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ONSOZ

Kopeklerde istenmeyen gebelikler Veteriner pratikte siklikla karsilasilan bir
problemdir. Bu gebeliklerin sonlandirilmasinda uzun yillardir farkli yontemler
kullanilmakta olup sekillenen yan etkiler, uzun siireli kullanim zorunlulugu ve basari
oranlariin istenilen seviyede olmamasi gibi nedenlerle yaygin kabul goren bir
yontemden s6z etmek miimkiin degildir. Kopeklerde istenmeyen gebeliklerin
sonlandirilmasinda en gilincel yaklagim progesteron reseptdr antagonistlerinin
kullanimidir. Bu bilesiklerin kdpeklerdeki etkilerinin klinik ve molekiiler diizeyde
incelenmesi kopeklerde gebeliklerin yani sira Veteriner Dogum ve Jinekoloji
alaninda etiyolojisinde progesteronun rol oynadigi bir¢cok fizyolojik ve patolojik

olgunun daha iyi anlasilabilmesi ve manuplasyonunda 6nem tagimaktadir.

Bu c¢alisma siiresince yardimlarini esirgemeyen doktora tez danismanim ve
tez izleme komitesi baskani Prof.Dr. Hakk: Izgiir, komite iiyeleri Prof. Dr. Selim
Aslan ve Prof. Dr. Aykut Ozkul, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji Anabilim Dal1 6gretim iliye ve elemanlarina siikranlarimi sunarim. Ayrica,
Viyana Veteriner Universitesi Patobiyoloji Departmam Histoloji ve Embriyoloji
Enstitiisii Bagkan1 Prof. Dr. Peter Bock, 6gretim tiyeleri Prof. Dr. Ingrid Walter, Prof.
Dr. Kirsti Witter, Dr. Gunter Florian Egger Viyana Veteriner Universitesi Hayvan
Yetistiriciligi ve Reprodiiksiyon Departmant Dogum, Jinekoloji ve Androloji Klinigi
ogretim iiyesi Prof. Dr. Sabine Schafer-Somi, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi Alev Giirol
Bayraktar’a tesekkiirii bor¢ bilirim. Tarifsiz desteginden dolayr Maria Magdalena

Helmreich’e 6zel olarak tesekkiir ederim..
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SEKILLER

Aglepriston uygulamasi siirecinde ortalama viicut 1silari
Aglepriston uygulamasi siirecinde serum progesteron ve
Ostradiol konsantrasyonlari

Spontan rezorbsiyon/abort grubu, uyarilan rezorbsiyon
abort grubu ve kontrol grubunda ovaryohisterektomi
operasyonu sirasinda alinan kan 6rneklerinde progesteron
ve Ostradiol konsantrasyonlari

Doku uyusum kompleksi molekiilii-I,-II, matriks
mttalloproteinaz-2,-9, Ostrojen ve progesteron reseptorleri
icin immunohistokimyasal boyamalara drnekler

CIZELGELER

Calismada kullanilan hayvan materyalinin gruplandirilmasi
Ultrasonografik  muayene ile gebelik  gilinlerinin
belirlenmesinde kullanilan referans denklemler

Immunohistokimyasal boyamalarda kullanilan  primer
antikorlar

Progesteron  reseptoérii  immunohistokimyasal ~ skor
derecelendirmesi
Ostrojen reseptorii immunohistokimyasal skor
derecelendirmesi

Grup I ve grup II’de aglepriston uygulamasina baslanan
gebelik giinleri, ilk aglepriston uygulamasi ile ilk yavrunun
abortu arasinda gegen siire, ilk yavrunun abortu ile son
yavrunun abortu arasinda gecen siire ve yavru sayilari

Grup I ve grup II’de aglepriston uygulamalar1 sonrasinda
belirlenen viicut 1silart.

Kornu uteri plasental boliim morfometrik 6l¢iim sonuglari
Kornu uteri interplasental bdliim morfometrik O6lgiim
sonuclari

Tim caligma gruplarinda kornu uteri plasental boliim doku
katmanlar1 doku uyusum kompleksi molekiili-II pozitif
hiicre sayilari

Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abortlar sonrasi kornu
uterilerin  plasental bolimiinden elde edilen doku
orneklerinde doku uyusum kompleksi molekiili-II pozitif
hiicre sayilar1

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildigi kopekler ve gebe kopeklerde
kornu uterilerin plasental boliimiinden elde edilen doku
orneklerinde doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif
hiicre sayilar

Tim c¢alisma gruplarinda kornu uteri interplasental bolim
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Cizelge 3.9.

Cizelge 3.10.
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Cizelge 3.21.

Cizelge 3.22.

doku katmanlar1 doku uyusum kompleksi molekiilii-II
pozitif hiicre sayilar

Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abortlar sonrasi kornu
uterilerin interplasental boliimiinden elde edilen doku
orneklerinde doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif
hiicre sayilart

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildigi kopekler ve gebe kopeklerde
kornu uterilerin interplasental boliimiinden elde edilen doku
orneklerinde doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif
hiicre sayilar

Tiim c¢aligma gruplarinda korpus uteri doku katmanlar
doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilari
Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abortlar sonrasi korpus
uteriden elde edilen doku oOrneklerinde doku uyusum
kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilari

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildigi kopekler ve gebe kopeklerde
korpus uteri bolimiinden elde edilen doku oOrneklerinde
ortalama doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre
sayilari

Tiim ¢alisma gruplar i¢in kornu uterinin plasental bdliimii
farklt hiicre gruplarinda progesteron reseptorii toplam
skorlari

Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abort sonrasi kornu
uterilerin  plasental bdliimiinde progesteron reseptori
toplam skorlar

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildig1 kopekler ve gebe kopeklerde
kornu uteri plasental boliim progesteron reseptorii toplam
skorlari.

Tim caligma gruplar1 i¢in kornu uterinin interplasental
bolimii farkli hiicre gruplarinda progesteron reseptorii
toplam skorlar1

Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abort sonrast kornu
uterilerin interplasental bdliimiinde progesteron reseptdrii
toplam skorlari

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildig1 kopekler ve gebe kopeklerde
kornu uteri interplasental bolim progesteron reseptorii
toplam skorlari

Tim caligma gruplan i¢in korpus uteri farkli hiicre
gruplarinda progesteron reseptorii toplam skorlari

Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abort sonrast korpus
uteri progesteron reseptoril toplam skorlari

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildig1 kdpekler ve gebe kopeklerde
korpus uteri progesteron reseptorii toplam skorlari
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Tiim ¢alisma gruplar i¢in kornu uteri plasental boliim farkl
hiicre gruplarinda 6strojen reseptdrii toplam skorlari
Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abort sonrasi kornu
uterilerin plasental boliimiinde Ostrojen reseptorii toplam
skorlar1

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildigi kdpekler ve gebe kopeklerde
kornu uteri plasental boliim &strojen reseptorii toplam
skorlari

Tiim ¢alisma gruplari i¢in kornu uteri interplasental bolim
farkli hiicre gruplarinda dstrojen reseptorii toplam skorlari
Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abort sonrasi kornu
uterilerin interplasental boliimiinde Ostrojen reseptorii
toplam skorlar1

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildigi kopekler ve gebe kopeklerde
kornu uteri interplasental boliim strojen reseptorii toplam
skorlari

Tiim caligma gruplant igin korpus uteri farkli hiicre
gruplarinda 6strojen reseptorii toplam skorlari

Spontan  rezorbsiyon/abort ve  gebeligin  degisik
donemlerinde uyarilan rezorbsiyon/abort sonrasi korpus
uteri Ostrojen reseptdrii toplam skorlari

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler,
rezorbsiyon/abortun uyarildigi kopekler ve gebe kopeklerde
korpus uteri 6strojen reseptorii toplam skorlari

Spontan rezorbsiyon/abort grubu, Grup I ve Grup II’de
kornu uterilerin plasental bdliimiinden aliman doku
orneklerinin myometriyum ve endometriyum katmanlarinda
aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlar

Spontan rezorbsiyon/abort, uyarilan rezorbsiyon/abort ve
kontrol gruplarinda kornu uterilerin plasental boliimiinden
alman doku Orneklerinin myometriyum ve endometriyum
katmanlarinda aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlar

Spontan rezorbsiyon/abort grubu, Grup I ve Grup II’de
kornu uterilerin interplasental boliimiinden alinan doku
orneklerinin myometriyum ve endometriyum katmanlarinda
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1. GIRIS

1.1. Kopeklerde Gebelik

1.1.1. Gebelik Siiresi

Kopeklerde fertil bir ¢iftlesme ile dogum arasindaki siire ortalama 64 giin olup 58-71
giin arasinda degigsmektedir (Concannon, 1986). Bu 6nemli degiskenligin temel iki
nedeni kopeklerde spermatozoanin disi genital kanalinda uzun siire canliligim
korumasi ve Ostrusun baslangict ile ovulasyon arasinda gecen siirenin kdpekler
arasinda farkliliklar gostermesidir. Kopek spermatozoonu ¢iftlesme sonrasi 6-7.
giinlere kadar fertil kalmakta ve fertil ciftlesmeler ovulasyonun 5 giin oncesi ile 5
giin sonrasinda ger¢eklesebilmektedir (Concannon ve ark., 1989). Kopeklerde
ovulasyon spontan sekillenmekte olup cok sayida ova preovulatdr liiteinlestirici
hormon (LH) dalgasindan yaklasik 2 giin sonra, kisa bir siirede ve senkronize
bicimde primer oosit olarak atilir. Bunu izleyen oosit olgunlagmasi i¢in 2-3 giinliik
bir siireye gerek duyulmaktadir. Oosit olgunlagsmasini LH dalgasindan 4-5 giin sonra
baslayan ve olgun oositlerin dejenerasyona ugrama siiresi olan 2-3 giin ile sinirlt bir

fertilizasyon donemi izler (Tsutsui, 1989).

Fertilizasyonun kisa bir zaman araliinda sekillenmesi ve Ostrusun geg
doneminde tuba-uterin birlesim yerinin (Tuba-uterine junction) nispeten sabit bir
stire icin acik kalmasi kopeklerde gebelige iligkin olaylarin ovulasyon zamani veya
preovulatdor LH dalgast ile iligkili olarak dar bir zaman araliginda sekillenmesine
neden olmaktadir (Concannon, 1986). Normal gebeliklerde dogum, ovulasyonu
takiben 63+1 giinde (Eker ve ark., 2006), LH dalgas1 sonrasinda ise 64-66. giinlerde
gerceklesmektedir (Concannon ve ark., 1983). Bununla birlikte, kopeklerde gebelik
siiresinin daha once gergeklesen dogum sayisi, 1k, yas ve yavru sayisindan
etkilenebilecegi bildirilmistir (Okkens ve ark., 1993; Okkens ve ark., 2001; Eilts ve
ark., 2005).



1.1.2. Embriyofotal Gelisim ve Plasentasyon

Tuba uterinanin distal kisminda gergeklesen fertilizasyonu izleyerek ovulasyon
sonras1t 96. saatten itibaren hiicre bolinmeleri sekillenmektedir (Tsutsui, 1989).
Hiicre boliinmeleri devam ederken morula asamasina ulasan embriyolar ovulasyonu
izleyen 11-12. giinlerde tubauterin baglant1 noktasinin agilmasi ile kornu uterilere
gegmektedirler (Shimizu ve ark., 1990). Embriyolar i¢in uterusa gegisten 16-17. giine
kadar intrauterin, transkornual migrasyon s6z konusudur. Uterus yikamalar1 ve
ultrasonografik c¢aligmalar embriyo gogiiniin sona ermesi ve embriyolarin uterusta
son pozisyonlarin1 almasinin 16-18. giinler arasinda gergeklestigini géstermektedir.
Uterus lumeninde preimplantasyon donemindeki embriyolara iliskin vezikiiller, 17-
19. giinlerde gerceklestirilen ultrasonografik muayenelerde >Imm c¢apinda
anekojenik yapilar seklinde belirlenebilmektedir (Yeager ve Concannon, 1990;
Salmanoglu ve ark., 2006). Caplar1 >2mm olan embriyolar 20-22. giinlerde 3-6
mm’ye uzamaktadir. Uterus yikamalarinda embriyolar biitiinliiklerini kaybetmeden
en gec 18-19. giinlerde toplanabilmektedir. Bu donemden sonra uterus vezikiilleri
icerisindeki embriyolarin ekspansiyonu nedeniyle uterus yikamalarinda embriyolarin
zarar gormeden toplanmasini miimkiin olmamaktadir. K&pek embriyolar1 19-20.
giinlerde kendilerini ¢evreleyen zona pellusidalarindan kurtulmaktadirlar (Thatcher

ve ark., 1994).

Kopeklerde plasenta histolojik olarak endotelyokorial, morfolojik olarak ise
zonar ve sirkumferensiyaldir. Kopeklerde plasentanin yapisinda koryoallantoik
membran, fotal koryonik villuslarin maternal kan damarlar ile iligkili oldugu
plasental labirent, plasentasyonun ilk asamalarinda sinsityotrofoblastin terminal
segmentlerinin maternal epitelyum ve konnektif dokuyu erozyona ugratmasiyla
olusan nekroz kusagi, siiperfisiyal endometriyal bezlerden sekillenen maternal bezsel
odaciklar, konnektif dokunun olusturdugu supraglandular katman ve derin

endometriyal bezler yer almaktadir (Anderson, 1969; Wynn ve Corbett, 1969).

Uterusta plasentasyona iliskin ilk bulgu ovulasyon sonras1 yaklagik 20. giinde

belirlenen geniglemelerdir. Bu genislemelerin nedeni uterus katmanlarinda meydana



gelen intersitisyel 6dem ve endometriyal bez lumenlerinin hacminin artmasidir.
Bununla birlikte, bu asamada embriyolarin endometriyumla kurduklar1 baglanti
heniiz invaziv karakterde degildir. Ovulasyon sonrasi 21-22. giinlerde uterustaki
geniglemelerin ¢aplar1 artar ve iki 6nemli gelisim gerceklesir; bunlar kript gelisimi ve
lakuna formasyonudur. Bunu, ovulasyonu takip eden 22-23. giinlerde ger¢ek
plasental trofoblast invazyonu izlemektedir (Thatcher ve ark., 1994). Sitotrofoblastin
uterusa bakan ylizeyindeki sinsityal trofoblastik hiicreler yavasca maternal epitelyal
hiicrelerin arasina girerek bu hiicreleri ¢evreler ve bu hiicrelerin bazal membrandan
ayrilmasina neden olmaktadir. Trofoblast daha sonra maternal kan damarlarin
cevreleyecek bicimde kapillar yataga dogru ilerlemektedir. Plasental gelisim
ovulasyonu izleyen 30. giinden itibaren hiz kazanmakta ve trofoblast yayilmaya
devam ettik¢e sinsityum endometriyal bezlere dogru ilerlemekte, glandular epitelyal
hiicrelerin arasina ve altlarina penetre olarak bu hiicreleri kan desteginden mahrum
birakmaktadir. Ovulasyon sonrast 35. giinde trofoblast en yiiksek penetrasyon
derinligine ulasir ve lakunalarin agiz kismindaki kriptlerin erozyonuna neden
olmaktadir. Sinsityum genisleyerek plasental alandaki maternal kan damarlarini

tamamen sarmaktadir (Barrau ve ark., 1975).

Kopek plasentasinin bir baska 6nemli 6zelligi ise her iki ucunda hematom
olusumudur (Wynn ve Corbett, 1969). Hematomlar kopeklerde iyi gelismis ve yesil
renkte olup, gebeligin 25. giiniinde 1 mm, dogum sirasinda ise yaklasitk 8 mm
capindadir (Miglino ve ark., 2006). Implantasyon alanlarinin polar uglarinda
trofoblast invazyonu plasentanin herhangi bir boliimiinde oldugu gibi baglamaktadir.
Ancak, yaklasik 25. glinde kan damarlarinin endotelyumunu da igerecek bigimde
yogun bir maternal doku erozyonu gerceklesir. Bunun sonucunda sekillenen nekroz
ve hemoraji maternal kanin damar disina sizmasina neden olarak hematomlari
olusturur. Bu kan 6zellikle kirmizi kan hiicreleri ve trofoblastik hiicreler tarafindan
fagosite edilir. Bu durumun embriyolarin besin maddesi oOzellikle de demir

ihtiyacinin karsilanmasinda 6nemi bulunmaktadir (Barrau ve ark., 1975).



1.1.3. Gebelik Endokrinolojisi

Dogumla iligkili belirgin degisiklikler disinda gebe kopeklerde periferal hormon
seyri, gebeligin sekillenmedigi seksiiel sikluslar ve buna bagli luteal progesteron (P)
tiretimi siirecindeki hormon seyrine benzer olmaktadir. Gebe kopeklerde plazma Py
ve Ostradiol (E;) seviyeleri ortaya konulmus olmakla birlikte (LH), follikiil stimiile
edici hormon (FSH), prolaktin (PRL) ve biliylime hormonu (GH) gibi hipofiz
kaynakli hormonlarin seyri ve fonksiyonu tam olarak agikliga kavusturulamamigtir

(Concannon ve ark., 1989).

1.1.3.1. Ostradiol Konsantrasyonu

Kopeklerde serum ve plazma E, konsantrasyonlari preovulator LH dalgasinin 1-2
giin Oncesinde bir baska ifadeyle, ge¢ prodstrusta 50-100 pg/ml ile en yiiksek
seviyelerine ulasir. Bunu takiben LH dalgasi sirasinda ve sonrasinda bir diisiis
sekillenir ve bu diisiis seksiiel siklusun dstrus evresi boyunca devam eder. Ostrusu
izleyen donemde yavas ancak siirekli bigimde artan serum ve plazma Ostrojen
konsantrasyonlart dogum oncesi donemde 20-30 pg/ml’ye ulagir (Concannon ve ark.,
1989). Gebe kopeklerde E, konsantrasyonlarinin gebe olmayan kopeklerin luteal
periyodundaki E, konsantrasyonlarina gore daha yiiksek oldugu (Concannon ve ark.,
1975) ve gebe kdpeklerde plazma Ostrojen metaboliti konsantrasyonlariin belirgin
dalgalanmalar gdsterebilecegi bildirilmesine karsin (Chakraborty, 1987), bir¢ok
calismada gebeligin ikinci yarisindaki E; ya da total Ostrojen konsantrasyonlariin
gebe olmayan kopeklerin luteal evresinde gozlenen konsantrasyonlardan farkl
olmadig: bildirilmistir (Nett ve ark., 1975; Graf, 1978; Reimers ve ark., 1978). Gebe
kopeklerde Ostrojen sekresyon veya metabolizmasinda sekillenen degisimlerin
periferal kanda belirlenen degisimlerden daha yiiksek olabilecegi, periferal hormon
seviyelerinin gebelikte sekillenen kilo artisi ve hematokrit degerlerinde diisiis
nedeniyle dolasimdaki kan hacim artisindan etkilenebilecegi belirtilmektedir

(Concannon ve ark., 1989).



1.1.3.2. Progesteron Konsantrasyonu

Prodstrusta preovulatér LH dalgasi 6ncesinde serum ve plazma P4 konsantrasyonlari
diisiik seyretmektedir. Bu evrede sporadik LH dalgalarmin ovaryum follikiilleri
tizerine etkimesi, follikiillerin olgunlagsmasina ve diisik seviyelerde ancak
belirlenebilir luteinizasyonlarina neden olarak serum P4 konsantrasyonlarinin
genellikle 0,3-1,0 ng/ml arasinda dalgalanmalar gostermesini saglamaktadir
(Concannon ve ark., 1977a). Progesteron konsantrasyonlar1 preovulatér LH dalgasi
sirasinda ya da hemen sonrasinda hizla >1ng/ml seviyesine ¢ikar ve seksiiel siklusun
Ostrus evresi boyunca artarak LH dalgasimi izleyen 15-30. giinlerde 15-90 ng/ml

seviyelerine ulagmaktadir (Concannon ve ark., 1989).

Gebe ve gebe olmayan kopeklerde dolasimdaki P, konsantrasyonlarinin
karsilastirildigi ¢alismalarda ya c¢ok kiigiik farkliliklar belirlenmis ya da herhangi bir
degisiklik gézlenmemistir (Nett ve ark., 1975; Austad ve ark., 1976; Reimers ve ark.,
1978). Baz1 caligmalarda ise implantasyon ve plasental gelisim sonrasinda gebelige
0zgli P, konsantrasyonu artiglar1 bildirilmistir (Smith ve McDonald, 1974;
Concannon ve ark., 1975; Concannon ve ark., 1977b). Gebeligin son 1/3’lik
doneminde ise P4 konsantrasyonlar1 yavasca 4-16 ng/ml seviyesine diiser, 1-2 hafta
bu seviyelerde kalir ve dogumdan bir giin 6nce hizla <1-2 ng/ml diizeyine iner

(Concannon ve ark., 1989).

1.1.3.3. Prolaktin Konsantrasyonu

Hipofizden kdken alan prolaktin, gebe kopeklerde ovulasyon sonrasi yaklagik 30.
giinde artmaya baslayarak dogum oOncesi donemde 40-50 ng/ml degerlerine
ulagmakta ve luteal donemin ortalarindan bagslayarak gebeligin devami i¢in dnemli
bir gorev istlenmektedir (Onclin ve Verstegen, 1997a). Korpora lutea aktivitesi

gebeligin ikinci yarisinda prolaktin tarafindan olumlu yonde etkilenmektedir

(Okkens ve ark., 1990).



Yapilan calismalar gebe olmayan hayvanlarda luteal donemde plazma
prolaktin degerlerinin 5 ng/ml diizeyinde oldugunu gostermistir (Onclin ve
Verstegen, 1997a; Kooistra ve Okkens, 2001). Memeli hayvanlarda hipofizer
prolaktin sentez ve sekresyonu hipotalamusun dopaminerjik sistemi tarafindan
kontrol edilmektedir. Hipotalamustan salinan dopamin, prolaktin inhibe edici faktor
(Prolaktin Inhibiting Factor, PIF) olarak etki gosterir ve hipofizden prolaktin
salimimin baskilar (Rijnberk, 1996). Gebe ve gebe olmayan hayvanlarda hipofizden
prolaktin saliniminin baskilanmasi periferal prolaktin degerlerinin 6nemli 6lgiide

diismesine neden olmaktadir (Onclin ve Verstegen, 1996).

Korpora lutea regresyonu ile progesteron kan diizeyinde meydana gelen
diisiislere paralel olarak gebeligin devaminin saglanabilmesi igin kopeklerde
gebeligin  orta doneminden baglayarak prolaktin degerleri artma egilimi
gostermektedir (Hoppen, 1990; Onclin ve Verstegen, 1997a; Onclin ve Verstegen,
1977b).

1.1.3.4. Relaksin Konsantrasyonu

Relaksin, memelilere 6zgii, gebelik doneminde ovaryum ve uteroplasental dokularda
tiretilen peptid yapida bir hormondur. Relaksin koyun, rat ve insanlarda myometrium
kontraktilitesini durdurmaktadir. Son yillarda kdpeklerde relaksinin erken gebelik ve
ozellikle implantasyonla iliskisi dogrultusunda arastirmalar yapilmistir (Stewart ve
ark., 1990; Alagam ve ark., 2005). Periferal relaksin degerleri gebe olmayan
kopekler ve erkek kopeklerde giintimiizdeki yontemlerle Olcililemeyecek
diizeylerdedir (Steinetz ve ark., 1989; Steinetz ve ark., 1990; Steinetz ve ark., 1996;
Buff ve ark., 2001; Einspanier ve ark., 2002). Gebe kopeklerde gebeligin tigiincii
haftasindan baglayarak relaksin degerlerinde artis gdzlenmektedir (Steinetz ve ark.,
1987; Einspanier ve ark., 2002). Bu donem, plasental labirentlerinin olustugu
doneme denk gelmektedir. Bu donemde trofoblast endometriyumda derin bir sekilde
ilerlemis ve maternal damarlar1 ¢evreleyen sinsityum gelismistir (Riisse, 1991).

Sonografik bakilarin yaninda giliniimiizde kopekte sadece relaksin gebeligin plasenta



ve uterus durumuna iligkin bilgi verebilmektedir (Steinetz ve ark., 1990, Steinetz ve

ark., 1996; Einspanier ve ark., 2002).

Gebeligin 6. ve 8. haftalarinda relaksin degerleri 4-6 ng/ml’e yiikselmektedir
(Steinetz ve ark., 1987). Disi kopeklerde periferal relaksin degerlerinin yavru
bliyiikliigli ve hayvanlarin viicut agirliklar ile iliskisinin bulunmadigi bildirilmistir

(Bunck ve ark., 2002; Einspanier ve ark., 2002).

1.1.3.5. Liiteinlestirici Hormon Konsantrasyonu

Kopeklerde seksiiel siklusun andstrus evresinde LH konsantrasyonlar: bireysel
farkliliklar gozlenmekle birlikte diisiik seyretmektedir. Prodstrusun sonundaki
preovulator LH dalgas1 ile serum LH seviyeleri 20-40 kat artmaktadir. Artan
dozlarda ekzojen Ostradiol uygulamalar1 ovariektomize kopeklerde serum LH
seviyelerini bazal diizeyde tutarken, dstradol uygulamalarina son verilmesi serum LH
seviyelerinde normal kopeklerde gozlenen preovulator LH dalgasina benzer artiglar
ile sonuglanmaktadir. Dolayisiyla, seksiiel siklusun prodstrus evresinden Ostrus
evresine gegilirken follikiillerin olgunlagsmas1 ve liiteinizasyonlar1 ile azalan
Ostrojen:progesteron  oraninin  preovulator LH salinnminda etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Liiteinlestirici hormon seviyelerinde sekillenen preovulator artis
24-72 saat siirer ve ovulasyonlarin gerceklesmesini saglar (Concannon, 1989). Bazal
ve ortalama LH konsantrasyonlart hipotalamik GnRH’nin hipofizer portal kan
dolasimina pulzatil salinimi, ovaryum kaynakli hormonlarin hipofizer LH sekresyonu
lizerine baskilayici etkilerinin giiciine ve hipofizer hiicrelerden salinabilecek LH

miktarina baglidir (Concannon, 1993).

Bazal LH salinim1 luteotropik etkili olup seksiiel siklusun luteal evresinde ve
gebe kopeklerde P4 sekresyonu igin gereklidir. Birgok c¢alismada gebe ve gebe
olmayan kopekler arsinda serum LH diizeylerinin farklilik gostermedigi bildirilmistir
(Smith ve McDonald, 1974; Chakraborty, 1987; Reimers ve ark., 1978). Giincel
caligmalarda ise LH profilinin gebelikte farkliliklar gosterebilecegi yoniinde bilgilere
ulagilmistir (Onclin ve ark., 2000; Onclin ve ark., 2002). Buna gore, gebeligin



ozellikle 40. giinlinden sonra gebe kopeklerde ortalama LH seviyelerinin yiiksek
oldugu, gebe olmayan kdpeklerde ise LH pulzatilitesinin ve dalga boylariin yiiksek
olmasina karsin ortalama seviyelerin diisiik seyrettigi bildirilmis ve serum LH
seviyelerinde gebelige 0Ozgii degisimlerin  korpora lutea fonksiyonunun

diizenlenmesinde etkili olabilecegi belirtilmistir (Onclin ve ark., 2002).

1.1.3.6. Follikiil Stimiile Edici Hormon Konsantrasyonu

Kopeklerde follikiil stimiile edici hormon seyri bu tiir icin homolog FSH testlerinin
gelistirilememis olmasi nedeniyle yogun bi¢imde c¢alisilmamistir. Mevcut
calismalarda ise Ozellikle andstrus evresi ve Ostrus siklusunun tekrar baslamasi
lizerine yogunlasilmistir (Kooistra ve ark., 1999). Follikiil stimiile edici hormon
seviyeleri sekstiel siklusun prodstrus evresinde ortalama anéstrus degerleri olan 1-4
ng/ml’nin altina diismekte, preovulator LH artisina eszamanli olacak bigimde bir
artis gostermekte ve ardindan bazal seviyelere diismektedir. Seksiiel siklusun
didstrus evresinde yavasga artan FSH diizeyi gebe olmayan hayvanlarda 3-6 ng/ml
arasinda seyrederken, gebe kdpeklerde FSH degerleri 10 ng/ml civarina ¢ikmakta ve
aradaki farklilik 6zellikle implantasyon sonras1 donemde belirginlesmektedir (Onclin
ve ark., 2002). Gebe kopeklerde gozlenen yiiksek FSH seviyelerinin gebeligin ikinci
doneminde  Ostradiol  seviyelerinin  yiiksek  seyretmesinde rol oynadigi

distiniilmektedir (Reimers ve ark., 1978).

1.1.4. Luteal Fonksiyon ve Gebeligin Devamindaki Rolii

Kopeklerde gebeligin devami igin gebelik siiresi boyunca yiiksek periferal P4
seviyelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu seviyelerin saglanmas1 ovaryumlar iizerindeki
korpora lutea sorumlulugunda olup gebeligin herhangi bir doneminde
gerceklestirilen ovariektomi operasyonu konseptusun rezorbsiyon veya abortu ile
sonuglanmaktadir (Sokolowski, 1971). Histokimyasal ¢aligmalar kdpek plasentasinda
ancak c¢ok diisiik miktarda steroidogenezis sekillenebilecegini gdstermektedir (Kiso

ve Yamauchi, 1984)



Kopeklerde luteal Ps sekresyonu, dolayisiyla gebeligin devami hipofizer
luteotropik hormon salinimina bagimlidir ve dénemi ne olursa olsun gebelikler
hipofizektomi ile sonlandirilabilmektedir (Concannon, 1980). Hem LH hem de PRL
gerek gebe olan gerekse gebe olmayan kopeklerde gerekli luteotropik hormonlardir.
Gebe kopeklerde anti-LH serumu uygulamast P4 seviyelerini belirgin olarak
diisiiriirken (Concannon ve ark., 1987), PRL sekresyonunu azaltan dopamin agonisti
uygulamalar1 luteal fonksiyonu sekteye wugratmakta ve mevcut gebelikleri

sonlandirabilmektedir (Post ve ark., 1987; Kiipliilii ve ark., 1992).

Ovulasyonu izleyen ilk birka¢ haftalik donemde otonom bir luteal fonksiyon
sekillenir ve bu donemde korpora lutea ge¢ luteal doneme oranla Iluteolitik
uygulamalara daha direnglidir. Bu duruma bazi ornekler; PRL sekresyonunun
baskilanmast (Concannon ve ark.,, 1987), Gonadotropin Salgilatict Hormon
(Gonadotrophin Releasing Hormone, GnRH) antagonisti uygulanmasiyla LH ve FSH
sekresyonunun baskilanmas1 (Vickery ve ark., 1989) ve ekzojen prostaglandinin
direk etkilerine (Concannon ve Hansel, 1977) kars1 erken donem korpora luteanin

yanitinin diislik olmasidir.

1.2. Kopeklerde Prenatal Kayiplar

Kopeklerde konseptus oliimii gebeligin herhangi bir doneminde sekillenebilir ve
rezorbsiyon, abort, fOtal retensiyon sonrasi mumifikasyon veya bakteriyel
kolonizasyon sonucu pyometra ile sonucglanir. Konseptus kaybi sonrasi hangi
sonucun sekillenecegini embriyonik/fétal oliimiin nedeni, sekillendigi gebelik

donemi ve foto-maternal immun sistem etkinligi belirlemektedir (Romagnoli, 2002).

Kopeklerde spontan rezorbsiyon ve abortlarin insidensi tam olarak ortaya
konulmamistir. Laparatomi sonrast ovaryumlar tiizerindeki korpora lutea sayisi
embriyo ve fOtus sayisi ile karsilastirildiginda %5-13’liikk bir kayip bildirilmigtir
(Nothling ve Volkmann, 1993; Romagnoli, 2002). Benzer sonuglar embriyonik
rezorbsiyonlarin ultrasonografi ile takip edildigi calismalarda da bildirilmistir

(England, 1992; England ve Russo, 2006). Genel olarak, gebeligin 25. giinlinden
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once sekillenen konseptus Oliimleri rezorbsiyon ile sonug¢lanmaktadir (England,
1998). Fotal rezorbsiyon sekillenen kopeklerde genel durum genellikle
etkilenmemekte ve klinik belirtilerle karsilagiimamaktadir. Kopeklerde bir ya da
daha fazla yavrunun rezorbsiyonuna ragmen gebeligin basar ile devam etmesi de sik
karsilagilan bir durumdur. Fotal abort sekillenen kopeklerde ise anoreksi, ates,
depresyon, kusma, abdominal sanci ve sok gibi ciddi klinik bulgular
gbzlenebilmektedir. Kopeklerde fotal mumifikasyon f6tal retensiyonu takiben
bakteriyel —kontaminasyonun olmadigi nadir durumlarda sekillenmektedir

(Romagnoli, 2002).

Kopeklerde prenatal kayiplarin  baglica nedenleri X kromozomunda
monosomy, trisomi, translokasyonlar ve chimerizm gibi gelisimsel bozukluklar;
hipotiroidizm, hipo-hiperkortikalizm, diabetes mellitus ve luteal yetersizlik gibi
maternal endokrin dengesizlikler; Brucella canis, canine herpesvirus, mikoplazma, E.
Coli, Toksoplazma gondii, kamplobakter, B-hemolitik streptokok, klamidya ve
salmonella enfeksiyonlari; travma, gebelikte ilag kullanimi ve diyet diizensizlikleridir
(Rosmos ve ark., 1981; Hashimoto ve ark., 1983; Linde, 1983; Romagnoli, 2002;
Chalker, 2005)

1.3. Kopeklerde Istenmeyen Gebeliklerin Sonlandiriimasinda Kullanilan

Yontemler

Kopeklerde istenmeyen gebelikler pratikte siklikla karsilagilan bir durumdur. Bu
durumun baglica nedenleri hayvan sahiplerinin yavru istememesi, kopegin ¢ok geng
ya da yaslh olmasi, kdpegin gebe kalmasinin sakincali olacagi saglik problemlerinin
bulunmasi ve disi kopegin ayn1 ya da farkli irktan istenmeyen bir erkek kopekle

ciftlesmis olmasidir (Johnston ve ark., 2001).
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1.3.1. Ovaryohisterektomi

Ovaryohisterektomi kopeklerde gebelikleri ovaryumlar ve gebe uterusun fiziksel
uzaklastirilmast yoluyla sonlandirmaktadir. Bu teknigin en Onemli avantaji
etkinligidir ve ileride yavru alinmasi diisliniilmeyen kopeklerde oncelikli olarak
basvurulmasi1 gereken yontemdir. Geri doniisiimsiiz oldugundan, ileride yavru
alinmasi istenen veya liretim amaciyla yetistirilen kopeklerde uygulanamamaktadir.
Boyle kopeklerde fotal dokularin uzaklastirildigi histerotomi (sectio conservativa)
denenebilecek olmakla birlikte, takip eden fertiliteye olumsuz etkileri ve daha az

invaziv yontemlerin bulunmasi nedeniyle bu yontem 6nerilmemektedir (Johnston ve

ark., 2001).

1.3.2. Ostrojenler

Ostrojenler 20 yili askin siiredir kopeklerde istenmeyen ciftlesmelerin hemen
sonrasinda kullanilabilecek tek farmakolojik alternatif olmustur. Ostrojenlerin etki
mekanizmasi1 tuba-uterin birlesim yerinin gecici olarak kapanmast ve ovum
transportunun sekteye ugramasidir. Ayrica, Ostrojen uygulamalart sonrasinda
kopeklerde ovum dejenerasyonu ve implantasyon anormallikleri sekillenmektedir
(Bowen ve ark., 1985). Bu amagla siklikla kullanilan 6strojenler 6stradiol sipionat,

Ostradiol benzoat ve dietilstilbestroldiir (Eilts, 2002).

Son yillarda bir¢ok arastirmaci tarafindan kopeklerde istenmeyen ¢iftlesmeler
sonrasinda dstrojen kullanimi etik bulunmamakta ve dnerilmemektedir. Bu durumun
baslica nedenleri; istenmeyen ciftlesmeler sonrasinda kopeklerin 6nemli bir kisminda
gebeligin sekillenmemesi, rutin kullanim igin etkili ayn1 zamanda gilivenli dozlarin
ortaya konulamamasi, gebeligin sonlandirilmasinda alternatif yontemlerin varligi ve
kopeklerde Ostrojen kullaniminin 6nemli yan etkilerinin bulunmasidir (Eilts, 2002;
Wanke ve ark., 2002). Ostrojenlerin kdpeklerdeki baslica yan etkileri kemik iligi
baskilanmasma bagli aplastik anemi, lokopeni ve trombositopeni (Weiss ve
Klausner, 1990); endometritis, kistik endometriyal hiperplazi (CEH) ve pyometra

gibi uterus patolojileri; yalanci gebelik, ovaryum follikiiler kistlerinin olusumu ve
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Ostrus belirtilerinin uzamasidir (Sutton ve ark., 1997). Kopeklerde uzun yillardir
istenmeyen c¢iftlesmeler sonrasi gebeligin 6nlenmesi amaciyla dstrojen kullaniminda
etkili ve giivenli protokollerin ortaya konulma ihtiyacindan séz edilmektedir. Bu
konuda yapilan giincel bir calismada ¢iftlesmeyi takip eden 2. giinde tek doz 0.02
mg/kg oral (Peros, p.o.) Ostradiol benzoat uygulamasinin 6nemli yan etkiye neden

olmaksizin gebeligi basari ile onledigi bildirilmistir (Tsutsui ve ark., 2006).

1.3.3. Prostaglandinler

F serisi prostaglandinler (PGF,,  kopeklerde luteolitik ve abortif etkilidir.
Prostaglandin F, protein kinaz-C aktivasyonu yoluyla P4 sentezini engellemektedir.
Protein kinaz-C P4 sentezini baskilamakta ve Ca"" kanallarini acarak korpora luteaya
Ca"" akis1 ve dokuda apoptosise neden olmaktadir (Niswender ve Nett., 1988). Buna
ek olarak, PGF,, diiz kaslar etkileyerek uterus kontraksiyonlar1 ve servikal
dilatasyonu da saglamaktadir. Bu etkiler nedeniyle PGF,, koOpeklerde gebelik
sonlandirilmast amaciyla gebeligin 25-30. giinlerinden itibaren kullanilmaktadir

(Lein, 1986).

Kopeklerde gebelik sonlandirma amaciyla PGF,, kullanilmasinda en 6nemli
olumsuzluk kopeklerin diger tiirlere oranla ilacin luteolitik etkilerine daha direngli,
yan etkilere ise daha duyarli olmalaridir (Lein ve ark., 1989). Prostaglandin F,,’nin
kisa stireli inflizyon ya da intravendz (i.v.) tek enjeksiyon tarzinda 250 pg/kg’a kadar
artan dozlarinin uygulanmasi kan P4 konsantrasyonlarinda yalnizca gecici ve hafif
diisiislere neden olmakta ve gebeligi sonlandiramamaktadir. Buna karsin, 30 pg/kg

gibi diisiik dozlarin bile yan etkilere neden olabilecegi bildirilmistir (Jochle ve ark.,

1973).

Prostaglandin ~ F,,’nin  kopeklerdeki  baglica yan etkileri kusma,
hipersalivasyon, diyare, hiperipne, ataksi, urinasyon, ankisiyete, pupiller dilatasyon
ve takip eden kontriiksiyon olup ilacin diiz kas fonksiyonunu olumsuz etkilemesinin

sonucunda sekillenmektedir. Bu reaksiyonlar genellikle enjeksiyonu takip eden 20-
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60 dakika icerisinde sekillenmektedir. Yan etkilerin derecesi doza bagimli olmakla
birlikte, diisiik ya da normal dozlar kullanildiginda kopeklerde ilaca karsi bir
adaptasyon gelismekte ve yan etkiler ozellikle 4. veya 5. enjeksiyondan sonra
belirgin olarak azalmaktadir (Lein, 1986). Ayrica, PGF,,’nin kdpeklerdeki ortalama
letal dozu 5 mg/kg gibi kii¢iikk bir degerdir (Sokolowski ve Geng, 1977). Bu
nedenlerle, PGF,, uygulanan kdpeklerin tedavi boyunca hospitalizasyonu veya en
azindan her ila¢ uygulamasini takiben 20-30 dakika izlenmesi, PGF,, ve
analoglarinin astim, karaciger, bobrek ya da kardiyak problemi olan kopeklerde
kullanilmamas: Onerilmektedir. Veteriner Hekimlik alaninda mevcut PGF;,
preparatlarinin tiimii sigir ve at gibi tiirler i¢in gelistirilmis ve piyasaya siiriilmiis,
kiiciik hayvanlarda kullanimi onaylanmamistir. Bu ylizden, kdpeklerde PGF,, ve
analoglarinin kullanimi Veteriner Hekimler tarafindan deneysel bir yaklasim olarak

degerlendirilmeli ve hayvan sahipleri bu konuda bilgilendirilmelidir (Eilts, 2002).

Prostaglandin F,’nin biyolojik yarilanma 6mrii yalnizca saniyeler siirmekte
ve kas i¢i (Intramuskuler, im.) ya da deri alt1 (Subkutan, s.c.) enjeksiyonlar
sonrasinda ~ hormon  kan  dolasiminda  yalmizca  birka¢  dakikaligina
belirlenebilmektedir. Bu nedenle, hangi dozda kullanilirsa kullanilsin, kopeklerde
cok sayida giinliik enjeksiyona gerek duyulmaktadir. Tedaviye yanit ortalama 5-7
giin icerisinde sekillenmekte bu siire bazi hayvanlarda 10-12 giine kadar
cikabilmektedir. Bu yiizden, ilag uygulamalarina abort tamamlanincaya kadar devam
edilmesi ve hayvanlarin ultrasonografi veya abdominal palpasyon ile siirekli takip
edilmesi onerilmektedir. Baz1 kdpeklerde abortun baslamasi ve bir veya daha fazla
yavrunun atilmasii takiben ilag uygulamasina son verildiginde diger yavrularin
gelisiminin devam ederek normal dogum ile sonuglanabildigi bildirilmistir (Wanke

ve ark., 2002).

En yaygin kullanilan prostaglandin dogal PGF,,’nin tromethamine tuzudur
(PGF,,-Tham). Dogal prostaglandin i¢in giinliikk 2-4 enjeksiyon tarzinda 0.02-0.25
mg/kg dozlarda genellikle diisiik, orta veya yiiksek doz tedavi olarak tanimlanan ¢ok
sayida uygulama protokolii bildirilmistir (Concannon ve Hansel, 1977; Lein ve ark.,

1989; Feldman ve ark., 1993). Son yillarda kloprostenol, fluprostenol, alfaprostenol
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gibi sentetik prostaglandinler reseptorler affinitelerinin ve yarilanma Omiirlerinin
dogal prostaglandinlere kiyasla daha yiiksek olmasi nedeniyle kopeklerde
istenmeyen gebeliklerin sonlandirilmasinda tercih edilmektedirler. Ayrica sentetik
prostaglandinlerin diiz kas kontraksiyonlarint daha az uyarmalari nedeniyle yan
etkileri daha diisik olmaktadir. Sentetik prostaglandin analoglarindan 6zellikle
kloprostenoliin abort yapici ve luteolitik etkileri ortaya konulmustur. Bir ile 2,5
ug/kg arasindaki dozlarda giinliik enjeksiyonlarinin 4-7 giin icerinde %100 oraninda

basarili sonug verdigi bildirilmistir (Eilts, 2002).

1.3.4. Dopamin Agonistleri

Dopaminerjik agonistler antiprolaktin etkili ergot-derivesi alkoloidlerdir. Kopeklerde
siklikla kullanilan iki dopamin agonisti, 6n hipofiz bezinin laktotrofik hiicrelerinde
bulunan D,-dopamin reseptorleri lizerine dogrudan etkileri bulunan bromokriptin ve
cabergolindir. Kopeklerde kullanim alani bulan bir baska ergot alkaloidi metergolin
ise, yiiksek dozlarda dopaminerjik etkileri bulunan bir serotonin antagonistidir (Fieni
ve ark., 1999). Prolaktin kopeklerde luteotropik etkili olup gebeligin ikinci yarisinda
luteal fonksiyonun devamlilig1 agisindan gereklidir (Okkens ve ark., 1990). Dopamin
agonisti uygulamalari, dopamin salimimini arttirmakta, bdylece dopaminin PRL
sekresyonu {izerine baskilayici etkilerini arttirarak bu hormonun serum
konsantrasyonlarini diisiirmektedir. Gebeligin ikinci yarisinda PRL sekresyonunun
baskilanmasi ise luteolizis, serum P4 konsantrasyonlarinin diigmesi ve gebeligin
sekteye ugramasina neden olmaktadir (Jochle ve ark., 1989; Kiipliilii ve ark., 1992;

Onclin ve ark., 1993).

Kopeklerde bromokriptinin giinliik 0,1-0,2 mg/kg dozlarda p.o. veya i.m.
kullanim1 ile 30-35. giinlin {izerindeki gebelikler, bazi hayvanlarda 9-10 giinii
bulmakla birlikte, genellikle yaklasik 6 giin icerisinde sonlandirilabilmektedir.
Ancak, bu uygulama daha erken donemlerde etkisiz kalmaktadir (Concannon ve ark.,
1987). Ayrica gilinliik 30 pg/kg’lik dozlarin gebeligi sonlandirdigi bildirilirken
giinde iki kez uygulanan 62,5 pg/kg bromokriptinin basarisinin %50 (2/4) oldugu
bildirilmistir (Witchtel ve ark., 1990). Bromokriptin bir¢ok {iilkede insanlarda
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hiperprolaktinemi tedavisi i¢in piyasaya tablet formunda sunulmus olup Veteriner
Hekimlikte kullanimi onaylanmamistir. Kopeklere tablet tarzinda ilag kullaniminin
zorlugu ve diisiik etkinligi, ilacin su gibi ¢oziiciilerde pek stabil olmamasi ve sik
goriilen yan etkisi olan kusma nedeniyle ilag emiliminin diisebilmesi farkli
calismalarda bildirilen sonuglar arasindaki tutarsizligi bir Slgiide agiklamaktadir
(Wanke ve ark., 2002). Ilacin diger yan etkileri anoreksi, kilo kaybi, diyare ve
halsizliktir. ilacin beyinde kusma merkezini etkileyebilmesi ve muhtemelen kan-
beyin bariyerini gegebilmesi yan etkilerin insidens ve siddetinin yliksek olmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle, bromokriptinin kopeklerde istenmeyen gebeliklerin

sonlandirilmasi amaciyla tek basina kullanimi 6nerilmemektedir (Eilts, 2002).

Cabergolin, bromokriptine kiyasla daha giiclii bir dopamin agonistidir. Ilacin
D;-dopamin reseptorlerine spesifitesinin  yiiksek, kan-beyin bariyerini gegme
Ozelliginin ise diisiik olmasi nedeniyle diisiik dozlarda etkinligi fazla, yan etkilerinin
goriilme siklig1 ve siddeti ise daha dusiiktiir. Cabergolin, 1.65-5.0 mg/kg/giin p.o.
veya s.c. uygulamalarda 6zellikle 40. giiniin tizerindeki gebelikleri ortalama 6 giinde
sonlandirmaktadir (Onclin ve ark., 1993; Arbeiter ve Flatscher, 1996). Daha onceki
donemlerde ise luteolitik etkinin yetersizligi nedeniyle yanit genellikle degisken ve

basarisizdir (Post ve ark., 1988; Aslan ve ark., 1999)

Kopeklerde prolaktin salinimini baskilayabilen bir baska ergot-derivesi
metergolindir (Okkens ve ark., 1997). Ilacin cabergolin ve bromokriptin gibi
dopaminerjik etkileri bulunmakla birlikte baglica etki mekanizmasini merkezi sinir
sisteminde serotonin reseptorlerinin baskilanmasi olusturmaktadir (Miiller ve ark.,
1983). Gebeligin 18-20. giinlerinden baslanarak giinde 2 defa 0.4-0.5 mg/kg p.o.
metergolin kullanimi gebelikleri sonlandirmamakla birlikte gecici de olsa serum Py
konsantrasyonlarin1 azaltmaktadir (Gerstenberg ve Nothling, 1995). Sitolojik
didstrusun 28. gilinlinden itibaren giinde iki defa 0.6 mg/kg p.o. metergolin
uygulamasi ise gebe kdpeklerde tam luteolizis saglayabilmekte ve onemli bir yan
etkiye neden olmaksizin 3 hafta icerisinde abort ile sonuglanmaktadir (No6thling ve

ark., 2003).
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1.3.5. Prostaglandin-Dopamin Agonisti Kombinasyonlari

Kopeklerde istenmeyen gebeliklerin sonlandirilmasi amaciyla prostaglandinler ile
dopamin agonistlerinin kombine kullanimi; cabergolinin (1.65 pg/kg, s.c.) alfaprostol
(20 pg/kg, s.c.) veya kloprostenol (2.5 pg/kg, s.c.) ile birlikte uygulandiginda 25.
giinden itibaren gebelikleri %100 oraninda sonlandirdiginin bildirilmesini takiben
dikkatleri lizerine ¢ekmistir (Onclin ve ark., 1995). Kombinasyonlarin mekanizmast,
her iki grup ilacin P4 sentezi iizerine baskilayic1 farkli etkilerinin sinerjistik
kullanimidir. Bu sayede ilaglarin yalniz baslarina kullanildiklarinda yeterli etki
gostermedikleri 25. giin civar1 gebeliklerin daha etkin bi¢gimde sonlandirilmasi
miimkiin olmaktadir. Ayrica, ilaglarin doz ve uygulama sayilar1 ile yan etkilerinin
azaltilmas: saglanabilmektedir. Bu amagla dogal ve sentetik prostaglandin
analoglarinin bromokriptin (Onclin ve Verstegen, 1999; Gobello ve ark., 2002),
cabergolin (Onclin ve ark., 1995; Onclin ve Verstegen, 1996; Onclin ve Verstegen,
1999) ve metergolin (Gerstenberg ve Nothling, 1995) ile kombine kullanildigi ¢ok
sayida protokol bildirilmistir.

1.3.6. Glukokortikoidler

Bir¢ok hayvan tiirlinde normal dogum mekanizmasi luteolitik PGF,, artis1 ve fotal
kortizol sekresyonu ile iliskilidir (Concannon ve ark., 1988). Glukokortikoid
uygulamalar1 inek ve koyunlarda prematiire dogumu uyarmanin yani sira (Bose,
1972; Barth, 1986) koyunlarda orta donem gebeliklerde abort ile sonug¢lanmaktadir
(Fylling ve ark., 1973). Kopeklerde gebelik sonlandirma amaciyla kullanimi
bildirilen tek glukokortikoid dekzametazon olup gebeligin 30-45. giinlerinde
kullanilmast  onerilmektedir. Dekzametazonun kopeklerde abort yapict etki
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Uygulama sonrasi kdpeklerin
cogunlugunda kan P, konsantrasyonlar1 diismekle Dbirlikte bu disiisiin
kortikosteroidlerin luteal fonksiyona dogrudan bir etkisi nedeniyle mi yoksa
gerceklesen abortun bir sonucu olarak mi sekillendigi bilinmemektedir. ileri siiriilen
bir diger alternatif mekanizma ise egzojen kortikosteroidlerin uterus ya da plasental

kokenli prostaglandin sentezini arttirma olasiligidir. Ancak, dekzametazon uygulanan



17

baz1 kopeklerde abortlar P, seviyeleri bazal seviyeye diismeden Once

gerceklesebilmektedir (Wanke ve ark., 2002).

Giinliik 2-3 kez p.o. ya da enjeksiyon tarzinda dekzametazon uygulanmasi 5-
9 giin igerisinde fotal 6liimle sonuglanmakta, bazi hayvanlarda ise 12. giine kadar
canli fotuslar izlenebilmektedir. Abort ve rezorbsiyonlar genellikle ilag uygulamasini
izleyen 10-23 giinde tamamlanmakta olup basar1 oran1 %90’1n iizerindedir. Olgularin
yaklasik 1/3’linde kahverengi vaginal akinti izlenmektedir. Dekzametazon
uygulamalarina gebeligin 40-45. giinleri gibi ge¢ donemlerde baslandiginda yanitin
nispeten gec¢ sekillenmesi nedeniyle canli yavru atimi ile karsilagilabilmektedir.
Dekzametazon ve diger glukokortikoidlerin kopeklerdeki baglica yan etkileri
anoreksi, poliliri ve polidipsidir. Neredeyse tiim hayvanlarda gozlenen poliiiri ve
polidipsi hafif seyretmekte, cogunlukla uygulamalarin 2-3. giinlerinde goriilmekte ve
tedavinin birakilmasini izleyen 3-4 giin igerisinde ortadan kalkmaktadir (Wanke ve
ark., 1997; Zone ve ark., 1995). Dekzametazonun laboratuar hayvanlarinda
teratojenik etkileri olmasina karsin gebelik sonlandirilmasi amaciyla dekzametazon
uygulamalarina yanit vermeyen kdpeklerden dogan yavrular genellikle normal olup
bu hayvanlarin erigkinliklerinde bile dekzametazonun laboratuar hayvanlarinda

neden oldugu anormallikler gozlenmemektedir (Johnston ve ark., 2001).

1.3.7. Diger Ilaglar

Kopeklerde istenmeyen ciftlesmeler sonrasi gebeligin sekillenmesinin engellenmesi
veya sekillenen gebeliklerin sonlandirilmasi amaciyla denenmesine ragmen kullanim
alan1 bulmamis ilaclar ise progesteron sentez inhibitorleri, anti-Ostrojenler, GnRH
antagonistleri ve hormonal olmayan bilesiklerdir. (Johnston ve ark., 2001; Wanke ve

ark., 2002).

Epostan 3pB-hidroksisteroid dehidrogenaz/A*” izomeraz enzim sisteminin
yarismali inhibisyonu yoluyla progesteron sentezini baskilamaktadir (Keister ve ark.,
1989). Bu ozelligi ile kopeklerin de dahil oldugu bazi hayvan irklarinda gerek

ovaryum gerekse plasenta kokenli P4 sentezinin baskilanmasi yoluyla abort yapici
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etkileri s6z konusudur (Creange ve ark., 1981; Synder ve ark., 1984; Synder ve
Schane, 1985; Taylor, 1987a; Taylor 1987b). ilacin minimal efektif dozu 2,5-5,0
mg/kg olup daha yiiksek dozlarda etkinligi artmaktadir (Keister ve ark., 1989).
Bununla birlikte, 10 mg/kg’in iizerindeki dozlarda enjeksiyon bolgesinde steril
apselerin sekillenmesi ve kusma gibi yan etkiler ile karsilagilmigtir (Keister ve ark.,
1988). Bu nedenle, ilacin yiiksek abort yapici etkisine karsin, yan etkilerinden dolay1

diger yontemlere bagvurulmasi dnerilmektedir (Johnston ve ark., 2001).

Gonadotropin salgilatict  hormon antagonistleri hipotalamus kokenli
GnRH’nin  kontroliindeki hipofizer gonadotrop hiicrelerden LH sekresyonunu
baskilama yetenegine sahiptir. Kopeklerde LH’nin luteotropik etkili olmasi ve
gebelik boyunca luteal P4 sekresyonunu uyarmasindan dolayi, GnRH antagonisti
uygulamalar1 sonucu LH sekresyonunun baskilanmasi gebeligin basarisini sekteye
ugratmaktadir. Potent bir GnRH antagonisti olan Detirelix’in gerek tek basina
gerekse PGF,, ile kombine sekilde kopeklerde istenmeyen gebeliklerin

sonlandirilmasinda bir alternatif olabilecegi bildirilmistir (Vickery ve ark., 1989).

Sentetik non-steroidal tip I antistrojenik bir bilesik olan tamoksifen sitrat
kopeklerde proostrus, Ostrus ve diostrus evrelerinde kullanmildiginda gebeligin
sekillenmesini engellemekte veya sekillenen gebelikleri sonlandirmaktadir (Bowen
ve ark., 1988). Bununla birlikte, tip [ Ostrojen antagonistleri kismen Ostrojen
agonistlerinin etkilerini kismen baskilarken, kendi agonistik 6zellikleri nedeniyle
bazi durumlarda istenmeyen Ostrojenik etkilere de neden olabilmektedir (Morris ve
ark., 1993). Ornegin tamoksifen kadinlarda meme bezinde antidstrojenik etkili
gosterirken uterusta agonistik etkilidir (Jordan, 1992). Kopeklerde veriler sinirh
olmakla birlikte tamoksifen daha c¢ok agonist olarak etki gostermekte ve
endometritis, pyometra, ovaryum Kkistleri gibi yan etkilere neden olmaktadir. Bu
nedenle, ilacin istenmeyen gebeliklerde kullanimi 6nerilmemektedir (Bowen ve ark.,

1988).

Hormon olmayan triazol deriveleri, feniltriazol izoindoller ve izokinolonlar

Ozellikle implantasyon siirecinde kopek konseptusunun dejenerasyonuna sebep
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olmaktadir (Gonzalez ve ark., 1989). Potent etkisi yliksek olan ve enjeksiyon
yerinden yavas salinan bu ilaglarin kullaniminin en etkili oldugu donem c¢iftlesme
sonrast 15-20. giinlerdir. Ko&peklerde bu ilaglardan 6zellikle izokinolonlar
calisilmigtir (Galliani ve Lerner, 1976; Galliani ve ark., 1982; Galliani ve ark., 1986).
Etkilerini, nidasyon veya luteal fonksiyonun sekteye ugratilmasindan daha cok,
uteroplasental  kompleks iizerine gerceklestirdikleri  belirtilen  izokinolon
bilesiklerinden bazilarimin uygulama basaris1 %100’°e yakin bulunmustur (Lerner,
1989). Buna karsilik siklikla anoreksi, viicut agirliginda kayip, diyare ve melena gibi
yan etkilerin gekillenmesi, uygun uygulama zaman ve dozlarmin ortaya
konulamamasi, bazi kopeklerde uygulamaya karsin gebeligin normal dogum ile
sonuclanacak sekilde devam etmesi ve ticari preparasyonlarin gelistirilememesi gibi
nedenlerle izokinolonlar i¢in klinik uygulama alani gelismemistir (Galliani ve

Lerner, 1976; Oliva ve ark., 1987).

1.3.8. Progesteron Antagonistleri

Kopeklerde istenmeyen gebeliklerin sonlandirilmasinda en gilincel yaklagim
progesteron antagonistlerinin kullanimidir. Antiprogestinler ya da progesteron
reseptor blokorleri olarak da isimlendirilen progesteron antagonistleri, progesteron
reseptorlerine baglanan ancak progesteron tarafindan baslatilan aktivitelere neden
olmayan ve reseptorleri isgal ederek endojen progesteronun etkilerini engelleyen
sentetik steroidlerdir. Bunun yani sira diisiik antiglukokortikoid etkileri de mevcuttur

(Fieni ve ark., 2001a; Gobello, 2006).

Progesteron antagonistleri glinlimiize kadar c¢alisilan tiim tiirlerde gebelikleri
sonlandirmaktadir. Ko&peklerde mifepriston ve aglepriston olmak iizere iki
antiprogestin gebelik sonlandirilmasi amaciyla calisiimistir. Mifepriston (RU 486)
insanlarda uygulanmak tiizere gelistirilen ve bazi iilkelerde lisanslandirilan fakat
Veteriner Hekimlik alaninda kullanimi bulunmayan bir ilagtir (Fieni ve ark., 2001a).
Mifepriston 5 kdpekte gebeligin 32. giiniinden baslanarak 4,5 giin boyunca 12 saat
arayla 2,5 mg/kg dozunda p.o. kullanildiginda gebeliklerin tamamini rezorbsiyon

yoluyla sonlandirmis, 6nemli bir yan etki gézlenmemistir (Concannon ve ark., 1990).
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Gebeliklerin 28-41. gilinlerinde uygulamaya baslanan bir baska calismada da tiim
gebelikler sonlanmistir (Sankai ve ark., 1991). Mifepristonun tek enjeksiyonu ile
erken donem gebeliklerin de sonlandirilabilecegi bildirilmis ancak bu uygulama icin
doz ve uygulamanin yapilmasi gereken gebelik giinline iliskin veriler kisith

bulunmustur (Fieni ve ark., 2001a).

Mifepristonun enjektabl bir analogu olan aglepristone (RU 534) kopek
uterusunda progesteron ile reseptdrler i¢in yarigmaktadir ve reseptor fikzasyon orani
progesteronun yaklasik ii¢ katidir. Fransa’da gelistirilen antiprogestin, Ekim
1996°dan bu yana Alizine® adi altinda, yalmzca kopeklerde gebelik sonlandiriimast
endikasyonuyla Veteriner Hekimlik alaninda kullanima sunulmustur. Takip eden
yillarda baz1 Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde de lisanslandirilan ilag, halen
birgok tlilkede Canidae tiirlerinde abortif etkisi nedeniyle kullanilmak {izere inceleme

altindadir (Fieni ve ark., 2001a; Hoffmann and Schuler, 2000).

Aglepristonun kullanimi i¢in Onerilen protokol 24 saat arayla 0.33 ml/kg
dozunda iki s.c. enjeksiyon seklindedir. Aglepristonun etkinliginin arastirildigi, 104
disi kopegi kapsayan bir kontrol c¢alismasinda ilag gebeligin ilk 25 giiniinde
uygulandiginda %100 (35/35), 26-45. giinler arasinda uygulandiginda ise %95.7
(66/69) oraninda basarili oldugu ve gebeligin bu doneminde 7 giin icerisinde abort ile
sonuglandig1 bildirilmistir (Fieni ve ark., 1996). Orta donem gebeliklerde
gerceklestirilen bir bagka saha calismasinda ise basar1 oram1 %94.4 (117/124)
bulunmus, abortlarin %50’si ilk 4, tamamu ise 7 giin igerisinde ger¢eklesmistir (Fieni

ve ark., 2001a).

Son yillarda aglepriston, kedi ve kdpeklerde etiyolojisinde progesteronun
rol aldig1 bazi jinekolojik problemlerin tedavisinde denenmektedir. Bunlarin
baslicalar; dogumun uyarilmasi (Fieni ve ark., 2001b; Baan ve ark., 2005), kistik
endometriyal hiperplazi-pyometra kompleks (Blendinger ve ark., 1997; Breitkopf ve
ark., 1997; Trasch ve ark., 2003; Fieni, 2006), meme fibroadenomatozisi (Wehrend
ve ark., 2001) ve progesteron fazlali§i nedeniyle sekillenen asir1 biiyiime hormonu

salinimidir (Bhatti ve ark., 2006).
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1.4. Progesteron ve Ostrojen Reseptorleri

Steroid hormonlar progesteron ve Ostrojen hedef dokulardaki etkilerini hiicre
cekirdegi igerisindeki protein yapisinda olan reseptorlere baglanarak gerceklestirirler.
Steroid hormonlar lipofilik yapilar1 ile plazma membranin1 kolayca gecerek
kendilerine 0zgii reseptorlere baglanirlar (Reimers, 2003). Hormon-reseptor
baglanmasi, reseptorlerin aktivasyon ve konformasyonal degisimine neden olarak,
steroid-reseptor kompleksinin DNA ile baglanmasi, gen ekspresyonunu diizenlemesi

ve protein sentezi ile sonuglanir (Thijssen, 2005).

Progesteron reseptorleri -A ve -B olmak ilizere iki formda bulunur ve
progesterona benzer duyarlilik gosterirler. Her iki protein de ayni gen tarafindan
ancak, farkli kontrol mekanizmalar ile kodlanmaktadir. Bu genomik kontroliin
disinda bu olaylardan bagimsiz ve kisa siire etkili progesteron reseptorleri
bulunmaktadir. Progesteronun spermatozoa, hepatositler ve bazi beyin bolgelerindeki
etkilerinin bu reseptorler aracilifiyla olustugu diistiniilmektedir. Uterusta ise
progesteronun temel etkileri klasik reseptorler araciligr ile sekillenmektedir

(Thijssen, 2005).

Képek uterusunda progesteron reseptorii (PR) ve Ostrojen reseptorii (OR)
varlig1 normal ve patolojik olgularda ortaya konulmustur. Kopeklerde myometriyal
diiz kas hiicreleri ile endometriyal stroma ve epitelyum hiicreleri PR ve OR
tagimaktadir (Dhaliwal ve ark., 1997; De Cock ve ark., 1997; Kaymaz ve Vural,
2005). Uterusta PR ve OR diizeyleri iizerine progesteron ve ostrojenlerin énemli
etkisi bulunmaktadir (Dhaliwal ve ark.,, 1999). Kopeklerde plazma E,
konsantrasyonlarinda sekillenen artislarin PR ve OR sayisini arttirdigi, plazma Py
konsantrasyonlarinda sekillenen artiglarin ise reseptor sayilarimi azalttigi ortaya
konulmustur (Johnston ve ark., 1985; Fernandes ve ark., 1989). Daha sonraki
calismalarda Gstrojenlerin uterustaki steroid reseptorii sayisi tizerine etkilerinin doku
katmanlarina 06zgii olarak degisiklikler gosterebilecegi, luminal epitelyum ve
myometriyumda reseptdr sayisini arttirirken stromal hiicreler ve glandular epitelyum

hiicrelerinde reseptor sayisini azalttigr bildirilmistir (Tibbett ve ark., 1998). Benzer
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sonuglar progesteronun uterustaki steroid reseptor sayisina etkileri i¢in de

bildirilmistir (Vermeirsch ve ark., 2000).

Progesteron reseptdr antagonistlerinin progesteron reseptorlerine baglanmasi
tic boyutlu reseptor yapisinda sekil degisikligine neden olmakta ve boylece hormon-
reseptor kompleksi hiicre ¢ekirdegine girerek ve DNA ile iliskiye gegcememektedir.
Buna bagli olarak gen ekspresyonu sekillenmemekte ve progesteron kendi
reseptOriine baglanmasina ragmen herhangi bir aktivite gosterememektedir (Hoffman
ve ark., 2000). Progesteron reseptor antagonistleri Ostrojen reseptorlerine
baglanamamalara karsin, bir¢ok tiirlin endometriyumunda antidstrojenik etkiler
gostermektedirler.  Ovariektomize  maymunlarda  mifepriston  uygulamalari
Ostrojenlerin endometriyal proliferatif etkilerini doza bagimli bi¢cimde ortadan
kaldirmakta (Wolf ve ark., 1989), bir baska progesteron reseptdr antagonisti
onapriston ise tavsanlarda antiostrojenik etkilere neden olmaktadir (Chwalisz ve ark.,
1991). Ayrica, insanlarda abort uyarilmasi amaciyla mifepriston uygulandiginda
desidua parietalis ve endometriyumunda OR konsantrasyonlarinda degisimler
sekillendigi ve ilacin abortif mekanizmasinda progesteron reseptorlerine etkilerin
yani sira Ostrojen reseptorlerine etkilerin de rol oynayabilecegi bildirilmistir (Shi ve

ark., 1992; Shi ve ark., 1993; Zhang ve ark., 1996; Huang ve ark., 1999).

1.5. Matriks Metalloproteinazlari

Memeli dokularinda hiicreler arasinda bulunup bu hiicreleri saran, destekleyen ve
aktivitelerini diizenleyen kompleks yapida Olii bir materyal bulunmaktadir.
Ekstraseliiler matriks (ECM) veya konnektif doku olarak adlandirilan bu yap,
aralarinit doldurdugu hiicreler tarafindan yapilir ve diizenlenmektedir. Ekstraseliiler
matriks ii¢ ana biyomolekiil sinifindan olusur. Bunlar kollagenler ve elastinler gibi
yapisal proteinler, fibronektin, laminin gibi Ozellesmis proteinler ve

proteoglikanlardir (Alberts ve ark., 1994).

Ekstraseliiler matriksin yeniden sekillenmesi bircok fizyolojik ve patolojik

olayda on sarttir. Follikiiler gelisim, ovulasyon, korpus luteum formasyon ve
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regresyonu, siklik endometriyal degisimler, blastosist genislemesi, trofoblast
invazyonu, uterus involiisyonu, meme gelisim ve involiisyonu gibi reprodiiksiyona
iliskin tiim fizyolojik olaylarda ECM yeniden sekillenmesi gerceklesmektedir
(McIntush ve Smith, 1998).

Ekstraseliiler matriks yikiminda etkili enzimler plazminojen aktivator-
plazmin ailesi ve matriks metalloproteinazlart (MMP) ailelerine mensuptur.
Ekstraseliiler matriks yikimindan biliylik oranda sorumlu MMP’ler ECM
bilesenlerine spesifik etkili, kalabalik (>26 iiye) bir ailedir (McIntush ve Smith,
1998). Matriks metalloproteinazlar1 substrat spesifiteleri, yapisal ve biyokimyasal
ozelliklerine gore kollagenazlar, jelatinazlar, stromyelizinler, membran tipi matriks
metalloproteinazlar1 ve digerleri olmak {izere 5 alt gruba ayrilmaktadir (Chakraborti
ve ark., 2003). Jelatinazlar MMP-2 (Jelatinaz A, 72 kDA tip IV kollagen) ve MMP-9
(Jelatinaz B, 92 kDA tip IV kollagen) jelatine baglanma ve parcalama yetenegine
sahiptirler ve tip IV kollagen, laminin, fibronektin gibi birgok bazal membran

bilesenini yikimlayabilmektedirler (Curry ve Osteen, 2003).

Latent proenzimler olarak salinan MMP’lerin {iretim, aktivasyon ve
inhibisyonu; gen aktivasyonu, gen transkripsiyonu, mRNA stabilitesi, mRNA
translasyonu gibi farkli agamalarda kontrol edilmektedir. Aktif MMP’ler ya doku
inhibitorlerinin (Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases, TIMP) etkisiyle ya
da oa-gamaglobulin gibi plazma proteinlerine baglanma yoluyla inaktive

olmaktadirlar (Salamonsen, 1999).

Insanlarda gebeligin invaziv déneminde sitokinler MMP ya da bunlarin doku
inhibitdrleri (TIMP) yoluyla maternal dokunun jelatinolizisini azaltir veya arttirirlar.
Matriks metalloproteinazlar1 preimplantasyon asamasindaki insan embriyosu ile
maternal plasenta tarafindan iiretilmekte ve fotal gelisime katkida bulunmaktadir
(Librach ve ark., 1991; Aric1 ve ark., 1995; Sawai ve ark., 1997; Sentiirk ve Arici,
1998; Castellucci ve ark., 2000; Bischof ve ark., 2000).
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Insanlarda hem zamaninda hem de erken gergeklesen dogumlarda reprodiiktif
dokularda 6nemli oranda ECM yeniden sekillenmesi ger¢eklesmektedir. Servikal
acilma (Rajabi ve ark., 1988; Stygar ve ark., 2002), fotal membran rupturu ve
maternal uterustan plasental ayrilmada gerek maternal gerekse fotal dokularda
metalloproteinaz etkinligi ortaya konulmustur (Xu ve ark., 2002). Ayrica, fotal
membran rupturunda, dogum sirasinda ve intra-amniyotik enfeksiyonlarda amniyotik
stvida aktif MMP-2 ve -9 seviyelerinde dolayistyla jelatinolitik aktivitede degisimler
sekillenmektedir ve bu durum insanlarda karsilagilan Onemli gebelik
komplikasyonlar1 olan Prematiir Membran Rupturu (PROM) ve Preterm Prematiir
Membran Rupturu (PPROM)’nun etiyolojisinde yer almaktadir (Maymoon ve ark.,
2000). Bunlara ilaveten, insanlarda dogum ve post-partum involiisyon sirasinda

myometriyal MMP aktivitesinin de arttig1 belirlenmistir (Roh ve ark., 2000).

Tekrarlayan abortlarin gozlendigi kadinlarda wvilli chorialislerde MMP-2
diizeyinin diisiik oldugu bildirilmistir (Choi ve ark., 2003). Fotal oliimlerin
sekillendigi ratlarda da MMP-2 aktivitesinde Onemli Ol¢iide azalma oldugu
belirlenmis (Dai ve ark., 2003) ve MMP inhibitoérii uygulamasinin ratlarda

gebeliklerin devamini 6nemli oranda azalttig bildirilmistir (Younis ve ark., 2006).

Kopeklerde MMP’ler 6zellikle de MMP-2 ve -9 (Jelatinaz A, B) iizerine
onkolojik c¢alismalar gerceklestirilmis, malignant tiimorlerde benign tiimdrlere
kiyasla daha yiiksek MMP-2 ve -9 ekspresyonu gozlenmistir (Hirayama ve ark.,
2002, Papparella ve ark., 2002; Kawai ve ark., 2006; Nakaichi ve ark., 2006). Ayrica,
kopeklerde dejeneratif ve enflamatuar hastaliklar (Coughlan ve ark., 1998; Arican ve
Ceylan, 1999; Groters ve ark., 2005; Muir ve ark., 2005), post-partum endometriyum
ve kistik endometriyal hiperplazide MMP etkinligi ortaya konulmustur (Chu ve ark.,
2002). Walter ve Aurich (2003) MMP1, 2,7, 9, 10, 11, 14, 16 ve 23 ile TIMP-1 ve -
2’nin varligim1 kopek plasentasinda arastirmislar, MMP-1, -2, -7, -10 ve -14’1
marjinal hematom bolgesindeki koryonik epitelde, MMP-2’yi sinsityotrofoblastta,
MMP-2, -10 ve -23’1 plasentanin nekrotik alanlarinda saptamislardir. Trofoblastik
epitelyumda orta diizeyde TIMP-1 ve -2 ekspresyonu belirlenmistir. Arastiricilar

kopeklerde fotal invazyon ile fizyolojik fotal ve plasental gelisimin saglikli devami
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icin aktive edici ve yikimlayici faktorler arasinda bir dengenin s6z konusu oldugu

sonucuna varmislardir.

Yukarida belirtilenlere ek olarak, MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi kopeklerde
doku yikimlanmasinin bir indikatoriidiir (Coughlan ve ark., 1998). Giincel olarak,
erken gebelikte enzim aktivitesinde artis olup olmadigimin arastirilmasi amaciyla,
saglikli gebe ve gebe olmayan kopeklerin kan serumlarinda MMP-2 ve -9 enzim
aktivitesi Ol¢iilmils, preimplantasyon ve implantasyon asamalarindaki kopeklerde
serum MMP-2 ve -9 aktivitesinin gebe olmayan hayvanlara kiyasla belirgin olarak
yuksek oldugu belirlenmistir. Calismada, gebe kopeklerin serumunda MMP-2 ve -9
aktivitesi ile serum E, ve P4 konsantrasyonlar1 arasinda onemli bir korelasyon da
saptanmistir. Bu veriler sonucunda steroid hormonlarin MMP-2 ve -9 aktivitesi

tizerinde etkili olabilecegini bildirilmistir (Schéfer-Somi ve ark., 2005).

1.6. Doku Uyusum Kompleksi Molekiilleri

Mikroorganizmalara veya diger protein antijenlere (T-bagimli antijenler) karsi
immun yanitin uyarilmasi i¢in ilk adim, bunlarin antijen sunan hiicreler tarafindan
kiiciik peptid parcalarina (antijenik determinant) ayrilmasidir. Buna antijen islenmesi
ad1 verilmektedir. Ancak, immun yanitin etkin bicimde uyarilmasi i¢in, antijenlerin
hiicre i¢inde islenmesi yeterli olmamaktadir. Ayni zamanda bu islenmis antijenlerin,
uygun sekilde antijen sunan molekiiller ile baglanmasi ve bu sekilde lenfositlere
sunulmas1 gerekmektedir. Iste bu antijen sunan molekiiller doku uyusum molekiilleri
veya doku uyusum antijenleridir. Bu molekiilleri kodlayan genler biiylik doku
uyusum kompleksi (MHC, Major Histocompatibility Complex) adi verilen gen
lokusu (MHC lokusu) i¢inde bir arada bulunmaktadir. Bu yiizden bu genlere MHC
genleri, kodladiklar1 molekiillere MHC molekiilleri veya MHC antijenleri adi
verilmektedir. MHC genleri, antijenin nasil islenecegini dolayisiyla antijenin MHC
molekiillerine uyup uymayacagin belirlemektedir. Diger bir ifadeyle, MHC genleri
antijen igleme ve sunma olaylarini kontrol ederler. Bu yiizden MHC, enfeksiydz veya
immunite ile iliskili olaylara direnci veya duyarliligi belirleyen en 6nemli genetik

faktor olarak kabul edilmektedir (Diker, 1998).
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Doku uyusum kompleksi, ti¢ gen smifin1 igermektedir (simf I, 11, 1IT). MHC
siif I genleri tiim ¢ekirdekli hiicrelerin iizerinde bulunan MHC sinif I molekiillerini
kodlar ve endojen antijenlerin sunulmasi ve iglenmesi ile ilgilidirler. Doku uyusum
kompleksi smif II genleri ise antijen sunan hiicrelerin yiizeyinde bulunan MHC sinif
IT molekiillerini kodlamakta ve ekzojen antijenlerin islenme ve sunulmasinda gorev
yapmaktadirlar. Doku uyusum kompleksi sinif III genlerinin ise antijen sunulmasi ile

ilgileri yoktur (Diker, 1998).

Kopeklerde MHC, Dog Leukocyte Antigen (DLA) bolgesi olarak
adlandirilmakta ve 12. kromozom iizerinde bulunmaktadir. K&pekler transplantasyon
calismalarinda model olarak siklikla kullanildiklarindan, képeklerde MHC iizerine
yogun bigimde calisilmistir. ilk ¢alismalar hiicresel, serolojik ve immunolojik
analizlere dayanirken, sonralar1 bu bolgede kesfedilen genler ve bu genlerin protein
triinleri ile iligkileri {izerine yogunlasilmistir. Bununla birlikte, simif 1 ve sif 11
genlerle iliskili fonksiyonel c¢alismalar gergeklestirilmemis ve bu ylizden
fotomaternal MHC antijenlerinin gebeligin devami i¢in 6nemi bugiline kadar tam

anlamiyla agiklanamamistir (Wagner, 2003).

Kisraklarda embriyonun immunolojik olarak kendisine diisman bir ¢evre olan
uterusta nasil hayatta kalabildigi sorusu yogun bicimde arastirilmistir. Onemli bir
bulgu, kisrak trofoblastinda endometriyal cup invazyonu sirasinda belirgin paternal
ve maternal MHC antijen ekspresyonu olmasi, ilerleyen dénemde bu ekspresyonun
baskilanmasidir (Crump ve ark., 1987; Donaldson ve ark., 1990). Doku uyusum
kompleksi fonksiyonuna iligkin ilgi ¢ekici bir hipotez ise MHC iizerinde bir bdlgenin
fotal invazyonu engelleyebilecegidir. Ayrica in vitro ¢caligmalarda diger birgok tiirde
oldugu gibi kisraklarda da smif I MHC antijenlerinin embriyo yasayabilirligi i¢in
mutlak gerekli olan lenfosit sitotoksisitesini kontrol edip, aktivasyonunu sinirladigi

belirlenmistir (Vagnoni ve ark., 1996; Moffett ve Loke, 2006).

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda bu doktora tez ¢alismasiin oncelikli amaci, orta
donem gebeliklerinde rezorpsiyon/abort uyarimi yapilan ya da spontan

rezorbsiyon/abort sekillenen kopeklerin uterus ve maternal plasenta dokularinda
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MHC-I-II, MMP-2-9, progesteron ve Ostrojen reseptorii ekspresyonunda meydana
gelen  degisimlerin  ortaya konularak  rezorbsiyon/abort mekanizmasinin
incelenmesidir.  Bunun  yamisira,  kopeklerde  istenmeyen  gebeliklerin
sonlandirilmasinda giincel bir yaklasim olan progesterone reseptér antagonisti

uygulamalarinin klinik yonden incelenmesi de amaglanmustir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Hayvan Materyali

Doktora tez materyalini Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji Anabilim Dal1 Kiigiik Hayvan Klinigine, sahipleri tarafindan istenmeyen
gebeliklerin sonlandirilmas1 amaciyla getirilen 17 kopek ve anamnez, klinik,
ultrasonografik kontroller sonucu fotal rezorbsiyon/abort belirlenen 5 kdpek olmak
tizere toplam 22 disi kopek olusturmustur. Farkli irklardan (Doberman, Husky,
Terrier, Labrador Retriever, Golden Retriever, Beagle, Alman Coban Kopegi,
Kangal, Seter ve Melez) olan kopeklerin yaglar1 11 aylik ile 9 yas (3,66 £ 2,69)

arasinda degismistir.

Gebelik sonlandirmast talep edilen 17 kopekten 10 adedi uyarilan
rezorbsiyon/abort (URA) grubunu olusturmus, bu gruptaki kopekler ayrica ilag
uygulamasinin gergeklestirildigi gebelik donemine gore Grup I (25-35 giin) ve grup
IT (36-45 giin) olarak degerlendirilmistir. Diger 7 gebe kopek kontrol grubunu,
spontan rezorbsiyon/abort (SRA) belirlenen 5 kopek ise ayr1 bir grubu olusturmustur
(Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan hayvan materyalinin gruplandirilmasi.

Kopek Gebelik
Calisma Grubu Sayist (n) Dénemi Uygulama OHE Zamam
Uyarilan Grup 5 25-33. Aglepriston Rezorbsiyon/Abortun
. I giinler Bitimini Takiben
Rezorbsiyon/Abort .
(URA) Grubu Grup 5 36-45. Aglepriston Rezorbsiyon/Abortun
11 giinler Bitimini Takiben
Spontan Rezorbsiyon/Abort 5 25-45. i Rezorbsiyon/Abortun
(SRA) Grubu giinler Bitimini Takiben
Kontrol Grubu 7 2?—45. i Gebelik Devam
giinler Ederken

OHE: Ovaryohisterektomi
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Diizeni

Doktora tez ¢alismas1 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali, Viyana Veteriner Universitesi Patobiyoloji Departmani Histoloji ve
Embriyoloji Enstitiisii ve Viyana Veteriner Universitesi Hayvan Yetistiriciligi ve
Reprodiiksiyon  Departmant Dogum, Jinekoloji ve Androloji Kliniginde
gergeklestirilmistir.

Hayvan materyalinin saglanmasi, klinik uygulamalarin yapilmasi, doku ve
kan 6rneklerinin alinmasi, immunohistokimyasal analizlerde kullanilacak olan doku
orneklerinin tespit ve bloklanmasi Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum
ve Jinekoloji Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Alinan 6rnekler uygun sartlar
saglanarak Viyana Veteriner Universitesine gdnderilmistir. Immunohistokimyasal
analizler, morfometrik dl¢iimler ve jelatin zimografi uygulamalar1 Viyana Veteriner
Universitesi Patobiyoloji Departmani Histoloji ve Embriyoloji Enstitiisii biinyesinde
yapilirken polimeraz zincir reaksiyonu analizleri (PCR) ve kan Orneklerinden
hormon &lciimleri Viyana Veteriner Universitesi Hayvan Yetistiriciligi ve
Reprodiiksiyon  Departmant Dogum, Jinekoloji ve Androloji Kliniginde
gergeklestirilmistir.

2.2.2. Klinik Uygulamalar

2.2.2.1. Gebelik Muayenesi ve Gebelik Giinlerinin Saptanmasi

Gebelik sonlandirmasi talep edilen kopeklerin gebelik muayenesi ve gebelik
giinlerinin tespiti ultrasonografik (6,0 ve 8,0 MHz multifrekansli linear prob
donanimli Pie-Medical, Falco 100) yontem ile gerceklestirilmistir. Ultrasonografik
muayenede ekstrafotal yapilardan yavru kesesi i¢ ¢ap1 ve uterus dis capi; fotal

yapilardan ise ense-kuyruk sokumu uzunlugu, abdominal ¢ap, bas cap1 ve biparietal
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cap Olciilmiistiir. Gebelik giinleri, elde edilen 6l¢iim sonuglarmin Yeager ve ark.,
(1992) ile Luvoni ve Grioni’nin (2000) bildirdigi referans denklemlerde (Cizelge
2.2.) kullanilmasiyla belirlenmistir. Her kopek icin gebelik dénemine bagl olacak

sekilde miimkiin olan en fazla sayida parametre degerlendirilmistir.

Cizelge 2.2. Ultrasonografik muayene ile gebelik giinlerinin saptanmasinda kullanilan
referans denklemler.

Parametre Denklem Referans
(LH Dalgasi Sonrasi Giin Sayisi)
=19,66 + 6,27 x cm Yeager ve ark., 1992
Yavru Kesesi I¢ Cap1 = (mm - 82,13)/1,8 Luvoni ve Grioni, 2000

(Orta boy kopekler igin)

= (mm - 68,68)/1,53

(Kiiciik boy kopekler icin) Luvoni ve Grioni, 2000

=17,39+4,98 x cm Yeager ve ark., 1992

Uterus Dis Cap1

= (mm - 80.78)/1,57 Luvoni ve Grioni, 2000

= (mm — 85,17)/1,83 Luvoni ve Grioni, 2000

Ense-Kuyruk Sokumu Uzunlugu

=24,64+4,54 x cm — 0,24 x cm’

Yeager ve ark., 1992

Abdominal Cap =22,89 + 12,75 x cm — 1,17 x cm’ Yeager ve ark., 1992
Bas Capi =21,08 + 14,88 x cm — 0,11 x cm’ Yeager ve ark., 1992
= (mm — 29,18)/0,7 . .
Biparietal Cap (Orta boy kopekler icin) Luvoni ve Grioni, 2000

= (mm - 25,11)/0,61

(Kiigiik boy kpekler igin) Luvoni ve Grioni, 2000

2.2.2.2. Spontan Rezorbsiyon/Abort Sekillenen Kopeklerin Belirlenmesi

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen hayvanlar anemnez, inspeksiyon ve
ultrasonografik yontemlerle belirlenmistir. Anemnez bulgularindan son ¢iftlesme
tarihi, genel durum bozuklugunun olup olmamasi, vaginal akint1 veya abort gdzlenip
gbzlenmedigi dikkate alinmustir. Inspeksiyonda kdpeklerde vaginal akint1 varligi goz
onlinde bulundurulmugtur. Ultrasonografik muayene ise yavrularda kalp atimlarinin
yavaglamasi veya belirlenememesi, yavru hareketlerinin izlenmemesi, embriyo/fotal
stvilarin azalmasi ve ekojenitelerinin artmasi, plasental alanlarda uterus duvarinin
kalinlasarak iceriye dogru kivrim yapmasi ve abort sekillenen fotuslara ait bos
plasentasyon alanlarinin belirlenmesi gibi parametreler (England, 1998) g6z 6niinde

bulundurularak rezorbsiyon/abort tanis1 konulmustur.

Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopeklerde yavru canliliginin devam

ettigi durumlarda yukarida belirtilen denklemler kullanilarak, abort sekillenmis olan
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olgularda ise aborte fGtuslarda ense-kuyruk sokumu uzunlugu o6lgiilerek tahmini

gebelik giinleri belirlenmistir.

2. 2.2.3. Gebeliklerin Sonlandirilmasi

Uyarilan rezorbsiyon/abort grubundaki kopeklerin gebelikleri aglepriston (Alizine®,
30 mg/ml, Virbac, Fransa) uygulamasi ile sonlandirilmistir. Ilag 24 saat arayla iki
kez, 10 mg/kg dozunda s.c. enjeksiyon tarzinda uygulanmistir. Kontrol grubundaki

kopeklerde ise gebelikler ovaryohisterektomi operasyonu ile sonlandirilmistir.

2.2.2.4. Rezorbsiyon/Abortlarin izlenmesi

Uyarilan rezorbsiyon/abortlar inspeksiyon, vaginoskopi ve giinliik ultrasonografik
muayeneler ile takip edilmistir. Kopeklerde vaginal akintinin rengi ve goriintiisii
izlenmis, gilinliik rektal 1s1 6l¢iimleri yapilmistir. Abort sekillenen hayvanlarda aborte
fotuslarin say1 ve goriintiisii kaydedilmistir. Ilk aglepriston uygulamas: ile ilk
yavrunun abortu arasinda gecen siire ve ilk yavrunun abortu ile son yavrunun abortu

arasinda gegen siire kaydedilmistir.

2.2.2.5. Ovaryohisterektomi

Calismada kullanilan tiim kopeklerde ovaryohisterektomi genel anestezi altinda
median hat ensizyonu ile gergeklestirilmistir. Kopeklerin genel anestezisinde 2
mg/kg i.m. ksilazin (Alfazyne®, Egevet, izmir, Tiirkiye) ve 10 mg/kg i.m. ketamin
(Alfamine®, Egevet, izmir, Tiirkiye) kullamlmustir. Ovaryohisterektomi, rezorbsiyon
sekillenen hayvanlarda tiim yavrularda kalp atimlarmin kesilmesini takiben, abort
sekillenen hayvanlarda ise son yavrunun abortunu takiben gerceklestirilmistir.

Kontrol grubunu olusturan 7 gebe kopek dogrudan ovaryohisterektomiye alinmustir.
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2.2.2.6. Uterus ve Ovaryumlarin Morfolojik Degerlendirilmesi

Ovaryohisterektomi sonrasinda elde edilen uterus ve ovaryumlarda; uterus iceriginin
goriintlisli, plasental alanlarinin goriiniim, say1 ve uterus kornularina dagilimi

kaydedilmis, ovaryumlarin durumu incelenmistir.

2.2.3. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Ovaryohisterektomi operasyonu sonrasinda elde edilen uteruslarda her iki kornu
uterinin birer interplasental ve plasental boliimii ile korpus uteriden doku &rnekleri
alinmistir.  Bu boliimlerden immunohistokimyasal analizler, jelatin zimografi ve
PCR analizlerinde kullanilmak {izere 2x2 cm boyutlarinda 3’er 6rnek steril bistiiri

kullanilarak alinmastir.

2.2.3.1. Immunohistokimyasal Analizler ve Morfometrik Olciimlerde

Kullanilacak Doku Orneklerinin Tespiti, Bloklanmasi ve Saklanmasi

Dokularin immersiyon fikzasyonu %4 noétral fosfat tamponlanmis formaldehit
(Merck 3999, Darmstadt, Almanya) soliisyonu kullanilarak oda 1sisinda 24 saatte
gerceklestirilmistir. Daha sonra doku 6rneklerinden steril bisturi ile ortalama 5 mm
capinda kesitler alinmis ve doku takip kasetlerine yerlestirilmistir. Formaldehitin
uzaklagtirilmasi i¢in 24 saat su banyosunda bekletilen doku kesitleri dehidrasyonun
saglanmast amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’lik alkolde 1’er saat bekletilmis,
bu uygulamalar1 3 kez 1 saatlik absolut alkol uygulamasi takip etmistir. Dokularin
sertlesmesini engellemek icin 3 kez 12 saatlik ksilol uygulamasi yapilmistir.
Fikzasyon islemini takiben doku Ornekleri parafin dispenser (Tetra, Tiirkiye)
kullanilarak doku gémme vasati (Paraplast”, Merck, Darmstadt, Almanya) igerisine
yerlestirilmis ve Viyana Veteriner Universitesine gonderilmeden 6nce oda 1sisinda

muhafaza edilmistir.
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2.2.3.2. Jelatin Zimografi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizlerinde

Kullanilacak Doku Orneklerinin Saklanmasi

Jelatin zimografi ve PCR analizlerinde kullanilmak {izere alinan doku 6rnekleri doku
kaplama vasat1 (Tissue Tec®, Sanova Pharma GmbH, Viyana, Avusturya) icerisine
gomiildiikten sonra aluminyum folyo ile kaplanmig, sivi azot igerisinde hizli

dondurma sonras1 -80C°’de muhafaza edilmistir.

2.2.3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Uyarilan  rezorbsiyon/abort  grubundaki  kopeklerden; birincisi  ilk  ilag
uygulamasindan hemen Once, sonuncusu ise ovaryohisterektomi operasyonu
sirasinda olmak tiizere giinliik, spontan rezorbsiyon/abort grubu ve kontrol
grubundaki hayvanlardan ise ovaryohisterektomi sirasinda olacak sekilde Vena
cephalica antebrachi’den periferal kan Ornekleri alinmistir. Onbes dakika siireyle
santrifiij (3000 devir/dakika, Haraeus Labofuge GL, Hannover, Almanya) sonrasinda
elde edilen serum Ornekleri progesteron ve Ostradiol seviyelerinin Ol¢iimi icin

Viyana Veteriner Universitesine génderilmeden énce -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.4. immunohistokimyasal Analizler

2.2.4.1. Parafin Bloklar icerisindeki Doku Kesitlerinden Mikroskop Slaytlarinin

Hazirlanmasi

Parafin bloklar igerisindeki doku drneklerinden 3 pm kalinliginda seri doku kesitleri
kizakli bir mikrotom (HM440E, Microm Co., Almanya) kullanilarak alinmis ve cam
mikroskop slaytlarina aktarilmistir. Doku kesitlerinden genel degerlendirme ve
morfometrik Slgiimlerde kullanilmak {izere hematoksilen-eozin (HE) ile boyanacak
olanlar normal cam slaytlara alimirken, MMP-2 ve MMP-9 boyamalarinda
kullanilacak olan kesitler poly-L-lysine (Sigma, Cat. P-8920) kapl slaytlara; MHC-I,

MHC-II, progesteron ve 0strojen reseptorii icin boyamalarda kullanilacak olanlar ise
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%100 aseton igerisinde ¢Ozdiiriilmiis %3’liik 3-aminopropiltrietoksilen (APES,

Sigma A3648) ile kaplanmis slaytlara alinmistir.

2.2.4.2. Hematoksilen-Eozin Boyama

Hematoksilen-eozin boyama i¢in histolojik preparatlar 2 kez 5 dakika ksilolde
bekletilerek deparafinizasyonlar1 saglanmistir. Sirasiyla %100, %96 ve 9%70’lik
alkolde 2 dakika tutularak dehidrasyonu gerceklestirilen preparatlar, 2 dakika distile
suda tutulmus ve hematoksilen soliisyonu ile 3 dakika boyanmistir. Fazla
hematoksilenin uzaklastirilmasi i¢in akar distile su altinda 10 dakika yikanan
preparatlar eozin solusyonu ile 5 dakika boyanmistir. Distile sudan gegirilen
preparatlar 2’ser dakika siireyle %96 alkol, %100 alkol, %100 alkolde bekletilmis
daha sonra 2 dakika siireyle iki defa ksilolde tutulmustur. Preparatlar uzun siire
muhafaza edilebilmeleri amaciyla entellan ile kaplanarak {izerleri lamel ile

Ortilmiistiir.

2.2.4.3. Histolojik Preparatlarin Genel Degerlendirmesi ve Morfometrik

Ol¢iimler

Histolojik preparatlarin genel degerlendirmesi dijital bir kamera (DN110, Nikon,
Avusturya) baglanmis mikroskop (Poly-var; Reichert-Jung, Viyana, Avusturya)
aracilifiyla gerceklestirilmistir. Preparatlarin  tim doku katmanlarint igerip

icermedigi kontrol edilmistir.

Morfometrik Ol¢iimler imaj analiz programi (Eclipse; Nikon, Avusturya)
kullanilarak De Bosschere ve ark., (2002)’nin bildirdigi yonteme goére yapilmistir.
Hematoksilen-eozin boyanmis uterus Orneklerinin myometriyum ve endometriyum
kalinliklar1 ayni histolojik kesitte 4 farkli mikroskobik alanda oOl¢iilmiistiir. Elde
edilen sonuglardan endometriyum/myometriyum orant ve uterus kalinlig

hesaplanmustir.



35

2.2.4.4. Iimmunohistokimyasal Boyamalarin Gergeklestirilmesi

Mikroskobik slaytlara alinmis olan doku kesitleri iki defa 5 dakika stireyle ksilolde
bekletilerek deparafinize edilmis ve sirasiyla %100, %100, %96 ve %70 alkolde
2’ser dakika bekletilerek rehidrasyonlar1 saglanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi
%0,06’lik metanol/perhidrol igerisinde 15 dakika siireyle baskilanmistir. Progesteron
reseptorii, OR, MHC-I ve MHC-II parametreleri i¢in 6n mikrodalga uygulamasi
(0,01 M sitrat buffer, pH 6,0 4x5 dakika) ile antijen geri kazanimi saglanmistir. Daha
sonra slaytlar plastik slayt tutucular igerisine alinarak immunohistokimyasal
boyamalarin gerceklestirilecegi immunboyama paneline (Sequenza Shandon,
Pittsburgh, ABD) yerlestirilmistir. Tamponlanmis fosfat soliisyonundan (Phosphate
Buffered Saline, PBS) gecirilen slaytlarin % 1,5’lik normal keci serumu (75 pl keci
serumu/5 ml PBS) ile oda 1sisinda 30 dakika muamele edilmesiyle spesifik olmayan
baglanma reaksiyonlar1 engellenmistir. Slayt bagima 100 ul primer antikor ile 4°C’de
bir gece inkubasyon gerceklestirilmistir. Kullanilan primer antikorlar ¢izelge 2.3.’de
belirtilmistir. Bu islemden sonra PBS ile 5 dakika yikanan slaytlar sekonder antikor
sistemi (MMP-9, PR ve OR i¢in PowerVision Poly-HRP anti-rabbit IgG; MHC-I ve
MMP-2 i¢in PowerVision Poly-HRP anti-mouse IgG) eklenerek 30 dakika oda
1s1sinda tutulmustur. Doku uyusum kompleksi molekiilii-II icin iki agamali sekonder
antikor sistemi kullanilmistir. ilk olarak slaytlar biotinylated anti-rat IgG ilave
edilerek 30 dakika oda 1sisinda inkubasyona birakilmis, sonrasinda PBS ile yikanmis
ve Vectastain ABC-Kit, (Vector Laboratories, Burlingame, ABD) eklenerek oda
1s1sinda 45 dakika bekletilmistir. Ttim slaytlar tekrar PBS ile yikanmis ve peroksidaz
aktivitesi MMP-2, MMP-9, PR ve OR i¢in DAB substrat1 (50 ml 0,1M Tris buffer
icerisinde 10 mg 3,3’-diaminobenzidin, pH 7,4) ve % 0,03 v/v H,0; ile oda 1sisinda
10 dakikada, MHC-I ve MHC-II i¢inse Histogreen substrat kiti (Wertheim,
Almanya) ile 5 dakika inkubasyonla belirlenmistir. Distile sudan gec¢irmenin
ardindan kesitler hemalumn ile 2-3 dakika zit boyanmig ve fazla boya slaytlarin 10
dakika akar sudan gecirilmesiyle uzaklastirilmistir. Slaytlar sirasiyla % 96, %100,
%100 alkol ve ksilol, ksilol’de 2’ser dakika tutularak dehidrasyonlar1 saglanmis ve
Depex (Fluka, Buchs, Isvicre) ile kaplannslardir.
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Cizelge 2.3. Immunohistokimyasal boyamalarda kullanilan primer antikorlar.

Anti-MHC sinif I (1:100 fare monoklonal HS8A, VMRD, Pulman, WA, ABD)
Anti-MHC smif IT (1:100 rat monoklonal dog 26-1, GSF, Neuherberg, Almanya)
Anti-MMP-2 (1:100 fare monoklonal Ab4, NeoMarkers, Fremont, CA, ABD)
Anti-MMP-9 (1:200 tavsan poliklonal Ab9, NeoMarkers, Fremont, CA, ABD)
Anti-OR (1:200 tavsan monoklonal, Zymed Laboratories, South San Fransisco, ABD)
Anti-PR (1:50 tavsan monoklonal SP2, NeoMarkers, Fremont, CA, ABD

2.2.4.5. Immunohistokimyasal Boyamalarin Degerlendirilmesi

Immunohistokimyasal boyamalarm degerlendirilmesi morfometrik &lgiimlerin
yapildig1 goriintli analiz programi ile gergeklestirilmigstir. Tiim immunohistokimyasal
boyamalar i¢in immunoreaktivite varligi ve lokalizasyonu belirlenmistir. Pozitif
boyanan hiicrelerin sayilma olanagi bulunan MHC-II, PR ve OR boyamalar1 igin

ayrica kantitatif degerlendirmeler yapilmistir.

2.2.4.5.1. Doku Uyusum Kompleksi Molekiilii-II Pozitif Hiicre Sayimi

Doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicrelerin sayimi amaciyla tim
orneklerinin immunoreaktivite belirlenen farkli doku katmanlarinda 10%40’lik
biiylitmede 10 mikroskobik saha taranmistir. Tiim alanlardaki pozitif hiicre sayisi

toplanmustir.

2.24.5.2. Progesteron Reseptorii Immunohistokimyasal Boyanma

Derecelendirmesi

Uterus dokusunda PR ekspresyonu Vermeirsch ve ark., (2000) bildirdigi yontem
kullanilarak 10x40’Iik biiylitme ile mikroskobik olarak degerlendirilmistir.
Immunohistokimyasal boyamaya yanit veren hiicre gruplarina; bir yogunluk skoru ve
bir oransal skor verilmistir. Bu skorlarin birbirine eklenmesiyle her hiicre grubu i¢in
bir toplam skor elde edilmistir. Yogunluk skoru kahverengi-pozitif boyanmanin
yogunlugunu gosterirken, oransal skor farkli hiicre gruplart igerisinde pozitif

boyanan hiicre ¢ekirdeklerinin yilizdesini belirtmistir (Cizelge 2.4.). Yogunluk ve
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oransal skorlart PR pozitif hiicre gruplarindan 100’er hiicrenin incelenmesiyle

hesaplanmustir.

Cizelge 2.4. Progesteron reseptorii immunohistokimyasal skor derecelendirmesi.

Yogunluk skoru Oransal skor
Skor 0 Boya almamis Skor 0 Pozitif ¢ekirdek yok
Skor 1 Zay1f boyanma Skor 1 %1’den az pozitif ¢ekirdek
Skor 2 Orta dereceli boyanma Skor 2 %1-9 pozitif ¢ekirdek
Skor 3 Giiglii boyanma Skor 3 %10-32 pozitif ¢ekirdek
Skor 4 Cok giiclii boyanma Skor 4 %33-65 pozitif ¢cekirdek
Skor 5 %65’den fazla pozitif ¢cekirdek
2.2.4.5.3. Ostrojen Reseptorii Immunohistokimyasal Boyanma Derecelendirmesi

Uterus dokusunda OR ekspresyonu Vermeirsch ve ark., (1999) bildirdigi yonteme
gore 10x40°lik biiyiitmede mikrokobik olarak gerceklestirilmistir. Ostrojen reseptorii
pozitif hiicre gruplarina bir yogunluk skoru ve bir oransal skorun toplanmasiyla elde
edilen immunohistokimyasal toplam skor verilmistir. Yogunluk skoru kahverengi
pozitif boyanma yogunlugunu belirtirken, oransal skor farkli hiicre gruplarinda
pozitif boyanan hiicre ¢ekirdegi yiizdesini ortaya koymaktadir (Cizelge 2.5).
Yogunluk ve oransal skorlar1 OR pozitif hiicre gruplarindan 100’er hiicrenin

incelenmesiyle ortaya konulmustur.

Cizelge 2.5. Ostrojen Reseptorii Immunohistokimyasal Skor Derecelendirmesi

Yogunluk skoru Oransal skor
Skor 0 Pozitif ¢ekirdek yok
Skor 0 Boya almamis Skor 1 %1’den az pozitif ¢ekirdek
Skor 1 Zayif boyanma Skor 2 %1-9 pozitif ¢ekirdek
Skor 2 Orta dereceli boyanma Skor 3 %10-32 pozitif ¢ekirdek
Skor 3 Giglii boyanma Skor 4 %33-65 pozitif ¢ekirdek
Skor 5 %65’den fazla pozitif ¢ekirdek
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2.2.5. Jelatin Zimografi

2.2.5.1. Ekstraksiyon

Uterusun plasental ve interplasental boliimlerine ait doku oOrnekleri muhafaza
edildikleri -80°C’den alinmis ve igerisinde bulunduklart aluminyum folyolardan
cikartilmistir. Skalpel yardimiyla doku 6rneklerinin endometriyum ve myometriyum
boliimleri birbirinden ayrilmistir. Bu boliimlerden alinan kiiciik parcalar ¢ift bistiiri
yontemiyle olabildigince kiigiik parcalara kiyilmistir. Ekstraksiyon islemi cam
homojenizatorlerde manuel gergeklestirilmistir. Her 6rnekten yaklasik 10 pg alinarak
igerisinde 1 ml ekstraksiyon tamponu ve fenilmetilsiilfonflorid (50 mmol/L Tris
hidrokloriir, 10 mmol/L kalsiyum klorit, %0,05 Brij 35 ve 25 pmol/L
fenilmetilsiilfonflorid [PMSF], pH 7,4) bulunan homojenizatorlere aktarilmistir.
Manuel homojenizasyon ornek basina yaklasik 5 dakika siirmiistiir. Elde edilen
homojenatlar ependorf tiiplerine alinarak iki defa 5 dakika stireyle santrifiij (8000 g)
edilmistir. Tiiplerin list kismindan 5 pl homojenat alinarak yeni ependorf tiiplerine
gecirilmis ve 5 pl SDS ornekleme tamponu (Tris-Glisin Sodyum Dodesil Siilfat
Omnek tampunu %2, Novex, Carlsbad, Kaliforniya, ABD) eklenerek protein

miktarinin 6l¢iimiine kadar -18°C’de saklanmustir.

2.2.5.2. Homojenatlarin Protein Miktariin Ol¢iilmesi ve Standardizasyonu

Homojenatlarin protein igerigi Coomassie Brilliant Blue G-250 baglanma analizi
yontemiyle mikropleyt formatinda (Mikropleyt okuyucu, Sunrise” , Tecan, Groedig,
Avusturya) standart bovine serum albumin (BSA) kalibrasyon egrisi kullanilarak
belirlenmistir. Homojenatlarin toplam protein konsantrasyonlar:1 ekstraksiyon

tamponu ilavesi ile 4 mg/ml’ye standardize edilmistir.
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2.2.5.3. Zimogram Jellerin Hazirlanmasi

Ayirict Jel Hazirlanmasi: Her bir ayirict jel ig¢in balon joje igerisinde 1850 pl
akrilamid, 1450 pl 2M Tris-Tamponu (pH: 8,8), 1557 pl bidistile su, 543 pl jelatin
soliisyonu (10 mg/ml, distile su igerisinde 1s1 uygulamasiyla ¢ozdiiriilmiis) ve 40 ul
%10 APS (Amonyum persiilfat) karistirilmis, 2 pl temed (Tetrametiletilendiamid)
ilave edilerek jel kalibina dokiilmiistiir. Jel kalibindaki karisim, iizerine 1-2 ml

isopropanol ilave edilerek 1 saat siireyle polimerizasyona birakilmistir.

Ornekleme Jelinin Hazirlanmasi: Bir 6rnekleme jeli hazirlamak igin 370 pl
akrilamid, 500 pl 0,5M Tris-Tamponu (pH: 6,8), 1300 pl bidistile su ve 20 pl %10
APS balonjoje igerisinde karigtirllmig ve karisimin {izerine 2 pl temed ilave
edilmigtir. Ayirict jelin {izerinde bulunan isopropanol dokiilmiis ve balonjoje
icerisindeki karisim ayirici jelin iizerine eklenmistir. Uzerinde 75 mm genisliginde
10 adet cikintis1 olan plastik bir aparatin (Well-locating decal) 6rnekleme jelinin iist
kismina yerlestirilmesiyle elektroforezi gerceklestirilecek orneklerin konulmasi igin
bosluklar olusturulmustur. Ornekleme jelinin sogumasi i¢in 30 dakika beklenmistir.
Cam kalip igerisindeki jeller, kurumalarini 6nlemek tlizere 1-2 ml bidistile su
eklendikten sonra havayla temaslarini engelleyen naylon posetlere aktarilmistir. Bu
haliyle elektroforez isleminde kullanima hazir olan jeller, gerektigi takdirde

kullanilacaklar1 zamana kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.5.4. Orneklerin Zimogram Jellerine Aktarilmasi

Daha oOnce protein igerigi belirlenmis olan homojenatlar ekstraksiyon tamponu
ilavesi ile protein konsantrasyonu 480 upg/ml olacak sekilde sulandirilmistir.
Pipetasyon ile ¢alkalanan sulandirmalarin her birinden 50 pl yeni ependorf tiiplerine
alimmis ve minishaker kullanilarak homojen hale getirilmistir. Sulandirmalardan
11’er pl alarak ependorf tiipler igerisinde ayni miktarda ornekleme tamponu
(Sample Buffer) ile karistirlmistir. Ornekleme tamponu olarak distile su ile 1:1
oraninda sulandirilmis Tris-Glisin Sodyum Dodesil Siilfat Ornek tampunu x2

(Novex, Carlsbad, Kaliforniya, ABD) kullanilmistir.
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Cam kaliplar igerisinde hazir haldeki jeller vertikal konumda elektroforez
tinitesine yerlestirilmis ve ornekleme jelinin iizerinde plastik aparatin olusturdugu
bosluklarin taban kisimlari isaretlenmistir. Bu sirada ornekleme jeli ve ayirici jel
simirt da belirlenmistir. Zimogram jelinin iist kismindaki bosluk SDS yiiriitme
tamponu (SDS-Running-Buffer) ile doldurulmustur. Plastik aparat dikey konumda
yukar1 dogru cekilerek alindiktan sonra elektroforez diizeniginin alt tampon haznesi
de jellerin alt kismimin yaklasik 1-1,5 cm yukarisina kadar SDS yiiriitme tamponu
(SDS-Running-Buffer) ile doldurulmustur. Yiiriitme tamponu olarak distile su ile
1:10 oraninda sulandirilmig Tris-Glisin Sodyum Dodesil Siilfat yiiriitme tampunu

x10 (Novex, Carlsbad, Kaliforniya, ABD) kullanilmistir.

Her zimogram jelinin iist kisminda bulunan 10 bosluktan ilki pozitif kontrol
icin kullanilmistir. Bu amagla, 10 pl Jelatinaz A+Jelatinaz B (MMP-2/MMP-9,
human, zymography standards, Chemicon, Kanada) 1:1 oraninda 6rnekleme tamponu
ile karistirllmis ve ilk bosluga aktarilmistir. Sonraki 8 boslugun her birine 20 pl
ornek sulandirma ve drnekleme tamponu karisimi konulmustur. Jeller {izerindeki son
bosluklara ise standart olarak 0,8 ul Kaleidoscope™ (Precision Plus Protein

Kaleidoscope Standarts, Bio-Rad, ABD) konulmustur.

2.2.5.5. Elektroforez, Jellerin Boyanmasi ve Degerlendirilmesi

Elektroforez mini bir vertikal elektroforez {iinitesi (SE245, Hoefer, Scientific
Instruments, San Francisco, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Elektroforez
sistemi Ornekleme jeli icin 15 mA, Ayirict jel iginse 25 mA akim uygulanacak
sekilde calistirilmistir. Bantlarin goc¢li tamamlandiginda jeller cam kalibindan
ayrilmistir. Ornekleme jeli uzaklastinlmis ve ayirict jel cam sale igerisinde
renaturasyon tamponu (Renaturing Buffer, %2,5 [vol/vol]) Triton X-100; Novex,
Kaliforniya, ABD) ile oda 1sisinda 45 dakika inkubasyona birakilmistir. Bu islemden
sonra 30 dakika gelistirme tamponunda (Developing Buffer, 50 mM Tris bazi, 200
mM sodyum klorit, 5 mM kalsiyum klorit, %0,2 Brij 35; Novex, Kaliforniya, ABD)
bekletilen jel gelistirme tamponunun yenilenmesinden sonra bir gece 37°C’de

bekletilmigtir.
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Jellerin boyanmast Coomassie soliisyonu (%0.5 Coomassie R250, %40
Metanol, %10 asetik asit) ile gerceklestirilmistir. Coomassie boyama solusyonu
icerisindeki jeller iki saat siireyle orbital bir c¢alkalayici iizerinde inkubasyona
birakilmistir. Olusan bantlarin kontrastinin artirilmasi amaciyla %40 metanol, %10
asetik asit ve %50 distile su karisimi kullanilarak jeller {lizerindeki fazla boya
uzaklagtirilmistir. Jeller, asir1 kuruma ve ¢atlamanin engellenmesi i¢cin %20°’lik alkol
icerisinde %1-3 gliserin igerisinde bir saat tutulmustur. Disar1 alinan jeller hava
almayacak, iizerlerinde hava kabarcigi kalmayacak ve gerginlikleri saglanacak

bicimde selofan bantlar ile kaplanmis ve oda 1sisinda 1-2 giin kurumaya birakilmistir.

Kuruyan jellerde bantlarin rakamsal verilere doniistiiriilmesi bir yazilim
programi (PDI Quantitiy One version 2.7, Huntington Station, New York, ABD) ve
lizerine bir tarayici (Sharp JX-330) bagl bulunan islemci (SPARCstation IV, Sun
Microsystems, Mountain View, ABD) kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

2.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu analizleri doku orneklerinde MMP-2, MMP-9 ve PR
mRNA aranmasma dayali reverse transkriptaz-PCR seklinde gergeklestirilmistir.
Tiim caligma gruplarindan miimkiin olan en fazla sayida 6rnek degerlendirilmeye

calisilmigtir.

2.2.6.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Doku ornekleri (50-100 mg), TRI Reagent (T9424, Sigma-Aldrich, Avusturya)
solisyonu ile homojenize edilmistir. Homojenatlar erimeyen materyalin
(Ekstraseliiler membranlar, polisakkaritler ve yiiksek molekiiler agirlikli DNA)
uzaklastirilmas: amaciyla santrifiij (12000g, 15 dakika, 4°C) edilmis, RNA ve
protein  iceren  siipernatantlar  alinarak  niikleoprotein ~ komplekslerinin

disosiyasyonundan emin olmak amaciyla oda 1sisinda 5 dakika bekletilmistir.
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Orneklere kloroform (200 pl) eklenerek 2-15 dakika oda 1sisinda bekletilmis ve
santrifiij (12000g, 15 dakika, 4°C) edilmistir.

2.2.6.2. Riboniikleik Asit izolasyonu

Santrifiij sonras1 iistteki RNA faz1 yeni tiiplere alinmis ve 6rneklerin hazirlanmasi
asamasinda kullanilan her 1 ml TRI Reagent soliisyonu i¢in 0,5 ml olacak bi¢imde
isopropanol eklenerek santrifiiy (12000g, 10 dakika, 4°C) islemi ile RNA
presipitasyonu saglanmistir. Elde edilen RNA peleti %75 etanol ile yikanmustir.
Riboniikleik asit peleti 5-10 dakika siireyle kurutulmus ve 30 pl dietilpirokarbonatl
(DEPC) su eklenerek 55°C’de 15 dakikada ¢éziinmesi saglanmistir.

2.2.6.3. Reverse Transkripsiyon Islemi ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Reverse Transkripsiyon islemi ticari Qiagen® OneStep RT-PCR (Qiagen, Venlo,
Hollanda) kiti  kullanilarak  {iretici  firmanin  direktifleri ~ dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Buna gore RT soliisyonunda her primerden 30 pmol, ekstrakte
RNA’dan ise >1 pg bulunmustur. incelenen genler icin primerler niikleotid veri
tabaninda (Nucleotide database) mevcut sekanslar (MMP-2: AF177217, MMP-9:
AF169244; PR: 177470) kullanilarak dizayn edilmistir. Amplifikasyon islemi termal
dongiiciide  (Mastercycler®Gradient, Eppendorf ~AG  Schott,  Avusturya)
gergeklestirilmistir. Dongili profili 50°C’de 30 dakika (Reverse Transkripsiyon),
95°C’de 10 dakika (Polimeraz Aktivasyonu), 94°C’de 1 dakika, 52°C’de 1 dakika,
72°C’de 1 dakika 35 siklus (PCR Amplifikasyonu); 72°C’de 10 dakika son uzama ve

4°C’de bir gece son saklama seklinde olmustur.

Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonrasinda amplifiye
edilen iriinler ethidium bromid i¢eren agaroz jelde sabit akimda (41 V) 30 dakika
elektroforeze tabi tutulmustur. Olusan bant profilleri UV-transilluminatorde (Biorad,
Viyana, Avusturya) gosterilmistir. Beklenen biiyiikliikteki bantlar agaroz jelden

kesilerek sekanslama servisine (IBL, Viyana, Avusturya) gonderilmis ve buradaki



43

veri taban1 ile BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analiz programi

karsilastirilmustir.

2.2.7. Hormon Olgiimleri

2.2.7.1. Serum Ostradiol Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum orneklerinde 6stradiol 6lgiimii Palme ve Mostl (1993)’1in bildirdigi bi¢cimde
Enzim iImmun Assay (EIA) yontemi ile gergeklestirilmistir. Serum 6rneklerine (0,5
ml) 3 kez 2,5 ml dietileter ilave edilmis ve her asamada Ornekler 5 dakika siireyle
vortekslenerek ekstraksiyon saglanmistir. Eter fraksiyonu yeni bir tlipe alinarak
40C°de evaporasyon gergeklestirilmistir. Kalintidan 0,25 ml alinarak EIA tamponu
icerisinde yeniden ¢ozdiriilmiistiir. Bu ¢oziintiiden 50 pl alinmus, ticari EIA kiti

(Serono, Viyana, Avusturya) kullanilarak dstradiol 6l¢limii gerceklestirilmistir.

2.2.7.2. Serum Progesteron Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum Orneklerinde progesteron seviyeleri otomatik bir kemiluminisans sistemi
(Automated Chemiluminescence System 180 Plus, Ciba Corning Diagnostics Corp.,

Medfield, Minnesota, ABD) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

2.8. istatistiksel Degerlendirmeler

Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Standart sapma degerlerinin
yiiksek bulunmasi nedeniyle istatistiksel degerlendirmelerde parametrik olmayan
testler kullanilmigtir.  Ayni grup igerisinde iki ortalama degerin karsilastirilmasinda
Wilcoxon-Test kullanilmistir. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda Mann Whitney
U-Test kullanilirken, birbirinden bagimsiz ikiden fazla grubun karsilagtirilmasinda
Kruskal-Wallis Testinden yararlanilmistir. Uyarilan rezorbsiyon/abort grubundaki
kopeklerde yavru sayilarinin aglepriston uygulamasi ile ilk yavrunun abortuna kadar

gecen siire ve ilk yavrunun abortundan son yavrunun abortuna kadar gegen siirelerle
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iliskisi linear regresyon analizi ile incelenmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde p

degerleri <0,01 ve <0,05 6nemli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

3.1.2. Rezorbsiyon/Abortlarin izlenmesi

Aglepriston uygulamast yapilan tiim kopeklerde (10/10, %100) gebelikler
sonlanmugtir. Ilag uygulamalarinin gebeligin 25-35. giinlerinde gergeklestirildigi
(Grup I) 5 kopekten birinde rezorbsiyon sekillenirken, diger 4 kopekte abort
gozlenmistir. Grup II’deki tiim kopeklerde ilag uygulamasi abort ile sonuglanmistir.
Spontan rezorbsiyon/abort grubunu olusturan kopeklerin {ig¢iinde rezorbsiyon,

ikisinde ise abort belirlenmistir (Cizelge 3.1)..

Ik aglepriston uygulamast ile ilk yavrunun abortu arasinda gecen siire Grup
I’de 86,3+3,81 saat, Grup II’de 70,74+52,49 saat olarak gerceklesmis ve bu
degerlerin her iki grup arasinda istatistiksel yonden dnemli bir farklilik gostermedigi
(p>0,05) belirlenmistir. ilk yavrunun abortu ile abortun tamamlanmasi arasinda
gecen siire ise Grup I’de 14,75+4,20; Grup II’de 10,18+8,63 saat olarak belirlenmis
ve bu siireler bakimindan da iki grup arasinda istatistiksel yonden 6nemli bir farklilik

olmadigi (p>0,05) ortaya konulmustur (Cizelge 3.1).

Abort sekillenen kopeklerde yavru sayisinin, ilk aglepriston uygulamasindan
ilk abortun gdzlenmesine kadar gecen siire ve ilk yavrunun abortundan abortlarin
tamamlanmasina kadar gecen siire ile istatistiksel yonden Onemli bir iligkisinin

olmadig belirlenmistir (R*=0,106, p>0,05; R*=0,313, p>0,05).

Ilk aglepriston uygulama giinii birinci giin olarak degerlendirildiginde
kopeklerin 4 tanesinde ikinci giin, tamaminda ise ii¢lincli giinde sari-kahverengimsi
mukoid karakterli vaginal akint1 saptanmistir. Abort sekillenen kopeklerde zamanla
akintinin miktar1 artarak kahverengi-kirmizi hal almis, abortlarla birlikte kahverengi-

yesil vaginal akint1 gézlenmistir. Aborte fotuslarin normal goriiniimde oldugu, abort
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sekillenen 9 hayvandan ti¢iinde (%33) yavrularin bir kisminin (10/23 %43,48) abort

sirasinda canli olduklar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Grup I ve grup II’de aglepriston uygulamasina baslanan gebelik giinleri, ilk
aglepriston uygulamasi ile ilk yavrunun abortu arasinda gegen siire, ilk yavrunun abortu ile
son yavrunun abortu arasinda gecen siire ve yavru sayilari.

Grup I Gebelik ik Aglepriston Uygulamasi Ile Abort Yavru
Giinii IlIk Abort Arasi Siire (Saat) Siiresi (Saat) Sayisi
Kopek No 1 35 88,2 8,5 6
Kopek No 2 31 76,7 16,4 7
Kopek No 3 33 81,1 17,6 11
Kopek No 4 32 99,3 16,5 7
Kopek No 5 28 86,2 Rezorbsiyon 9
X+S.D 31,8+1.16 86,343,81 14,75+4,20 8,0+2,0
Grup 11
Kopek No 6 44 44,5 52 11
Kopek No 7 38 43,0 5,5 8
Kopek No 8 45 41,2 9,4 9
Kopek No 9 42 163,5 25,3 6
Kopek No 10 42 61,5 5,5 8
X+S.D 42.24+2,68 70,74+52,49 10,18+8,63 8,40+1,82
é;t;::s(tilili{zs:)lfi p>0,05 p>0,05 p>0,05

X£S.D: Ortalama degertstandart sapma

[lag uygulamas: sonrasinda hicbir kdpekte, abortlarin gerceklestigi giinlerde
sekillenen istahsizlik ve tedirginlik ile ilag uygulamasini takiben viicut 1sisinda
sekillenen gecici diisiisler haricinde, lokal ya da sistemik bir yan etki ile

karsilagilmamustir.

Vicut isisi (C derece)

1. Gin 2.Gln 3.Giin Abort Gini

Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) diizeyde farklilik
bulunmustur
Sekil 3.1. Aglepriston uygulamas: siirecinde ortalama viicut 1silari.
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Aglepriston uygulanan tiim hayvanlarda viicut 1silarinin ikinci glinde belirgin
olarak diistiigli, tglinclii giinden itibaren artmaya basladigi ve bu artisin
rezorbsiyon/abortlarin sekillendigi giinlere kadar devam ettigi belirlenmistir (Sekil
3.1). Ilag uygulamasi sonrasinda kdpeklerin viicut 1silarinda meydana gelen degisim
seklinin Grup I ve Grup II arasinda farklilik gostermedigi (Cizelge 3.2) belirlenmistir
(p>0,05).

Cizelge 3.2. Grup I ve grup II’de aglepriston uygulamalar1 sonrasinda belirlenen viicut
1silart.

Gruplar 1. Giin 2. Giin 3. Giin Abort Giinii

Grup I 38,7+0,3° 37,6+0,4° 38,0+0,3" 38,4+0,4°

Grup II 39,0+0,2° 37,8+0,4° 38,2+0,4° 38,4+0,1°
iOD p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

IOD: Istatistiksel énem diizeyi

3.1.3. Uterus ve Ovaryumlarin Morfolojik Muayene Bulgulari

Ovaryohisterektomi sonrasinda elde edilen uteruslarin morfolojik bakilarinda
uterusta onemli degisiklerin sekillenmedigi, maternal plasenta yapisinin bozulmadigi,
fotal membranlar veya fotal plasentaya ait kalintilarin bulunmadigi, uterusun yogun,
kanli ve kokusuz bir igerikle dolu oldugu belirlenmistir. Ovaryumlar iizerinde
plasentasyon alanmi sayisiyla uyumlu olacak sayida korpora lutea saptanmis herhangi

bir ovaryum patolojisine iliskin bulgu ile karsilagiimamustir.

3.2. Hormon Ol¢iim Bulgular

3.2.1. Aglepriston Uygulamasi Siirecinde Serum Progesteron ve Ostradiol

Seviyelerinde Meydana Gelen Degisiklikler

Aglepriston uygulamarina baglandigi giin ortalama 65,61 nmol/L olan serum P4
seviyeleri abortlarin sekillendigi giin ortalama 24,31 nmol/L’ye diigmiistiir (p<0,01).
[lag uygulamalarma baslandig1 giin birinci giin olarak degerlendirildiginde, ikinci
giinde belirlenen ortalama serum P4 degerlerinde ilk giin degerlerine gore istatistiksel
yonden énemli bir degisim sekillenmemistir (p>0,05). Ugiincii giinde ise ortalama

serum P4 seviyeleri istatistiksel olarak onemli farklilik gostererek ortalama 41,92
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nmol/L olmustur (p<0,01). Ugiincii giinde belirlenen ortalama degerler ile abort giinii
elde edilen sonuglar arasinda da istatistiksel yonden onemli (p<0,05) farklilik

saptanmigtir (Sekil 3.2).

m Progesteron Konsantrasyonu

m Ostradiol Konsantrasyonu

P4 nmol/L: E2 pg/ml

1.Gun 2.Gln 3.Giun Abort Guni

Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli (p<0,05) diizeyli farklilik
bulunmustur

Sekil 3.2. Aglepriston uygulama siirecinde serum progesteron ve ostradiol konsantrasyonlari.

Abortlarin sekillendigi giin elde edilen serum P4 degerleri uygulama oncesi
degerlerden Onemli diizeyde diisiik bulunmasina karsin, kopeklerde normal
dogumlarin gergeklestigi bazal P4 degerlerinden yiiksek olmustur. Ayrica, abort gilinii
serum P4 degerlerinde onemli bireysel farkliliklar gozlenmistir. Ornegin, bir kopekte

abort sirasinda serum P, konsantrasyonu 89,08 nmol/L olmustur.

Aglepriston uygulamalarina baglandig1 giin kopeklerde ortalama serum E,
konsantrasyonlarmin 30,77 pg/ml oldugu belirlenmistir. ikinci ve iigiincii giinlerde
ortalama E, degerlerinin kiigiik diistisler gosterdigi, abort giiniinde ise yavasca
artarak 33,45 pg/ml’ye ulastigi saptanmistir. Bununla birlikte, belirtilen giinler
arasinda serum E, seviyeleri bakimindan istatistiksel yonden onemli bir farklilik

olmadig belirlenmistir (p>0,05).
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3.2.2. Spontan Rezorbsiyon/Abort, Uyarillan Rezorbsiyon/Abort ve Kontrol
Gruplarinda Ovaryohisterektomi Sirasinda Serum Progesteron ve Ostradiol

Konsantrasyonlari

Gebeligin 25-45 giinlerinde ovaryohisterektomi uygulanan kopeklerde ortalama
serum P4 konsantrasyonu (78,81 nmol/L), SRA grubu (13,48 nmol/L) ve URA
grubundaki (24,31 nmol/L) ortalama serum P; konsantrasyonlarindan onemli
diizeyde yiiksek (p<0,01) bulunmustur. Serum E, degerleri gruplar arasinda
karsilastirildiginda ise uyarilan rezorbsiyon/abort grubu (33,45 pg/ml) ile kontrol
grubu (18,56 pg/ml) arasinda istatistiksel yonden 6nemli bir farkliligin oldugu
belirlenmistir (p<0,01; Sekil 3.3).

@ Progesteron Konsantrasyonu

m Ostradiol Konsantrasyonu

P4 nmol/L: E2 pg/ml

SRA Grubu URA Grubu Kontrol Grubu

Farkl1 harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01) diizeyli farklilik
bulunmustur

Sekil 3.3. Spontan rezorbsiyon/abort grubu, uyarilan rezorbsiyon abort grubu ve kontrol
grubunda ovaryohisterektomi sirasinda alinan kan orneklerinde serum progesteron ve
Ostradiol konsantrasyonlari.

3.3. Morfometrik Ol¢iim Bulgular:

3.3.1. Kornu Uteri Plasental Boliim

Kornu uterilerin plasental bdliimiinden alinan uterus Orneklerinde myometriyum
kalinligit bakimindan SRA grubu, UYA grubu ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel yonden onemli bir farklilik belirlenmemistir (p>0,05). Endometriyum
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kalimligimin SRA ve URA gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
belirlenmis ancak yalnizca URA grubundaki degerler ile kontrol grubundaki
degerlerin istatistiksel yonden oOnemli derecede farklilik (p<0,05) gdosterdigi
saptanmigtir. Endometriyum/myometriyum orant URA grubunda diger gruplardan
yiiksek bulunurken (p<0,05), uterus kalinliklar1 bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel yonden 6nemli bir farklilik olmadigi ortaya konulmustur (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Kornu uteri plasental boliim morfometrik 6l¢iim sonuglari.

Gruplar Myo Kalinh@ Endo Kalinhg: Endo/Myo Oram Uterus Kalinhg
SRA Grubu 1731.57+697,17* | 1129,67+515,78*° 0,64" 2861,24+1210,64°
URA Grubu 1742,09+447,74* | 1260,98+165,36" 0,72° 3008,54+730,82°

Kontrol Grubu | 1725,38+482,77% 873,53+114,83" 0,53" 2843,30+853,61°
ioD p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05

Myo: Myometriyum; Endo: Endometriyum; 1OD: Istatistiksel 5nem diizeyi
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik

bulunmustur

3.3.2. Kornu Uteri Interplasental Boliim

Kornu uterilerin interplasental boliimlerinden alinan doku 6rneklerinde Ol¢timleri

yapilan morfometrik parametreler bakimindan gruplar arasinda herhangi bir farklilik

belirlenmemistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Kornu uteri interplasental béliim morfometrik 6l¢lim sonuglari.

Gruplar Myo Kalinhgi Endo Kalinhgr | Endo/Myo Orami | Uterus Kalinh@
SRA Grubu 1671.60+425,46" | 996,60+417,60° 0,58" 2669,00+804,82°
URA Grubu 1764,08+347,40° | 1015,58+197,52° 0,59* 2722,80+337,92%

Kontrol Grubu | 1549,14+573,38" | 905,00+293,80" 0,59* 2454,00+858,85"
iOD p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Myo: Myometriyum; Endo: Endometriyum; IOD: Istatistiksel énem diizeyi

Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli

bulunmustur

3.4. immunohistokimyasal Boyama Bulgular

diizeyde farklilik

Mavi renkli MHC-I immunoreaktivitesi tiim gruplarda incelenen dokularda
belirlenmistir. Doku uyusum kompleksi-II molekiilii eksprese eden hiicreler; kornu
uterilerin plasental boliimlerinde myometriyum, derin endometriyal bez katmani,
konnektif doku ve bezsel odaciklar katmanlarinda belirlenirken, kornu uterilerin
boliimleri ve uterilerden alman doku Orneklerinde

interplasental korpus
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myometriyum, derin ve yiizeysel endometriyal bez katmanlari ile konnektif dokuda

mavi renkli boyanma ile ortaya konulmustur.

Matriks metalloproteinazlari-2 ve -9 icin pozitif reaksiyon kahverengi
boyanma seklinde tiim caligma gruplarina ait dokularda belirlenmistir. Matriks
metalloproteinazi-2 6zellikle kan damarlarinin endotel ve diiz kas hiicreleri ile
myometriyumda belirlenirken, MMP-9 kan damarlari, myometriyal diiz kas
hiicreleri, endometriyal bez ve yiizey epitel hiicrelerinde; plasental boliimlerden
alman doku orneklerinde ise bu katmanlara ek olarak bezsel odacik epitellerinde

saptanmistir.

Progesteron reseptorii varligini gosteren kahverengi niikleer boyanma kornu
uterilerin interplasental boliimiinde ve korpus uteride 4 farkli hiicre grubunda
belirlenmistir. Bunlar myometriyal diiz kas hiicreleri, endometriyal stroma hiicreleri,
endometriyal bez epitel hiicreleri ve endometriyal yiizey epitel hiicreleridir. Kornu
uterilerin plasental boliimlerinde ise endometriyal yiizey epitelinin fotal yapilarla
iligki kuracak sekilde olusturdugu bezsel odaciklarin epitel hiicrelerinde PR igin
boyanma belirlenmistir. Kan damarlarina ait endotel, stroma ve diiz kas hiicreleri ile
myometriyal stroma hiicreleri ve mezotelyal hiicrelerde PR i¢in immunoreaktivite

belirlenmemistir.

Ostrojen reseptorii varligmi gosteren kahverengi boyanma yiizey epitelyum
hiicreleri, endometriyal epitel hiicreleri, endometriyal stromal hiicreler ve
myometriyal diiz kas hiicrelerinde saptanmistir. Progesteron reseptorleri igin
belirtildigi sekilde kornu uterilerin plasental boliimlerinde bezsel odacik epitellerinde
OR porzitif hiicreler belirlenmistir. Mezotelyum, endometriyal kan damarlar1 ve

myometriyal stromada OR i¢in pozitif hiicreler ile karsilasiimamistir.
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A: Kontrol grubunda bir kdpege ait kornu uteri plasental bolim MHC-I boyamasi; B: SRA grubunda
bir kopege ait kornu uteri plasental boliim MHC-II boyamasi; C: URA grubunda bir kopege ait kornu
uteri plasental bolim MMP-2 boyamasi; D: Kontrol grubunda bir kdpege ait kornu uteri plasental
boliim MMP-9 boyamasi; E: URA grubunda bir kdpege ait kornu uteri interplasental bdliim OR
boyamas1 F: Kontrol grubunda bir kdpege ait korpus uteri PR boyamasi; bo: bezsel odaciklar; kd:
konnektif doku; deb: derin endometriyal bezler; myo: myometriyum; es: Endometriyal stroma; Bar:
400 pm (A,B,C,D); 100 um (E,F)

Sekil 3.4. Doku uyusum kompleksi molekiilii-1,-II, matriks metalloproteinaz-2,-9, Gstrojen
ve progesteron reseptorleri icin immunohistokimyasal boyamalara 6rnekler.
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3.4.1. Doku Uyusum Kompleksi Molekiilii-II Pozitif Hiicre Sayim Bulgular

3.4.1.1. Kornu Uteri Plasental Boliim

Tiim Calisma Gruplarinda Kornu Uteri Plasental Boliim Doku Uyusum Kompleksi
Molekiilii-1I Pozitif Hiicre Sayilarinin Doku Katmanlar: Arasinda Karsilastirilmast

Tiim c¢alisma gruplarinda derin endometriyal bez katmanlar1 ve bezsel odaciklar
katmanlarinda MHC-II molekiilii pozitif hiicre sayilar1 birbirinden istatistiksel
yonden 6nemsiz diizeyde (p>0,05) farklilik bulunmasina karsin, elde edilen ortalama
sayilar yine birbirlerinden istatistiksel yonden farksiz bulunan myometriyum ve
konnektif doku MHC-II pozitif sayilarindan belirgin olarak yiiksek tespit edilmistir
(p<0,05; p<0,01). Kontrol grubunda doku katmanlari arasinda MHC-II pozitif hiicre
say1 ortalamalar1 bakimindan 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir (p>0,05). Spontan

rezorbsiyon/abort grubunda konnektif dokuda sayim yapilamamaistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Tiim calisma gruplarinda kornu uteri plasental boliim doku katmanlar1 doku

uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilar.

. Derin Endo Konnektif Bezsel Odaciklar . o
Gruplar Myometriyum Bez Katmani Doku Katmani 10D
GSrR‘; 622041636 | 450.80+262.36" ] 479.40+133.73° 005
(n:5)u (43-83) (202-871) (301-646) p=Y,
Grup I 19,40+9,45° 120,40+32,99° | 33,60+11,72° 133,0£54,74° <0.01
(n=5) (9-33) (67-148) (22-49) (82-206) p=Y,
Grup II 52,00+£29,91° 128,0+26,66° | 43,40+21,78° 166,80£65,94° <0.01
(n=5) (24-99) (95-169) (23-71) (64-244) p=Y,
Kontrol a a a a
Grubu 45,0+30,64 66,8666,22 61,14428,59 97,14450,32 520,05
(n=7) (11-100) (17-201) (30-102) (38-166) ’
URAGrubu | 35,70+27,07* | 124,20+28,56" | 38,50+17,28° 149,90+59,85° 0,01
(n=10) (9-99) (67-169) (22-71) (64-244) P=Y,

Endo: Endometriyal; IOD: Istatistiksel nem diizeyi
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik

bulunmustur
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Spontan  Rezorbsiyon/Abort ve Gebeligin Degisik Donemlerinde Uyarilan
Rezorbsiyon/Abort Sonrast Kornu Uterilerin Plasental Béliimiinde Doku Uyusum

Kompleksi Molekiilii-1I Pozitif Hiicre Sayilart

Kornu uterilerin plasental boliimiinde SRA ve gebeligin degisik donemlerinde URA
sonrasinda elde edilen MHC-II pozitif hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel yonden
onemli diizeyde farkliliklar oldugu ortaya konulmustur (Cizelge 3.6). Buna gore,
uterusun myometriyum katmanindaki MHC-II pozitif hiicre sayilart Grup I’de
ortalama 19,40 olurken, bu ortalama degerin Grup II’de 52,00; SRA grubunda ise
62,20’ye ulastig1 saptanmistir (p<0,05). Derin endometriyal bezler katmaninda en
yiksek MHC-II pozitif hiicre sayisina SRA sonrasi elde edilen dokularda
rastlanmistir. Grup I ve Grup II’de birbirine yakin olan MHC-II pozitif hiicre
sayilarinin (120,40 ve 128,0) SRA sonrasinda belirlenen sayidan (450,80) belirgin
olarak diisiik oldugu ortaya konulmustur (p<0,05). Spontan rezorbsiyon/abort
olgularinda konnektif dokunun ¢ok ince bir katman halinde olmasindan ya da
belirlenememesinden dolaytr MHC-II boyamalarinda pozitif hiicre sayisi ortaya
konulamamistir. Gebeligin farkli donemlerinde abort uyarimina baslanan kopeklere
ait konnektif dokularda MHC-II pozitif hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel yonden
farklilik belirlenmemistir (p>0,05). Bezsel odaciklar boliimiinde MHC-II pozitif
hiicre sayilar1 bakimindan Grup I (133,0) ve Grup II (166,80) arasinda herhangi bir
farklilik saptanmazken, SRA grubunda MHC-II pozitif hiicre sayis1 (479,40) bu iki
gruba oranla istatistiksel yonden farklilik gostermistir (p<0,05).

Cizelge 3.6. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abortlar sonrasi kornu uterilerin plasental boliimiinden elde edilen doku
orneklerinde doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilari.

SRA Grubu Grup I Grup 11 o
Uterus Katmam (n=5) (n=5) (n=5) 10D
. 62,20+16,36° 19,40+9,45° 52,00+£29,91°¢
Myometriyum (43-83) (9-33) (24-99) p<0,05
Derin Endometriyal 450,80+262,36" | 120,40+32,99° 128,0+26,66° <0.05
Bez Katmam (202-871) (67-148) (95-169) p=Y,
. 33,60+11,72 43,40+21,78
Konnektif Doku - (22-49) (23-71) p>0,05
479,40+133,73" | 133,0+54,74° | 166,80+65,94"
Bezsel Odaciklar Katmam (301-646) (82-206) (64-244) p<0,05

IOD: Istatistiksel onem diizeyi
Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur
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Spontan Rezorbsiyon/Abort Sekillenen Képekler, Rezorbsiyon/Abortun Uyarildigi
Kopekler ve Gebe Kopeklerde Kornu Uterilerin Plasental Béliimiinde Doku Uyusum
Kompleksi Molekiilii-1I Pozitif Hiicre Sayilar

Doku uyusum kompleksi-II molekiilii pozitif hiicre sayilarmmin kornu uterilerin
plasental bdliimiiniin myometriyum katmaninda SRA ve URA sonrasinda istatistiksel
olarak 6nemli farklilik gosterdigi (p<0.05) ve SRA olgularinda MHC-II pozitif hiicre
sayillariin 62,20 ile URA olgularma gore (35,70) daha yiiksek oldugu ortaya
konulmustur. Gebe kopeklerin myometriyumlarinda MHC-II pozitif hiicre sayilar
(45,0) SRA olgular1 ve URA olgularindan istatistiksel yonden onemli diizeyde bir
farklilik gostermemistir (p>0,05). Derin endometriyal bezler katmaninda SRA
sekillenen kopekler, URA sekillenen kopekler ve gebe kopekler arasinda MHC-II
pozitif hiicreler bakimindan 6nemli diizeyde farkliliklar oldugu (p<0,01), en yiiksek
degerlerin ise SRA olgularinda (450,80) sekillendigi belirlenmistir. Spontan
rezorbsiyon/abort olgularinda konnektif dokuda MHC-II pozitif hiicre sayimi
yapilamazken, rezorbsiyon/abortlarin uyarildigi hayvanlar ile gebe hayvanlar
arasinda bir farklilik ortaya konulamamistir (p>0,05). Bezsel odaciklar boliimiinde
MHC-II pozitif hiicre sayis1t SRA sonrasi en yiiksek diizeyde (p<0,01) belirlenmistir
(Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kopeklerde kornu uterilerin plasental bdliimiinden elde edilen doku
orneklerinde doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilari.

Uterus SRA Grubu URA Grubu Kontrol Grubu iOD

Katmani (n=5) (n=10) (n=7)

. 62,20+16,36° 35,70+27,07° 45,0+30,64*°
Myometriyum (43-83) (9-99) (11-100) p=0.05
Derin a b ¢
450,80+262,36 124,20+28,56 66,86:+66,22
Endometriyal ; ’ ’ ’ ’ ’ p<0,01
Bez Katman (202-871) (67-169) (17-201)

Konnektif ] 38,50+17,28° 61,14+28,59° 0.05
Doku (22-71) (30-102) P~
Bezsel a b b

479,40+133,73 149,90+59,85 97,14+50,32

Odaciklar (301-646) (64-244) (38-166) p=0.01

Katmam

IOD: Istatistiksel onem diizeyi

Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik

bulunmustur
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3.4.1.2. Kornu Uteri Interplasental Boliim

Tiim Calisma Gruplarinda Kornu Uteri Interplasental Bolim Doku Uyusum
Kompleksi Molekiilii-II Pozitif Hiicre Sayilarmmin Doku Katmanlart Arasinda

Karsilastiriimast

Uterusun interplasental boliimiinde tiim calisma gruplari i¢in derin ve ylizeysel
endometriyal bez katmanlarinda MHC II pozitif hiicre sayilar1 birbirine yakin
bulunmustur. Kontrol grubunda farkli doku katmanlarinda belirlenen degerler
arasinda herhangi bir farklihik belirlenmezken (p>0,05) diger gruplarda
myometriyum ve konnektif dokuda MHC-II pozitif hiicre sayilarinin diisiik
olmasindan dolay1 kalan iki doku katmanina gore istatistiksel yonden Onemli

diizeyde (p<0,05; p<0,01) farklilik oldugu belirlenmistir

Cizelge 3.8. Tiim ¢aligsma gruplarinda kornu uteri interplasental boliim doku katmanlari doku
uyusum kompleksi molekiilii-1I pozitif hiicre sayilari.

. Derin Endo Konnektif Yiizeysel Endo g
Gruplar Myometriyum Bez Katmam Doku Bez i,(atmanl oD
SRA Grubu | 50.40£18.69° | 260.60+134.69° 455,60+146.27° <0.05
(n=5) (32-81) (55-424) - (301-646) p=y;
Grup I 67.80+£58.36* | 196.40+169.27° | 33,60+11,72° 252.80+220.92° <0.05
(n=5) (13-161 (62-448) (22-49) (80-622)) p=y;
Grup II 46.40+£33.78" | 160.80+99.87° | 47,60+18,67° 225.60+130.61° <0.01
(n=5) (17-100) (75-326) (26-71) (70-358) p=y;
Ié"r':lt;zl 37.14417.22° | 59.57+5824° | 83.0480.88° 97,14+50,32" 0005
(n=7) (16-63) (20-187) (16-202 (38-166) ’
URAGrubu | 57.10+46.35* | 178.60+132.36° | 40,60+16,44 239.20+171.70° <0.01
(n=10) (13-161 (62-448) (22-71)) (70-622) P=vs

Endo: Endometriyal; IOD: Istatistiksel nem diizeyi

Farkli harflerle (a,b,c)gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Spontan  Rezorbsiyon/Abort ve Gebeligin Degisik Donemlerinde Uyarilan
Rezorbsiyon/Abort Sonrasi Kornu Uterilerin Interplasental Boliimiinde Doku

Uyusum Kompleksi Molekiilii-1I Pozitif Hiicre Sayilart

Interplasental alandan alinan uterus kesitlerinin myometriyum, derin endometriyal
bez katmani ve konnektif doku boliimlerinde belirlenen MHC-II pozitif hiicre

sayilart SRA grubu, rezorbsiyon/abortlarin gebeligin 25-35. giinlerinde uyarildig:
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Grup I ve abortlarin 36-45. giinlerde uyarildig1 Grup II arasinda karsilastirildiginda,
elde edilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli bir farkliligin olmadig:
saptanmustir (p>0,05). Yiizeysel endometriyal bezler boliimiinde ise MHC-II pozitif
hiicre sayis1 Grup I ve II’de benzer olurken, SRA olgularinda bu iki gruba oranla

yiiksek (p<0,01) bulunmustur (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abortlar sonrast kornu uterilerin interplasental boliimiinden elde edilen doku
orneklerinde doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilari.

SRA Grubu Grup I Grup II ¢
Uterus Katmam (n=5) (n=5) (n=5) 10D
. 50.40+18.69% 67.80+58.36" 46.40+33.78*

Myometriyum (32-81) (13-161) (17-100) | P70
Derin Endometriyal Bez | 260.60+£134.69" 196.40+£169.27* 160.80+99.87° ~0.05

Katmani (55-424) (62-448) (75-326) p=Y,
Konnektif Doku ; 33 ’(620;;’)72 47’(620; %67 p>0,05
Yiizeysel Endometriyal 455,60+146.27" 252.804+220.92° | 225.60+130.61° <0.01

Bez Katmani (301-646) (80-622) (70-358) p=Ys

Endo: Endometriyal; 1OD: Istatistiksel nem diizeyi
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden oOnemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Spontan Rezorbsiyon/Abort Sekillenen Kopekler, Rezorbsiyon/Abortlarin Uyarildigi
Kopekler ve Gebe Képeklerde Kornu Uterilerin Interplasental Béliimiinde Doku
Uyusum Kompleksi Molekiilii-11 Pozitif Hiicre Sayilart

Spontan rezorbsiyon/abort, URA ve kontrol gruplar1 arasinda interplasental
boliimden alinan uterus dokusunun myometriyum katmaninda, MHC-II pozitif hiicre
sayilar istatistiksel yonden farklilik gostermemistir (p>0,05). Derin endometriyal
bezler katmaninda ise gebe kopeklerde MHC-II pozitif hiicre sayist (59,57), URA
(178,60) ve SRA (260,60) sekillenen kopeklerde belirlenen MHC-II pozitif hiicre
sayisilarindan diisiik (p<0,01) olmustur. Yiizeysel endometriyal bezler bdliimiinde de
MHC-II pozitif hiicre say1s1 ortalamasi kontrol grubundaki kopeklerde diger gruplara
kiyasla daha diisiik bulunmus (105,43), en yiiksek degerler SRA grubundaki
kopeklerde (358,60) belirlenmistir (Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.10. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kopeklerde kornu uterilerin interplasental bdliimiinden elde edilen doku
orneklerinde doku uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilari.

Uterus SRA Grubu URA Grubu Kontrol Grubu iOD
Katmam (n=5) (n=10) (n=7)
. 50.40+18.69* 57.10+46.35% 37,14+17.22%
Myometriyum (32-81) (13-161) (16-63) p>0,05
Derin Endometriyal Bez | 260.60+134.69° | 178.60+132.36" 59,57+58,24° <0.01
Katman (55-424) (62-448) (20-187) p=U.
. 40,60+16,44° 83,0+80,88"
Konnektif Doku - (2271 (16-202) p>0,05
Yiizeysel Endometriyal 358.60+186.88" | 239.20+171.70% 105,43+70,45° <0.05
Bez Katmam (96-566) (70-622) (21-173) P=Y,

1OD: Istatistiksel onem diizeyi
Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden dnemli diizeyde farklilik bulunmustur

3.4.1.3. Korpus Uteri

Tiim Caliyma Gruplarinda Korpus Uteri Doku Uyusum Kompleksi Molekiilii-11

Pozitif Hiicre Sayilarinin Doku Katmanlar: Arasinda Karsilastirilmast

Kontrol grubu disindaki tiim calisma gruplarinda korpus uterinin farkli doku
katmanlarinda MHC-II pozitif hiicre sayilar1 gbz oOniinde bulunduruldugunda en
diisiik degerlerin myometriyumda, en yliksek degerlerin ise derin ve ylizeysel
endometriyal bez katmanlarinda belirlendigi goriilmiistiir. Kontrol grubunda derin
endometriyal bez katmaninda diisiik degerler ile karsilagiimistir. Uterus katmanlar
arasinda MHC-II pozitif hiicre sayilar1 arasindaki farklilik Grup I, Kontrol grubu ve
URA grubunda istatistiksel olarak (p<0,01) diizeyinde diger gruplarda ise p<0,05

diizeyinde 6nemli oldugu saptanmistir (3.11).
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Cizelge 3.11. Tim calisma gruplarinda korpus uteri doku
kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilar.

katmanlart doku uyusum

. Derin Endo Konnektif Yiizeysel Endo A
Gruplar Myometriyum Bez Katmam Doku Bez i](atmam 10D
SRA Grubu | 35,60+£10,57* | 111,60+29,80° 121,40+39,53° <0.05
(n=5) (23-49) (79-146) ) (91-189) P=Y
Grup I 26,0+£10,37° 86,0£16,96° 52,20+11,03¢ 57,60+18,69° <0.01
(n=5) (16-39) (65-109) (43-71) (36-82) P=Ys
Grup II 26,0+11,33° 78,0+19,38° 40,40+8,29° 43,40+24,68° <0.05
(n=5) (19-46) (59-108) (28-51) (23-85) P=Ys
'é"r‘::;:’ll 252041154° | 2808046 | 480616540 | TLI42420° |
(n=7) (13-48) (17-44)) (27-73) (37-103)) ’
URAGrubu 26,30+10,24% 82,0+17,68° 46,30+11,11° 50,50+21,96°¢ <0.01
(n=10) (16-46) (59-109) (28-71) (23-85) p=Y;

Endo: Endometriyal; IOD: Istatistiksel dnem diizeyi
Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Spontan  Rezorbsiyon/Abort ve Gebeligin Degisik Donemlerinde Uyarilan
Rezorbsiyon/Abortlar Sonrast Korpus Uteride Doku Uyusum Kompleksi Molekiilii-11

Pozitif Hiicre Sayilari

Spontan rezorbsiyon/abort grubu, Grup I ve Grup II’de myometriyum, derin
endometriyal bez katmani ve konnektif dokularda (Konnektif doku i¢in yalniz Grup
I ve Grup II karsilagtirilmistir) elde edilen MHC-II pozitif hiicre sayilar1 bakimindan
onemli bir farklilik olmadigi ortaya konmustur (p>0,05). Yiizeysel endometriyal
bezler boliimiinde ise SRA olgularinda belirlenen MHC-II pozitif hiicre sayisi
(121,40), Grup I (57,60) ve Grup II’de (43,40) belirlenen degerlerden istatistiksel
yonden 6nemli dl¢tlide yiiksek (p<0,01) bulunmustur (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abortlar sonrasi korpus uteriden elde edilen doku orneklerinde doku uyusum
kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilari.

SRA Grubu Grup I Grup II P
Uterus Katmani (n=5) (n=5) (n=5) 10D
. 35,60+10,57° 26,0+10,37° 26,0+11,33°

Myometriyum (23-49) (16-39) (19-46) p~0.05
Derin Endometriyal Bez 111,60+29,80° 86,0+16,96" 78,0+£19,38% ~0.05

Katmam (79-146) (65-109) (59-108) P
Konnektif Doku - > 2’(240;_%)03 405‘2‘2281’?9 p>0,05
Yiizeysel Endometriyal 121,40439,53* | 57,60+18,69° | 43,40+24,68° <0.01

Bez Katmam (91-189 (36-82) (23-85) P=rs

OD: Istatistiksel dnem diizeyi

Farkli harflerle (a,b)gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik
bulunmustur
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Spontan Rezorbsiyon/Abort Sekillenen Képekler, Rezorbsiyon/Abortun Uyarildigi
Kopekler ve Gebe Kopeklerde Korpus Uteride Doku Uyusum Kompleksi Molekiilii-11
Pozitif Hiicre Sayilar

Cizelge 3.13. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kdpekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kopeklerde korpus uteri boliimiinden elde edilen doku orneklerinde doku
uyusum kompleksi molekiilii-II pozitif hiicre sayilari.

Uterus SRA Grubu URA Grubu Kontrol Grubu iOD
Katmani (n=5) (n=10) (n=7)
. 35,60+10,57° 26,30+10,24° 25,29+11,54°
Myometriyum (23-49) (16-46) (13-48) p>0,05
Derin Endometriyal Bez 111,60+29,80° 82,0+17,68* 28,0+9,46" <0.01
Katmani (79-146) (59-109) (17-44)) p=Y-
. 46,30+11,11° 48,0+£16,54°
Konnektif Doku - (28-71) (27-73) p>0,05
Yiizeysel Endometriyal 121,40+£39,53° 50,50+21,96° 71,14+£24.20° <0.01
Bez Katmani (91-189) (23-85) (37-103)) p=Y,

IOD: Istatistiksel dnem diizeyi

Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Rezorbsiyon/abort gruplart ve gebe kopeklerin korpus uteri MHC-II pozitif hiicre
sayilar1 karsilastirildiginda, derin endometriyal bez katmaninda en diisiik deger gebe
kopeklerde (28,0) saptanirken, SRA olgularinda en ytiksek (111,60) degere
ulagilmistir (p<0,01). Yiizeysel endometriyal bezler bolimiinde de MHC-II pozitif
hiicre sayilart SRA olgularinda yiiksek (121,40), URA olgular1 (50,50) ve gebe

kopeklerde ise (71,14) daha diisiik saptanmustir (p<0,01).

3.4.2.Progesteron Reseptorii Immunohistokimyasal Derecelendirme Bulgular

3.4.2.1. Kornu Uteri Plasental Boliim

Calisma Gruplarinda Uterusun Plasental Boliimii Pozitif Hiicre Topluluklar
Progesteron Reseptorii Toplam Skorlart (PRTS)

Kornu uterilerin plasental boliimlerinde farkli hiicre topluluklar1 PRTS agisindan
degerlendirildiginde bazal endometriyal bezler, yiizeysel endometriyal bezler ve
bezsel odaciklara ait epitel hiicrelerinde degerlerin yliksek ve birbirine benzer oldugu

belirlenmistir (Cizelge 3.14). Bunun yani sira, endometriyal stroma hiicreleri ve
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myometriyal diiz kas hiicrelerindeki degerlerin ise endometriyal stroma hiicreleri igin

daha belirgin olmak {izere diger hiicre topluluklarindan diisiik oldugu belirlenmistir

(p<0.05).

Cizelge 3.14. Tiim c¢alisma gruplart i¢in kornu uterinin plasental boliimii farkli hiicre
gruplarinda progesteron reseptorii toplam skorlari.

Gru MDK Endo Stro | Bazal Endo | Yiizeysel Endo | Bezsel Oda iOD
P Hiicreleri Hiicreler Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli
SRA 6,78+0,29* | 6,55+£0,46° | 7,23+0,15" 7,09+0,07° 7,08+0,14° <0.05
(n=5) | (627-6,99) | (6,16-7,22) | (7,04-7,38) (6,96-7,14) (6,98-7,50) | P~
Grupl | 6,59+0,51° | 7,06+0,12° | 7,30+0,30° 7,06+0,10*° 7,18+0,21%° <0.05
(n=5) | (6,02-7,06) | (6,92-7,25) | (7,11-7,82) (6,92-7,20) (6,96-7,50) | P~
G“l‘{’ ) 5152027 | 6394040° | 7.134024% | 7.13£022° | 7,18+0.24° 005
(n=5) (6,90-7,60) | (6,02-6,99) | (6,83-7,32) (6,89-7,50) 6,88-7,52) | P
Kontrol | 6,85+£0,34" | 5.89+0,42° | 7,10£0,10* 7,06+0,12° 7,110,09° <0.05
m=7) | (6,12-7,12) | (5,22-6,57) | (6,92-7,20) (6,88-7,24) (7,01-728) | P
URA 6,87+£0,48" | 6,72+0,45*° | 7,21+0,27* 7,10+£0,17%¢ 7,1840,21° 0.05
(n=10) | (6,02-7,60) | (6,02-7,25) | (6,83-7,82) (6,89-7,82) 6,88-7,52) | P

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro

6nem diizeyi

. Stromal; Oda: Odaciklar; IOD: Istatistiksel

Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik

bulunmustur

Spontan  rezorbsiyon/abort

ve

gebeligin

degisik  donemlerinde

uyartlan

rezorbsiyon/abort sonrasi kornu uterilerin plasental boliimiinde progesteron

reseptorii toplam skorlari

Cizelge 3.15. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abort sonrast kornu uterilerin plasental boliimiinde progesteron reseptorii toplam

skorlari

Grup MDK Endo Stro Bazal Endo | Yiizeysel Endo | Bezsel Oda

Hiicreleri Hiicreler Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli
SRA Grubu 6,78+0,29° 6,55+0,46° 7,23+0,15° 7,09+£0,07° 7,18+0,21°
(n=5) (6,27-6,99) (6,16-7,22) (7,04-7,38) (6,96-7,14) (6,96-7,50)
Grup I 6,59+0,51° 7,06+0,12° 7,30+0,30° 7,06+0,10° 7,18+0,21°
(n=5) (6,02-7,06) (6,92-7,25) (7,11-7,82) (6,92-7,20) (6,96-7,50)
Grup II 7,15+0,27° 6,39+0,40° 7,13+0,24° 7,13+0,22° 7,18+0,24*
(n=5) (6,90-7,60) (6,02-6,99) (6,83-7,32) (6,89-7,50) (6,88-7,52)

Ollslflfl‘s]t)'l'l‘::;l p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro: Stromal; Oda: Odaciklar

Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden 6nemli diizeyde farklilik

bulunmustur
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Spontan rezorbsiyon/abort grubu, Grup I ve Grup II kendi aralarinda PRTS
bakimindan karsilastirildiginda PR pozitif hiicre topluluklar1 bakimindan gruplar

arasinda onemli bir faklilik olmadig1 ortaya konulmustur (p>0,05).

Spontan Rezorbsiyon/Abort Grubu, Uyarilan Abort Grubu ve Kontrol Grubunda

Kornu Uterilerin Plasental Béliimiinde Progesteron Reseptorii Toplam Skorlar

Kontrol grubu, spontan rezorbsiyon/abort grubu ve uyarilan rezorbsiyon/abort grubu
arasinda, myometriyal diiz kas hiicreleri ile bazal endometriyal bez, yiizeysel
endometriyal bez ve bezsel odacik epitel hiicrelerinde PRTS bakimindan istatistiksel
yonden 6nemli bir farklilik belirlenmemistir (p>0,05). Endometriyal stroma hiicreleri
icin PRTS ise gebe kopeklerde (5,89), SRA sekillenen kopekler (6,55) ve URA
sekillenen kopeklerden (6,72) onemli Slgiide diisiik (p<0,01) saptanmistir (Cizelge

3.16).

Cizelge 3.16. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kdpekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kopeklerde kornu uteri plasental boliim progesteron reseptorii toplam
skorlari.

Grup MDK Endo Stro | Bazal Endo | Yiizeysel Endo | Bezsel Oda
Hiicreleri Hiicreler Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli
SRA Grubu 6,78+0,29* | 6,55+0,46" 7,23+0,15° 7,09+0,07° 7,18+0,21°
(n=5) (6,27-6,99) | (6,16-7,22) | (7,04-7,38) (6,96-7,14) (6,96-7,50)
URA Grubu 6,87+0,48" | 6,72+0,45" 7,21+0,27° 7,10+0,17° 7,18+0,21°
(n=10) (6,02-7,60) | (6,02-7,25) | (6,83-7,82) (6,89-7,82) (6,88-7,52)
Kontrol Grubu 6,85+0,34* | 5,89+0,42° 7,10+0,10° 7,06+0,12° 7,11+0,09°
(n=7) (6,12-7,12) | (5,22-6,57) | (6,92-7,20) (6,88-7,24) (7,01-7,28)
Olflzfl's]t)‘:l‘;:;l p>0,05 p<0,01 p>0,05 p>0,05 p>0,05

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro: Stromal; Oda: Odaciklar
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden oOnemli diizeyde farklilik
bulunmustur

3.4.2.2. Kornu Uteri Interplasental Boliim

Calisma Gruplarinda Uterusun Interplasental Boliimii Pozitif Hiicre Topluluklar:

Progesteron Reseptorii Toplam Skorlart

Spontan rezorbsiyon/abort olgularinda en yiiksek PRTS bazal endometriyal bez

epitel hiicrelerinde saptanirken (7,17), degerlerin diger hiicre gruplarinda daha diisiik
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oldugu bulunmustur (p<0,05). Buna karsilik, Grup II’de bazal endometriyal bez
epiteli (7,08) , ylizeysel endometriyal bez epiteli (7,13) ve endometriyal ylizey epiteli
(7,12) i¢in PRTS yiiksek bulunurken, diger hiicre gruplarinda daha diisiik degerler
elde edildigi goriilmiistiir (p<0,05). Grup I’de ise hiicre gruplari arasinda PRTS
bakimindan istatistiksel yonden Onemli bir farklilik belirlenmemistir (p>0,05).
Uyarilan rezorbsiyon/abort grubunda bazal endometriyal bez epiteli, yiizeysel
endometriyal bez epiteli ve endometriyal yiizey epitelinde PRTS, myometriyal diiz
kas hiicreleri ve endometriyal stroma hiicrelerine gore daha yiiksek bulunmustur
(P<0,05). Gebe kopeklerde ise endometriyal stroma hiicrelerinde PRTS 5,68 degeri
ile diger hiicre gruplarina gore daha diisiik olmustur (p<0,05).

Cizelge 3.17. Tiim calisma gruplar i¢in kornu uterinin interplasental boliimii farkli hiicre
ruplarinda progesteron reseptorii toplam skorlari.
MDK Endo Stro | BazalEndo | Yiizeysel Endo | EndoYiizey iOD
Hiicreleri Hiicreler | Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli
SRA 6,67+0,38" | 6,68+0,37° | 7,17+0,16° 6,95+0,14%° 7,08+0,14°¢ | p<0,05
(n=5) (5,99-6,86) | (6,24-7,02) | (6,97-7,35) (6,76-7,09) (6,95-7,28)
Grupl | 7,02+0,07* | 6,74+0,38" | 7,13+0,16" 7,1120,13° 7,12£0,07° | p>0,05
m=5) | (6,94-7,11) | (6,30-7,13) | (6,97-7,35) (6,91-7,28) (7,00-7,19)
GrupIl | 6,55+0,48" | 6,59+0,30" | 7,08+£0,24> |  7,13+0,16>¢ 7,2140,24° | p<0,05
(n=5) (6,02-6,92) | (6,36-7,07) | (6,70-7,31) (6,94-7,37) (7,04-7,62)
Kontrol 6,87+0,34° 5,68+0,53" | 6,91+0,31° 7,08+0,11° 7,14+0,14* | p<0,05
(n=7) (6,11-7,07) | (5,07-6,58) | (6,22-7,11) (6,87-7,21) (6,85-7,28)
URA 6,78+0,41* | 6,67+0,33" | 7,10+0,19° 7,12+0,14° 7,17+0,07° | p<0,05
(n=10) | (6,02-7,11) | (6,30-7,13) | (6,70-7,35) (6,91-7,37) (7,00-7,62)
MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro: Stromal; IOD: Istatistiksel énem diizeyi
Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Grup

Spontan  Rezorbsiyon/Abort ve Gebeligin Degisik Donemlerinde Uyarilan
Rezorbsiyon/Abort Sonrasi Kornu Uterilerin Interplasental Béliimiinde Progesteron

Reseptorii Toplam Skorlar

Endometriyal stroma hiicreleri ile bazal endometriyal bez epiteli, ylizeysel
endometriyal bez epiteli ve endometriyal ylizey epiteli hiicrelerinde SRA ve URA
olgularinda PRTS bakimindan farklilik olmadigi (p>0,05) ortaya konulmustur
(Cizelge 3.18). Spontan rezorbsiyon/abort grubu ile Grup I arasinda myometriyal
diiz kas hiicreleri i¢in belirlenen PRTS bakimindan farklilik (p<0,05) saptanirken
ayni farklilik Grup I ve Grup II arasinda da belirlenmistir (p<0,05).
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Cizelge 3.18. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abort sonrast kornu uterilerin interplasental boliimiinde progesteron reseptorii
toplam skorlart.

Gruplar MDK . Enflo Stro BazalEfld(T Yiizeysel.Ent.io Endo.Yii?ey
Hiicreleri Hiicreler Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli

SRA Grubu 6,67+0,38" | 6,68+0,37" | 7,17+0,16" 6,95+0,14% 7,08+0,14°

(n=5) (5,99-6,86) | (6,24-7,02) | (6,97-7,35) (6,76-7,09) (6,95-7,28)

Grup I 7,02+0,07° | 6,74+0,38" | 7,13+0,16" 7,11+0,13° 7,12+0,07°

(n=5) (6,94-7,11) | (6,30-7,13) | (6,97-7,35) (6,91-7,28) (7,00-7,19)

Grup II 6,55+0,48" | 6,59+0,30" | 7,08+0,24" 7,13+£0,16" 7,21+0,24°

(n=5) (6,02-6,92) | (6,36-7,07) | (6,70-7,31) (6,94-7,37) (7,04-7,62)
Ismt‘s]t)‘ill.‘;:;io“em <005 >0,05 p>0,05 p>0,05 >0,05

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro: Stromal
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Spontan Rezorbsiyon/Abort Grubu, Uyarilan Abort Grubu ve Kontrol Grubunda

Kornu Uterilerin Interplasental Boliimiinde Progesteron Reseptérii Toplam Skorlar:

Cizelge 3.19. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kdpekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kopeklerde kornu uteri interplasental boliim progesteron reseptorii toplam
skorlari.

Gruplar MDK Endo Stro | BazalEndo | Yiizeysel Endo | EndoYiizey
Hiicreleri Hiicreler Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli
SRA Grubu 6,67+0,38" 6,68+0,37* | 7,17+0,16" 6,95+0,14° 7,08+0,14°
(n=5) (5,99-6,86) | (6,24-7,02) | (6,97-7,35) (6,76-7,09) (6,95-7,28)
URA Grubu 6,7840,41* | 6,67+0,33" | 7,10+0,19" 7,1240,14° 7,17+£0,07*
(n=10) (6,02-7,11) | (6,30-7,13) | (6,70-7,35) (6,91-7,37) (7,00-7,62)
Kontrol Grubu 6,87+0,34" | 5,68+0,53° | 6,91+0,31° 7,08+0,11*° 7,14+0,14°
(n=7) (6,11-7,07) | (5,07-6,58) | (6,22-7,11) (6,87-7,21) (6,85-7,28)
OI;?IL‘S:)‘I'I‘;:;] p>0,05 p<0,01 p>0,05 p<0,05 p>0,05

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro: Stromal
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

S6z konusu gruplar PRTS bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiginda,
istatistiksel yonden 6nemli farkliliklara endometriyal stroma hiicreleri ve yiizeysel
endometriyal bez epitellerinde rastlanilmistir. Endometriyal stromal hiicrelerde
belirlenen PRTS kontrol grubunda 5,68 ile SRA grubu (6,68) ve URA grubuna (6,67)
gore daha distik saptanmistir (p<<0,01). Yiizeysel endometriyal bez epitellerinde ise
PRTS SRA grubunda 6,95 ile URA grubuna (7,12) gore daha diisiik bulunmustur
(p<0,05).
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3.4.2.3. Korpus Uteri

Calisma Gruplarinda Korpus Uteri Pozitif Hiicre Topluluklart Progesteron

Reseptorii Toplam Skorlart

Spontan rezorbsiyon/abort grubunda PRTS bakimindan farkli hiicre topluluklari
arasinda istatistiksel yonden 6nemli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05). Grup I’de
bazal endometriyal bez epitelinde (7,31) ve endometriyal ylizey epitelinde (7,20)
belirlenen PRTS diger hiicre topluluklarina gére 6nemli derecede (p<0,05) yiiksek
bulunmustur. Grup II’de bazal endometriyal bez epiteli (7,31) ve endometriyal yiizey
epitelyumi hiicre topluluklarindaki PRTS sirasiyla 7,24 ve 7,12 degerleriyle diger
hiicre topluluklarindaki PRTS’den yiiksek (p<0,05) saptanmustir. Uyarilan
rezorbsiyon/abortlarda PRTS bazal endometriyal bez epiteli (7,27), yiizeysel
endometriyal bez epiteli (6,89) ve endometriyal yiizey epiteli (7,16) hiicrelerinde
diger hiicre topluluklarina gére 6nemli diizeyde yiiksek (p<0,05) olmustur. Kontrol
grubunda da en yiiksek PRTS yiizeysel endometriyal bez epiteli ve endometriyal
ylizey epitelinde belirlenmis (p<0,05) buna karsilik en diisiik degerin 5,31 ile

endometriyal stroma hiicrelerinde oldugu ortaya konmustur.

Cizelge 3.20. Tiim caligma gruplar i¢in korpus uteri farkli hiicre gruplarinda progesteron
reseptorii toplam skorlari.

MDK

Endo Stro

BazalEndo

Yiizeysel Endo

EndoYiizey

Grup Hiicreleri Hiicreler Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli 10D
SRA | 6,31£0,46a | 6,62+0,40° | 6,63+0,56" | 6,15+0,47° 6,47+0,49° | p>0,05
(0=5) | (5,92-6,86) | (6,28-7,19) | (6,02-7,11) | (5,68-6,76) (5,87-6,97)
Grupl | 6,19+0,75" | 6,40+0,37° | 7,31£0,25"° | 6,80+0,53%¢ 7,20+0,12°¢ | p<0,05
0=5) | (5,11-6,92) | (6,12-7,04) | (7,05-7,66) | (6,21-7,32) (7,09-7,40)
Grup Il | 6,32+0,37* | 6,36+0,32%¢ | 7,24+0,14° | 6,99+0,42"°¢ 7,1240,11° | p<0,05
(n=5) | (6,04-6,96) | (6,09-6,89) | (7,08-7.38) | (6,32-7.43) (6,99-7,27)
Kontrol | 6,45+0,44* | 5,31+0,39°¢ | 6,62+0,40° | 7,07+0,08"¢ 7,07+0,06™¢ | p<0,05
0=7) | (6,03-6,99) | (4,87-5,81) | (6,09-7,08) | (6,96-7,20) (7,00-7,16)
URA | 6,26£0,56" | 6,38+0,34* | 7,27+0,19° | 6,89+0,46" 7,16+0,12° | p<0,05
0=10) | (5,11-6,96) | (6,09-7,04) | (7,05-7,66) | (6,21-7,43) (6,99-7,40)

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro: Stromal; IOD: Istatistiksel énem diizeyi
Farkli harflerle (a,b,c,d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik

bulunmustur
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Spontan  Rezorbsiyon/Abort ve Gebeligin Degisik Donemlerinde Uyarilan

Rezorbsiyon/Abort Sonrasi Korpus Uteri Progesteron Reseptorii Toplam Skorlar

Spontan rezorbsiyon/abort grubu, Grup I ve Grup II PRTS bakimindan, korpus
uterideki katmanlar da goz Oniinde bulundurularak karsilastirildiginda, gruplar
arasindaki farkliliklarin endometriyal epitel hiicrelerinde sekillendigi gozlenmistir
(Cizelge 3.21). Grup I ve Grup II’de PRTS bazal endometriyal bez epitel hiicreleri,
yiizeysel endometriyal bez epitel hiicreleri ve endometriyal yiizey epitel hiicreleri
icin benzer degerler almis ve bu gruplardaki PRTS degerleri SRA grubunda
belirlenen degerlerden daha yiiksek bulunmustur (p<0,05; p<0,01).

Cizelge 3.21. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abort sonrasi korpus uteri progesteron reseptorii toplam skorlari.

Gruplar MDK Endo Stro | BazalEndo | Yiizeysel Endo | EndoYiizey
Hiicreleri Hiicreler Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli
SRA Grubu 6,31£0,46° | 6,62+0,40° | 6,63+0,56° 6,15+0,47° 6,47+0,49°
(n=5) (5,92-6,86) | (6,28-7,19) | (6,02-7,11) (5,68-6,76) (5,87-6,97)
Grup I 6,19+0,75* | 6,40+£0,37° | 7,31+0,25° 6,80+0,53° 7,20+0,12°
(n=5) (5,11-6,92) | (6,12-7,04) | (7,05-7,66) (6,21-7,32) (7,09-7,40)
Grup II 6,32+0,37" | 6,36+0,32° | 7,24+0,14° 6,99+0,42° 7,12+0,11°
(n=5) (6,04-6,96) | (6,09-6,89) | (7,08-7,38) (6,32-7.,43) (6,99-7,27)
(;;te‘;l“s]t)‘lll‘;:lyl p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,01

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro: Stromal
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Spontan rezorbsiyon/abort grubu, uyarilan abort grubu ve kontrol grubunda korpus

uteri progesteron reseptorii toplam skorlar

Gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalar sonucu endometriyal stroma hiicrelerinde
en diisik PRTS degeri 5,31 ile gebe olan kopeklerde saptanmis buna karsilik
rezorbsiyon/abort gruplarinda degerler daha yiiksek bulunmustur (p<0,01). Yiizeysel
endometriyal bez epiteli PRTS ise gebe olan kopekler ve URA sekillenen
kopeklerde, SRA sekillenen kdpeklere gore daha yiiksek (p<0,05) bulunmustur.
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Cizelge 3.22. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kdpeklerde korpus uteri progesteron reseptorii toplam skorlari

MDK Endo Stro | BazalEndo | Yiizeysel Endo | EndoYiizey

Gruplar

Hiicreleri Hiicreler Bez Epiteli Bez Epiteli Epiteli
SRA Grubu 6,3140,46* | 6,62+0,40* | 6,63+0,56° 6,15+0,47° 6,47+0,49"
(n=5) (5,92-6,86) | (6,28-7,19) | (6,02-7,11) (5,68-6,76) (5,87-6,97)
URA Grubu 6,26+0,56* | 6,38+0,34* | 7,27+0,19° 6,89+0,46" 7,16+0,12°
(n=10) (5,11-6,96) | (6,09-7,04) | (7,05-7,66) (6,21-7,43) (6,99-7,40)
Kontrol Grubu | 6,45+0,44* | 531+0,39° | 6,62+0,40° 7,07+0,08° 7,07+0,06°
(n=7) (6,03-6,99) | (4,87-5.81) | (6,09-7,08) (6,96-7,20) (7,00-7,16)

Istatistiksel p>0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,01

Onem Diizeyi
MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; Stro: Stromal

Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden oOnemli diizeyde farklilik
bulunmustur

3.4.3.0strojen Reseptorii immunohistokimyasal Derecelendirme Bulgulari

3.4.3.1. Kornu Uteri Plasental Boliim

Calisma Gruplarinda Kornu Uteri Plasental Boliim Pozitif Hiicre Topluluklar
Ostrojen Reseptorii Toplam Skorlari (ORTS)

Cizelge 3.23. Tiim ¢alisma gruplar i¢in kornu uteri plasental boliim farkli hiicre gruplarinda
Ostrojen reseptdrii toplam skorlari.

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Bezsel Odacik iOD
Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli
SRA 5,72+0,76* 4,84+0,69*° 6,56+0,03%¢ 6,60+0,47° <0.05
(n=5) (5,14-6,59) (4,08-5,38) (6,52-6,59) (5,76-6,87) p=b
Grup I 6,20+0,36° 5,00+0,54° 6,59+0,36° 6,68+0,46° <0.05
(n=5) (5,63-6,61) (4,21-5,60) (6,03-7,01) (5,88-6,99) p=r
Grup II 5,50+0,66" 5,00+0,52° 6,57+0,13° 6,55+0,51° <0.05
(n=5) (4,50-6,36) (4,11-5,41) (6,42-6,72) (5,96-6,95) p=b
Kontrol 5,9340,68" 5,31+0,52*° 6,49+0,12*¢ 6,75+0,15° <0.05
(n=7) (5,06-6,60) (4,54-6,23) (6,33-6,68) (6,54-6,99) P=b
URA 5,85+0,62° 5,00+0,50° 6,58+0,25° 6,62+0,46° <0.01
(n=10) (4,50-6,61) (4,11-5,60) (6,03-7,01) (5,88-6,99) P

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; IOD: Istatistiksel 6nem diizeyi

Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Tiim gruplarda uterusun plasental boliimiinden alinan doku orneklerinde ORTS
degerleri endometriyal bez epiteli ve bezsel odaciklar epiteli arasinda farklilik

gostermemis ve bu degerler myometriyal diiz kas hiicreleri ve stromal hiicrelerde

belirlenen degerlerden belirgin olarak yiiksek (p<0,05; p<0,01) olmustur. Genel
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olarak myometriyal diiz kas hiicrelerinde belirlenen skorlar, stromal hiicrelerde

belirlenenlerden yiiksek olmustur (Cizelge 3.23).

Spontan  Rezorbsiyon/Abort ve Gebeligin Degisik Donemlerinde Uyarilan
Rezorbsiyon/Abort Sonrasi Kornu Uterilerin Plasental Béliimiinde Ostrojen

Reseptorii Toplam Skorlart

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucu SRA grubu, grup I ve grup II’de hicbir
Ostrojen reseptdrii pozitif hiicre toplulugu icin ORTS bakimindan farklilik

saptanmamustir (p>0,05; Cizelge 3.24).

Cizelge 3.24. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abort sonrast kornu uterilerin plasental boliimiinde Ostrojen reseptorii toplam
skorlari.

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Bezsel Odacik

Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli

SRA Grubu 5,72+0,76° 4,84+0,69° 6,56+0,03% 6,60+0,47°

(n=5) (5,14-6,59) (4,08-5,38) (6,52-6,59) (5,76-6,87)

Grup I 6,20+0,36* 5,00+0,54° 6,59+0,36° 6,68+0,46°

(n=5) (5,63-6,61) (4,21-5,60) (6,03-7,01) (5,88-6,99)

Grup 11 5,50+0,66° 5,00+0,52° 6,57+0,13° 6,55+0,51°

(n=5) (4,50-6,36) (4,11-5,41) (6,42-6,72) (5,96-6,95)
Olfl?rfl‘s]t)‘l'l‘;gl p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal

Spontan Rezorbsiyon/Abort Grubu, Uyarilan Abort Grubu ve Kontrol Grubunda

Kornu Uterilerin Plasental Béliimiinde Ostrojen Reseptdorii Toplam Skorlari

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucu spontan rezorbsiyon/abort grubu, uyarilan
rezorbsiyon/abort grubu ve kontrol gruplar arasinda dstrojen reseptorii pozitif hiicre
topluluklari ORTS bakimindan farklilik olmadigr saptanmustir (p>0,05; Cizelge
3.25).
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Cizelge 3.25. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kdpeklerde kornu uteri plasental boliim Gstrojen reseptorii toplam skorlari

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Bezsel Odacik

Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli

SRA Grubu 5,72+0,76° 4,84+0,69° 6,56+0,03" 6,60+0,47°

(n=5) (5,14-6,59) (4,08-5,38) (6,52-6,59) (5,76-6,87)

URA Grubu 5,85+0,62° 5,00+0,50° 6,58+0,25% 6,62+0,46°

(n=10) (4,50-6,61) (4,11-5,60) (6,03-7,01) (5,88-6,99)

Kontrol Grubu 5,93+0,68° 5,31+0,52° 6,49+0,12° 6,75+0,15%

(n=7) (5,06-6,60) (4,54-6,23) (6,33-6,68) (6,54-6,99)
()Ilslt;ltlslt)lll:::;l >0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

MDK: Myometriyal diiz kas
Endo: Endometriyal
Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden dnemli diizeyde farklilik bulunmustur

3.4.3.2. Kornu Uteri Interplasental Boliim

Calisma Gruplarinda Kornu Uteri Interplasental Béliim Pozitif Hiicre Topluluklar:

Ostrojen Reseptirii Toplam Skorlari

Calisma gruplarinda kornu uteri interplasental boliim OR pozitif hiicre
topluluklarinda elde edilen ORTS degerleri incelendiginde, tiim gruplarda
endometriyal bez epiteli ve endometriyal yiizey epiteli ORTS degerlerinin
myometriyal diiz kas hiicreleri ve endometriyal stroma hiicrelerinde belirlenen

degerlerden istatistiksel olarak farkli oldugu saptanmistir (p<0,05; Cizelge 3.26).

Cizelge 3.26. Tiim galisma gruplari i¢in kornu uteri interplasental boliim farkli hiicre
ruplarinda Ostrojen reseptdrii toplam skorlart

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Endo Yiizey iOD
Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli

SRA 5,72+0,70° 3,.81+1,17*° 6,36+0,40™¢ 6,414+0,53° <0.05
(n=5) (5,11-6,53) (2,45-5,12) (5,67-6,68) (5,80-6,89) p=b
Grupl 5,61+0,42° 4,96+0,41° 6,6340,16° 6,714+0,33° <0.05
(n=5) (5,19-6,31) (4,42-5,31) (6,42-6,83) (6,13-6,98) p=b

Grup II 5,81+0,47" 5,18+0,14° 6,5240,07° 6,64+0,42¢ <0.05
(n=5) (5,400-6,37) (5,05-5,40) (6,40-6,60) (5,89-6,89) P

Kontrol 6,27+0,33" 6,07+0,40*° 6,28+0,13*¢ 6,56+0,33° <0.05
(n=7) (5,62-6,57) (5,60-6,53) (6,07-6,49) (5,84-6,78) P
URA 5,71+0,43° 5,07+0,31° 6,57+0,13° 6,68+0,36° <0.01
(n=10) (5,19-6,37) (4,42-5,40) (6,40-6,83) (5,89-6,98) P=v

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; IOD: Istatistiksel 6nem diizeyi
Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur



70

Spontan  Rezorbsiyon/Abort ve Gebeligin Degisik Donemlerinde Uyarilan
Rezorbsiyon/Abort Sonrasi Kornu Uterilerin Interplasental Boliimiinde Ostrojen

Reseptorii Toplam Skorlar

Istatistiksel hesaplamalar sonucunda, kornu uterinin interplasental béliimiinden
alman doku orneklerinde myometriyal diiz kas hiicreleri, endometriyal bez epitel
hiicreleri ve endometriyal yiizey epiteli ORTS &nemli bir farklilik gostermedigi
saptanmustir (p>0,05). Buna karsilik, endometriyal stroma hiicrelerinde ORTS grup
II’de SRA grubuna gore belirgin olarak yiiksek (p<0,05) olmustur (Cizelge 3.27).

Cizelge 3.27. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abort sonrasi kornu uterilerin interplasental boliimiinde Gstrojen reseptorii
toplam skorlart.

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Endo Yiizey
Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli
SRA Grubu 5,72+0,70° 3,81+£1,17° 6,36:+0,40° 6,41+0,53°
(n=5) (5,11-6,53) (2,45-5,12) (5,67-6,68) (5,80-6,89)
Grup I 5,61+0,42° 4,96+0,41*° 6,63+0,16° 6,71+0,33"
(n=5) (5,19-6,31) (4,42-5,31) (6,42-6,83) (6,13-6,98)
Grup II 5,81+0,47° 5,18+0,14° 6,52+0,07° 6,64+0,42°
(n=5) (5,400-6,37) (5,05-5,40) (6,40-6,60) (5,89-6,89)
()I;t;ntlslt)lll:::; i p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal

Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Spontan Rezorbsiyon/Abort Grubu, Uyarilan Abort Grubu ve Kontrol Grubunda

Kornu Uterilerin Interplasental Boliimiinde Ostrojen Reseptorii Toplam Skorlar

Ostrojen reseptorii toplam skorlart SRA grubu, URA grubu ve kontrol grubunda
endometriyal bez epiteli ve endometriyal ylizey epitelinde istatistiksel yonden farkl
bulunmamistir (p>0,05). Kontrol grubunda myometriyal diiz kas hiicrelerinde ORTS
diger gruplarda elde edilen skorlara gore yiliksek olurken (p<0,05), SRA grubunda
stromal hiicrelerde ORTS diger gruplara gore 6nemli derecede diisiik (p<0,05)
bulunmustur (Cizelge 3.28).
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Cizelge 3.28. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kopeklerde kornu uteri interplasental boliim Ostrojen reseptorii toplam

skorlari.

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Endo Yiizey
Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli
SRA Grubu 5,72+0,70° 3,81+1,17° 6,36+0,40° 6,41+0,53°
(n=5) (5,11-6,53) (2,45-5,12) (5,67-6,68) (5,80-6,89)
URA Grubu 5,71+0,43" 5,07+0,31° 6,57+0,13" 6,68+0,36"
(n=10) (5,19-6,37) (4,42-5,40) (6,40-6,83) (5,89-6,98)
Kontrol Grubu 6,27+0,33° 6,07+0,40° 6,28+0,13" 6,56+0,33"
(n=7) (5,62-6,57) (5,60-6,53) (6,07-6,49) (5,84-6,78)
Olmf:s’f‘l'l‘;:;l p<0,05 p<0,05 >0,05 p>0,05

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden oOnemli diizeyde farklilik
bulunmustur

3.4.3.3. Korpus uteri

Calisma Gruplarina Gére Korpus Uteri Pozitif Hiicre Topluluklart Ostrojen

Reseptorii Toplam Skorlar

Cizelge 3.29. Tiim calisma gruplart i¢in korpus uteri farkli hiicre gruplarinda &strojen
reseptorii toplam skorlari.

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Endo Yiizey iOD
Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli
SRA 4,97+0,37* 4,16+0,60° 5,93+0,57¢ 5,4240,44° <0.05
(n=5) (4,31-5,21) (3,28-4,98) (5,21-6,41) (4,63-5,68) p=Y
Grup I 5,00+0,42° 4,45+0,80" 6,11£0,47° 6,28+0,51° <0.05
(n=5) (4,32-5,43) (3,33-5,23) (5,54-6,51) (5,67-6,73) p=Y
Grup 11 5,04+0,41° 4,3120,40° 6,20+0,40° 6,10+0,49" <0.05
(n=5) (4,32-5,32) (4,07-5,02) (5,50-6,50) (5,72-6,65) p=Y
Kontrol 5,60+0,52° 5,26+0,57° 5,42+0,59° 5,53+0,53" p>0,05
(n=7) (5,11-6,42) (4,28-6,02) (4,49-6,27) (4,58-6,42) ’
URA 5,02+0,39° 4,38+0,60° 6,15+0,52° 6,19£0,52° <0.01
(n=10) (4,32-5,43) (3,33-5,23) (5,30-6,67) (5,62-6,80) p=

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal; IOD: Istatistiksel 5nem diizeyi

Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Yapilan istatistiksel hesaplamalar SRA ve URA olgularinda ORTS degerlerinin
endometriyal bez epiteli ve endometriyal ylizey epiteli hiicrelerinde diger hiicre
gruplarindan yiiksek (p<0,05; p<0,01) oldugunu gostermistir. Bu gruplarda en diisiik
ORTS degerleri ise endometriyal stromal hiicrelerde belirmistir. Kontrol grubunda
ise ORTS bakimindan korpus uteri doku katmanlar1 arasinda herhangi bir

degisikligin olmadig1 ortaya konulmustur (p>0,05). Bu grupta uterus stromasinda
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ORTS degerinde belirgin bir diismenin gdzlenmedigi ortaya konulmustur (Cizelge

3.29).

Spontan  Rezorbsiyon/Abort ve Gebeligin Degisik Donemlerinde Uyarilan

Rezorbsiyon/Abort Sonrasi Korpus Uteri Ostrojen Reseptorii Toplam Skorlar:

Korpus uteriden elde edilen doku orneklerinde farkli hiicre gruplari icin ORTS
degerleri SRA grubu, Grup I ve Grup II arasinda karsilastirildiginda gruplar
arasindaki farkliligin endometriyal ylizey epitelinde gozlendigi saptanmistir
(p<0,05). Buna gore, SRA olgularinda endometriyal yiizey epitelindeki ORTS 5,42
olarak belirlenmis ve Grup I ve Grup II’de belirlenen degerlerden (Sirasiyla 6,28 ve

6,10) diisiik bulunmustur (Cizelge 3.30).

Cizelge 3.30. Spontan rezorbsiyon/abort ve gebeligin degisik donemlerinde uyarilan
rezorbsiyon/abort sonrasi korpus uteri 0strojen reseptorii toplam skorlari.

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Endo Yiizey
Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli

SRA Grubu 4,97+0,37* 4,16+0,60" 5,93+£0,57° 5,42+0,44°

(n=5) (4,31-5,21) (3,28-4,98) (5,21-6,41) (4,63-5,68)

Grup I 5,00+£0,42° 4.45+0,80° 6,11+0,47° 6,28+0,51°

(n=5) (4,32-5,43) (3,33-5,23) (5,54-6,51) (5,67-6,73)

Grup 11 5,04+0,41° 4,31+0,40" 6,20+0,40° 6,10+0,49°

(n=5) (4,32-5,32) (4,07-5,02) (5,50-6,50) (5,72-6,65)
Ism“s&li‘;:;io“em p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden 6nemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Spontan Rezorbsiyon/Abort Grubu, Uyarilan Abort Grubu ve Kontrol Grubunda

Korpus Uteri Ostrojen Reseptorii Toplam Skorlar

Ostrojen reseptdrii toplam skorlar1 SRA ve URA olgular1 sonrasi alman dokularin
myometriumunda kontrol grbuna oranla diigiik olmus ancak, istatistiksel yonden
onemli farklihk SRA ve kontrol gruplar1 arasinda belirlenmistir (p<0,05).
Endometriyal stromada da ise SRA ve URA gruplarinda belirlenen degerlerin kontrol
grubunda belirlenen degerlerden istatistiksel olarak farkli oldugu ortaya konulmustur
(p<0,05). Endometriyal bez epiteli ORTS URA grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel yonden farklilik gostermistir (p<<0,01). Endometriyal yiizey epiteli i¢in de
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en yiiksek degerler URA grubunda saptanmis ve degerlerin diger iki gruptan
istatistiksel olarak farkli oldugu (p<0,01) belirlenmistir.

Cizelge 3.31. Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler, rezorbsiyon/abortun uyarildigi
kopekler ve gebe kopeklerde korpus uteri 0strojen reseptorii toplam skorlari.

Gruplar MDK Endo Stromal Endo Bez Endo Yiizey
P Hiicreleri Hiicreler Epiteli Epiteli
SRA Grubu 4,97+0,37° 4,16+0,60° 5,93+0,57*° 5,42+0,44°
(n=5) (4,31-521) (3,28-4,98) (5,21-6,41) (4,63-5,68)
_ 5,02+0,39%° 4,38+0,60° 6,15+0,52° 6,19+0,52°
URA Grubu (n=10) | 3, 5 43, (3.33-5.23) (530-6.67) |  (5.62-6.80)
Kontrol Grubu 5,60+0,52° 526+0,57° 5,42+0,59" 5,53+0,53"
(n=7) (5,11-6,42) (4,28-6,02) (4,49-6,27) (4,58-6,42)
istatistiksel
Onem Diizeyi p<0,05 p<0,05 p<0,01 p<0,01

MDK: Myometriyal diiz kas; Endo: Endometriyal
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

3.5. Jelatin Zimografi Bulgular

3.5.1. Kornu Uteri Plasental Boliim

Uterusun plasental boliimiinden alinan doku Orneklerinin myometriyum ve
endometriyum katmanlarinda MMP-2 ve MMP-9 aktif form miktarlart Grup I ve
Grup II arasinda istatistiksel yonden onemli bir farklilik gostermemistir (p>0,05).
Spontan rezorbsiyon/abort grubunda uterusun myometriyum katmaninda belirlenen
aktif MMP-2 miktar1 Grup I ve Grup II’de belirlenen miktarlardan istatistiksel
yonden Onemli diizeyde farklilik gostermemistir (p>0,05). Buna karsilik, SRA
grubunda uterusun endometriyum katmaninda belirlenen aktif MMP-2 miktar1 Grup I
ve Grup II’de belirlenen miktarlardan 6nemli diizeyde yiiksek olmustur (p<0,05;
Cizelge 3.32).

Kontrol grubunda uterusun plasental boliimiinden alinan doku drneklerinin
myometriyum ve endometriyum katmanlarinda aktif MMP-2 miktarlar1 13,17 ve
21,44 ile URA grubu (31,25 ve 36,54) ve SRA grubunda (40,15 ve 52,27) belirlenen
miktarlara gore istatistiksel yonden Onemli diizeyde farkli (p<0,05 ve p<0,01)

bulunmustur.
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Cizelge 3.32. Spontan rezorbsiyon/abort grubu, Grup I ve Grup II’de kornu uterilerin

plasental boliimiinden alman doku Orneklerinin myometriyum ve endometriyum
katmanlarinda aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlari
. Uterus SRA Grubu Grup I Grup II .o
Jelatinaz Katmam (n=5) (n=g) (n=p5) 10D
MMP-2 Myometriyum 40,15+7,60° 25 ,60i9,94ab 36,90+11,1 6ba p>0,05
Endometriyum 52,27+10,26° 33,76+11,87 39,33+5,44 p<0,05
MMP-9 Myometriyum 41,20+11,71° 25,91+4,24* 31,47+15,90° p>0,05
Endometriyum 43,75+10,34° 33,69+7,88" 32,22+10,99° p>0,05

IOD: Istatistiksel dnem diizeyi
Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

Spontan rezorbsiyon/abort, YRA ve Kontrol grubunda aktif MMP-9
miktarlar1 karsilastirildiginda kontrol grubundaki kopeklerin myometriyum ve
endometriyumlarinda diistik degerler (11,88 ve 28,43) elde edilmis, myometriyumda
belirlenen miktarlarin her iki rezorbsiyon/abort grubundan istatistiksel yonden
onemli diizeyde farkli (p<0,01), endometriyumda elde edilen miktarlarin ise yalnizca
SRA grubunda belirlenen miktarlardan istatistiksel olarak farkli oldugu ortaya
konulmustur (p<0,05; Cizelge 3.33).

Cizelge 3.33. Spontan rezorbsiyon/abort, uyarilan rezorbsiyon/abort ve kontrol gruplarinda
kornu uterilerin plasental boéliimiinden alinan doku Orneklerinin myometriyum ve
endometriyum katmanlarinda aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlari

Jelatinaz Uterus SRA Grubu URA Grubu Kontrol iOD
Katmani (n=5) (n=5) Grubu (n=5)
MMP-2 Myometriyum 40,15+7,60° 31,25+11,61% 13,17+2,59° p<0,05
Endometriyum 52,27+10,26° 36,54+9,19° 21,44+6,39° p<0,01
MMP-9 Myometriyum 41,20+11,71° 28,69+11,36° 11,88+3,20° p<0,01
Endometriyum 43,75+10,34" | 32,96+9,05" | 28,43+32,89" | p<0,05

IOD: Istatistiksel 6nem diizeyi
Farkli harflerle (a,b,c) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

3.5.2. Kornu Uteri interplasental Béliim

Uterusun interplasental boliimiinden alinan doku Orneklerinin myometriyum ve
endometriyum katmanlarinda MMP-2 ve MMP-9 aktif form miktarlar1 SRA grubu,
Grup I ve Grup II arasinda istatistiksel yonden 6nemli bir farklilik gdstermemistir

(p>0,05; Cizelge 3.34).
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Cizelge 3.34. Spontan rezorbsiyon/abort grubu, Grup I ve Grup II’de kornu uterilerin
interplasental bolimiinden alinan doku oOrneklerinin myometriyum ve endometriyum
katmanlarinda aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlar

. Uterus SRA Grubu Grup I Grup II .
Jelatinaz Katmani (n=5) (n=15)) (n=p5) 10D
MMP-2 Myometriyum 42,4 1ﬂ:6,30fi 36,124+9,39% 37,63+11,03° p>0,05
Endometriyum 39,47+8,71° 37,37+8,94% 40,67+9,39° p>0,05
MMP-9 Myometriyum 25,51i10,18€a 38,89+16,61° 46,20+18,34% p>0,05
Endometriyum 29,80+3,92° 33,14+6,73" 29,29+11,44% p>0,05
OD: Istatistiksel énem diizeyi

Spontan rezorbsiyon/abort grubu, URA grubu ve kontrol gruplar1 arasinda
uterusun interplasental bdliimiinden alinan doku Orneklerinin  endometriyum
katmanlarinda aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlar1 bakimindan 6nemli bir farklilik
olmadig belirlenmistir (p>0,05). Uterusun myometriyum katmani ele alindiginda ise
aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlarinin SRA ve URA gruplar1 arasinda istatistiksel
yonden Onemli bir farklilik gostermedigi (p>0,05) ve bu gruplarda belirlenen
miktarlarin kontrol grubunda belirlenen miktarlardan 6nemli diizeyde yiiksek oldugu

(p<0,05 ve p<0,01) ortaya konulmustur (Cizelge 3.35).

Cizelge 3.35. Spontan rezorbsiyon/abort, uyarilan rezorbsiyon/abort ve kontrol gruplarinda
kornu uterilerin interplasental boliimiinden aliman doku orneklerinin myometriyum ve
endometriyum katmanlarinda aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlari

Jelatinaz Uterus SRA Grubu URA Grubu Kontrol iOD
Katmani (n=5) (n=5) Grubu (n=5)
MMP-2 Myometriyum 42,414+6,30° 36,87+9,69% 12,32+3,21° p<0,05
Endometriyum 39,47+8,71° 39,02+8,82% 29,27+8,22° p>0,05
MMp.o | Myometriyum 25,51+10,18" | 42,54+16,94° 10,25+4,98° | p<0,01
Endometriyum 29,80+3,92% 31,2249,08" 25,21+7,35° p>0,05
[OD: Istatistiksel dnem diizeyi

Farkli harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel yonden Onemli diizeyde farklilik
bulunmustur

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulan

Tiim ¢alisma gruplarinda incelenen biitiin doku béliimlerinde MMP-2 ve MMP-9
mRNA varlig1 RT-PCR analizi ile ortaya konulmustur.

Uyarilan rezorbsiyon/abort grubunda dort kopege ait doku Orneklerinin
incelenmesinde uterusun plasental, interplasental bdliimleri ve korpus uteride PR i¢in

mRNA belirlenememistir. Spontan rezorbsiyon/abort grubundan iki kopege ait doku
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orneklerinin incelenmesinde ise yalnizca bir kdpege ait korpus uteri 6rneginde PR
mRNA belirlenebilmistir. Kontrol grubundaki kopeklere ait tiim dokularda ise PR
mRNA varlig1 ortaya konulmustur.
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4. TARTISMA

Kopeklerin gebelik siiregleri, spontan sekillenen veya degisik ilaglarla uyarilan
konseptus kayiplar1 klinik yonden ayrintili bir sekilde ¢alisilmis olmakla birlikte,
ozellikle aglepriston ile olusturulan abort siirecinde hangi mekanizmalarin etkili
oldugu bugiine kadar tam anlamiyla agiklanamamistir (Politt, 2004). Aglepriston
uterus iizerine etkili olarak abort olusturan bir progesteron antagonistidir (Galac ve
ark., 2000; Fieni ve ark., 2001a). Bu calisma, kopeklerde aglepriston uygulamasi ile
gebeliklerin sonlandirilmasina iliskin klinik verilerin ortaya konulmasi ve kopeklerde
spontan sekilllenen ve aglepriston ile uyarilan rezorbsiyon/abortlarda MHC-I, -II,
MMP-2, -9 progesteron ve Ostrojen reseptorleri diizeyinde uterusun degisik

katmanlarinin nasil etkilendiginin belirlenmesi gozetilerek planlanmistir.

Disi kopekte aglepristone istenmeyen ¢iftlesmelerden sonra, gebeligin 45.
giiniine kadar nidasyonun engellenmesi veya gebeligin sonlandirilmasi amaciyla
uygulanabilmektedir. Istenmeyen ¢iftlesmelerden gebeligin 25. giiniine kadar yapilan
aglepriston uygulamalarinda %100 oraninda basar1 elde edildigi bildirilmistir (Fieni
ve ark., 2001a). Bu donemde embriyolarin rezorbsiyonu gdézlenmektedir. Galac ve
ark., (2000) aglepriston uygulamalarma gebeligin 30. gilinlinde baslandiginda tiim
gebeliklerin 4 ile 7 giin icinde fotal abort yoluyla sonlandigini saptamislardir.
Gebeligin 26-45. giinleri arasinda yapilan uygulamalarda ise kopeklerin %95’inde
gebeligin sonlandig1 ve yavrularin %50’sinde 4, tamaminda ise 7 giin iginde
rezorbsiyon veya abort olustugu bildirilmistir. Diger bir progesteron reseptor
antagonisti mifepristonun kullanildig1 ¢aligmalarda ise gebeliklerin ortalama 3-4 giin
igerisinde sonlandig1 saptanmistir (Concannon ve ark., 1990; Linde-Forsberg ve ark.,

1992).

Bu doktora ¢alismasinda elde edilen sonuglarin diger arastirmacilar tarafindan
elde elden verilere yakin oldugu goriilmiistiir. Buna gore, aglepriston uygulamasi
yapilan tiim kopeklerde (10/10, %100) gebeligin sonlandirilabildigi belirlenmistir.
Ik aglepriston uygulamasi ile ilk yavrunun abortu arasinda gegen siire Grup I’de

86,3+3,81 saat, Grup II’de 70,74+52,49 saat olarak gergeklesmistir ve bu degerlerin
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her iki grup arasinda istatistiksel yonden 6nemli bir farklilik gostermedigi (p>0,05)
belirlenmistir. {1k yavrunun abortu ile abortun tamamlanmasi arasinda gegen siire ise
Grup I’de 14,75+4,20; Grup II’de 10,18+8,63 saat olarak belirlenmis ve bu siireler
bakimindan da iki grup arasinda istatistiksel yonden onemli bir farklilik olmadigi
(p>0,05) saptanmugtir. Dolayisiyla, aglepriston uygulamalari ile gebeliklerin
sonlandirilmasina orta donem gebeliklerin farkli giinlerinde baslanilmasinin abort
stirecinin uzunlugu iizerine etkili olmadig1 ve ilk yavrunun abortu ile tiim yavrularin
tamamlanmasi i¢in gerekli siirenin nispeten kisa ve sabit oldugu ortaya konulmustur.
Ayrica, belirlenen bu siireler, aglepristonun kopeklerde dogumun uyarilmasi
amaciyla denendigi iki calismada (Fieni ve ark., 2001b; Baan ve ark., 2005)
bildirilen ilk yavrunun dogumundan tiim yavrularin dogumlarinin tamamlanmasina
kadar gecen ortalama siireler (Sirasiyla 9,1£2.0 ve 10,6+2.2 saat) ile uyumluluk

gostermistir.

Bu calismada ilag uygulamasi sonrasinda hicbir kopekte, abortlarin
gerceklestigi giinlerde sekillenen istahsizlik ve tedirginlik ile ilag uygulamasini
takiben viicut 1sisinda sekillenen gegici diisiisler haricinde, lokal ya da sistemik bir
yan etki ile karsilagiilmamistir. Kopeklerde aglepriston uygulamalari sonrasinda nadir
olarak bildirilen yan etkiler, enjeksiyon bdlgesinde meydana gelen lokal deri
lezyonlar1 normal dogumlar1 takiben sekillenene benzer meme konjesyonudur (Eilts,

2002).

Aglepriston uygulamasindan bir giin sonra viicut 1sisindaki diismenin
uygulamadan Onceki doneme gore Onemli diizeyde farkli oldugu saptanmistir
(p<0,01). Diger giinlerde de viicut 1sis1 bakimindan, aglepriston uygulamasindan
onceki degere gore daha diisiik degerler elde edilmesine karsin, uygulamadan sonraki
birinci gilinden itibaren viicut 1sisinin uygulama oncesi degerlere dogru arttigi

belirlenmistir.

Aglepriston uygulamalarindan 24-48 saat sonra viicut 1sisinin belirgin olarak
diistiigii ve daha sonraki giinlerde asamal1 olarak uygulama dncesi degerlere dondiigii

(Linde-Forsberg ve ark., 1992), bu durumun ilacin termojenik 6zelligi bulunan
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progesteronun hipotalamus {iizerine etkilerini bloke etmesinden kaynaklandigi
bildirilmistir (Corrada ve ark., 2005). Fieni ve ark., (1996) aglepriston uygulamasi
sonrasinda kopeklerin viicut 1silarinda meydana gelen degisikliklerin ilacin abortif
etkinligi ile kronolojik bir iliskisinin oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢alismada,
aglepriston uygulamasi sonrasinda viicut 1sis1 degisimi ile abort siireci arasindaki
iliski dogrudan arastirilmamis olmakla birlikte, abort siirecleri arasinda onemli
farkliliklar bulunan koépeklerde viicut 1sis1 degisimlerinin benzer olmasi aglepriston
uygulamasindan sonra olusan abort siirecinin izlenmesinde viicut 1sis1 dl¢limlerinin

faydali olamayacagini ortaya koymaktadir.

Kopeklerde progesteron reseptdor antagonisti uygulamalarmin periferal Py
degerlerinde diisiislere neden oldugu bildirilmektedir (Concannon ve ark., 1990;
Galac ve ark., 2000). Yapilan bir calismada da (Politt, 2004) P4 degerlerinde belirgin
diisiislerin son yavrunun oliimiinden sonra gerceklestigi belirlenmistir. Bu doktora
tez ¢aligmasinda da ilk ila¢ uygulamasinin yapildigi giin 65,61 nmol/L olan ortalama
P, degerlerinin abort giiniinde 24,31 nmol/L’ye diistiigli saptanmistir. Bununla
birlikte, serum P, konsantrasyonlarinda meydana gelen diisiislerin bazal hormon
seviyelerinde olmamasi, korpus luteum fonksiyonunda meydana gelen degisikliklerin

ilacin abortif mekanizmasinin 6nemli bir bileseni olmadigini diisiindiirmektedir.

Aglepriston ile  gebelik sonlandirma  siirecinde serum  Ostradiol
konsantrasyonlarinda énemli bir degisim sekillenmemistir ve abort giinii saptanan
ortalama degerler kontrol grubunu olusturan normal gebe kopeklerdeki degerlerden

farklilik géstermemistir. Benzer sonuglar Politt (2004) tarafindan da bildirilmistir.

Bu calismada incelenen tiim uterus bdliimlerinde (Kornu uterinin plasental ve
interplasental boliimleri ile korpus uteri) MHC-II pozitif hiicre sayist gerek spontan
gerceklesen gerekse aglepriston uygulamasi ile wuyarilan rezorbsiyon/abort
olgularinda gebe kopeklerden yiiksek bulunmustur. Doku uyusum kompleksi
molekili-II pozitif hiicre sayisindaki artislarin  6zellikle derin ve yiizeysel
endometriyal bez katmanlar1 ile maternal plasentanin bezsel odaciklar boliimiinde
belirgin oldugu saptanmistir. Doku uyusum kompleksi sinif-II molekiilleri genellikle

dendritik hiicreler, makrofajlar ve B-lenfositler gibi antijen sunan hiicreler (Antigen
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Presenting Cells, APC) iizerinde bulunmakta ve ekstraseliiler patojenler veya

proteinlerden koken alan peptidleri T-lenfositlere sunmaktadirlar (Davies, 2006).

Memeli dokularinda MHC-II molekiilii pozitif hiicrelerin sayica artmasi
yangisal yanitin bir gostergesidir (Kaushic ve ark., 1998). Endometritisli kisraklarin
uteruslarinda MHC-II molekiilii tasiyan hiicre sayisi artmaktadir (Watson ve Dixon,
1993). Degisik tiirlerde gebelikte endometriyal MHC-II pozitif hiicre sayisinin
implantasyon ve invazyon doneminde artis gostermekle birlikte sonrasinda diisiik
seyrettigi ve  MHC-II pozitif hiicre say1 ve fonksiyonunun kontrol altinda
tutulmasinin gebeligin devaminda énemli rolii oldugu belirtilmistir (Mellor ve Munn,
2000; Kaekoet ve ark., 2003; Blois ve ark., 2004). Farelerde endotoksin uygulamalari
ile uyarilan abort olgularinda (Wang ve ark., 1998) ve koyunlarda klamidyal
abortlarin patogenezinde endometriyal MHC-II pozitif hiicre artisinin etkili oldugu
(Buxton ve ark., 2002) bildirilmistir. Ayrica, insanlarda gebelik sonlandirilmasi
amactyla mifepriston uygulamalar uterusta yogun l6kosit akisina neden olmaktadir
(Denison, ve ark., 2000). Bu calismada elde edilen sonuglar da kdpeklerde spontan
veya aglepristonla uyarilan rezorbsiyon/abortlarda uterus ve maternal plasentada

MHC-II pozitif hiicre say1 artisinin rol oynadigin1 gostermektedir.

Bu ¢alismada MHC-II pozitif hiicre tiplendirilmesi yapilmamistir. Ancak,
hiicre sayisindaki belirgin artiglarin incelenen tiim uterus boliimlerinde derin ve
ylzeysel endometriyal bez katmanlarinda gozlenmesi fare (Wang ve ark., 1998) ve
kisrak (Watson ve Dixon, 1993) uterusunda MHC-II molekiilii tastyan hiicre sayisi
artisinin endometriyal stroma hiicreleri, endotelyal hiicreler ve endometriyal bez
epiteli hiicrelerinde sekillenen artislardan kaynaklandigiin bildirildigi ¢alismalarla

uyumluluk gostermektedir.

Tiim uyarilan abort/rezorbsiyon grubunda %10 oraninda(1/10) rezorbsiyon
meydana gelirken, spontan abort/rezorbsiyon grubunda bu oran %60 oraninda (3/5)
bulunmustur. Spontan rezorbsiyonlarin biiyiik yavrularda goriildiigii (Allen, 1982),
yavru dagiliminin iki kornuda esit olmadigi (England, 1998) durumlarda

olusabilecegi lizerinde durulmustur. Spontan rezorbsiyonlarin dokular arasindaki
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homojen olmayan reseptdr dagilimma bagli (6zellikle OR) olarak da spontan
abortus/rezorbsiyonlar gelismektedir. Bu durumda nidasyon ve implantasyon
gerceklesmekle birlikte, gebeligin devami icin gerekli olan reseptdr ve hormonal

ortam yeterince gelismemektedir (Hafner ve ark., 2001; Schoon ve ark., 1997).

Bu calismada klinige getirilmis olan kopekler spontan rezorbsiyon/abort
asamasinda oldugundan yavrularin biytkliigiine iliskin bilgi almak miimkiin
olmanustir. Bununla birlikte, ORTS bakimindan spontan rezorbsiyon/abort grubunda
plasental, interplasental uterus boliimleri ve korpus uteride cesitli uterus katmanlari
arasinda istatistiksel yonden 6nemli farkliliklar oldugu ortaya konulmustur (p<0,05).
Bu sonug diger faktorlerin yaninda reseptdr dagilimindaki uterus katmanlarindaki
diizensizligin  spontan  abort/rezorbsiyon  olgusunda  etkili  olabilecegini

gostermektedir.

Progesteron ve 0Ostrojen reseptorlerinin degerlendirilmesinde reseptdr sayisi
ile birlikte yogunluk ve oransal skorlarin degerlendirilmesi daha saglikli sonuglar
vermektedir. Calismada PRTS myometriyal diiz kas hiicreleri ve stromal hiicrelerde
diger hiicre topluluklarindan (bazal bez epiteli ve yiizey epiteli) 6nemli 6l¢giide diisiik
bulunmustur (p<0,05). Kdpeklerde sekstiel siklusun farkli evrelerinde myometriyal
diiz kas hiicreleri, endometriyal stroma hiicreleri ve endometriyal epitelyal
hiicrelerde progesteron reseptorleri immunohistokimyasal yontemle aragtirildigi bir
calismada, stromal hiicrelerde boyanma yogunlugunun epitel hiicrelere gore daha
diisiik oldugu saptanmistir (Vermeirsh ve ark., 2000). Bu doktora caligmasinda da
tiim gruplarda s6z konusu yazarlar tarafindan elde edilen bulgulara paralel olarak en

yiiksek PRTS endometriyal bez ve yiizey epitellerinde saptanmugtir.

Gebe kopeklerde aglepriston uygulamasindan sonra endometriyum ve
plasentada yiiksek diizeyde sekret salinimi ve dejenerasyona iliskin bulgular
saptanabilmektedir. Fotal rezorbsiyon ve abort olgularinda dejeneratif degisiklikler
Ozellikle epitel hiicrelerinin bezsel adaciklar1 ile dogrudan iligkide olan plasental
yapilarda belirlenmis ve olusan bu sekret saliniminin toksik etkisinin konseptus

kayiplarinda rolii olabilecegi savunulmustur (Politt, 2004). Epitel hiicrelerindeki bu
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aktivite progesteron reseptorlerinin uterus katmanlarinda aglepriston uygulamasindan
sonra daha yliksek oranda progesteron blokajmna katildiklarin1 gdstermektedir.
Insanlarda da mifepriston uygulamari endometriyal PR-B ekspresyonunu
arttirmaktadir (Sun ve ark., 2003). Bu artisin endometriyal stroma ve glandular
epitelde gerceklesmesi bu doktora c¢alismasinda elde edilen sonuglar

desteklemektedir.

Kornu uterilerin plasental ve interplasental boliimlerinin endometriyal stroma
hiicrelerinde PRTS normal gebe kopeklerde sirasiyla 5,89 ve 5,69 ortalama degerleri
ile, SRA ve URA gruplarinda kornu uterilerin plasental (Sirasiyla 6,55 ve 6,72) ve
interplasental (Sirasiyla 6,68 ve 6,67) bolim endometriyal stroma PRTS’den
istatistiksel yonden Onemli diizeyde farkli bulunmustur (p<0,01). Korpus uteride
endometriyal stroma hiicrelerinde elde edilen skorlarin da kontrol grubunda (5,31)

SRA (6,62) ve URA (6,38) gruplarindan diisiik oldugu ortaya konulmustur (p<0,01).

Plasental boliimde stromal hiicrelerde Grup I ve Grup II arasinda progesteron
reseptorleri toplam skorlar1 bakimindan farklilik bulunmazken, interplasental
boliimde myometrial diiz kas hiicrelerinde istatiksel yonden onemli (p<0,05) bir

farkliligin oldugu ortaya konulmustur.

Progesteron antagonisti uygulamalarinin bircok tlirde uterusun farkl
dokularinda OR ve PR ekspresyonunda artisa neden olmasi (Spitz, 2003; Chabbert-
Buffet ve ark., 2005) bu doktora calismasinda uyarilan ve spontan abort grubundaki
kopeklerin - uterusunun degisik boliimlerindeki stromal hiicrelerde, abortun
uygulanmadig1 kontrol grubuna goére daha yiiksek PRTS degerlerinin bulundugu
sonuglar1 desteklemektedir. Insanlarda da aglepriston uygulamasindan sonra bdyle
bir artisin sekillendigi saptanmustir (Shi ve ark.,1992). Ostrojen reseptorleri
bakimindan ise stromal hiicrelerdeki ORTS degerleri endometriyal bez epitel
hiicreleri, endometriyal yiizey epiteli ve myometriyal kas hiicrelerinde belirlenen
degerler ile karsilastirlldiginda (plasental boliim, interplasental alan ve korpus
uteride) 6nemli Olclide diisiik (p<0,05 ve (p<0,01) olmustur. Progesteron antogonisti

uygulamalarmin antiprogestagenik etkisi sonucu olusan OR down-regiilasyonuna
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baglh olarak, progesteron ile baglanmamis olan progesteron reseptorleri, bu
uygulamalar sonucunda bosta kalan progesteron reseptdrleri baglanir ve Ostrojen
reseptorleri lizerindeki etkisi boylelikle ortadan kalkarak, epitel hiicrelerinde dstrojen

reseptorleri artist meydana gelir (Shi ve ark.,1993).

Insanlarda elde edilen bulgular plazma P4 konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu
donemde uterustaki Ostrojen reseptorlerinin erken ve orta doneme gore daha diisiik
oldugunu gostermektedir (Misao ve ark., 1999). Kopeklerde de uterusta ostrojen
reseptor miktarindaki degisimlerin kan progesteron diizeyine bagl olarak
gerceklestigini ortaya koyan arastirmalar bulunmaktadir. Ostrojen reseptdr sayisi
myometriyal diiz kas hiicreleri ile endometriyal epitel hiicrelerinde seksiiel siklusun
Ostrus evresinde en yiiksek seviyeye ulasirken, didstrus evresinde diismekte geg
diostrus ve erken andstrus evrelerinde tekrar artmaktadir (Donnay ve ark, 1995;
Dhaliwal ve ark, 1997). Bu calismada kornu uterilerin plasental ve interplasental
boliimlerinde endometriyal epitel hiicreleri ORTS bakimindan gruplar arasinda bir
farklilik bulunmamasma (p>0,05) karsin, korpus uteride endometriyal stromal
hiicreler, endometriyal bez ve yiizey epitel hiicreleri; kornu uteri interplasental alanda
ise endometriyal stroma hiicreleri ve myometriyal diiz kas hiicrelerinde ORTS
kontrol grubunda SRA ve URA gruplarina gore yiiksek bulunmustur. Bu durumun
nedeni tam olarak ac¢iklanamamakla birlikte, ¢calismanin gebeligin 25-45. giinleri
arasinda genis bir zaman diliminde gergeklestirilmesinin bir Olgiide rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Kopeklerde gebeligin ilk 10-30. giinleri arasinda >25 ng/ml
seviyelerine artan kan P4 konsantrasyonlarinda bu doénemden sonra 4-16 ng/ml
seviyelerine inmesi s6z konusudur (Smith ve McDonald, 1974; Concannon ve ark,
1989). Bahsi gecen bu disiisin ve  URA ve SRA olgularinda serum P4
konsantrasyonlarin yiiksek seviyelerde kalmasinin kontrol grubundaki kopeklere
ait uterus dokularinda belirlenen yiiksek OR boyanma skorlarindan sorumlu

olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada kullanilan tim kopeklerde MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi
immunohistokimyasal ve jelatin zimografik yoOntemlerle belirlenmistir. Kontrol
grubunu olusturan gebe kdpeklerde jelatinolitik aktivitenin belirlenmesi, gebeligin

30-40. giinlerinde belirgin miktarda aktift MMP-2 ve MMP-9 saptanan calisma
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(Beceriklisoy ve ark., 2007) ile uyumludur. Gebeligin bu dénemi implantasyon
sonrasinda plasental gelisimin sekillendigi donemdir (Barrau ve ark., 1975) ve bu
donemde sekillenen fotal invazyon, plasental labirint olusumu, angiogenezis ve hiicre
migrasyonu gibi olaylarda jelatinolitik aktivite 6nemli rol oynamaktadir (Itoh ve ark.,
1998). Ayrica belirtilen donemde serum MMP-2 ve MMP-9 aktiviteleri didstrus
donemindeki gebe olmayan kopeklere oranla yiiksek olmaktadir (Schafer ve ark.,

2005).

Rezorbsiyon ve abort olgularinda uterusun plasental boliimiinden alinan
endometriyum Orneklerinde aktif MMP-2 ve -9 miktarlann gebe kopeklerin
endometriyumlarinda belirlenen miktarlardan yiiksek bulunmustur (p<0,01). Buna
karsin, uterusun interplasental alaninda belirlenen endometriyal MMP-2 ve MMP-9
aktivitesi kontrol grubuna gore farklilik géstermemistir (p>0,05). Kopeklerde MMP-
2 ve MMP-9 aktivitesi doku yikimlanmasinin bir indikatoriidiir (Coughlan ve
ark.,1998). Aglepriston uygulamalar1 sonrasinda ¢oziilme asamasindaki kopek
plasentasinin ~ fotal ve maternal boliimlerinde  dejeneratif — degisiklikler
izlenebilmektedir (Politt, 2004). Kontrol grubunu olusturan gebe hayvanlarda
plasental biitiinliigiin korunmasina karsin, spontan rezorbsiyon/abort ve uyarilan
rezorbsiyon/abort gruplarindaki kopeklerde meydana gelen plasental yap1
bozulmasinin, bu gruplarda endometriyal jelatinolitik aktivitenin uterusun plasental
boliimiinde artmasindan, interplasental bolimde ise degismemesinden sorumlu

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Spontan rezorbsiyon/abort grubu ve uyarilan rezorbsiyon/abort grubu
arasinda MMP aktivitesi bakimindan belirlenen tek farklilik, uterusun plasental
boliimiinde endometriyal MMP-2 aktivitesinin SRA grubunda daha yiiksek
sekillenmis olmasidir. Calismada SRA olgularinin nedeni arastiritlmamis olmakla
birlikte, kopeklerde konseptus kayiplarinin etiyolojisinde enfeksiyoz etkenler 6nemli
rol oynamaktadir (Romagnoli, 2002). Kopek endometriyumunda gelisen stromal
notrofil 16kosit ve plazma hiicre artis1 ile karakterize enflamatorik yanitta MMP
aktivitesinin artmasi (Chu ve ark., 2001) ve kistik endometriyal hiperplazi-pyometra

olgularinda endometriyal MMP-2 aktivitesinin yiikselmesi (Chu ve ark.,2002) SRA
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grubundaki  hayvanlarda belirlenen yiiksek MMP-2 aktivitesinde yangi
medyatdrlerinin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, SRA sekillenen
hayvanlarda fotus veya fotal yapilarin uterusta rezorbsiyon/abortlarin uyarildigi
hayvanlara gére daha uzun siire kalabilecek olmasi yangi medyatorlerinin uyarilmasi
icin daha uygun bir ortam hazirlamaktadir. Lipopolisakkaritler ve Tumor Necrosis
Factor-a gibi yangt medyatorlerinin MMP aktivitesinde neden olduklart degisimlerin
insanlarda bakteriyel ve fungal abortlarin patofizyolojisinde rolii bulunmaktadir

(Fortunato ve ark., 2000; Zaga-Clavellina ve ark., 2006)

Gebelikte genisleyen uterusun gerilme giicii birinci derecede yapisal protein
kollagen tarafindan belirlenmektedir. Gebelikte uterusun kollagen miktar1 memeli
tirlerinde gebe olmayan uterusa oranla 10 kata kadar artmaktadir (Morrione ve
Seifter, 1962; Woessner ve Brewer, 1963). Dogumu takiben uterusun kollagen igerigi
hizla azalmakta ve bu durum post-partum uterus involiisyonunda Onemli rol
oynamaktadir. Aktive olan kollagenazlar kollagen topluluklarini kiigiik parcalara
ayirir ve bu pargalar viicut 1sisinda jelatine denatiire olurlar. Jelatinaz aktivitesi bu
parcalarin kiiciik peptidlere ayrilarak kan dolasimina gegmelerini saglar. Bu yiizden
dogum sirasinda artan MMP aktivitesinin uterusta yeniden sekillenme ve postpartum
involiisyonda rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Uchide, ve ark., 2000). Bu c¢alismada
myometriyumda aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlar1 spontan ve uyarilan
rezorbsiyon/abortlar sonrasinda gebe kopeklere gore, uterusun hem plasental hem de
interplasental  boliimlerinde, yiliksek bulunmus ve myometriyal jelatinaz
aktivitesindeki artisin gerek rezorbsiyon ve abortlarin sekillenmesi gerekse
sonrasinda gerceklesen hizli uterusun involiisyonunda etkili oldugu sonucuna

varilmstir.

Grup I ve Grup II arasinda endometriyal ve myometriyal MMP-2,-9 aktivitesi
farkliliginin olmamasi, aglepriston uygulamalarinin orta donem gebeliklerin farkl
giinlerinde (Gebeligin 25-45.glinleri) MMP-2 ve -9 aktivitesini benzer sekilde

etkiledigini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Doktora c¢aligmasinin elde edilen verileri degerlendirildiginde su sonug¢ ve Onerilere

ulasilmistir;

1- Aglepriston uygulamasi yapilan tiim kopeklerde (10/10, %100) gebelikler
sonlanmustir. i1k aglepriston uygulamasi ile ilk yavrunun abortu arasinda gegen siire
ve ilk yavrunun abortu ile abortun tamamlanmasi arasinda gecen siire ilag
uygulamalarina gebeligin  25-35 veya 36-45. giinlerinde baslanmasindan
etkilenmemistir. Ila¢ uygulamas: sirasinda viicut 1sisinda olusan gecici diisiisler
disinda herhangi bir yan etki gozlenmemistir. Progesteron reseptér blokorii
aglepristonun kopeklerde istenmeyen gebeliklerin sonlandirilmasinda etkili ve

giivenli bigimde kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

2- Aglepriston uygulamalar1 sonrasinda serum progesteron konsantrasyonlarinda
diisiisler sekillenmesine karsin, gebeliklerin yiliksek hormon seviyesi varliginda
sonlandig1 saptanmistir. Serum Ostradiol konsantrasyonlarinda ise ©onemli bir
degisiklik kaydedilmemistir. Aglepristonun serum progesteron ve Ostradiol
seviyelerinde neden oldugu degisimlerin ilacin abortif etki mekanizmasinda énemli

rol oynamadig1 kanisina varilmistir.

3- Spontan rezorbsiyon/abort sekillenen kopekler, rezorbsiyon/abortun aglepriston
uygulamasi ile uyarildigi kopekler ve gebe kopeklere ait kornu ve korpus uteri drneklerinde
doku uyusum kompleksi molekiilii-I ve —II i¢cin immunoreaktivite belirlenmistir.
Spontan ve uyarilan rezorbsiyon/abort olgularinda 06zellikle endometriyal bez
katmani ve bezsel odaciklar bolimlerinde MHC-II pozitif hiicre sayisinin belirgin
olarak arttif1 saptanmistir. Uterus ve maternal plasentada doku uyusum kompleksi
molekiilii-II pozitif hiicre sayis1 artisinin kopeklerde orta donem gebelik kayiplarinin

patofizyolojisinde rol oynayabilecegi sonucuna varilmistir.

4- Incelenen doku &rneklerinin farkli hiicre topluluklarinda (Myometriyal diiz kas

hiicreleri, endometriyal stroma hiicreleri, endometriyal bez epitel hiicreleri ve
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plasental boliimlerde bezsel odaciklar epitelyum hiicreleri) progesteron ve ostrojen
reseptorii varlign ortaya konulmustur. Immunohistokimyasal boyanma dereceleri
epitel hiicre gruplarinda yiiksek, endometriyal stromada ise diisilk bulunmustur.
Spontan ve uyarilan rezorbsiyon/abort olgular1 arasinda ve aglepriston
uygulamalarina gebeligin 25-35 ve 36-45. giinlerinde baslandiginda boyanma
skorlarinin  6nemli farkliliklar gostermedigi belirlenmistir. Rezorbsiyon/abort
olgularinda endometriyal stroma hiicreleri progesteron ve Ostrojen reseptorleri
boyanma skorlariin gebe kopeklerden diisiik oldugu saptanmustir. Reverse
transkriptaz-PCR ile gebe kdpeklere ait tiim dokularda PR mRNA belirlenebilmesine
karsin, URA grubunda hi¢bir kopekte saptanamamistir. Aglepriston uygulamalarinin
uterus ve maternal plasentada stromal progesteron ve Ostrojen reseptorii
miktarlarinda neden oldugu degisimlerin ilacin etki mekanizmasinda Onemli

olabilecegi diistiniilmektedir.

5- Spontan ve uyarilan rezorbsiyon/abortlar sonrasinda uterusun plasental boliimiinde
endometriyal ve myometriyal aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarlar1 gebe kopeklerde
belirlenen miktarlardan yiiksek bulunmustur. Bu boliimde endometriyal MMP-2
aktivitesi sponan rezorbsiyon/abortlar sonrasinda daha yiiksek olmustur. Uterusun
interplasental boliimiinde ise rezorbsiyon/abort olgulari sonrasinda myometriyal
MMP aktivitesinde artis belirlenmistir. Aglepriston uygulamalarinin gebeligin farkl
giinlerinde gergeklestirilmesi uterusta MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi bakimindan
farkl1 degerler elde edilmesine neden olmamustir. Uterusta jelatinolitik aktivite

artisinin kdpek rezorbsiyon/abortlarinda 6nemli rol oynadigi kanisina varilmstir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar s6z konusu faktorlerin gebeligin ve gebelik
kayiplarinin mekanizmasinda énemli rol oynadiklarin1 gostermektedir. S6z konusu
faktorlerle iliskili olan diger parametrelerin de incelenmesiyle 6zellikle progesteron
antagonisti ilaglarla olusturulan abort ve gebelik arasindaki molekiiler diizeydeki
farkliliklarin daha iyi anlasilabilecegi ve boylelikle gebelik sirasinda yavrularda

olusabilecek sorunlara ¢6ziim getirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Aglepriston ile Gebelikleri Sonlandirilan Kopeklerde Uterus ve Maternal
Plasentada Morfolojik Degisiklikler, Matriks Metalloproteinazi-2, -9, Doku
Uyusum Kompleksi Molekiilii-I, II ve Steroid Hormon Reseptorlerinin
Belirlenmesi

Bu caligmada progesteron reseptdr antagonisti aglepriston ile orta donem gebelikleri
sonlandirilan kopeklerde; uterus ve maternal plasentada morfolojik degisiklikler, matriks
metalloproteinazi (MMP)-2, -9, doku uyusum kompleksi molekiilii (MHC)-I, -1, progesteron
ve Ostrojen reseptorleri arastirilmigtir. Bu amagla, gebeliklerinin 25-45. giinlerinde
aglepriston uygulamasi ile rezorbsiyon/abort uyarimi yapilan (URA Grubu, n=10), spontan
rezorbsiyon/abort sekillenen (SRA Grubu, n=5) ve gebelikleri normal devam eden (Kontrol
Grubu, n=7) kopeklere ait uterus Orneklerinin kornu uteri plasental alan, kornu uteri
interplasental alan ve korpus uteri boliimleri karsilagtirilmistir. Ayrica, URA grubundaki
kopeklerde ilacin klinik etkinligi uygulamalara baglanilan gebelik giinii géz Oniinde
bulundurularak iki alt grupta (Grup I, gebeligin 25-35. giinleri, n=5; Grup II, gebeligin 36-
45. giinleri) incelenmistir.

Aglepriston uygulamalar1 10 mg/kg dozunda iki s.c. enjeksiyon seklinde
gergeklestirilmis ve tim kopeklerde gebelikleri sonlandirmistir. Onemli bir yan etki ile
karsilagilmamustir. Ik aglepriston uygulamasi ile ilk yavrunun abortu arasinda gecen siire
Grup I’de 86,3+3,81 saat, Grup II’de 70,74+52,49 saat olarak gerceklesmis ve bu degerlerin
her iki grup arasinda istatistiksel yonden onemli bir farklilik gostermedigi (p>0,05)
belirlenmistir. Ilk yavrunun abortu ile abortun tamamlanmasi arasinda gegen siire ise Grup
I’de 14,75+4,20; Grup II’de 10,18+8,63 saat olarak belirlenmis ve bu siireler bakimindan da
iki grup arasinda istatistiksel yonden oOnemli bir farklilik olmadigi (p>0,05) ortaya
konulmustur. Serum o&stradiol konsantrasyonlar1 EIA, progesteron konsantrasyonlari ise
kemiluminisans yontemiyle ol¢iilmiistiir. Aglepriston uygulamasi siirecinde serum &strojen
konsantrasyonlarinda  belirgin degisikliklerin olmadigi, serum progesteron
konsantrasyonlariin ise diislis gosterdigi, ancak gebeliklerin serum P, konsantrasyonlari
bazal seviyelerin iizerinde oldugu dénemde sonlandig1 saptanmustir.

[lag uygulamasinin uterus morfolojisine etkileri makroskobik ve morfometrik olarak
degerlendirilmis, 6nemli bir degisiklik saptanmamistir. Elde edilen doku 6rneklerinde MHC-
I MHC-II, MMP-2, MMP-9, PR ve OR varligi ve lokalizasyonu immunohistokimyasal
yontemle belirlenmigtir. Doku uyusum kompleksi molekiilii-I tiim somatik hiicrelerde,
MHC-II molekiilleri ise myometriyum, derin ve ylizeysel endometriyal bez katmanlari,
endometriyal konnektif doku ve maternal plasentanin bezsel odaciklar boliimlerinde
saptanmugtir. Farkli uterus katmanlarinda MHC-II pozitif hiicreler sayilmig ve elde edilen
degerler gruplar arasinda karsilastirilmistir. Uyarilan ve SRA olgularinda endometriyal
MHC-II pozitif hiicre sayisinin énemli diizeyde artis gdsterdigi belirlenmistir. Ostrojen ve
progesteron reseptdrleri myometriyal diiz kas hiicreleri, endometriyal stroma hiicreleri,
endometriyal bez epiteli, endometriyal yiizey epiteli ve bezsel odaciklar epitelyum
hiicrelerinde saptanmistir. Bu hiicre topluluklarinda saptanan immunoreaktivite bir boyanma
skoru kullanilarak farkli hiicre topluluklar ve calisma gruplarinda karsilagtirilmistir. Spontan
rezorbsiyon/abort ve URA gruplarinda endometriyal stroma hiicrelerinde OR ve PR
boyanma skorlarinin kontrol grubuna goére diisik oldugu belirlenmistir. Matriks
metalloproteinazi-2 endometriyal kan damarlarinin endotel ve diiz kas hiicreleri ile
myometriyumda belirlenirken, MMP-9 kan damarlari, myometriyal diiz kas hiicreleri,
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endometriyal bez epiteli, endometriyal ylizey epiteli ve bezsel odaciklar epitelinde
saptanmigtir. Uterusun plasental ve interplasental bolimlerinde MMP-2 ve MMP-9 aktif
formlar jelatin zimografi yontemiyle belirlenmistir. Aktif enzim miktarlar1 Grup I ve Grup II
ile SRA ve URA gruplart arasinda onemli farkliliklar gostermemistir. Buna karsilik,
belirtilen gruplarda uterusun plasental boliimiiniin myometriyum ve endometriyum
katmanlarinda MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin, uterusun interplasental boliimiiniin ise
myometriyum katmaninda MMP-2 aktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
belirlenmistir. Tiim ¢alisma gruplarinda kornu uterilerin plasental ve interplasental boliimleri
ile korpus uteridle MMP-2,-9 ve PR mRNA varlig1 kalitatif RT-PCR ile aragtirilmistir.
Incelenen &rneklerin tiimiinde MMP-2 ve -9 mRNA varhigi saptanmustir. Progesteron
reseptori  mRNA URA ve SRA gruplarindaki kopeklere ait doku orneklerinde
belirlenememis kontrol grubundaki kdpeklere ait dokularda ise ortaya konulmustur.

Kopeklerde istenmeyen gebeliklerin aglepriston ile etkin ve giivenli bicimde
sonlandirilabilecegi, ila¢ uygulamalarina gebeligin farkli donemlerinde baslanmasinin klinik
ve molekiiler diizeyde benzer etkilere neden oldugu belirlenmistir. Endometriyal MHC-II
pozitif hiicre sayist artigi, endometriyal stroma PR ve ER degisimi ve uterusta MMP-2, -9
aktivite artisinin kopeklerde spontan ve aglepriston ile uyarilan rezorbsiyon/abortlarin
gelisiminde etkili oldugu sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Aglepristone, Matriks metalloproteinaz, Doku uyusum kompleksi,
Steroid reseptorii, Disi kopek
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SUMMARY

Morphological Changes and Uterine and Maternal Placental Expression of
Matrix Metalloproteinases-2, -9, Major Histocompatibility Complex-I, -II and
Steroid Receptors After Interruption of Canine Pregnancy By Aglepristone

In this study, morphological changes and uterine and maternal placental expression of matrix
metalloproteinases (MMP)-2, -9, major histocompatibility complex (MHC) molecules-1, -II,
progesterone receptors (PR) and estrogen receptors (ER) was investigated after termination
of mid-term canine pregnancy by a progesterone receptor antagonist, aglepristone. Tissue
samples of placental and interplacental uterine horns and uterine body were compared
between dogs of induced resorption/abortion (Induced resorption/abortion, IRA group,
n=10), spontaneous resorption/abortion (SRA Group, n=5) and normal pregnancy (Control
Group, n=7). In addition, effects of aglepristone were clinically monitored in two subgroups
of IRA group based on the stage of pregnancy drug administrations were done (Group I, 25-
35 days of pregnancy, n=5; Group II, 36-45 days of pregnancy, n=5).

Aglepristone, administered by two s.c. injections 24h apart, successfully terminated
pregnancies in all treated bitches. No side effects were observed. Interval between the first
drug injection and expulsion of first foetus and the time needed for expulsion of all foetuses
in groups I and 1II (86,3£3,81; 70,74+52,49 and 14,754+4,20; 10,18+8,63, respectively) were
not statistically different (p>0,05). Serum estradiol (E;) and progesterone (P,) concentrations
were measured by EIA and chemiluminescence methods, respectively. There were no
significant changes in serum E, concentrations while P4 concentrations declined during the
time course of pregnancy termination. Despite the tendency of declining, serum P, levels on
the day of pregnancy termination were above the basal hormone levels.

The effects of aglepristone on the uterine morphology was assessed by macroscopic
evaluation and morphometry. No effects were observed. Expression and localization of
MMP-2,-9, MHC-I, -II, PR and ER were determined immunohistochemically. MHC-I
molecules were present in all somatic cells. MHC-II molecule positive cells were observed
in myometrium, basal and superficial endometriyal gland regions, endometrial connective
tissue and glandular chambers part of the maternal placenta. MHC-II positive cells were
counted and compared within abovementioned regions and between training groups. Higher
numbers of MHC-II positive cells were encountered in the endometria of SRA and IRA
bitches compared to those of control bitches. ER and PR were detected in myometrial
smooth muscle cells, stromal and epithelial cells of endometrium and glandular chambers
epithelium. Immunostainig was compared between within cell groups and between training
groups by using an innunohistochemical staining score. Lower endometrial stromal cell
staining scores were found in SRA and IRA groups compared to the control group. MMP-2
immunoreactivity was observed in endothelia and smooth muscle cells of blood vessels and
in myometrium. Blood vessels, myometrial smooth muscle cells endometrial glandular and
superficial epithelia and epithelium of glandular chambers were positive for MMP-9
staining. Active amounts of myometrial and endometrial MMP-2 and -9 in placental and
interplasental parts of uterine horns were measured by gelatine zymography. The amounts of
active gelatinases did not differ significantly neither between Groups I and II nor between
IRA and SRA groups. In contrast, lesser amounts of placental part myometrial and
endometrial MMP-2,-9 active forms and interplacental myometrial MMP-2 active forms
were measured in the control group, compared to the amounts measured in IRA and SRA
groups. MMP-2, -9 and PR mRNA was investigated by Reverse Transcryptase-Polymerase
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Chain Reaction. The presence of MMP-2 and-9 was approved by PCR analyses. No PR
mRNA was found in tissue samples obtained from bitches in IRA and SRA groups while all
tissue samples investigated in the control group contained PR mRNA.

In conclusion, aglepristone can effectively and safely used in termination of canine
pregnancy. The use of aglepristone in different stages of pregnancy does not effect the
clinical outcome. The increase in the number of endometrial MHC-II positive cells, changes
in endometrial stromal PR and ER and the uterine MMP-2,-9 activity are involved in
spontaneous and aglepristone induced resorption/abortion in bitches.

Key Words: Aglepristone, Matrix metalloproteinase, Major histocompatibility complex,
Steroid receptor, Bitch
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