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HSG Oncesi Kullanilan Melatoninin Radyasyona
Bagh Gelisecek Endometriyal Ablasyon ve Uterin Displazik
Hiicre Gelisimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi
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OZET

Amag: Histerosalpingografi esnasinda kullanilan X ray, lipiodol ve melatoninin rat uterusunda endometriyal ablasyon, uterus luminal hiicrelerinde
displazik degisiklikler ve myometrial liflerde igsi yapilagma iizerine etkisinin incelenmesi.

Gereg ve Yontem: 40 adet Sprage Dawley cinsi disi rat, rastgele 4 gruba ayrildi. Grup 1 (n=10): Batin acilip kapatilan ve X ray uygulanmayan grup,
grup 2 (n=10): X ray uygulanan grup, grup 3 (n=10): Batin a¢1ilip her bir uterin horna 0.1 ml Lipiodol uygulanan grup, grup 4 (n=10): 10 mg/kg/ip
melatonin uygulanip, 15 dakika sonra her bir uterin horna 0.1 ml Lipiodol uygulanan grup. Batinlar1 kapatilan Grup 2, grup 3 ve grup 4’teki ratlara 2
ser dakika ara ile 3 doz X ray uygulandi (Toplam doz=15-20 mili Rad). Tiim ratlarin 3 saat sonra batini a¢ild1. Sol uterin horn ¢ikarildi. %10°luk
formaldehitle tespit edildi. Isik mikroskopisinde endometrial ablasyon, fibrozis, endometrial bezlerdeki dejenerasyon, konjesyon ve ablasyondan
sonra kalan, en iist uterin tabakadaki hiicrelerde displazik degisiklikler ve myometriyumda igsi yapilasma incelendi. Istatistiksel analiz igin Kruskal
Wallis Varyans analizi kullanild1. p<0.05 anlamli kabul edildi.

Bulgular: Endometrial ablasyon tiim gruplarda benzer bulundu (p>0.05). Uterusdaki luminal displazik degisiklikler ve konjesyon grup 2’de diger
gruplara nazaran anlamlt olarak artmug idi (p<0.03). Myometriyumdaki igsi yapilasma, grup 3’te diger gruplara nazaran anlamli olarak artnug idi
(p<0.03,MWU test). Grup 1 ile grup 4 arasinda tiim degerler benzer bulundu (p>0.05).

Sonu¢: HSG esnasinda kullanilan X ray, uterusdaki luminal epitel hiicrelerinde displazik degisiklikleri anlamli olarak artirmaktadir. Lipiodol eklen-
mesi displazik degisikligi anlamli olarak azaltirken, myometriyumdaki igsi yapilagsmay1 artirmaktadir. Melatonin eklenmesi tiim olumsuz degisiklikle-
ri diizeltmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anormallikler, Radyasyon iligkili; Melatonin, Uterin horn

ABSTRACT
Examination of the Effect of Pre-Hsg Melatonin on Endometrial Ablation and Uterine Dysplasic Cell Development Associated with Radiation

Objective: To examine the effect of X ray, lipiodol and melatonin used during HSG on hystopathologic changes in the rat uterus.

Material and Method: A total of 40 Spraque-Dawley type female rats were randomly allocated to 4 groups. Group 1 (n=10): Abdomen was opened
and closed without X-ray exposure, group 3 (n=10): X-ray exposure, group 3 (n=10): Abdomen was opened and 0.1 ml Lipiodol was applied to each
uterine horn, group 4 (n=10): 10 mg/kg/ip melatonin was administered and 15 minutes later, 0.1 ml Lipiodol was applied to each uterine horn. The
rats in group 2, group 3 and group 4 were exposed to 3 doses of X-ray with 2-minute intervals after the closing of the abdomen (total dose = 15-20
milli Rad). The abdomen was opened 3 hours later in all rats. Uterine horn was removed and fixated in 10% formaldehyde. The preparations were
examined under a light microscope to evaluate hystopathologic changes. Kruskal Wallis variance analysis was used of data.

Results: Endometrial ablation was found similar in all groups. Dysplasic changes and congestion were established to be significantly elevated in
group 2, when compared to other groups (p<0.03). Fusiform structures in the myometrium were found significantly elevated in group 3, in compari-
son to other groups (p<0.03). Such structures were similar in group 1 and group 4.

Conclusion: HSG significantly increases dysplasic changes in the luminal epithelial cells. Lipiodol significantly reduces dysplasic modifications and
increases fusiform structures in the myometrium. Lipiodol plus melatonine restore all the negative changes.
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Iyonize radyasyon insanlarda karsinojenik etki yapar. deniyle X-ray uygulanan bir hastada 16 yil sonra uterin
Serviks kanseri nedeniyle, radyasyon tedavisi goren papiller ser6z karsinom tespit etmistir.

hastalarda siklikla sekonder malignensiler ortaya ¢ikar. Pelvik
Ozellikle uterin sarkomlar postradyasyon donemde sik
goriiliir (1, 2). Wagoner ve ark. (3) invaziv serviks
kanseri nedeniyle 1800 iyonize radyasyon uygulanan

radyasyondan sonra malingn miks
mezodermal timor, rabdomyosarkom veya
endometriyum kanseride ortaya ¢ikabilir (5-7).

vakada uterin sarkom gelisme riskinin 4 kat arttiini
tespit etmistir. Behtash ve ark. (4) serviks kanseri ne-

Histerosalpingografi (HSG) islemi infertilite tet-
kikleri i¢inde en sik uygulanan tetkiklerden birisidir
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(8). HSG ¢ekiminde yagda veya suda eriyen
solusyonlar kullanilir (9). Yagda eriyen solusyon kul-
laniminin gebelik sansini artirdigi, ancak ciddi yan
etkilere de neden oldugu tespit edilmistir (10). Suda
eriyen solusyon kullaniminda ise daha iyi goriintii
saglanir (9). HSG ¢ekme iglemi, genellikle floroskopi
esliginde yapilir ve bu esnada hasta radyasyona maruz
kalir. Radyasyon, hiicrede oksijen radikallerini (ROS)
artirtr.  ROS’leri  (Siiperoksit, hidroksil, peroksil,
alkoksil ve singlet oksijen radikalleri) hiicrenin
DNA’sinda tahribat ile kanserojen etki yapar (11-13).

HSG’nin radyasyon etkisinden kaginmak icin
MRI kullanilmistir (14). Ancak her yerde MRI aleti
olmadigi, maliyeti ve yorumlanmasi i¢in radyolog
gerekmesi gibi zorluklart da diistiniiliirse, HSG’nin
glinimiizde, infertilite hastalarinda hala vazgecilmez
bir tetkik oldugu kabul edilir.

Melatonin giiglii antioksidan etkiye sahip, pineal
bez tarafindan da iiretilen ve insanlarda over fonksiyo-
nunu modiile eden bir hormondur (15). Melatonin
oksijen radikallerinden hidroksil radikali, singlet oksi-
jen, peroksil radikali ve siiperoksit anyonu {izerine
etkilidir. Nukleus DNA’sini, membran lipidlerini,
sitozolik proteinleri oksidatif hasardan korur (16).
Ayrica antioksidan sisteme ait olan SOD, GSH-Px,
glutatyon reduktaz, glikoz-6-fosfat dehidrogenazi des-
tekler (17). Nitrik oksit sentetaz iizerine (18) inhibitor
etki yapar. Ayrica melatonin hangi yolla verilirse veril-
sin kolayca absorbe edilir ve morfofizyolojik bariyerle-
ri (kan-beyin bariyeri, plasenta vb.) hizla geger. Niifuz
ettigi organdaki hiicreleri oksidatif hasardan korur.
Ayrica hiicre organellerinden mitokondri iizerinede
koruyucu etkisi vardir (19).

Bu calisma ile HSG esnasinda kullanilan X ray,
lipiodol ve melatoninin rat uterusun da endometriyal
ablasyon, uterus hiicrelerinde displazik degisiklikler ve
myometrial liflerde igsi yapilagsma iizerine etkisinin
incelenmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Bu deneysel galisma Firat Universitesi Deney Hayvan-
lar1 Laboratuvarinda yapildi. 40 adet diizenli siklusa
sahip, 190-220 g agirhiginda, 4 aylik, eriskin disi
Sprague Dawley cinsi rat randomize c¢alisma progra-
mina alindi. Ratlar 12 saat 1s1k (08-22), 12 saat karan-
lik fotoperyodunda ve 21-23 C° sabit sicakliktaki oda-
da, standart pellet yemi ve sehir suyu ile beslendi. Bu
calisma i¢in Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Ko-
mitesinden izin alindi. Deneyden 18 saat 6nce oral
beslenme kesildi, sadece su i¢gmelerine izin verildi.
Vajinal sitoloji takibinde estrus fazinda tespit edilen
ratlara anestezi saglamak amaciyla 400 mg/kg/IP do-
zunda kloral hidrat uygulandi. Ratlar sirt iistii operas-
yon masasina yatirildi. Batin orta hat insizyonla acgild1.
Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi.
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Grup 1 (n=10): Batin agilip kapatilan ve X ray
uygulanmayan grup.

Grup 2 (n=10): Batin acilip kapatilan ve X ray
uygulanan grup.

Grup 3 (n=10): Batin ac¢ilip her bir uterin horna
0.1 ml Lipiodol® amp.(Guerbet lab, Aulnay-sous-bois,
France) uygulanan grup.

Grup 4 (n=10): Batin agilip, 10 mg/kg/ip melato-
nin (Melatonin® 1g flakon, N-acetyl-5-methoxytryp-
tamine; Sigma Chemicals Co) uygulanip, 15 dakika
sonra her bir uterin horna 0.1 ml Lipiodol uygulanan
grup.

Batinlar1 kapatilan Grup 2, grup 3 ve grup 4’teki
ratlara 2 ser dakika ara ile 3 doz X ray uygulandi (Top-
lam doz=15-20 miliRad, Villa-Genius HF-80. Cift
masa, ¢ift tiip rontgen cihazi. 1994, italya).

Ratlar ¢alisma siiresince kan basimci, kalp atimi
ve ates Ol¢limii i¢in monitdrize edildi. Tim ratlarin
batin duvart 4/0 vicril ile kontiinyu kapatildi. HSG
¢ekildikten 3 saat sonra batinlar1 agildi.

Sol uterin horn distali ¢ikarildi. %10’luk formal-
dehitle tespit edildi. Hematoksilen-eozin ile boyanan
preparatlar 151k mikroskopisinde  Sapmaz  rat
endometrial ablasyon skalasina gore degerlendirildi
(20). Bir rat uterusunda igerden disartya dogru 6 tabaka
bulunur. Bu tabakalarda nekroz yok ise 0 puan, var ise
1 puan verildi. Tiim puanlar toplanarak toplam puan
hesaplandi. Rat uterus tabakalari. 1-luminal epitel, 2-
endometrial gland ve stroma, 3-endometriyum-
myometriyum bileskesi, 4-sirkiiler myometriyum, 5-
longitiidinal myometriyum 6- seroza. Ayrica fibrozis,
endometrial bezlerdeki dejenerasyon ve konjesyon da
degerlendirildi  (yok=0p, var=lp, Cok var=2p).
Uterusdaki displazik degisiklikler icinse, uterusun en
iist tabakasindaki hiicrelerde displazik degisiklikler
Nieto ve ark (21) over yiizey epitel degisiklikleri icin
onerdigi 9 parametreye, hiperkromaziyi ekleyip yeni
bir skala olusturularak incelendi. Modifiye Nieto skala-
sinda, 1- tafting, 2- tabakalanma,3-Kromatin diizensiz-
ligi, 4-Nukleus kontiir diizensizligi, 5-Nukleus boyu-
tunda artig, 6- Nukleus/Stoplazma oraninda artig, 7-
Pleomorfizm, 8-Nukleoli varligi, 9-Mitoz ve kendi
ekledigimiz 10-Hiperkromazi varlig1 incelendi. Her bir
parametre i¢in (yok=0 puan, az var=1p, var=2p, ¢ok
var=3p {lizerinden) degerlendirme yapildi ve toplam
puan hesaplandi.

Sirkiiler ve longiitidiinal myometriyumda igsi ya-
pilasma incelendi (yok=0p, az var=lp, var=2p, ¢ok
var=3p).

Verilerin istatistiksel analizi i¢in Kruskal Wallis
Varyans  analizi  kullanmildi.  p<0.05  bulunan
paramatreler i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U test yapildi. p<0.03 anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

X ray grubunda, konjesyon degeri en yiiksek bulundu.
Uterusun luminal epitel hiicrelerinde anlamli olarak
displazik degisiklikler ortaya c¢ikti (p<0.03, Mann
Whitney U test).

Endometrial ablasyon, fibrozis, endometriyal bez
dejenerasyonu ve myometrial hiicrelerdeki igsi degisik-
likler kontrol grubu ile benzer bulundu (p>0.03, Mann
Whitney U test).

Lipiodol grubunda (Grup 3) konjesyon ve uterus
luminal epitelindeki displazik degisiklikler X ray gru-
buna gore anlamli olarak azalirken (p<0.03, Mann
Whitney U test), myometriyumdaki igsi degisiklikler
anlamli olarak artt1 (p<0.03, Mann Whitney U test).
Endometrial ablasyon, fibrozis ve endometriyal bez
dejenerasyonu kontrol grubu ile benzer bulundu
(p>0.03, Mann Whitney U test).

Lipiodol, konjesyon ve luminal epiteldeki
displazik degisiklikleri azaltmakta, myometriyum {ize-
rindeki zararli etkiyi artirmaktadir.

G3’teki  preperatlarda, luminal epitel ve
endometrial bezler iginde partikiiller mevcut idi.
Endometrial bezler oldukga biiyiimiistii. Ancak dejene-
rasyon tespit edilmedi.

Lipiodol ile birlikte melatonin kullanilmasi (G4)
tim degerleri kontrol grubu diizeyine diistirdii. Melato-
nin hem X rayin konjesyon ve luminal epitel hiicrele-
rindeki displazik etkisini, hem de lipiodoliin
myometriyum iizerindeki igsi gelisme iizerine olan
olumsuz etkilerini diizeltmektedir.

G4’teki preperatlarda, lipiodol grubunda gordii-
glimiiz hiicre i¢inde biriken partikiiller sadece
endometrial bezlerde gézlendi. Ayrica sayilart ve bii-
yiikliikleri azalmisti. Luminal epitel ve tiim preparatta
incelenen doku katmanlar1 tamamen normal goriinmek-
te idi.

Tilim gruplarda inceledigimiz degerler Tablo 1’de
gosterildi. Degerler ortalama+SD olarak gosterildi.
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Tablo 1. Tim gruplarin endometriyal ablasyon, fibrozis,
konjesyon, endometrial gland degisikligi, displazik degisiklik ve
myometriyumdaki igsi degisikliklere ait incelenen parametreleri.
Degerler ortalamaxSD olarak gésterildi.

Parametre Grup 1 Grup2 Grup3 Grup4 P
Endometriyal 0:0 00103 00103 00 N
Ablasyon S
N
Fibrozis 0%0 0,01£0,3 0,010,3 0%0 S
Konjesyon 0+0' 1,7£0,5°  0,6%0,52 00’ *
Endometrial 0£0 00 00 o0 N
gl. Dej S
Displazik 0,01:0,3' 53:06° 22:08  0:0'  *
degisiklik
Myometriyumda 1 0+0'  0,9:03%  0:x0' *
igsi degisiklik

*=p<0.05, Kruskal Wallis varyans analizi.

Not: Ortalamalar lizerindeki farkli rakamlar, ortalamalar arasin-
da anlaml fark oldugunu géstermektedir (p<0.03, Mann
Whitney U test). Rakamlandirma da, ortalamalar kiigiikten
buyiige dogru siralandi.

Tiim gruplardaki konjesyon, displazik degisiklik
ve igsi myometriyum degisiklikleri sapli kutu grafigi
olarak Sekil 1’de gosterildi.

7
: * B o
54 l:l Konjesyon
. Mot s
3 | *

M= 10 10 A0 10 10 A0 10 10 10 10 10 10
G1 G2 G3 G4

Sekil 1. Tim gruplardaki, konjesyon, uterus hiicrelerindeki
displazik degisiklik ve igsi myometriyum degisikliklerine ait
sapli kutu grafigi.

* = p<0.05, Kruskal Wallis Test.

TARTISMA

Ratlarda HSG c¢ekmek icin kullanmilan X ray,
konjesyonu ve uterus luminal epitelindeki displazik
degisiklikleri artirirken, lipiodol eklenmesi bu degisik-
likleri azaltmakta, myometriyumdaki igsi degisiklikleri
artirmaktadir. Lipiodole melatonin eklenmesi tim
zararlt etkileri diizeltmektedir. Bu nedenle Lipiodolle
HSG ¢ekilen vakalarda melatonin kullanilabilir.
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Lipiodol grubunda (Grup 3), luminal epitel ve
endometrial bezler i¢inde, grup 1 ve grup 2’de gérme-
digimiz partikiiller tespit edildi. Ayrica grup 4’te sade-
ce endometriyal bezlerde, bu partikiillerin daha kiigiik-
leri tespit edildi. Bunun nedeni, HSG ¢ekiminde kulla-
nilan Lipiodoliin hiicre i¢inde birikmesi ve beraberinde
uygulanan ilacida hiicre i¢ine ¢ekmesi olabilir. Ciin-
kii,Lipiodol kemoembolizasyon vakalarinda da kullani-
lir (22-25). Karaciger hiicreleri tarafindan yakalanan
lipiodol uzun bir siire karaciger hiicrelerinde tutulur.
Insan hepatoma hiicrelerinde antiproliferatif ve
sitotoksik etki yapar. Sitotoksik etkisi Ozellikle
makrofajlar ve kanser hiicrelerinde ortaya g¢ikarken,
normal insan karaciger hiicrelerinde daha az ortaya
cikar (22, 23). Kemoembolizasyon vakalarinda kullani-
lan Cis-Platin gibi antitiimoral ajanlarin, karaciger
hiicrelerindeki, intraselliiler miktarlari, lipiodol tarafin-
dan artirilir ve kemoembolizasyonun basari sansi artar
(24, 25). Bulgularimiz uyumludur.

Lipiodol grubunda (Grup 3), X ray grubunun
luminal epitel hiicrelerinde yaptig1 displazik degisiklik-
ler anlamli olarak azaltilmaktadir. Ciinkii, lipiodol
(Ethiodol =Ethiodized poppy seed oil) i¢indeki poppy
seed oil, cesitli yag molekiillerinden meydana gelir.
Biiyiik oranda linoleik asid (Ci3H3,0,) ve ¢oklu doy-
mamis yag asitlerinden omega serisini igerir (26).

Linoleik asit giiglii bir antioksidan olup, viicutta
bir ¢ok olumlu olay1 gerceklestirir. Antikanserojeniktir.
Immiin fonksiyonlar1 modiile eder, aterosklerozu,
diabeti ve obeziteyi onler (27). Lipiodol kullandigimiz
grupta luminal epiteldeki displazik degisikliklerin
azalmasini bu sekilde izah edebilirken,
myometriyumdaki igsi degisiklikleri ise TNF-alfa’nin
iki reseptdr modeli ile izah edebiliriz. Soyle ki; TNF-
alfa molekiilii, viicutta etkisini molekiil agirligi farkl
olan 2 reseptor (55 kDa=R1, 75kDa=R2) fizerinden
gerceklestirir. R1 {izerinden genellikle hiicre oliimii
islevi ortaya ¢ikarken, R2 iizerinden hiicre
proliferasyonu islevi ortaya ¢ikar. Gorildiigii gibi bir-
birine tamamen zit 2 etki (hiicre 6liimii ve ¢ogalmasi),
ayni sitokin tarafindan meydana getirilebilmektedir.
Granuloza ve luteal hiicrelerde Once stimiilasyona,
preantral follikiil asamasinda ise granuloza hiicrelerin-
de apoptozise neden olur. Boylece follikiil gelisiminin
farkli basamaginda farkli etkileri ortaya cikmaktadir
(28-31). Lipiodoliinde bdyle bir divers etkisi olabilir.
Luminal hiicrelerdeki reseptorii farkli, myomet-
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riyumdaki reseptorii farkli olabilir. Bu konuda ek ¢a-
lismalara ihtiya¢ vardir.

Lipiodole melatonin eklenmesi, konjesyonu,
endometriyal ablasyonu, fibrozisi, displazik degigiklik-
leri ve myometriyumdaki igsi degisiklikleri kontrol
grubu diizeyine indirmistir. Nedeni, lipiodoliin kullan-
digimiz melatonini hiicre i¢ine ¢ekmesi olabilir. Hiicre
ici konsantrasyonu artan melatonin, ¢ok gii¢lii antiok-
sidan etkisi ile, iyonize radyasyonun zararli etkilerini
onlemektedir.

Radyasyon tedavisinden Once verilen melatonin,
kromozomal hasar1 onlerken, radyasyon tedavisinden
sonra verilen melatonin kromozomal hasari 6nleme-
mektedir (32). Biz de ¢alismamizda 15 dakika once
melatonin verdik ve over ylizey epitel degisiklikleri
anlamli olarak azaldi.

Vijayalaxmi ve ark (33)’nin yaptig1 caligmada,
300 mg/po melatonin kullaniminin primer olarak DNA
hasarini 6nledigi, kromozom yapisindaki bozulmalari
azalttigt ve mikronukleoi gelisimini azalttif1 tespit
edilmistir. Bulgularimiz uyumludur.

Radyasyon uygulanmadan iki saat 6nce kullanilan
300 mg/po. melatonin kromozomal aberasyonlari ve
microniikleuslarin ortaya ¢ikmasimi anlamli olarak
azaltir (34). Calismamizda da benzer bulgular saptadik.

Parakuat toksisitesi, serbest radikallere bagl ola-
rak ortaya ¢ikar. Melatonin gii¢lii bir anti oksidan ol-
dugu igin parakuata bagli hasari 6nler. 2mg/kg/ip gibi
¢ok az dozlarda uygulanan melatonin dahi eritrositler-
deki mikronukleuslarin geligimini 6nlemektedir (35).
Bulgularimiz bu ¢alisma ile uyumludur.

Ortiz ve ark. (36) vyaptiklar1 ¢alismada
10mg/kg/ip.  Melatonin  uyguladiklar1  ratlarda,
parakuata bagli genotoksik etkinin azaldigini tespit
etmistir. Hem periferik kanda hemde kemik iligi hiicre-
lerinde, mikronukleuslarin sikligi azalmistir. Bizde
benzer sonuclara ulastik.

Sonug olarak, HSG’nin ¢ekilmesi esnasinda kul-
lanilan X ray, uterusdaki luminal epitel hiicrelerinde
displazik degisiklikleri anlamli olarak artirmaktadir.
Lipiodol eklenmesi displazik degisikligi anlamli olarak
azaltirken, myometriyumdaki igsi yapilagsmay1 artir-
maktadir. Lipiodole melatonin eklenmesi tiim olumsuz
degisiklikleri diizeltmektedir. HSG ¢ekilmesi esnasinda
lipiodol uygulanan vakalarda, melatonin kullanilabilir.
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