; Wu vd., 2007). Ayn1 zamanda
anoreksi, kaseksi, kronik hastaliklar ve bobrek hasarini hafifletir (Binn vd., 2006;
Neary vd., 2004; Sun vd.,, 2015; Wynne vd., 2005). Ayrica ghrelinin,
iskemi/reperflizyon hasarindan sonra bobrek fonksiyonunu diizelttigi ve kolon
anastomozlarmin iyilesmesinde rol oynadigi gosterilmistir (Ceran, Aksoy, Giilbahar,
& Oztiirk, 2013). Son zamanlarda ghrelinin antifibrotik 6zelliklere sahip oldugu 6ne
stiriilmistiir (Moreno vd., 2010; Sun vd., 2015) ve bu gozlemlere dayanarak, bu
endojen ligandin TUA olusumunu azaltmada rol oynayabilecegi varsayilarak bu

deneysel ¢alisma tasarlandi.
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Gerec¢ ve Yontem

Tablo 1. Calismada kullanilan malzemelerin listesi.

* 3,3’-diaminobenzidine (DAB) Substrate Kit (ab64238, Abcam)

* Anestezik Maddeler (VetaKetam®, VetaXyl®)

+ Anti-kolajen 1 primer antikor (bs-10423R, Bioss)

 Anti-FGF2 primer antikor (DF6038, Affinity)

* Anti-HIF1a primer antikor (bs-0737R, Bioss)

 Anti-TNFa primer antikor (E-AB-40015, Elabscience)

 Anti-VEGF primer antikor (bs-0279R, Bioss)

* Deney kafesleri

« Distile Su

* Doku Takip Kaseti (Lp Italiana)

* Entellan (Merck)

* Eozin Boya Soliisyonu (Dako)

« Etil alkol (AlkoMed)

« Fosfat tampon soliisyonu (PBS) tablet (BioShop)

» Ghrelin (Genscript RP10781-1)

» Giemsa Boya Soliisyonu (Merck)

« Harris Hematoksilen Boya Soliisyonu (Dako)

* Hassas Terazi (Precia XB-220A)

* ImmunoCruz® rabbit ABC Staining System (sc-2018, Santa Cruz)

* Ksilol (VWTr Chemicals)

* Lamel (Lamtek)

» Masson Trikrom Boya Kiti (BioOptica)

* Mayer’s Hematoksilen Boya Soliisyonu (BioOptica)

* Mikrotom (Leica RM 2145)

* PAP Pen (Invitrogen)

« Parafilm (Isolab)

« Parafin (Leica)

« Paraformaldehit (Merck)

« Polilizin kapli lam (Laborant)

« Radyoopak soliisyon (Biemexol 350 mgl/ml)

* Sigan (28 adet Wistar Albino disi)

» Trikloroasetik asit (IL-33, Istanbul Ilag San. Tic. AS, Istanbul, Tiirkiye)
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3.1. Deney Hayvanlari

Deneysel arastirma; Ege Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Aragtirma Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Ege Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 27.10.2021 tarih ve 2021-081 sayili karari onaylanarak
projelendirildi.

Proje galismas1 kapsaminda Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen 8- 10 haftalik yaklasik 200-250 g agirlik
araligindaki disi Wistar-Albino cinsi siganlar 25°C de %50+5 nemli odalarda
barmdirildi (Sekil 1). Sicanlarin su ve yemleri ad libitum verildi. Hayvan sayisini

minimumda tutmak amaciyla 28 disi sigan kullanildu.

Rl

- .Y

. il

Sekil 1. Deney hayvanlarinin kafesleri ve bakimi igin ayrilan birim.

3.2.  Deney Hayvanlarmin Hazirhgi

Deneyde toplam 28 adet 200-250 g agirliginda 8-10 haftalik Wistar-Albino disi sigan
kullanildi. Siganlarin dstrus sikluslarinin birbirlerine uyumlanmasi igin vajinal smear
alinarak Kkontrolleri yapildi ve aymi o6strus siklusta oldugu saptanan siganlar
gruplandirilarak birlikte kafeslendi.
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3.2.1. Sicanlarda Vajinal Sitoloji

Ostrus déngiisiiniin fazmin tahmini igin vajinal smear drnekleri topland1 ve incelendi.
Degerlendirme sirasinda hayvan sabit tutuldu ve kuyruk vajinayr goriiniir hale
getirmek icin yukariya kaldirildi. Oda sicakligindaki fizyolojik tuzlu su ile 1slatilmig
pamuk uglu bir swab ile siganin vajinasindan siiriintii alindi. Bu islem swabin vajina
duvarina dogru dondiiriilerek yuvarlanmasiyla yapildi. Daha sonra vajinadan toplanan
hiicreler swab yardimiyla kuru bir lama aktarildi ve havayla kurutuldu. Hiicreleri
gorliniir yapmak ve morfolojilerini degerlendirmek i¢in Wright's Giemsa ile boyand1
ve preparatlar lamelle kapatildiktan sonra mikroskopta incelendi (McLean,
Valenzuela, Fai, & Bennett, 2012).

Vajinal smear preparatlar1 16kositler, kornifiye epitel hiicreleri ve ¢ekirdekli epitel
hiicreleri olmak {izere ii¢ tip hiicre igeriyordu. Hayvanin hangi ostrus fazinda
oldugunun tayin edilmesinde bu hiicrelerin vajinal sekresyondaki oranina bakildi.
Prodstrus fazinin karakteristik hiicre tipi kiime halinde veya tek tek konumlanan
yuvarlak ¢ekirdekli hiicrelerdir. Prodstrus preparatinda birkag tane ¢ekirdeksiz
kornifiye epitel hiicreleri de gozlendi. Ostrus fazinda olduk¢a yogun gekirdeksiz
kornifiye epitel hiicrelerinin varligi s6z konusudur. Bu hiicrelerin sekli diizensizdir ve
sitoplazma graniilliidiir. Ayrica Ostrus preparatinda ¢ok sayida bakteri ve nadiren
cekirdekli epitel hiicreleri de gozlendi. Metadstrus fazinda ¢ok sayida lokosit
mevcutken bir miktar da ¢ekirdeksiz kornifiye epitel hiicreleri vardi. Didstrus fazinda
ise belirgin polimorfoniikleer 16kositlerin yani sira kornifiye epitel hiicreler mevcuttur
(Auta & Hassan, 2016).
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3.3. Inceleme Prosediirii

Disi sicanlarda bikornuat uterus (iki boynuzlu), iki ayr1 ossa uteri ve serviks vardir.
Uterus boynuzlar distal olarak kaynasir ve vajinaya agilir (Sekil 2). Vajina ve iiretral

delikler tamamen ayridir (Kohn & Clifford, 2002).

[ Ovaryum
4 '
3 /// Uterus boynuzu
.
N
\' /\ Uterin fundus
{
/ \ Servikal bolge
\ lx\
(y 1\; Vajina
Y/

Sekil 2. Disi sigan genital sisteminin sematik goriintiisii.

3.4. Radyolojik Gériintiileme I¢in Sicanlarin Hazirlanmasi

Uterus kavitesine girisimin saglanmasi i¢in goriintiileme islemi X-Ray radyografisi
kullanilarak yapildi. Enjeksiyon ve goriintiileme sirasinda en saglikli sonuglar1 elde
edebilme amaciyla sicanlarin immobilizasyonunu saglamak icin 6nce 1.p. 15 mg/kg
ksilazin (4 mg/kg, Alfazyne®, Ege Vet, Alfasan International B.V., Hollanda) ve 35
mg/kg ketamin (80 mg/kg, Alfamine®, Ege Vet, Alfasan International B.V., Hollanda)

ile diisiik doz anestezisi uygulandi.

17



3.4.1. Radyografik Uygulama

TCA uygulamasinin stabil bir sekilde tiim deneklere ayni sekilde uygulanabilmesini
saglamak icin radyoopak madde (Biemexol 350 mgl/ml) ile radyografik goriintiileme
yapild1 (Sekil 3). Bu islem vajinal yoldan 20 G braniil ile girisimin ardindan uterusun
korpus bolgesini gegtikten sonra sag boynuza dogru yonlendirilmesi ve sonra
radyoopak maddenin birakilmasiyla yapildi. Braniil geri g¢ekilmeden FUJI FCR
PRIMA T2 Goriintii Okuyucu, Japonya (Model: CR-IR 392) ve FUJI FCR PRIMA
Console, FCR View yardimiyla goriintiileme yapildi (Sekil 4).

L
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Sekil 3. Deneyde kullanilan radyoopak soliisyon.

Sekil 4. Radyografik goriintiileme i¢in kullanilan sistem.
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3.5. Model Olusturulmasi

Anesteziye edilen deneklere vajinal olarak 20 G braniil ile girisim yapildi (Sekil 5).
Uterusun bifiirkasyon alanina ulagildiginda braniil agildi ve sag uterus boynuzuna
girmek icin braniil i¢eriye dogru yonlendirildi ve 0,2 ml TCA (IL-33, Istanbul ilag San.
Tic. AS, Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu yapildi. TCA nin geri akisina engel olmak igin
20 saniye bekledikten sonra braniil geri ¢ekildi (Sekil 6).
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Sekil 5. Deneysel IUA modeli olusturmak igin kullanilan TCA soliisyonu (iL-33) ve
20 gauge braniil.

Sekil 6. Deney hayvanlarina yapilan transvajinal TCA enjeksiyonu.
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3.6.  Ghrelinin Hazirlanmasi

Uygulama yapilmak iizere 1 mg/ml stok konsantrasyondaki ghrelin 1 ml asetik asit
iginde ¢Ozdiriildi. Cozdirilen 1 ml soliisyondan 10 pl alinarak 250 ml serum
fizyolojik (SF) i¢ine eklenip karistirildi. 40 ng/kg ghrelin verilecek olan gruba gore
ayarlanan 250 ml soliisyondan yapilacak her enjeksiyon i¢in 1 ml Kkarisim
eppendorflara boliindii. 20 ng/kg ghrelin verilecek olan grup igin ise 250 ml stok
soliisyondan 0,5 ml karisim ¢ekilip eppendorflara aktarildiktan sonra tlizerine 0,5 ml
SF eklendi ve istenilen oranda karisimlar hazirlandi (Sekil 7). Ghrelin (Genscript
RP10781-1) saf halde temin edildi.

\ l

Shrelin, rat
CatNo RP1078!]
WNo 488962
10mg, Puity: 2#*
ptide
-

GMScnpt 5
S g5

Sekil 7. Calismanin etken maddesi ghrelinin enjeksiyon i¢in hazirlanma asamalari.
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Kullanilacak ghrelin dozlar1 belirlenirken literatiirde kullanilan farkli doz
araliklarindan diisikk ve yiiksek olmak iizere iki farkli doz belirlendi ve giivenli

araliktaki dozlar sican agirligina gore optimize edilerek kullanildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Deney hayvanlarina yapilan i.p. ghrelin enjeksiyonu.
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3.7.  Deney Gruplariin Olusturulmasi

Grup 1: intakt kontrol grubu (Higbir uygulama yapilmadi).

Grup 2: TCA uygulanan deneysel model grubu (0. giinde TCA 0,2 ml olmak iizere
bir kez sag uterus boynuza enjeksiyon yapildi- 3 siklus (15 giin) sonra 7 giin boyunca
i.p. SF uygulandz).

Grup 3: 0,2 ml TCA + 20 ng/kg ghrelin uygulanan tedavi grubu (0. giinde TCA 0,2
ml olmak {izere bir kez sag uterus boynuza enjeksiyon yapildi- 15. glinden itibaren 7
giin boyunca i.p. ghrelin uygulandi).

Grup 4: 0,2 ml TCA + 40 ng/kg ghrelin uygulanan tedavi grubu (0. giinde TCA 0,2
ml olmak {izere bir kez sag uterus boynuza enjeksiyon yapildi- 15. giinden itibaren 7

giin boyunca i.p. ghrelin uygulandr) (Sekil 9).

0. Giin 14. Giin 22. Giin

(3 Menstural Siklus) (Sakrifikasyon) )

intakt Kontrol
Higbir Uygulama Yapilmamistir

0,2 ml TCA SF

(Sag Uterinal Boynuz) (intraperitoneal)
0,2 ml TCA 20 ng/kg/giin Ghrelin

(Sag Uterinal Boynuz) (intraperitoncal)
0,2 ml TCA 40 ng/kg/giin Ghrelin

(Sag Uterinal Boynuz) (intraperitoneal)

Sekil 9. Calismada yapilan islemleri 6zetleyen sematik gorsel.
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Tim deneysel c¢aligmalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirildi Deney gruplarina ait siganlara intraperitoneal (i.p.) olarak 30 mg/kg
ksilazin (4 mg/kg, Alfazyne®, Ege Vet, Alfasan International B.V., Hollanda) ve 70
mg/kg ketamin (80 mg/kg, Alfamine®, Ege Vet, Alfasan International B.V., Hollanda)
anestezisi uygulandi (Sekil 10).

Sekil 10. Sakrifikasyona hazirlik asamasi ve operasyon ortami.

3.8.  Deney Hayvanlarimin Agirhk Degisimleri

Deney hayvanlarinin tamami baslangig, 1., 3., 5., 7. giinlerde ve sakrifikasyondan

hemen o6nce tartildi, degerler ondalik kisimlar1 yuvarlanarak not edildi.
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3.9. Isik Mikroskobik Analiz
3.9.1. Doku Takibi

Histolojik calismalar standart doku takip asamalarindan sonra klasik potokollere ve
laboratuvar diizenine uygun olarak gerceklestirildi. Dokular %4’liik paraformaldehit
(PFA) ile fikse edildi. PFA hazirlamak icin 40 gr PFA (Merck, 1.04.005.1000) 1000
cc distile suda ¢oziildii. 58-60°C sicaklikta 30 dakika karistirildi ve ¢ozdiiriildii. Sonra
sogutularak siiziildii ve pH’1 7,2-7,4 arasina getirildi. Dokularin fiksasyonundan sonra
artan konsantrasyonda alkol serisinde (%70-80-95-100) dehidrasyon islemi yapildi.
Alkol serisinden sonra ksilolde (Merck 1330-20-7) gozle takip edilerek seffaflastirma
islemi yapildi. Uteruslar, yarim saat siireyle iki kez parafin (Tekkim) i¢inde yikandi.
Doku bloklart mikrotomda (Leica RM 2145) 5 um kalinliginda kesildi (Sekil 11).

Sekil 11. Leica RM 2145 mikrotom ve su banyosu.
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3.9.2. Histokimyasal Boyama

Dokular polilizinli lamlara alindiktan sonra kurutuldu ve boyama islemine gegilmeden
once 60°C’lik etiivde 1 saat boyunca bekletildi. Etiivden c¢ikartilan preparatlar
sogutulduktan sonra deparafinizasyon i¢in gece boyu ksilolde birakildi. Parafinden

arindirma isleminden sonra tabloda verilen boyama basamaklar1 gergeklestirildi.

3.9.2.1. Hematoksilen-Eozin

Hematoksilen-Eozin (Dako) boyama yontemi igin klasik protokol adimlari izlendi
(Tablo 2). Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvarlarinin Hematoksilen-Eozin boyama seti ile boyama yapildi

(Sekil 12).

Tablo 2. Hematoksilen-Eozin boyama asamalari.

Islem Siire
%100 Alkol 2 dk.
%100 Alkol 2 dk.
Rehidratasyon Asamasi 295 Alkol 2 dk.
%80 Alkol 2 dk.
Distile su 5dk.
Hematoksilen 10 dk.
Akarsu 1 dk. yikama
Asit alkol Fazla rengi akana kadar yikama
Akarsu 2-3 kez daldir ¢ikar
Hematoksilen-Eozin Boyama
Asamast Amonyakli su 2-3 kez daldir gikar
Akarsu 2-3 kez daldir ¢ikar
Distile su 1 dk.
Eozin 2 dk.
%95 Alkol 1-2 kez daldir ¢gikar
Dehidratasyon Asamast %100 Alkol 1-2 kez daldir gikar
%100 Alkol 2 kez daldir ¢ikar
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Sekil 12. Histolojik analizler i¢in kullanilan Hematoksilen-Eozin boya seti.
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3.9.2.2. Masson Trikrom

BioOptica Masson trikrom (with aniline blue 04-010802) kiti (Sekil 13) ile boyama

protokoliine uygun olarak boyama yapildi (Tablo 3).

Tablo 3. Masson Trikrom Boyama Protokolii.

islem Siire
Distile su 5 dk.
6 damla A reaktifi + 6 damla B reaktifi 10 dk.
Distile su 2 dk.
10 damla C reaktifi 4 dk.
Distile su 2 dk.
10 damla D reaktifi 4 dk.
Distile su 2 dk.
10 damla E reaktifi 10 dk.
Distile su 2 dk.
10 damla F reaktifi (Masson anilin 5 dk.
mavisi)
Distile su 2 dk.
%95 alkol 1-2 kez daldir gikar
%100 alkol 1-2 kez daldir gikar
%100 alkol 1-2 kez daldir ¢ikar

" Bio ~ Opfica

Improving Pathology

Sekil 13. Histolojik analizler igin kullanilan Masson trikrom boya seti.
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3.9.3. Immiinohistokimyasal Boyamalar

IHC prosediirii i¢in asagidaki tablodaki adimlar uyguland: (Tablo 4):

Tablo 4. IHC boyama asamalar.

Uygulanacak islemler Siire
%100 Alkol 2 dk.
%100 Alkol 2 dk.
%95 Alkol 2 dk.
%80 Alkol 2 dk.
Distile su ile yikama 5 dk.
Sodyum sitrat soliisyonu 90°C mikrodalgada 30 dk.
Soguk su banyosu 20 dk.
Distile su 5 dk.
%0,1°1ik Triton X soliisyonunda 5 dk.
%3’liik H202 soliisyonu 10 dk.
PBS tamponu igerisinde 3 kez 2’ser dk.
Dokular1 etrafi pappen ile gizilir ve Serum blocking 30 dk.
soliisyonu damlatilir
Serum blocking soliisyonu dokudan uzaklagtirilir ve Gece boyu
primer antikor damlatilir nemli ortamda +4°C
PBS tamponu igerisinde 3 kez 2 dk.
Primer ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor 30 dk.
PBS tamponu igerisinde 3 kez 2 dk.
Streptoavidin ile isaretli antikor (HRP) 30 dk.
PBS tamponu igerisinde 3 kez 2 dk.
DAB (3,3-diaminobenzidine) Gozle takip
Distile su ile yikama 3 dk.
Hematoksilen 1 dk.
Cesme suyu ile yikama 5 dk.
Distile su ile yikama 2 dk.
%95 alkol Daldir ¢ikar seklinde
%100 alkol Daldir ¢ikar seklinde
%100 alkol Daldir ¢ikar seklinde
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3.9.3.1. Kullanilan THC belirtecleri

Ghrelinin intrauterin adezyonlar iizerine etkilerini incelemek amaciyla segilen primer

antikorlar asagida verilmistir (Sekil 14).

3.9.3.1.1. VEGF

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), yeni kan damarlarinin iiretiminde rol
oynayan oOnemli bir pro-anjiyogenik faktérdiir. VEGF, endotel hiicrelerinin
boliinmesini tesvik eder ve vaskiiler gegirgenligi korur (Y. Chen, Chang, & Yao,

2013).

3.9.3.1.2. Kolajen 1

Tip 1 kolajen, normal bag dokuda bolca bulunan bir kolajen formudur. Tip 1 kolajen
genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu, fibrotik hastaliklarda ortaya ¢ikan tip 1
kolajen fibrillerinin asir1 tiretimine katkida bulunarak skar dokularinin olusumunda rol

oynar (Leeming vd., 2012).

3.9.3.1.3. TNFa

Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a), inflamasyonun erken evrelerinde salgilanan ve
hiicrede nekroz veya apoptoza yol acan sinyal olaylarindan sorumlu inflamatuvar bir
sitokindir. Yara eksiidalar1 varliginda yiikselen TNF-o ekspresyonu, fibréz doku
hiperplazisi ve skar olusumunun gostergesidir (Lennard, Mann, Sun, Chang, & Bolger,
2000).

3.9.3.1.4. HIF-1a

Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa (HIF-1a), anjiyogenez ve endometriyal onarim
icin gerekli bir transkripsiyon faktoriidiir. HIF-1a, eritropoiez ve glikoliz dahil olmak
tizere birgok hiicresel ve sistemik homeostatik tepkiye aracilik ederek yaraiyilesmesini
destekler (Maybin vd., 2018).
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3.9.3.1.5. FGF2

Fibroblast biiylime faktorii 2 (FGF2), anjiyogenezi uyararak yara iyilesmesinde ve
doku onariminda rol oynayan bir mitojendir. FGF2, normal endometriyumda

reepitelyalizasyon ve stromal hiicre proliferasyonu igin gereklidir (Jiang vd., 2019).

Sekil 14. immiinohistokimyasal ¢alismalarda kullanilan antikorlar.
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Dehidratasyon asamasini takiben doku kesitleri havada kurutuldu ve preparatin
temizlenmesi i¢in 30 dk ksilolde bekletildi. Yarim saat sonunda ksilolden ¢ikarilan

preparatlar entellan (Merck) damlatilarak lamel ile kapatildi.

Histokimyasal ve immunohistokimyasal boyamalardan sonra degerlendirme igin
preparatlar Olympus BX-51 binokiiler 151k mikroskobuna entegre Olympus DP72
renkli dijital kamera ve CellSens Entry 1.7 goriintiilleme yazilimi ile fotograflandi

(Sekil 15).

Sekil 15. Olympus BX-51 binokiiler 151k mikroskobuna entegre Olympus DP72 renkli
dijital kamera ve CellSens Entry 1.7 goriintiileme yazilim programi.
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3.10. H-Skor (Histolojik Skor)

Immiinohistokimyasal degerlendirme, her gruptan 7 farkli denege ait preparatlardaki
x40 biyitmedeki randomize 10 farkli alandan elde edilen goriintilerde
immiinoekspresyon dagilimi ve intensitesinin 0’ dan 3’e¢ kadar skorlanmasi ile
gerceklestirildi. Hi¢ boyama olmadiginda O degeri alirken, zayif immiinreaktivitede 1,
orta derece ekspresyonda 2, gigli (artmig) boyanma varliginda 3 olarak
degerlendirildi. Histopatolojik degerlendirme iki histolog tarafindan gruplarin
igerikleri ~ bilinmeden  farkli  biiyiitmelerde  yapildi.  Histokimyasal  ve
immiinohistokimyasal goriintiilerin eldesinde 151k mikroskobuna (Olympus BX-51)
entegre renkli dijital kamera (Olympus C-5050) ile dijitalize edilen goriintiiler
kullanildi.

3.11. istatistiksel Yontem

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. (Released 2017,
Armonk, NY: IBM Corp.) paket programinda gergeklestirildi. Tiim degiskenlerin
Normal Dagilim gosterip gostermedigini ANOVA modellerinde elde edilen artiklar
(residuals) tizerinde Shapiro Wilk Testi ile uygulanarak incelendi. 6 farkli giinde
olgiilen agirhiklar ilk olarak Tekrarlayan Olgiimler igin Varyans Analizi ile
degerlendirildi. Analiz sonucunda grup ile giinler arasi etkilesim (interaction)
istatistiksel olarak anlamli bulundugu i¢in ek analizlere gereksinim duyuldu. Her grup
kendi i¢inde giinler arasi1 kilo degisimi bakimindan yine Tekrarlayan Olgiimler i¢in
Varyans Analizi yontemiyle incelendi. Gruplar arasinda baslangi¢ kilolar1 Tek yonlii
Varyans Analizi, diger giinlerde ise baslangi¢ kilolarma gore diizeltme yapilarak
Kovaryan Analizi yontemi ile karsilagtirildi. Tek 6l¢iimlii diger tiim degiskenlerde
deney gruplar1 aras1 ¢oklu karsilastirmalarda Tek Yonlii Varyans Analizi (normal
dagilima uyanlar) ya da Kruskal Wallis (normal dagilima uymayanlar) yontemi
kullanildi. Varyans analizi uygulamalarinda varyans homojenlikleri Levene Testi ile
incelendi, varyans homojenligi saglanan degiskenlerde ¢oklu karsilastirma igin F
istatistigi ve sonrasinda ikili karsilagtirmalar i¢cin Bonferroni yontemi kullanilirken,
homojenligin saglanmadig1 degiskenlerde sirasiyla Welch istatistigi ve Dunnett T3
yontemi kullanildi. Kruskal Wallis sonrasi ikili karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmesiyle Dunn Testi ile gerceklestirildi. Tiim istatistiksel hipotez kontrolleri 0,05

onem seviyesinde uygulandi.
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Bulgular

4.1.  Vajinal Sitolojik Bulgular

Ostrus

Proostrus

| Metostrus

Sekil 16. Ostrus dongiisiinii belirlemek icin segilen temsili drnekler. Giemsa boyama,
x20 biiylitme.

Vajinal sitolojik bulgular sonucunda 6strus sikluslar1 birbirine yakin olan deney
hayvanlar1 5’erli gruplar halinde birlikte kafeslendi ve 3 siklus bir arada kalmalari
saglandi. Daha sonra tekrar vajinal smearlar1 alinan hayvanlardan prodstrusdoneminde
olanlar deneye dahil edildi. Sekil 16’daki sitolojik bulgular karar asamasina etki eden
gorsellerden temsili olarak secildi. Hiicre morfolojisi, hiicre sayisi, boyanma paterni

bagimsiz iKi histolog tarafindan skorlanip karar verildi.
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4.2. Radyolojik Goriintiileme

Sekil 17. Transvajinal girisim uygulanan sigan uterusunun tayininde kullanilan X-Ray
radyografisi.

Transvajinal uygulamada kullanilan opak maddenin i1simasi takip edilerek uterus
korpus ve sag boynuzuna TCA uygulamasimin ulasip ulagsmadigi ve lokalizasyonun
kontrolii saglandi (Sekil 17). Bu girisim sonras1 dogru yere uygulama yapildigigoriildii

ve TCA uygulamasina rutin olarak geg¢ildi.
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4.3.  Genel Degerlendirme

Yapilan genel degerlendirme sirasinda sadece 1 disi sigan smear sonuglarinda yogun
ndtrofil oldugu i¢in deney disina cikarildi. Yerine paralel olarak bagka bir disi sican
eklendi. Ad libitum beslenen 12:12 dongiisiindeki siganlarda herhangi bir kanama,

ishal, yaralanma goriilmedi.

Deney materyallerinin histopatolojik analizleri i¢in uterus dokularmin alinmasi
sirasinda diseke edilen sicanlarin uterus dokularinda gruplar arast makroskobik
formasyonlar dikkat ¢ekerken doz bagimli ghrelin gruplarinda kontrole yakin bir

morfoloji gozlemlendi (Sekil 18).

Sekil 18. Sakrifikasyon sirasinda uterus dokularinin makroskobik goriiniimii.

A: Kontrol grubu, B: IlUA model grubu, C: 20 ng/kg ghrelin ile tedavi edilen grup, D:
40 ng/kg ghrelin ile tedavi edilen grup
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4.4.  Deney Siiresince Sicanlardaki Ortalama Agirhik Degisimi

Grafik 1. Deney hayvanlarinin agirlik degisimleri.
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Deney hayvanlarinin agirlik degisimleri gruplar ve giinler arasinda tekrarlayan
Ol¢iimler i¢in varyans analizi ile degerlendirildi (Grafik 1). Analiz sonucunda grup ile
giinler arasi etkilesim (interaction) istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Bu
nedenle ilk olarak her grup kendi i¢inde giinler aras1 agirlik degisimi bakimindan ayr1

ayr1 incelendi.
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Tablo 5. Deney hayvanlarinin agirlik degisimi tablosu.

Grup N=7 Baslangi¢c | 1.Giin | 3. Giin | 5. Giin 7. Giin 8.Gin | P (Giinler
arasi)

Ortalama 311,4 308,7 308,4 310,1 310,0 310,3

Kontrol 0,567 (a)
Std. Sapma 20,61 25,24 25,97 24,28 26,28 26,02
Ortalama 2874 286,6 2854 280,7 276,9 275,6

Adezyon 0,003 (a)
Std. Sapma 10,94 11,31 12,22 11,21 10,25 15,66
Ortalama 273,4 2740 2779 281,7 284,0 285,6

Ghrelin

(20 ng) <0,001 (a)
Std. Sapma 43,19 43,73 45,05 45,98 45,61 45,92
Ortalama 286,6 290,0 295,0 300,3 305,3 308,6

Ghrelin

(40 ng) <0,001 (a)
Std. Sapma 26,27 27,96 27,84 27,21 25,87 24,99
p (Gruplar 0,095 | 0,003 | <0,001 | <0,001 | <0,001
arasi) 0,093 (b) © © © © ©

(a): Tekrarlayan ol¢iimler igin varyans analizi
(b): Tekyonlii varyans analizi
(©): Kovaryans analizi

Kilo degisimi bakimmdan Tablo 5 incelendiginde kontrol grubunda giinler arasi
farkliliklar anlamli degilken (p=0,0567), adezyon (p=0,003), 20 ng ve 40 ng ghrelin
gruplarinda (p<0,001) anlamli bulundu. Kilo degisiminin anlamli bulundugu gruplar
icin Bonferroni yontemi ile giinler arasi ikili karsilastirmalar gergeklestirildi. Tablo
5’te verilen ortalama degerler incelendiginde adezyon grubunda agirlik degisiminde
azalma, ghrelin gruplarinda ise artis yoniinde oldugu goriildii. Adezyon grubunda
sadece baslangic ile 7. giin agirliklar arasindaki farklilik anlamli bulundu (p=0,007).
Ghrelin gruplari i¢in giinler arast ikili karsilastirma sonucunda elde edilen p degerleri
Tablo 6 ve Tablo 7°de 6zetlendi. Tablolardaki p degerleri incelendiginde baslangica
gore 1. ve 3. giin disindaki tiim ikili farklarin anlamlhi oldugu goriildii. 5. giin ve
sonrasinda glinler arasi tiim ikili farklarin anlamli oldugu ve deneklerde agirlik artig

oldugu belirlendi (p<0,001).
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Tablo 6. Ghrelin (20 ng) grubu igin giinler arasi iKili karsilastirma sonucunda elde
edilen p degerleri.

Ghrelin (20 ng)
1. Giin 1,000
3. Giin 0,171 0,029
5. Giin 0,029 0,008 0,044
7. Gin 0,005 0,001 0,006 0,004
8. Giin 0,003 0,001 0,002 0,002 0,004
Giinler Baslangi¢ 1. Gin 3. Gin 5. Giin 7. Giin

Tablo 7. Ghrelin (40 ng) grubu igin giinler arasi ikili karsilastirma sonucunda elde
edilen p degerleri.

Ghrelin (40 ng)
1. Giin 1,000
3. Giin 0,075 0,002
5. Giin 0,009 <0,001 <0,001
7. Giin 0,001 <0,001 <0,001 0,004
8. Giin 0,001 <0,001 0,001 0,002 0,017
Giinler Baslangig 1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Glin

Tablo 5’teki her bir giin igin gruplar arasi agirliklarin kargilastirma sonuglarina gore,
baslangic (p=0,093) ve 1. giin (p=0,093) disindaki giinlerde gruplar arasi farklar
anlamli bulundu. Anlamli farkin bulundugu giinler arasi ikili karsilastirma sonuglar

Tablo 8’de 6zetlendi.

Tablo 8. Deney gruplarinin Kilo degisimlerinin ikili karsilagtirilmalari.

Grup 3. Giin 5. Giin 7. Giin 8.Giin
Kontrol x Ghrelin (20 ng) 0,075 0,021 0,001 0,012
Kontrol x Ghrelin (40 ng) 0,005 <0,001 <0,001 <0,001

Adezyon x Ghrelin (20 ng) 0,210 <0,001 <0,001 <0,001

Adezyon x Ghrelin (40 ng) 0,020 <0,001 <0,001 <0,001

3. giinde kontrol ve adezyon gruplar ile ghrelin (20 ng) grubu arasindaki farklar
anlamli bulunmazken, kontrol ve adezyon gruplari ile ghrelin (40 ng) gruplar
arasindaki tiim farklar anlamli bulundu. Ghrelin gruplarindaki deneklerin kilolar1 diger

iki gruba gore daha ytiksek olarak goriildii (Tablo 8).
38



45.  Uterus Duvar Kalinhg Olciimleri ve istatistiksel Degerlendirmesi

Sekil 19. Uterus duvar kalinhigi 6lgiimlerinde randomize 5 farkli alandan alinan
Olctimlere ornekler.

A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili
grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. A, B, C, D x4 biiyiitme.

Deney gruplarindaki her hayvandan alinan kesitlerde rastgele 5 alanin ortalamasi
alinarak ortalama duvar kalinhigi dl¢iildii (Sekil 19). Ortalama skorlarin gruplardaki
diizeyde %95’lik giiven barlar1 ile birlikte Grafik 2’de verildi.
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Grafik 2. Gruplar aras1 uterus dokularinin ortalama duvar kalinligi.
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Tablo 9. Uterus duvar kalinliklarinin istatistikleri ve gruplar arasi karsilagtirmasi.

ikili karsilastirmalar

Grup Ortalama | Std. Sapma p Adezyon Ghrelin (20 ng) Ghrelin (40 ng)
Kontrol 703,2 74O <0,001 0,041 <0,001
Adezyon 608,6 1,96 <0,001 <0,001
Ghrelin <0,001

(20 ng) 7138 2,46 <0,001
Ghrelin

(40 ng) 631,2 1,66

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda duvar kalinliklarmin

istatistiksel degisimi Tablo 9°da verildi. Kontrol ve ghrelin (20 ng) grubu hari¢

(p=0,041) diger tiim ikili farklar anlamli bulundu (p<0,001). Adezyon grubunda duvar

kalinliginin en diistik oldugu saptandi.
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4.6. Endometriyum Kalnhg Olgiimleri ve istatistiksel Degerlendirmesi

Deney gruplarindaki her hayvandan alinan kesitlerde rastgele 5 farkli alanin ortalamasi
alinarak ortalama endometriyum kalinlig1 o6lgiildii (Sekil 20). Ortalama skorlarin
gruplardaki diizeyde %95°lik giiven barlar ile birlikte Grafik 3’te verildi.

Sekil 20. Endometriyum kalinlig1 6lgiimlerinde randomize 5 farkli alandan alinan
Olctimlere ornekler.

A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili
grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. A, B, C, D x4 biiyiitme.
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Grafik 3. Gruplar aras1 ortalama endometriyum kalinlig.
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Tablo 10. Endometriyum kalinliklarinin istatistikleri ve gruplar arasi karsilagtirmasi.

ikili karsilastirmalar
Std, . .
Grup Ortalama Sapma p Adezyon Ghrelin (20 ng) | Ghrelin (40 ng)
Kontrol 485,3 3,60 <0,001 <0,001 <0,001
Adezyon 351,2 2,54 <0,001 <0,001
- <0,001
Ghrelin (20 ng) 434,6 1,81 <0,001
Ghrelin (40 ng) 434,2 2,21

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda endometriyum kalinliginin

istatistiksel degisimi Tablo 10’da verildi. Tam ikili farklar anlamli bulundu (p<0,001).

Adezyon grubunda endometriyum kalinhiginin en diisiik seviyede oldugu goriildii.

Ghrelin uygulamasimnin ise endometriyum kalinligini arttirdigi saptandi (p<0,001).
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4.7.  Histokimyasal Bulgular

4.7.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Sekil 21. Uterus dokusu histolojik gériintimii. Hematoksilen-Eozin ile boyanmasi.

A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili
grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. Al, B1, C1, D1 x4 biiyiitme, A2, B2, C2, D2-
A3, B3, C3, D3. x40 biiyiitme. Asteriks. Liimen, Sart ok. Algak boylu liimen epiteli,

Kirmuzi ok basi. Dejenere uterus bezleri.

Genel doku morfolojisini degerlendirmek amaciyla en sik kullanilan histokimyasal
boya olan Hematoksilen-Eozin boyasi kullanildi (Sekil 21).

Grup 1’e ait uterus dokularinin tiim katmanlar1 prodstrus evresine uygun olarak normal
histomorfolojik yapida goriildii. Organin tam ortasinda genis¢e bir liimene sahip
oldugu ve limeni o6rten tek katli prizmatik silyali epitelin normal histolojik yapida

oldugu goriildii. Endometriyum derinlerinde yerlesmis uterus bezleri saptandi. Icte
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sirkiiler dista longitudinal yerlesen miyometriyum tabakasi da normal yapida goriildii.
Organi en distan perimetriyum ile sarildig1 saptandi.

Grup 2’ye ait uterus kesitlerinde TCA etkisiyle endometriyum ve miyometriyum
katmanlarinda fibrotik odaklarin varligi saptandi. Endometriyum epitelinin algakkiibik
yer yer yassi sekilli oldugu ve bazi alanlarda yer yer silindigi gortildii. Endometrium
fonksiyonaliste uterus bezlerinin Grup 1’¢ kiyasla az sayida oldugu, endometrium
bazaliste ise bezlerin derin kisimlariin yer aldig: goriildii. Ayricaliimenin total olarak
daraldigr saptandi. Uterus bezlerin arasin1 dolduran bag dokuda, yogun
polimorfniikleer 16kosit (PMNL) infilitrasyonu ve bag dokusu liflerinde artis oldugu
goriildil.

Grup 3’e ait uterus kesitlerinin gross morfolojilerinin Grup 1’e benzer oldugu saptandi.
Endometriyum epitelinin Grup 1’e yakin oldugu goriildii. Liimendeki daralmanin
ortadan kalktig1 saptandi ve Grup 2’ye gore daha fazla sayida bez icerdigi ve
endometrium bazaliste bezlerin derin kisimlarinda minimal derecede dejenere oldugu
gortildii. Uterus bezlerin arasini dolduran bag dokuda diisiik/orta seviyede 6dem
varlig1 saptandi. Bu alanda PMNL infilitrasyonu ile uyumlu bir gériiniim hakim idi.
Yine bu alandan gegen damarlarda diisiik/orta seviyede dilatasyon saptandi.

Grup 4’e ait uterus kesitlerinde, Grup 3’e benzer sekilde, gross morfolojilerin Grup 1’e
benzer oldugu saptandi. Endometriyal epitelin Grup 1’e oldukg¢a yakin oldugu goriildii.
Grup 2’ye gore ¢ok daha fazla sayida bez igerdigi, endometrium bazaliste ise
endometriyal bezlerin derin kisimlarinin normal yap1 ve sayida yer aldig1 goriildii.
Uterus bezlerin arasin1 dolduran bag dokuda 6dem goriilmese de PMNL infilitrasyonu
ile uyumlu bir goriiniim saptandi. Damarlardan ekstravaze olan hiicrelerin varlig
belirgin bi¢imde goriildii.

Inflamasyon bulgusunu degerlendirmek icin histopatolojik skorlama yapildi ve

PR

inflamasyonun gruplara gore nasil degistigi belirlendi.
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4.7.1.1. Deney Gruplarinda inflamasyon Bulgusunun Karsilastiriimasi

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda rastgele 10 farkli alanda
gozlemlenen inflamasyon bulgulari skorlandirilip Grafik 4’te 6zetlendi. Her bir
denekte 10 alanin ortalamasi alinarak ortalama inflamasyon skorlar1 elde edildi.

Ortalama skorlarin gruplardaki diizeyde %95’lik giiven barlar ile birlikte Grafik 5°te
verildi.

Grafik 4. Inflamasyonun skor dagilimlari.
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Grafik 5. Ortalama inflamasyon skorlarinin gruplara 6zel istatistikleri.
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Tablo 11. Inflamasyon istatistikleri ve gruplar arasi karsilastirmasi.

ikili karsilastirmalar
Std. Ghrelin (20 .
Grup Ortalama Sapma p Adezyon ng) Ghrelin (40 ng)
Kontrol 0.19 0.090 <0,001 <0,001 <0,001
Adezyon 2.83 0.170 <0,001 <0,001
- <0,001

Ghrelin (20 ng) 1.63 0.189 <0,001
Ghrelin (40 ng) 0.89 0.234

Gruplar arasi ¢oklu karsilastirma sonucunda farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,001). Ayrica gruplar arasi tim ikili farklar da anlamli bulundu
(p<0,001). Adezyon grubunda inflamasyon en yiiksek seviyede iken ghrelin
uygulamasi sonrasi inflamasyonun doza bagli azaldigi saptandi (Tablo 11).
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4.7.2. Masson Trikrom

Sekil 22. Uterus dokusu histolojik gdriiniimii. Masson trikrom (with aniline blue) ile
boyanmasi.

A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili
grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. Al, B1, C1, D1. x4 biiyiitme, A2, B2, C2, D2-
A3, B3, C3, D3. x40 biiyiitme. Asteriks. Liimen, Sart ok. Algak boylu liimen epiteli,

Kirmuzi ok basi. Dejenere uterus bezleri.

Masson trikrom boyama kas, kolajen lifler ve bag dokunun goriintiilenmesi rutin
olarak kullanilmaktadir. Dokularda kas ve kolajen liflerin boyanmasinda kullanilan
Anilin mavisi kolajene baglanarak belirgin bir mavi renk almasini saglar. Fibrozis

gortintiilenmesinde 6nemli bir boyama yontemidir.
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Grup 1’e ait uterusa ait histolojik yapilarin normal yapida goriildii. Grup 2’de mavi
renkteki kolajen liflerin miktarinda ¢ok belirgin artis oldugu saptandi. Ayrica bu
alanlarda uterinal bezlerin oldukca az sayida oldugu goriildii. Grup 3’te uterus bezlerin
arasin1 dolduran bag dokuda hafif/orta derecede 6dem varligi daha once tariflenmis
idi. Bu alanda mavi boyanan liflerin Grup 2’ye kiyasla azalma egiliminde oldugu

gortildi. Grup 4’te ise kolajen lif dagilimim Grup 1’e yakin oldugu saptandi (Sekil 22).

4.7.2.1. Deney Gruplarinda Fibrozis Bulgusunun Karsilastirimasi

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda rastgele 10 farkli alanda
gozlemlenen fibrozis bulgulari skorlandirilip Grafik 6’da 6zetlendi. Her bir denekte 10
alanin ortalamasi alinarak ortalama fibrozis skorlar1 elde edildi. Ortalama skorlarin

gruplardaki diizeyde kutu grafigi olarak Grafik 7’de verildi.

Grafik 6. Fibrozis yiizdesi skor dagilimlari.
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Grafik 7. Ortalama fibrozis skorlarinin gruplara 6zel istatistikleri.
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Tablo 12. Ortalama fibrozis diizeyleri ortanca, minimum ve maksimum degerleri ve

gruplar arasi ikili karsilastirmalar.

ikili karsilastirmalar
Grup Ortanca | Min-Max p Adezyon Ghrelin (20 ng) | Ghrelin (40 ng)
Kontrol 0,2 0,1-0,3 <0,001 0,138 0,074
Adezyon 2,9 2,7-3,0 0,074 0,138
- <0,001
Ghrelin (20 ng) 1,8 1,7-2,0 1,000
Ghrelin (40 ng) 0,8 0,4-1,4

Tablo 12’de ortalama fibrozis diizeyleri ortanca, minimum ve maksimum degerler

veriler o6zetlendi. Gruplar arasi ¢oklu karsilastirma sonucunda farklilik anlamli

bulundu (p<0,001). Iikili karsilastirmalarda sadece kontrol ve adezyon gruplari

arasindaki fark anlamli bulundu (p<0,001). Fibrozis diizeyleri en yiiksek adezyon

grubunda go6zlendi.
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4.8. Immiinohistokimyasal bulgular

4.8.1. Anti-VEGF

D1 @ By \ SN D3 S0
Sekil 23. Uterus dokusunun anti-VEGF ile IHC boyanmast.
A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili
grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. Al, B1, C1, D1. x4 biiyiitme, A2, B2, C2, D2-
A3, B3, C3, D3. x40 biiyiitme.

VEGF, endoteliyal hiicre proliferasyonunu arttiran, hiicre gogiinii destekleyen ve
apoptozu inhibe eden bir faktordiir. Damar gecirgenliinin yani sira anjiyogenezi

indiikler ve vaskiilogenezin diizenlenmesinde rol oynar.
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Grup 1’de normal dokuda yliksek seviyede dagilim gosterdigi saptanmis olup bag
dokusu i¢indeki damar endotelleri ve bag dokunun temel maddesi i¢inde dagilmis
oldugu tespit edildi.

Grup 2°de Grup 1’e kiyasla azalmis bir VEGF ekspresyonu oldugu goriildii. Ozellikle
damar endotelleri ve bag dokunun temel maddesi ve uterinal bezlerde minimum
seviyede ekspresyon varlig1 gozlenirken yer yer de ekpresyon edilmedigi saptandi.
Grup 3 ve Grup 4’te birbirine benzer bir boyama paterni sé6z konusudur. Damar
endotelleri ve bag dokunun temel maddesi ve uterinal bezlerde ekspresyonun devam
ettigi goriildii. Grup 2’°den yiiksek fakat Grup 1’den diisiik seviyede VEGF ekpresyonu
gozlemlendi (p<0,001) (Sekil 23).
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4.8.1.1. Deney Gruplarinda VEGF Ekspresyonunun Karsilastirilmasi

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda rastgele 10 farkli alanda
gozlemlenen inflamasyon bulgulari skorlandirilip Grafik 8’de 6zetlendi. Her bir
denekte 10 alanin ortalamasi alinarak ortalama VEGF ekspresyon skorlar1 elde edildi.

Ortalama skorlarin gruplardaki diizeyde %95°lik giiven barlari ile birlikte Grafik 9°da
verildi.

Grafik 8. VEGF ekspresyonunun skor dagilimlari.
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Grafik 9. Ortalama VEGF skorlamalari.
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Tablo 13. VEGF istatistikleri ve gruplar arasi karsilagtirmasi.

ikili karsilastirmalar
Std, : .

Grup Ortalama Sapma p Adezyon Ghrelin (20 ng) | Ghrelin (40 ng)
Kontrol 2,84 0,098 <0,001 <0,001 0,001
Adezyon 0,57 0,189 <0,001 <0,001

- <0,001
Ghrelin (20 ng) 2,03 0,189 0,900
Ghrelin (40 ng) 1,89 0,344

Histopatolojik degerlendirme sonucu tiim deney gruplarinda VEGF ekspresyonunun
istatistiksel degisimi Tablo 13’te verildi. Ghrelin 20 ng ve ghrelin 40 ng gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p=0,900). Bunun disindaki tiim ikili farklar
anlamlilik gosterdi (p<0,001). Adezyon grubunda VEGF en disiik seviyede iken
kontrol grubunda en yiiksek diizeyde saptandi.
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4.8.2. Anti-kolajen 1

Sekil 24. Uterus dokusunun anti-kolajen 1 ile IHC boyanmasi.

A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili
grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. Al, B1, C1, D1. x4 biiyiitme, A2, B2, C2, D2-
A3, B3, C3, D3. x40 biiyiitme.

Grup 1°de normal histolojik dagilim saptandi. Grup 2°de tip 1 kolajen liflerin
miktarinda artis oldugu saptandi. Grup 3’te yer yer tip 1 kolajen ekspresyonunun
yogun oldugu alanlar goriildi. Grup 4’te ise tip 1 kolajen lif dagilimin Grup 1’e yakin
oldugu goriildii (p<0,001) (Sekil 24).
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4.8.2.1. Deney Gruplarinda Tip 1 Kolajen Ekspresyonunun

Karsilastirilmasi

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda rastgele 10 farkli alanda
gozlemlenen tip 1 kolajen ekspresyon bulgular1 skorlandirilip Grafik 10°da 6zetlendi.
Her bir denekte 10 alanin ortalamasi alinarak ortalama tip 1 kolajen ekspresyon
skorlar1 elde edildi. Ortalama skorlarin gruplardaki diizeyde %95°1ik giiven barlari ile
birlikte Grafik 11°de verildi.

Grafik 10. Tip 1 kolajen ekspresyonu skor dagilimlart.
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Grafik 11. Ortalama Tip 1 kolajen skorlamalari.
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Tablo 14. Tip 1 kolajen istatistikleri ve gruplar arasi karsilagtirmasi.

ikili karsilastirmalar
Grup Ortalama | Std, Sapma p Adezyon Ghrelin (20 ng) | Ghrelin (40 ng)
Kontrol 0,19 0,069 <0,001 <0,001 <0,001
Adezyon 2,80 0,129 <0,001 <0,001
<0,001
Ghrelin (20 ng) 1,79 0,177 <0,001
Ghrelin (40 ng) 0,80 0,183

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda tip 1 kolajen dagiliminin

istatistiksel degisimi Tablo 14°te verildi. Ttim ikili farklar anlamli bulundu (p<0,001).

Tip 1 kolajen ekspresyonun adezyon grubunda en yiiksek seviyede saptandi. Ghrelin

tedavisi sonrasi doza bagli olarak ekspresyonun azaldig: saptandi.

56



4.8.3. Anti-TNFa
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A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili
grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. Al, B1, C1, D1. x4 biiyiitme, A2, B2, C2, D2-
A3, B3, C3, D3. x40 biiyiitme.

TNFa, akut inflamasyon sirasinda makrofajlar/monositler tarafindan iiretilen
inflamatuvar bir sitokindir ve hiicreler i¢inde nekroz veya apoptoza yol acan gesitli
sinyal olaylarindan sorumludur.

Grup 1’ de oldukea diisiik seviyede TNFa ekspresyonu oldugu goriildi. Grup 2’de
ozellikle bazal endometriyuma ait alanlarda bol miktarda hiicrede TNFa
ekspresyonunun oldugu goriildii. Doza bagli ghrelin gruplarinda TNFa pozitif hiicre
sayisinin azaldigi fakat Grup 1°den fazla ekspresyon paterni sergiledigi saptandi (Sekil
25).
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4.8.3.1. Deney Gruplarinda TNFa Ekspresyonunun Karsilastirilmasi

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda rastgele 10 farkli alanda
gozlemlenen TNFa ekspresyonu bulgulari skorlandirilip Grafik 12°de 6zetlendi. Her
bir denekte 10 alanin ortalamasi alinarak ortalama TNFa ekspresyon skorlar1 elde

edildi. Ortalama skorlarin gruplardaki diizeyde %95’lik giiven barlari ile birlikte
Grafik 13’ te verildi.

Grafik 12. TNFa ekspresyonu skor dagilimlari.
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Grafik 13. Ortalama TNFa skorlamalari.
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Tablo 15. TNFa istatistikleri ve gruplar arasi karsilagtirmasi.
ikili karsilagtirmalar
Std, . .
Grup Ortalama Sapma p Adezyon Ghrelin (20 ng) | Ghrelin (40 ng)
Kontrol 0,30 0,129 <0,001 <0,001 <0,001
Adezyon 2,83 0,076 <0,001 <0,001
- <0,001
Ghrelin (20 ng) 1,87 0,189 <0,001
Ghrelin (40 ng) 0,84 0,305

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda TNFo ekspresyonunun

istatistiksel degisimi Tablo 15°te verildi. Tim ikili farklar anlamli bulundu (p<0,001).

TNFa ekspresyonu adezyon grubunda en yiiksek seviyede gozlenirken, ghrelin

tedavisi sonras1 doza bagli olarak azaldi. Deneysel model uygulanan gruplar arasinda

kontrol grubuna en yakin grubun 40 ng ghrelin grubu oldugu saptandi (p<0,001).
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4.8.4. Anti-HIF-1a

D1 & . __ D2 | D3 .
Sekil 26. Uterus dokusunun anti-HIF-1o ile THC boyanmasi.
A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili
grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. Al, B1, C1, D1. x4 biiyiitme, A2, B2, C2, D2-
A3, B3, C3, D3. x40 biiyiitme.

HIF-10, anjiyogenez, eritropoiez ve glikoliz dahil olmak iizere memelilerde azalmig
O2 mevcudiyetine hiicresel ve sistemik homeostatik tepkilere aracilik eden bir
transkripsiyon faktoriidiir.

Grup 1’ de olduk¢a minimal seviyede HIF-1a ekspresyonu oldugu goriildii.
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Grup 2’de endometriyal alanlarin tamaminda olduk¢a yogun HIF-1a ekspresyonunun
oldugu goriildii. Doza bagli ghrelin gruplarinda HIF-1a ekspresyonunun azaldigi
gozlenirken Grup 1°den fazla bir ekspresyon paterni saptandi (Sekil 26).

4.8.4.1. Deney Gruplarinda HIF-1a Ekspresyonunun Karsilastirilmasi

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda rastgele 10 farkli alanda
gozlemlenen HIF-1a ekspresyonu bulgulari skorlandirilip Grafik 14’de 6zetlendi. Her
bir denekte 10 alanin ortalamasi alinarak ortalama HIF-1a ekspresyon skorlar1 elde
edildi. Ortalama skorlarin gruplardaki diizeyde %95’lik giiven barlar ile birlikte
Grafik 15°de verildi.

Grafik 14. HIF-1a ekspresyonu skor dagilimlari.
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Grafik 15. Ortalama HIF-1a skorlamalari.
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Tablo 16. HIF-1a istatistikleri ve gruplar arasi karsilagtirmasi.
ikili karsilastirmalar
Std, . .
Grup Ortalama Sapma p Adezyon Ghrelin (20 ng) Ghrelin (40 ng)
Kontrol 0,19 0,069 <0,001 <0,001 <0,001
Adezyon 2,86 0,053 <0,001 <0,001
- <0,001
Ghrelin (20 ng) 1,87 0,160 <0,001
Ghrelin (40 ng) 1,04 0,223

Histopatolojik degerlendirme sonucu deney gruplarinda HIF-1a ekspresyonunun

istatistiksel degisimi Tablo 16’da verildi. Ttam ikili farklar anlamli bulundu (p<0,001).

HIF-1a ekspresyonu adezyon grubunda en yiiksek seviyede gozlenirken, ghrelin

tedavisi sonrasi doza bagli HIF-1a ekspresyonu azalmaktadir (p<0,001).
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4.8.5. Anti-FGF2

B A
Sekil 27. Uterus dokusunun anti-FGF2 ile IHC boyanmasi.
A. Kontrol grubu, B. Adezyon modeli uygulanmis grup, C. 20 ng/kg ghrelin tedavili

grup, D. 40 ng/kg ghrelin tedavili grup. Al, B1, C1, D1. x4 biiyiitme, A2, B2, C2, D2-
A3, B3, C3, D3. x40 biiyiitme.

FGF2 immiinoreaktivitesi; uterus bezleri, kan damarlari ile iliskili bazal laminada ve
inflamatuvar hiicre sitoplazmasinda eksprese edilir. FGF2, miyometriyum diiz kaslar1
ve endotel sitoplazma ve ¢ekirdeginde eksprese edilmektedir. Calismada en yiiksek
seviyede FGF2 ekspresyonu Grup 2’de saptanirken en disiik seviye Grup 1’de
saptandi. Grup 3’te kontrole kiyasla yiiksek, Grup 2’ye kiyasla ise daha diisiik bir
ekspresyon paterni goriildii. Grup 4’te FGF2 ekspresyonunu Grup 1’e yakin olarak
saptand1 (p<0,001) (Sekil 27).

63



4.8.5.1. Deney Gruplarinda FGF2 Ekspresyonunun Karsilastirilmasi

Histopatolojik degerlendirme sonucu her bir denekte 10 alanin ortalamasi alinarak
ortalama FGF2 ekspresyonlari elde edildi. Ortalama skorlarin gruplardaki diizeyde
kutu grafigi olarak Grafik 16’da verildi.

Grafik 16. Ortalama FGF2 ekspresyon skorlariin gruplara 6zel istatistikleri.
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Tablo 17. Ortalama FGF2 ekspresyon diizeylerinin ortanca, minimum ve maksimum
degerleri ve gruplar aras ikili karsilagtirmalar.

ikili karsilastirmalar
Grup Ortanca | Min-Max p Adezyon Ghrelin (20 ng) Ghrelin (40 ng)
Kontrol 0,2 0,1-0,2 <0,001 0,008 0,650
Adezyon 2,8 2,8-2,9 0,650 0,008
- <0,001
Ghrelin (20 ng) 1,7 1,4-2,0 0,650
Ghrelin (40 ng) 0,8 0,6-1,1

Tablo 17°de ortalama FGF2 diizeyleri ortanca, minimum ve maksimum degerler

veriler 6zetlendi. Gruplar arasi ¢oklu karsilastirma sonucunda farklilik anlamli
bulundu (p<0,001). ikili karsilastirmalarda Kontrol- Ghrelin (40 ng) (p=0,650),
Adezyon- Ghrelin (20 ng) (p=0,650) ve Ghrelin (20 ng)- Ghrelin (40 ng) (p=0,650)

arasinda istatistiksel anlam yoktu. En yiiksek FGF2 ekspresyonu adezyon grubunda

bulunurken, en diisiik kontrol grubunda goriildii.
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Tartisma

[UA, uterusta skar dokusu ve adezyon varligmin gozlendigi bir hastaliktir (Sabry vd.,
2018). IUA, birgok kadinda hipomenore, agrili menstriial dénem, tekrarlayan gebelik
kayiplar1 veya infertilite ile karakterizedir. Genellikle opere olan hasarli uterusa sahip
veya dilatasyon ve kiiretaj (D&C) ve histereskopi gibi cerrahi operasyon geg¢misi olan
kadinlarda TUA gézlenebilir (Salazar vd., 2017). Diinya genelinde IUA insidansi tam
olarak bilinmiyor olsa da yapilan aragtirmalara gore kiirtaj gegmisi olan kadinlarda %6
ve %30 oranlar arasinda IUA varligimin gozlendigi bildirilmistir. Benzer sekilde
postpartum D&C operasyon ge¢misi olan kadinlarda da %25 gibi yiiksek oranda TUA
varh@ gozlenmistir. {UA varlig: ilk trimesterde gerceklestirilen kiirtajlarda %36,7
oraninda iken ikinci trimester doneminde yapilan kiirtajlarda hastaligin gozlenme
orani %69,6’ya kadar yiikselmektedir (R. Zhu, Gan, Wang, & Duan, 2019). Cerrahi
operasyon sirasinda hasarlanabilen uterus endometriyumundaki adezyonlarin derecesi
ve lokalizyonu hastaligm siddetini belirlemektedir. Diisiik seviyeli [UA'l kadinlarda
siklikla goriilen primer semptom menstriial dénemlerdeki diizensizliktir. Yiiksek
siddetli ITUA goriilen durumlarda bag dokusu, uterinal kavitede fiziksel bir blok
olusturur ve bu durum infertiliteye neden olabilmektedir. {lUA tedavisinde kabul
gormiis bir teknik olan histeroskopik cerrahi ile uterus kavitesinin igindeki bag
dokular1 ¢ikarilip endometriyum morfolojisinin ve islevinin eski haline geri doniisii
saglanir. Ancak prosediiriin kendisi, ameliyat sirasinda olusan mekanik hasarlar
sebebiyle yeniden adezyon olusumuna sebep olabilmektedir. Bu nedenlerle cerrahi
operasyon sonrasi adezyon olusumunun tekrar etme olasiligi yiiksek oldugundan
dolay1 [UA’larin cerrahi ile dnlenebilmesi zordur (Bosteels vd., 2017; Guo, Chung,

Poon, & Li, 2019).

[UA’lar1 6nleme stratejilerinin basinda gelen cerrahi prosediirlerden histerotomi, agik
cerrahi islem uygulanarak uterus duvarinin agilmasi prensibine dayali bir yontem olup
icerdigi biiyiik risklerden dolay1 giiniimiizde tercih edilmemektedir (Yu vd., 2008).
Yaygin olarak bilinen terapéotik yaklasimlardan bir digeri de D&C islemidir. Ancak bu
yontem de disiik pozitif sonu¢ verme olasiligi olan ve bununla birlikte uterus
perforasyonuna sebep olan bir yontem oldugundan dolay1 tercih edilmemektedir
(Conforti vd., 2013). Kesin iyilesme saglamasa da giliniimiizde en sik tercih edilen
cerrahi teknik histeroskopidir. Histeroskopi, IUA teshisini sagladig: gibi bu girisimle

hastaligin tedavisi diisiikk oranda da olsa miimkiindiir. Histeroskopik cerrahi sonrasi
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adezyonun tekrarlanmasi, uterus perforasyonu, asirt kanama ve enfeksiyon gibi biiyiik
riskler iceren komplikasyonlar olusabilmektedir (Yang, Chen, Chen, Yang, & Chen,
2016).

IUA tedavisi i¢in hormonlar, biiyiime faktdrleri ve amniyon zar1 dahil olmak iizere
cesitli terapotik ajanlar kullanilmistir ancak sadece diisiik ve orta dereceli IlUA’larda
endometriyal rejenerasyonu destekledigi ve saglikli bir uterus eldesini sagladigi
gosterilmistir (Salazar vd., 2017). Klinik uygulamalarda i{UA’l1 vakalara rahim ici ara¢
(RIA) yerlestirmek, tekrarlayan yapisiklik olusumunu dnlemek igin bir segenek olsa

da siddetli vakalarda kalic1 infertiliteye sebep olabilmektedir (Salazar vd., 2017).

[UA’larin tekrarlanmamasi icin uterusun karst duvarlarmi birbirlerinden ayri tutan
bariyerlerin kullanimi da adezyon olusumuna engellemek igin kullanilan
stratejilerdendir. Bu islem igin intrauterin balonlar, kateterler ve intrauterin cihazlar
kullanilabilmektedir. Ancak tiim bu RIAlarin kullanimiyla ilgili ¢alismalarda adezyon
olusumu veya tekrarlanmasinin engellenmesinde istatistiksel anlamli bir azalma
saglanamamustir. Teoride onerilen ve pratikte uygulanan diger tiim yontemlerden daha
etkili bir ¢dziim saglamadig1 icin RIA kullanimi da IUA’larda tedavi amaclh tercih
edilen yontemlerden biri olamamistir (Di Spiezio Sardo vd., 2016; X. N. Lin vd., 2015;
Nappi vd., 2007).

Johary ve arkadaslari 2013 yilinda yaptigi bir meta-analizde {UA’larda siklikla
kullanilan hormon tedavilerinden biri olan dstrojenin, adezyolizis uygulanan TUA’I1
hastalarin %64’iinden fazlasinda iyilesme veya pozitif anlamda etki gosterdigini
bildirilmistir. Bununla birlikte, incelenen 26 ¢alismanin 19'unda hormon tedavisine ek
yardimci tedavi olarak RIA, foley kateter, hyaluronik asit jel veya amniyon grefti
yontemlerinden en az biri kullanilmis ve bu ¢alisma gruplarinin orta iistii siddete sahip
IUA vakas1 olmasi durumunda maksimum sonu¢ elde edebilmek igin &strojen
tedavisine ek yardimeci tedavi yontemlerinin de kullanilmasi gerektigi belirtilmistir

(Johary, Xue, Zhu, Xu, & Velu, 2014).

IUA tedavisinde kullanilan bir baska materyal ise yapisma &nleyici jellerdir. Bosteels
ve arkadaslarmm yaptigi arastirma sonuglarina gore, [UA’larda tedavi amach
kullanilan herhangi bir yapisma onleyici jelin giivenilir sonuglar vermedigi ve bununla
birlikte bu konudaki c¢alismalarin smirli ve diisiik kalitede oldugu bildirilmistir

(Bosteels vd., 2015). Tiim bunlar degerlendirildiginde TUA’larin yapisma 6nleyici jel
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kullanimi herhangi bir yoniiyle su anda tedavi amagh tercih edilebilecek bir yontem

olmadig1 sdylenebilir.

Bu tez calismasinda temel amag; deneysel TUA modeli uygulanmis sicanlarin
eldesinden sonra bu siganlar iizerinde ghrelin etkisinin incelenmesidir. Bu amagla
oncelikle deney hayvanlarinin 6strus dongiileri degerlendirilmistir. Bunun ig¢in Ostrus
dongiisiiniin fazlarinda meydana gelen farkliliklar iyi bilinmelidir (Byers, Wiles,Dunn,
& Taft, 2012). Disi siganlarda, 4-5 giin siiren Ostrus dongiisliniin prodstrus, Ostrus,
metadstrus ve didstrus olmak tizere dort evresi vardir (Auta & Hassan, 2016). Davranig
degisikliklerinin yani1 sira tireme sistemindeki morfolojik, sitolojik ve histolojik
degisiklikler de bu evrelerin tanimlanmasinda 6nemlidir. Ostrus dongiisiinii
tanimlamak i¢in ilkel c¢alismalarda vulvada (vulva sigmesi), vajinal sekresyonlarda
(kanama ve mukus) ve uterusta (tikaniklik) makroskobik degisiklikler ve iireme
sistemindeki mikroskobik degisiklikler kullanilmistir. Ancak kiigiik kemirgenlerde bu
tarz makroskobik bulgularin giivenilirligi tartismalar yaratmistir. 1928’de Yunanlt
patolog, Papanicolaou ostrus siklusu sirasinda vajina degisikliklerini histoloji ve
sitoloji yoluyla tanimlamis ve sonrasinda kendi adiyla anilacak olan PAP smear testini
literatiire kazandirmistir. Yapilan sonraki calismalarda hayvanin fizyolojisi ve
anatomisindeki degisiklikleri baz alarak 6strus dongiisiinii degerlendirmek icin gesitli
yontemler de kullanilmigtir. Gorsel degerlendirme, iireme organlarinin histolojik
incelenmesi, idrar biyokimyas1 ve vajinal duvar empedansi canli veya 6lii hayvanlarda
Ostrus donglistinii degerlendirmek icin sik¢a kullanilan yontemlerdendir (Andrews &
Ojeda, 1981; Auta & Hassan, 2016; McLean vd., 2012; Rodriguez, Araki, Khatib,
Martinou, & Vassalli, 1997).

Ostrus déngiilerinin belirlenmesinde ¢esitli yontemlerin varligi s6z konusu olsa da
vajinal smeat/ sitoloji yontemi canli hayvanlarda oncelikle tercih edilen standart bir
prosediirdiir. Vajinal smear ucuz olusuyla, hizli ve giivenilir sonuglar vermesiyle
Ostrus dongiisiiniin fazlarini belirlemek icin kullanilan en yaygin tekniktir (Sahoo,
Nandy, Senapati, Sarangi, & Sahoo, 2014). Bu sebeple bu tez calismasinda da Ostrus
fazlarini belirlemek i¢in smear yontemi kullanildi. Deneysel ¢alismalara, menstriial
donemden kaynakli farkliliklart minimalize edebilmek ve tiim deney gruplari arasinda
standardizasyonu saglayabilmek icin deneklerin ayni menstriial siklusta esitlenmesi
saglandiktan sonra baslanmistir. Literatiirden elde edilen bulgular dogrultusunda

calismadaki uygulamalar icin siganlarin prodstrus evresinde olmasi tercih edilmistir.
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Dejenerasyonun ¢ok az olmasi ve inflamatuvar hiicrelerin ¢ok az infiltrasyonu olan
epitel hiicrelerinde mitoz varliginin olmasi ¢alismanin  prodstrus evresinde
yapilmasinda tercih sebebidir (Westwood, 2008).

[UA olusumlarmin patofizyolojisinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin
incelenebilmesi ve etkili bir tedavi yontemi bulunabilmesi i¢in klinik yansimalara
benzer sekilde deneysel model olusturulmasina ihtiyag vardir (Xue vd., 2015). Bu
amagla yapilan literatiir taramalarinda ¢esitli yontemlerle IUA  modeli
olusturulabilecegi goriilmiistiir. Yapilan bir c¢alismada yiiksek molekiiler agirlikli
hiyaluronik asitin IUA’ya bagl endometriyal fibrozis iizerindeki etkisi incelenmistir.
Bunun i¢in olusturulan ITUA modelinde kullanilan farelerin abdominal orta hattindan
uzunlamasina 1 cm’lik kesi yapilarak uterus ortaya ¢ikarilip 27 G braniil kullanilarak
kazinmig ve dort farkli yonde dondiiriilerek mekanik hasarlama olusturulmustur.
Arastirmacilar ¢alisma sonunda yapilan analizlere dayanarak model olusumunu teyit

etmislerdir (Y. Zhu, Hu, Yu, Ren, & Hu, 2016).

Xin ve arkadaslarmin yaptig1 bir baska calismada ise {UA’larda mezenkimal kok
hiicrelerden elde edilen apoptotik cisimlerin hiyaluronik asit hidrojel araciligiyla
etkinligini arastirmiglardir. Deneysel model olarak uterinal boynuzlarin birlesme
noktasindan tuba uterina’ya kadar uzunlamasina bir Kkesi atilmasi sonrasi
endometriyuma ulasilmis ve bir T10 nester ile endometriyum kazinmistir. Model
olusturma isleminden 15 giin sonra uterus dokularinda IUA gelisimini degerlendirmek
icin Hematoksilen-Eozin ve Masson trikrom boyamasi yapilmis ve model olusumu
teyit edilmistir (Xin vd., 2022). Bir baska calismada ise Liu ve arkadaslari, {lUA
modelinde endometriyal yaralanmayir mezenkimal kok hiicre-sekretom ile entegre
hiyaluronik asit hidrojeli ile tedavi etmeyi amaclamistir. [UA modelini olusturmak i¢in
uterusun her iki yaninda kiiciik kesi yapilmis ve bir elektrokoagiilasyon ucu
yerlestirilmistir. Elektrokoagiilasyon ucu uterus boynuzundan servikse kadar
ilerletirken bir elektrokoagiilasyon makinesi kullanilarak 5 saniye boyunca dokuya
3V’lik elektrik akimi verilmistir. Sonrasinda TUA modelinin olusumunu histopatolojik
analizlerle teyit eden arastirmacilar ¢alisma konularinin adezyonlu endometriyumda
iyilesmeyi sagladigini  bildirmislerdir. (Liu, Hu, Yang, vd., 2019). Gao ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada da IUA’da kemik iligi mezenkimal kok hiicreler (Ki-
MKH'ler) ile kaybedilen endometriyum fonksiyonunu tekrar saglanabilecegi

gostermislerdir. Calismada TUA modeli olusturmak icin uterus boynuzunda ilki
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serviksin hemen arkasinda ikincisi uterotubal bileskeye olmak iizere iki milimetrelik
kesiler yapilmistir. Bu kesilerden uterus igine 5 numara beslenme tiipleri yerlestirilmis
ve uterus ic¢indeki bu tiiplerden 90 saniye boyunca 85°C sicak su gegirilerek doku
irrigasyonu saglanmigtir. Bu yontemle endometriyum hasarlanmasi amaglanmis ve bu
dogrultuda ilerleyen siirecteki farkli giinlerde uterus dokular1 alinarak Hematoksilen-

Eozin ve Masson trikrom boyamasiyla model olusumu dogrulanmistir (Gao vd., 2019).

IUA modeli olusturmanin bir yolu da cesitli kimyasallarin kullamlmasidir. Bu
kimyasallardan birisi olan TCA, sistemik olarak emilmeyen ve proteinleri denatiire
ederek kimyasal koterizasyona neden olan topikal uygulanan bir ajandir. Uterusa TCA
uygulanmasi insanlarda diizensiz menstriial donemde tedavi amagli kullanilan
kimyasal bir tekniktir (Cocuzza vd., 2011). Literatiirdeki aragtirma makalelerinde
uterusta olusturulan TCA maruziyetinin deneysel IUA modeli i¢in kullanilabilecek bir
yontem olduguna dair kaynaklar mevcuttur (Kilic vd., 2014). Deneysel bir ¢alismada,
kullanilan siganlarin sag uterus boynuzuna 0,1 ml TCA enjeksiyonu yapildiktan sonra
[UA modelinin olusmas: icin 2 hafta beklenmis ve sonrasinda yapilan histolojik
incelemelerde TUA modelinin olusturuldugu bildirilmistir (Cil vd., 2020). Benzer
baska bir ¢alismada ise 0,2 ml IL-33 uterusa enjekte edilmis ve ITUA modelin olusmas1
icin ti¢ Ostrus Siklusu beklenmistir. Sonrasinda yapilan histolojik incelemelerde
modelin olustugu bildirilmistir (Biiyiikk & Beyazit, 2019). Bu tez ¢alismasinda, cerrahi
prosediirler yiiksek maliyetli oluslari, tecriibe gerektirmeleri, olusacak farkli
komplikasyonlarin ongdriilememesi ve deney hayvanlarinin ajite olma ihtimalinden
dolay1 tercih edilmemistir. Bunun yerine yapilan literatiir taramas1 sonucu elde edilen
bulgularm 1s131nda, ITUA modeli olusturmada beklenilen sonuglar1 veren transvajinal
TCA yontemi uygulanmistir. Kullanilan kimyasal ajanin uterusta adezyon modeli
olusturmasi igin ti¢ Gstrus Siklusu siiresince beklenip sonrasinda yapilan histokimyasal
analizler sonucunda IUA modelinin varlig1 teyit edilmistir.

[UA’larin &nlenmesi, tedavisi veya niiksiiniin engellenmesi uzun yillardir bilim
diinyasinin giincel giindeminde olan konulardan biridir. Diinya ¢apinda bu hastaligi
konu edinen bir¢ok arastirma ekibi olmasina karsin heniiz kabul gérmiis bir tedavi
stratejisi mevcut degildir. Cesitli antioksidant antikoagulan, antifibrotik ajanlar uzun
zamandir deneysel TUA modellerinin tedavisinde denenmeye devam etmektedir. Bu
dogrultuda Biiyiik ve Beyazit yaptiklar1 bir calismada, TCA ile olusturulan IUA sigan
modelinde tedavi amagh kullanilan Ankaferd Blood Stopper (ABS) uygulamasinin

endometriyal proliferasyona etkisi ve normal endometriyum olusum siirecine olan
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etkileri incelenmistir. 15 giinlik tedavi siirecinin sonucunda histokimyasal ve
immiinohistokimyasal olarak incelenen uterus dokularinda ABS varliginda fibrozis ve
inflamasyonun anlamli olarak azaldigi bildirilmis ve IUA tedavisi icin ABS
kullanilabilecegi onerilmistir (Biiyilk & Beyazit, 2019). Salama ve arkadaslar1 2020
yilinda yaptig1 bir ¢alismada {UA modeli olusturulan sicanlarda Ki-MKH'lerin etkisi
arastirilmistir. Yapilan deneyden elde edilen histokimyasal veri sonuglarina gore Ki-
MKH'ler ile tedavi edilen calisma grubunda endometriyal iyilesme ile birlikte
fibroziste azalma oldugu saptanmistir. IHC boyama sonuglarina gére PCNA ve VEGF
immiin ekspresyonunda artis gdzlenmistir. Calisma sonucunda Ki-MKH tedavisinin
[UA’larda énemli 6lgiide iyilesme sagladigi bildirilmistir (Salama vd., 2020).
[UA’larin tedavisi icin yapilan tiim bu arastirmalar literatiire katki saglayip, ¢alisma
alanlarin1 gelistirip, yeni fikirlerin 6niinii agsa da ne yazik ki higbiri kabul gérmiis ve
giivenirliligi klinik olarak kanitlanmis veya yeterli goriilmiis degildir. Tiim bunlarin
1s18inda  giiniimiizde IUA tedavisi icin adezyon olusumunun tekrarlanmadan
onlenebilmesinin énemli bir sorun oldugu ve yapilan tim uygulamalarin etkili bir
tedavi saglayamadig sdylenebilir. Bu tez ¢alismasinda IUA tedavisi igin kullanilan
yaygin yontemlerin disinda terapétiketkisi oldugu bilinen yeni bir tedavi ajani olan
ghrelinin etkinligi arastirilmistir. Ghrelin, insanlarda P/D1 tipi hiicrelerde gastrik
fundusta ve siganlarda oksintik bezlerin néroendokrin X/A benzeri hiicrelerinden
iiretilen bir peptittir (Kojima vd., 1999). Ghrelin, kan dolasimi ile hipofiz bezinin 6n
lobundaki somatotropik hiicrelere baglanir ve GH sentezini uyarir. Ghrelin
ekspresyonunun varligi viicutta pek cok organda gergeklestigi yapilan Onceki
calismalarda saptanmistir (Raghay vd., 2008). Primer olarak mideden eksprese olan
hormonun kalp, beyin, akciger, pankreas, karaciger ve bobrek gibi organlarin yani sira
her iki cinsiyetin lireme sisteminde de salgilandigi bildirilmistir (Gnanapavan vd.,
2002; Miller vd., 2005; Tena-Sempere vd., 2002). Cesitli norolojik ve fizyolojik
stireclerde yer alan ghrelin sinyali, ¢ogunlukla ac¢lhigi ve metabolik diizenlemeyi
kontrol etmedeki rolleriyle iyi bilinir. Ghrelin, ¢esitli organlarda ve gesitli hiicre
tiplerinde oksidatif hasar tizerinde antiinflamatuvar bir etkiye sahiptir. Yapilan 6nceki
calismalarda ghrelinin farkli organ sistemleri tizerindeki etkilerini arastirmak igin
cesitli dozlarda uygulamalari yapilmistir.

Erener ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismanin verilerine gore, olusturulan bir
femur kirik modelinde 2 ve 4 hafta boyunca i.p. 50 pg/kg/giin ghrelin uygulamasi

yapilmis ve ghrelinin kirik iyilesmesine dogrudan katkida bulundugunu sonucu elde
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edilmistir (Erener vd., 2021). Baska bir ¢alismada ghrelinin sisplatin toksisitesi
olusturulan sigan karacigerdeki koruyucu etkierini gézlemlemek i¢in 3 giin boyunca
diisiik ve yiiksek doz olarak bir ¢alisma grubuna 5 mg/kg/giin sisplatin ve 10 ng/kg/giin
ghrelin, diger ¢alisma grubundaki sicanlara 5 mg/kg/giin sisplatin ve 20 ng/kg/giin
ghrelin uygulamasi yapilmis ve oOzellikle yiiksek doz ghrelinin sisplatinin
karacigerdeki toksik etkisini azaltmak i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir (Bademci
vd.,, 2021). Bir baska c¢alismada ghrelin uygulamasinin kolonik anastomoz
iyilesmesindeki etkileri incelenmek ftizere si¢anlara 7 giin boyunca 1 ml salin
soliisyonunda ¢ozdiiriilmiis 10 ng/kg/giin ghrelin i.p. olarak uygulanmis ve ghrelinin
sicanlarda kolonik anastomozlarin iyilesmesini destekledigi bildirilmistir (Ceran vd.,
2013). Bianchi ve arkadaslar1 yaptiklari galismada postoperatif peritoneal adezyon fare
modelinde ghrelin etkilerini incelemek iizere giinde iki kez 0,1 ml salin iginde
¢ozdirilmiis 0,16 mg/kg ghrelin uygulamasi i.p. olarak yapilmigtir. Arastirma
sonuclarinda yapilan analizlere gore ghrelinin postoperatif peritoneal adezyonlarda
adezyon olusumunu ve fibrotik yaniti azalttigi ve iyilesmeye yardimci oldugu
bildirilmistir (Bianchi vd., 2016). Bu tez c¢alismasinda da tim bu veriler
degerlendirilerek ghrelin dozlar1 saptanmistir. Yapilan modele uygun sekilde en etkin
olacag diisiiniilen iki farkli doz diisiik (20 ng/kg) ve yiiksek (40 ng/kg) olmak iizere
belirlendi ve bir hafta boyunca i.p. olarak uygulanmistir.

Ghrelin  ¢ogunlukla “aghik hormonu” olarak bilinmektedir. Obezite, glikoz
metabolizmasi ve diyabet ile ilgili ¢alismalarda daha yogun olarak kullanilsa da etki
mekanizmasinin neredeyse tiim sistemlerde aktif oldugu bildirilmistir. Ghrelinin,
antiinflamatuvar ve antifibrinolitik 6zelliklerini baz alarak yapilan bazi deneysel
calismalarda, ghreline bagli Kilo artis1 oldugu saptanmustir. Literatiirdeki bir ¢alismada
postoperatif peritoneal adezyonun giderilmesi amaciyla kullanilan ghrelinin, ¢alisma
grubunda deney grubuna gore Kilo artis1 oldugu bildirilmistir (Bianchi et al., 2016). Bu
deneysel tez ¢alismasinda da ghrelinin, kullanilan deney hayvanlarinin agirliklar
tizerindeki etkisi incelenip literatirde Kkarsilagilan verilere benzer bulgular
eldeedilmistir. Calismada kontrole ve model grubuna kiyasla diisiik ve yiiksek doz
verilen ghrelin gruplarinda doza paralel olarak istatistiksel olarak anlamli kilo artisi

oldugu saptanmistir (p<0,001).

Yapilan bir ¢alismada, ITUA modelinde uterus morfolojisini degerlendirmek igin
Hematoksilen-Eozin boyama sonuglarina gére uterus dokusunda fibrotik odaklar ve

kolajen birikiminde artig, uterus liimeninde hasar olusumu gozlenmistir. Ayrica
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endometriyum, uterus duvar kalinligi ve uterus bez sayisinda azalma oldugu
saptanmustir (Bliylik & Beyazit, 2019). Bu tez ¢alismasinda olusturulan modelde, TCA
ile hasarlanan uterusun normal histolojik yapisinin neredeyse tamamen degistigitespit
edilmistir. Buna bagli olarak uterinal bezlerin sayisinda ve uterus duvar kalinliginda
azalma gozlenmistir. Ghrelin tedavisi alan gruplarda ise doza bagli olarak hem
bez sayisinda hem de uterus duvar kalinliginda dogru orantili artma tespitedilmis,
ayrica uterus genel morfolojisinin korunmus/iyilesmis ve kontrol grubuna yakin
goriinimde oldugu saptandi.

Fibrozis, asir1 kolajen birikimi ile karakterize olan karmagik bir doku formasyonudur
(Postlethwaite, 1995). Fibrozis patofizyolojisi kan yoluyla tasinan hiicreler (notrofil,
eozinofil), mezenkimal hiicreler, mikrovaskiiler hiicrelerin degisimi ve yerlesik
hiicrelerin aktivasyonu gibi siirecleri igerir. Fibrozisin erken evrelerinde dokuda
inflamatuvar hiicre birikiminin gézlenmesi patofizyolojik olayimn en belirgin 6zelligidir
(Fleischmajer, Perlish, & West, 1977). Yara iyilesmesi siirecinde ekstraseliiler matriks
birikimi siirekli olarak yeniden ve siki bir sekilde diizenlenirken fibrozis olusumu
sirasinda yeniden sekillenme olay: siireksiz ve nispeten yetersizdir (Kulozik, Hogg,
Lankat-Buttgereit, & Krieg, 1990). Yapilan bu tez ¢alismasinda fibrozis ile karakterize
[UA modeli olusturuldu ve yapilan histokimyasal boyamalar sonucunda uterus
dokusunda fibrotik yapilarin varligi gdzlenmistir. IUA nin kok hiicre ile tedavisinin
incelendigi deneysel bir ¢alismada, Masson trikrom boyama sonuglarinda model
grubunun kontrol ve tedavi gruplarina gore yiiksek oranda fibrotik odaklara sahip
oldugu bildirilmistir (B. Li, Zhang, Sun, & Lai, 2019). Bu ¢alismada da benzer sekilde
fibrotik alanlar1 belirleme amaciyla yapilan Masson trikrom boyama sonuglarinda
literatiire paralel sonuglar elde edilmistir. Ghrelin ile tedavi edilen dokularda fibrotik
alan sayist ve kolajen birikiminde azalma go6zlendi. Fibrozis diizeyi en yiiksek
adezyon grubunda saptanmustir (p<0,001).

Anjiyogenez, proanjiyogenik ve antianjiyojenik faktorleri igeren karmasik bir siiregtir.
Normal kosullarda yeni kan damarlarinin olusumu Yyara iyilesmesinde, organ
rejenerasyonunda ve kadin iireme sisteminin gesitli donemlerinde meydana gelir. Bu
tanimlamalarin 15181nda anjiyogenezin yara iyilesmesinde, menstriiel dongiide, cesitli
iskemik ve inflamatuvar hastaliklar varhiginda ayirt edici bir ozellik oldugu

sOylenebilir. Anjiyogenezde etkin rolii olan ve endoteliyal hiicreler igin spesifik bir
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mitojen olan VEGF, artan mikrovaskiiler gecirgenligin uyarilmasinda ve
anjiyogenezde onemli rol oynayan bir proanjiyogenik faktordir (Ferrara, 1999).
Anjiyogenez belirteci olan VEGF, deneysel c¢alismalarda damar olusumunun
degerlendirilebilmesi i¢in kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicre tedavisinin TUA iizerine etkisi incelenmis ve anjiyogenezin
immunohistokimyasal analizleri i¢in VEGF belirteci kullanilmigtir. Calisma sonunda
adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre tedavisi uygulanan deney gruplarinda uterus
stromal hiicreleri ve epitel hiicrelerinde pozitif VEGF ekspresyonu gozlenmistir.
Arastirmacilar, [IUA modelinde uygulanan kok hiicre tedavisinde uterus dokusunun
tam olarak iyilesmedigini ancak VEGF ekspresyonunun pozitif olmas: dokunun kendi
kendini iyilestirme siirecine girdigi anlamina gelebilecegini bildirmisler (Cil vd.,
2020). Li ve arkadaslarmin yaptiklar: bir ¢calismada, deneysel IUA modelinde kok
hiicre ile tedavi sonrasinda VEGF ekspresyonu incelenmistir. IUA grubu ile
karsilastirildiginda insan amniyotik epitel hiicreleri ile tedavi edilen grubun
endometriyumunda VEGF ekspresyonunun énemli dlciide arttigi bulunmustur (B. Li
vd., 2019). Monsef ve arkadaslarmin galigmasinda, ITUA modelinde yag kaynakl
stromal vaskiiler fraksiyonun (SVF) endometriyumda proliferasyon ve anjiyogenez
lizerindeki etkileri arastirilmistir. Endometriyum kazima ydntemiyle olusturulan TUA
modelinde uterinal boynuzlarindan birine lokal olarak SVF uygulanmistir. SVF
transplantasyonundan iki hafta sonra, endometriyal kalinlik, fibrotik doku varligi ve
VEGF ekspresyonu degerlendirilmistir. Olusturulan IUA  modelinde ince
endometriyum, artmis fibrozis ve azalmis VEGF bulunurken bu degerlerin hepsi SVF
transplantasyonundan sonra tersine donmiistiir. Sonug¢ olarak lokal SVF
enjeksiyonunun TUA tedavisinde alternatif bir ydntem olabilecegi bildirilmistir
(Monsef, Artimani, Ramazani, vd., 2020). Yapilan histolojik ve immiinohistokimyasal
bir baska calismada, mezenkimal kok hiicrelerin IUA’larda inflamasyon ve fibrozis
tizerindeki etkileri incelenmistir. Deney sonunda yapilan incelemelerde model
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla endometriyal incelme, fibrozis ve endometrial
epitel dejenerasyonu ile birlikte ve VEGF ekspresyonunda azalma kaydedilmistir. Tam
aksine KI-MKH enjeksiyonu ile tedavi edilen gruplarda ise Ki-MKH'lerin
antiinflamatuvar ve antifibrotik etkileri ve VEGF ekspresyonunda artis kaydedilmistir
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(Salama vd., 2020). Bu deneysel tez ¢alismasinda histopatolojik degerlendirme sonucu

tiim deney gruplarinda VEGF ekspresyonunun istatistiksel degisimleri incelendiginde

20 ng ve 40 ng ghrelin gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bunun
disindaki tiim ikili farklar anlamlilik géstermistir. Adezyon grubunda VEGF en diisiik
seviyede iken kontrol grubunda en yiiksek diizeyde saptandi (p<0,001). Sonug olarak,
calismamizin verileri ile literatiir paralellik gostermektedir.

IUA’mn intrauterinal operasyonlar veya endometriyal inflamasyon sonucu olusan
hipoksi nedeniyle olustugu bilinmektedir. Hipoksi ayrica, tip 1 kolajen {iretimini de
tetiklemektedir. Dontistiiriicii biiytime faktorii beta 1 (TGF-B1), kolajen olusumunda
onemli bir rol oynar ve bozulmasini engeller. Ek olarak, IUA hastalarinda adezyonla
artmis sitokin iiretimi goriiliir. Bunlar arasinda trombosit kaynakli biiylime faktorii,
doniistiirlici biiylime faktorii-beta ve fibroblast biiylime faktorii bulunur (Liu, Hu,
Wang, & Cheng, 2019). Hasarl1 dokularda tip 1 kolajen sentezinin asir1 artmasiyla
fibrotik odaklar olusmaktadir (Leeming vd., 2012). Postoperatif peritoneal adezyon
modelinde ghrelinin tedavi amaciyla kullanildigi caligmada, tip 1 kolajen
yogunlugunun model olusturulan gruba kiyasla olduk¢a azalma gosterdigi
bildirilmistir (Bianchi vd., 2016). Monsef ve arkadaslarinin yaptigi bir deneysel
calismada, deneysel TUA modeli olusturulmus siganlara kok hiicre tedavisi
uygulanmistir. Kok hiicre tedavisi uygulanan tiim gruplarda, hasarli endometriyum
tizerinde iyilestirici bir etki goriildiigii saptanmustir. Tip 1 kolajen birikimini tespit i¢in
immiinohistokimyasal yontemler kullanarak TUA modeli uygulanan gruba kiyasla kok
hiicre tedavi gruplarinda azalma oldugunu gostermislerdir. Ayrica lokal mezenkimal
kok hiicre enjekte edilen siganlarda fibrozisin diger gruplara gore azaldigini
saptamiglardir (Monsef, Artimani, Alizadeh, vd., 2020). Baska bir ¢alismada, deneysel
IUA modeli yapilan farelerde, insanlardan elde edilen platelet zengin plazma (PRP)
uygulamasi yapilmigtir. Calisma sonucunda deneysel IUA modeli uygulanan
siganlardan alinan ornekler histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Histokimyasal
olarak Hematoksilen-Eozin ve Masson trikrom boyamasi yapilan ¢alismada
immiinohistokimyasal boyamalar i¢in TGF-B1, tip 1 kolajen ve Timp 1 belirte¢lerini
kullanmislardir. Calisma sonunda, tip 1 kolajen ekspresyonun IUA modeli
olusturulmus grupta en yiiksek seviyede oldugu, {UA modeli olusturulup PRP
uygulanan grupta ise tip 1 kolajen ekspresyonunun diisiik ve intakt kontrol grubuna
yakin seviyede oldugu saptanmistir (J. H. Kim vd., 2020). Bu tez ¢aligmasinda da

kolajen ekspresyonu agisindan gruplar arasi tiim ikili farklar anlamli bulunmustur
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(p<0,001). Adezyon grubunda tip 1 kolajen ekspresyonun en yiiksek seviyede oldugu
gorilmistiir. Ghrelin tedavisi sonrasinda ise doza bagli olarak ekspresyonun azaldigi

Saptanmistir.

TNFa, anjiyogenez gibi bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip bir inflamatuvar sitokindir
ve endotel hiicrelerinin profilerasyonunu dolayli olarak etkiler (Hoeben vd., 2004).
Skarli dokularin iyilesme siirecinde aktif rol oynayan TNFa, inflamasyonun erken
evrelerinde salgilanir. Yara olusumu ile artan TNFa ekspresyonu, fibroz doku
hiperplazisi ve skar olusumunun gostergesi olarak kabul edilmektedir (Lennard vd.,
2000). Yapilan literatiir incelemelerinde bir makalede adezyon varliginda kullanilan
ghrelinin TNFa ekspresyon seviyesinin model ve deney gruplar1 arasinda farklilik
gostermedigi bildirilmistir (Bianchi vd., 2016). Baska bir ¢alismada ise dondurularak
kurutulmug amniyon greftlerinin, adezyonlu uterustaki etkileri incelenmis ve TNFa
gibi adezyonla iliskili sitokinlerin ekspresyon seviyelerinde azalma kaydedilmistir.
Aragtirmacilar bu sonuglara gére, IUA’da dondurularak kurutulmus amniyon
greftlerinin kullanilabilecegini bildirmislerdir (S. Wang vd., 2022). Farkli bir
calismada ise TUA modelinde, insan gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin (GK-MKH’ler) endometriyum tizerindeki etkileri immiinohistokimyasal
olarak incelenmistir. Uterusa etanol enjeksiyonu ile olusturulan {TUA modeline GK-
MKH’ler kuyruk damarindan enjekte edilmistir. Deney sonunda endometriyal fibrozis,
endometriyumun epitelyal ve stromal hiicrelerinin belirtegleri, hiicre proliferasyonu ve
anjiyogenez ve inflamatuvar faktorleri incelemek i¢in analizler yapilmistir.
Inflamasyon belirteci olan TNFa’nin GK-MKH’ler ile tedavi edilen grupta diisiik
seviyede eksprese edildigi belirtilmistir. Yapilan diger analizler sonunda, TUA’larda
GK-MKH transplantasyonun fibrozisi ve inflamasyonu baskiladigi, endometriyal
hiicre proliferasyonu ve vaskiiler reepitelizasyonu arttirdig1 dolayisiyla endometriyal

hasarin onarimina katkida bulundugu bildirilmistir (Zhang vd., 2018).

Bu deneysel tez calismasinda TUA modelinin ghrelinle tedavisinin ardindan uterus
dokularindaki TNFa ekspresyonu incelendiginde gruplar arasi ikili farklar anlaml
bulunmustur. Adezyon grubunda TNFa ekspresyonu en yiiksek seviyede iken ghrelin
uygulamasi sonrasi doza bagli olarak TNFa ekspresyonunun azaldigi saptanmistir
(p<0,001). Kontrol grubuna en yakin sonucu veren deneysel model grubunun ise

ghrelin 40 ng grubu oldugu goriilmiistiir.
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Oksijen (O2) homeostazini siirdiirme yetenegi, tiim ¢ok hiicreli organizmalarin hayatta
kalmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Anormal derecede yiiksek Oz seviyeleri (hiperoksi), hiicre
veya organel membranlarina zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina neden
olabilir. Hem hiicresel hem de sistemik hipoksik tepkilerin birincil transkripsiyon
diizenleyicisi, heterodimerik transkripsiyon faktérii HIF’dir. HIF heterodimerleri, bir
HIFa ve bir HIF alt biriminden olusur. HIFo’'nin alt birimi olan HIF-la, hedef
genlerin transkripsiyonunu dogrudan aktive edebilir. Ayrica HIF-la, endometriyal
onarim ve damar proliferasyonu i¢in énemli bir transkripsiyon faktoridiir. HIF-1a,
hiicresel ve sistemik homeostatik tepkiye aracilik eder ve boylece yara iyilesmesine
katkida bulunur (Maybin vd., 2018). HIF-1a, insan ve fare dokularinda normal olarak
bulunmaktadir (Covello & Simon, 2004). Normoksik kosullar altinda, HIF-1a tiretilir
ancak hizla bozulur ve normal dokularda diisiik bazal seviyelere neden olur. Hipoksi,
HIF-1o'in ¢ogalmasini ve bozulmasini engelleyerek hiicrelerde hizli birikmesine
neden olur (Stroka vd., 2001). Critchley ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada,
menstriial siklus boyunca HIF-1o ekspresyonunun zamana baghi degisimi
gosterilmistir. HIF-1o proteinin, sekresyon fazindan menstriial donemine kadarki
sliregte insan endometriyumunda artan bir yogunlukla eksprese edildigi gosterilmistir.
Proliferatif fazda alinan endometriyal dokularin  analizlerinde HIF-1a
immiinoreaktivitesinin olmadigimi gostermislerdir. Sonug¢ olarak aragtirmacilar en
gicli HIF-1a ekspresyonunun endometriyumun fonksiyonel tabakasi oldugu
bildirilmistir (Critchley vd., 2006). Park ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢aligmada, TUA
modelinde uygulanan perivaskiiler kok hiicre tiirevli siklofilin A’nin, HIF-1a bagimli
anjiyogenezin uterus dokusunda rejenerasyonu sagladigi bildirilmistir (Park vd.,
2020). Literatiire kazandirilmis baska bir c¢alismada da benzer sekilde sekresyon
fazinda ve menstriial donemde HIF-lo'nin endometriyal dokuda stabilizasyonu
sagladig1 tespit edilmistir (Maybin, Hirani, Brown, Jabbour, & Critchley, 2011).
Ghrelinin tedavi edici ajan olarak kullanildig1 calismalar incelendiginde, hipoksik
akciger dokusunda ghrelinin tedavi amaciyla kullanilmasinin HIF-1a diizeyini
azalttig1 gosterilmistir (Mirzaei Bavil vd., 2015). Bu tez caligmasinda yapilan analizler
sonucunda kontrol grubunda olduk¢a az seviyede HIF-1a ekspresyonu oldugu
goriilmiistiir. Adezyon grubunda ise endometriyal alanlarin tamaminda oldukga yogun
HIF-1a ekspresyonunun oldugu saptanmistir. Ghrelinin doza bagli gruplar1 arasinda
paralel oranda HIF-1a ekspresyonunun azaldigi fakat kontrol grubundan fazla bir

ekspresyon paterni gosterdigi saptanmistir. Yapilan istatistikseldegerlendirmede ise
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tim ikili farklar anlamli bulunmustur (p<0,001). Bu verilersiginda yapilan tez
calismasinin bulgulariin literatiirle benzerlikler gosterdigi tespit edilmistir.

FGF2, doku onarimi ve anjiyogenezi uyararak yara iyilesmesinde rol oynayan bir
mitojendir. Menstriilasyon dongiisii sirasinda FGF2, endometriyumda reepitelizasyon,
anjiyogenez ve stromal hiicre proliferasyonu i¢in 6nemli bir faktordiir (Virag vd.,
2007). Normal endometriyumun bozuldugu durumda ve kan damarlarinin azalmasiyla
kemik iligi ve endometriyal hiicrelerden kaynaklanan anjiyojenik faktér FGF2 azalir
Ve anjiyogenezin bozulmasina sebep olur. Dolayisiyla FGF2 ekspresyonunun azalmasi
endometriyal onarimi ve rejenerasyonu engeller (Murayama vd., 2002). Literatiideki
bir ¢alismaya gore, kolajen baglayict FGF2’nin infertil kadmnlarin skarl
endometriyumunda iyilesmeyi sagladigi bildirilmistir. Calismada FGF2’nin,
endometrial kalinlig1 ve skarli endometriyal alanin iyilestigi gdsterilmistir. Ayrica
yapilan histolojik incelemelerde endometriyum kalinliginda ve kan damar
yogunlugunda artis oldugu gosterilmistir. Sonug¢ olarak arastirmacilar, FGF2
uygulamasinin hasarli endometriyumun iyilestirilmesinde kullanilabilecek bir
yaklasim oldugunu beyan etmislerdir (Jiang vd., 2019). Bu tez calismasinda FGF2
immiinohistokimyasal boyama sonuglarina gore gruplar arasi ¢oklu karsilastirma
sonucundaki farklilik anlamli bulunmustur (p<0,001). En yiiksek FGF2 ekspresyonu
adezyon grubunda bulunurken, en diisiik ekspresyon kontrol grubunda goriilmiistiir.
Bu veriler 1s18inda, yapilan bu tez calismasinin bulgulari incelendiginde TUA
varhiginda kullanilan ghrelinin FGF2 ekspresyonunu kontrol grubuna yakin hale

getirerek literatiirle benzer sonuclar verdigi saptanmistir.
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Sonug ve Oneriler

Diinya genelinde kadinlarda menstriiel anomaliler ve infertilite gibi problemlerle
one ¢ikan intrauterin adezyon olusumu ciddi bir saglik problemidir. Bu konu ile

ilgili altin standart bir tedavi stratejisi heniiz bulunamamustir.

Bu deneysel galismada transvajinal TCA uygulamasi ile intrauterin adezyon
modeli olusturulmustur. Radyoopak madde kullanarak radyografik goriintii
alimmig ve islemin dogrulugu teyit edilmistir. Yapilan literatiir taramasinda bu

uygulamanin oldugu baska bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Istah hormonu olarak bilinen ghrelinin etkisinin teyidi i¢in deneye katilan tiim
sicanlarin baglangig, 1., 3., 5., 7. ve 8. giinlerinde agirliklar1 dl¢iilmiistiir. 3. giinde
kontrol ve adezyon gruplari ile ghrelin (20 ng) grubu arasindaki fark anlamsiz iken
kontrol ve adezyon gruplari ile ghrelin (40 ng) gruplar1 arasindaki tiim farklar
anlamli bulunmustur. Ghrelin gruplarindaki deneklerin agirliklar: ise kontrol ve
adezyon gruplarina gore daha yiiksek goriilmistiir. Bu bulgu deneyde tedavi ediciajan olan
ghrelinin in vivo olarak etkinlik belirtisi olarak kabul edilmistir.

Literatiirde immunomodilator, antifibrotik, antiinflamatuvar ve antioksidan etkiler
gosterdigi bilinen ghrelin, deneysel intrauterinal adezyon modeli iizerinde fibrozis,

inflamasyon olusumunu deney grubuna kiyasla engellemistir.

Deney gruplarinda duvar kalinliklart degerlendirildiginde adezyon grubunda duvar

kalinliginin en diisiik oldugu saptanmustir.

Deney gruplarinda endometriyum kalinliklart degerlendirildiginde adezyon
grubunda endometriyum kalimligimin en disiik seviyede oldugu goriilmiistiir.
Ghrelin  uygulamasmin ise endometriyum kalinligin1  arttirdigi/korudugu

saptanmuistir.

7. Deney gruplarinda ortalama inflamasyon degerlendirildiginde adezyon grubunda

en yiiksek seviyede iken ghrelin uygulamasinin doza bagl olarak inflamasyonu

azalttig1 saptanmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Deney gruplarinda ortalama fibrozis degerlendirildiginde fibrozis seviyesi en

yiiksek adezyon grubunda en diisiik kontrol grubunda saptanmistir.

Deney gruplarinda VEGF ekspresyonu degerlendirildiginde adezyon grubunda
VEGEF en disiik seviyede iken kontrol grubunda en yiiksek diizeyde saptanmustir.

Deney gruplar arasindaki tip 1 kolajen dagilimi degerlendirildiginde adezyon
grubunda tip 1 kolajen ekspresyonu en yliksek seviyede iken ghrelin tedavisi

sonrasi doza bagli olarak ekspresyonunun azaldigi saptanmuistir.

Deney gruplarinda TNFo ekspresyonu degerlendirildiginde adezyon grubunda
TNFa ekspresyonu en yiiksek seviyede gozlenirken, ghrelin tedavisi sonrasi doza

bagli olarak ekspresyonu azalmaktadir.

Deney gruplarinda HIF-1a ekspresyonu agisindan adezyon grubunda en yiiksek

seviyede iken doza bagli ghrelin tedavisi sonrasi ekspresyonu azalmaktadir.

Deney gruplarinda FGF2 ekspresyonu agisindan adezyon grubunda en yliksek

bulunurken, en diisiik kontrol grubunda saptanmustir.

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda deneysel intrauterinal adezyon
modelinde tedavi edici ajan olarak ghrelinin kullanildigi bagka bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Caligmanin literatiire yenilik getirecegi diistiniilmektedir. Ayrica
caligmada kullanilan ghrelin dozlar1 da ilk kez bu ¢alismada kullanilmistir (giivenli

aralik icinde).

Kadinlarda ghrelin tedavisinin kullanilabilirligi ile ilgili daha ileri klinik ¢alismalar
yapilmasi gerekmektedir.
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TesekKkiir

Yiiksek lisans egitimim ve tez stirecim boyunca emegini ve destegini hig¢ esirgemeyen,
her zaman sabir ve anlayisla yanimda olan, bilgi ve deneyimlerini aktararak yol
gosteren kiymetli hocam ve tez danismanim Prof. Dr. Yigit UYANIKGIL’e ¢ok

tesekkiir ederim.

Egitim ortamimizda sagladig: disiplinli ¢aligma ortamui i¢in anabilim dali bagkanimiz
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tecriibelerini aktaran degerli 6gretim iiyelerimiz Prof. Dr. Aysegiil UYSAL, Prof. Dr.
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OLUKMAN’a ve Merkez Sorumlusu Uzm. Veteriner Hekim F. Emrah SOYLU’ya,
istatiksel analizlerdeki emekleri icin Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim
Dali’ndan Dog. Dr. Timur KOSE’ye tesekkiir ederim. Ayrica hem deney siirecindeki
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