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TURCE OZET

Kistik endometriyal hiperplazi (CEH), kisirlastirilmamis disi kopeklerin 6nemli bir
uterus patolojisidir. CEH’e neden olan 6nemli degisiklikler ¢ogunlukla, ostrus siklusu boyunca
gbzlenen, endometriyal Ostrojen/progesteron dengesizligi olarak kabul edilmektedir. Diger
yandan, 6strus siklusu boyunca steroid hormon konsantrasyon degisimleri, kopeklerde uterusun
immun kontroliinii etkilemektedir. Bu silirecin kontrolii prostaglandinler tarafindan
gerceklestirilmektedir. Ciinkii geri doniissiiz doku farklilagmasinin, iyilesmeyen yaralar gibi
davrandig1 kabul edilmektedir. Insanlarda, malignite ve prostaglandin sentezi arasindaki
iligkiye dair detayli bilgiler 1s181inda, kopek kistik endometriyal hiperplazide prostaglandin

sentezini kodlayan genlerin olasi transkripsiyon modeli arastirilmistir.

Endometriyal hiperplazi, kadinlarda endometriyal karsinomanin prekiirsor lezyonu
olarak kabul edilir. Kistik endometriyal hiperplazi yaygin olarak kopeklerde bir malignite
olarak kabul edilmese de, bir kopek ve bir kedide kistik endometriyal hiperplazi-pyometra
kompleksi ile adenokarsinom vakalar1 birlikte bildirilmistir. Bir disi kopekte kistik
endometriyal hiperplazi, pyometra ve uterus neoplazisi tanis1 hakkindaki bilgiler sayesinde, bu
caligmanin hipotezinin sonuglar1 kdpek uterin hastlaliklar hakkinda yeni bilgi saglayabilir. Bu
calismanin sonuclarina gore, kistik endometriyal hiperplazideki yiliksek prostaglandin enzim
seviyeleri ve diisiik Ostrojen reseptor (ER) skorlari, endometriyumun siddetli farklilasmasindan

Once bir 0n adim olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kistik endometriyal hiperplazi, kdpek, pyometra, prostaglandin

sentezi, steroid hormon reseptorleri



INGILIZCE OZET
Is The Cystic Endometrial Hyperplasia An Endometrial Cancer For The Bitches?

Cystic endometrial hyperplasia (CEH), is an important uterine pathology of non-
castrated female dogs. The substantial changes resulting in CEH are widely accepted as the
association of estrogen/progesterone imbalance on endometrium during estrus cycles in bitches.
On the other hand, alterations in steroid hormone concentrations during the estrus cycle could
influence uterine immune surveillance in bitches. The control of this process is achieved by
prostaglandins. Because irreversible tissue differentiation is accepted, they act as wounds that
fail to heal. In light of the detailed information on the relationship between malignancy and
prostaglandin synthesis in humans, the possible transcription pattern of genes encoding

prostaglandin synthesis in cystic endometrial hyperplasia has been studied.

Endometrial hyperplasia is a precursor lesion for endometrial carcinoma in women.
Although cystic endometrial hyperplasia is widely not accepted as a malignancy of bitches a
case of adenocarcinoma with cystic endometrial hyperplasia-pyometra complex in a dog and a
cat was reported. Owing to the information about the diagnosis of cystic endometrial
hyperplasia, pyometra, and uterine neoplasia in a bitch, the results of the hypothesis of this
study could provide new information on canine uterine disorders. Based on the results of this
study, the high levels of prostaglandin enzymes and low ER scores in CEH could be a
preliminary step for the next stages of severe differentiation of endometrium.

Keywords: Cystic endometrial hyperplasia, canine, pyometra, prostaglandin synthesis,

steroid hormone receptors



1. GIRIiS

Kistik endometriyal hiperplazi (CEH), ovariohisterektomi (OHE) yapilmamis
disi kopeklerde gorillen en yaygin hastaliklardan biridir. CEH’ye uterus
enfeksiyonlarmin eslik etmesiyle bu hastalik CEH-pyometra (CEH-P) kompleksi adin1
almistir (Barton, 1992; Snider, Sepoy, & Holyoak, 2011). Uremenin denetlenmesi i¢in
uzun stireli kullanilan progestagenler, endometriyal kist olusumunu hizlandirildig:
bildirilmektedir (Anderson, Gilmore, & Schnelle, 1965; Fidler, Brodey, Howson, &
Cohen, 1966). Kadinlarda ve diger memeli tiirlerinde endometriyal hiperplazi, kistik
folikiillerden, dstrojenik implantlardan veya granuloza hiicre tiimdrlerinden kaynakli
uterusun, Ostrojen tarafindan uyarilmasi ile meydana gelmektedir (Agudelo, 2005;
Chandra, Kim, Benbrook, Dwivedi, & Rai, 2016; Potter, Hancock, & Gallina, 1991;
Szewczuk, Szewczuk, Czajkowski, Grala, & Semczuk, 2020; Van Cruchten, 2004).
Ayni zamanda kopeklerde Ostrusu baskilamak amacli kullanilan egzojen preparatlar,
asir1  Ostrojen stimulasyonuna yol agmakta ve CEH-P kompleksine sebep
olabilmektedirler (Anderson ve ark., 1965; Fidler ve ark., 1966). Veteriner hekimlikte
antigestagenlerin {iretilmesi ile progesteron bagimli hastaliklarin tedavisi i¢in yeni
tedavi protokolleri olusturulmustur. Progesteron reseptor antagonisti olarak kullanilan
aglepristonun kullanildig1 pyometra tedavi protokollerinde, basarili sonuglar ortaya
konuldugu belirtilmektedir (Arnold, Reichler, & Hubler, 2006; Wehrend, Trasch, &
Bostedt, 2003). Tez c¢alismasinda, CEH-P kompleksinin, aglepriston ile tedavi
edilirken, hangi asamalarinda maksimum etki sagladigi ve bu etkinin yangi
mekanizmasindaki ekspresyonel degisimleri ele alinmistir. Ayni zamanda,
enfeksiyonun eslik etmedigi kistik endometriyal hiperplazinin kdpeklerde malign ya

da prekanser6z kabul edilip edilmeyecegi sorularina cevap aranmaktadir.

Kistik endometriyal hiperplaziye neden olan 6nemli degisimlerin sorumlusu,
Ostrus boyunca gozlenen dstrojen/progesteron konsantrasyon degisimleri olarak kabul
edilmektedir. Fakat diéstrus boyunca intrauterin mikroorganizma ya da yabanci madde
inokulasyonu da benzer degisimlere neden olmaktadir. Ostrus siklusu boyunca steroid
hormon konsantrasyonu degisimleri uterin immun kontrolii de bozmaktadir ve bu
stiregler prostaglandinler tarafindan kontrol edilmektedir (Dhaliwal, England, &
Noakes, 2002; Nomura, 1983; Schlafer, & Gifford, 2008).



Siklooksijenaz (COX2-PTGS2) hiz smirlayici bir enzimdir, aragidonik asitten
prostaglandinlere doniisiime aracilik eder. PGE2 dnemli bir COX trtint olup spesifik
sentazlar (PGESs) tarafindan sentezlenir. COX2 ve PGE2 sadece fizyolojik degil,
onkolojik ve inflamatorik stureclerde de rol oynar (Dore, 2011; Szweda, Rychlik,
Babinska, & Pomianowski, 2019). PGE2 hiicresel etkisini EP reseptorleri araciligiyla
gosterir (EP1, EP2, EP3, ve EP4). G proteinlerine kenetlenerek etki gosteren reseptor
ailesindendir (Tong ve ark., 2018). Kronik inflamasyon ve endometriyal kanserler ile
yakm iliskisinden dolay1 karsinogenezise neden olan merkezi inflamatorik yolak

COX-2-PGE2-EPs olarak isimlendirilir (Ye, Wang, Jeschke, & von Schonfeldt, 2020).

Kadinlarda gozlenen endometriyal hiperplazinin steroid hormon artisina baglh
olmasi, kopeklerde olusan CEH ile benzer etiyopatolojiye sahip olabilecegini
gostermektedir. Bu ¢alismada, CEH- P kompleks hastaliginda etkin bir tedavi olarak
kullanilan aglepristonun etki siireci izlenmis olup aglepristonun, hastaligi ne kadar
gerilettigi, tedavi protokollerinin hangi agamalarinda maksimum etki gosterdigi ve
yang1t mekanizmasindaki ekspresyonel ve endokrinolojik degisimler iizerindeki
etkisinin ortaya konulmasi amaclanmistir. Kopeklerde bugiine kadar kistik
endometriyal hiperplazinin, endometriyum kanseri olarak kabul edilmemesine
ragmen, bu patolojinin malign ya da premalign olarak kabul edilip edilemeyeceginin

ortaya konulmasi amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kopeklerin Seksiiel Sikluslar

Kopekler, cevresel faktorlere bagli olmaksizin siklik aktiviteye sahip, spontan
ovulasyon gdsteren monodstrik hayvanlardir (Concannon, 2011). Ostrus sikluslari
prodstrus, ostrus, didstrus ve andstrus olarak dort donemde incelenir (Feldman, &
Nelson, 1996; Johnston, Kustritz, & Olson, 2001). Seksiiel siklusun baslangici olarak
kabul edilen prodstrus, ortalama 9 giin (0-27) olarak bildirilmektedir. Endokrinolojik
olarak ovaryum iizerinde gelisen follikiillerden salgilanan Gstradiol-17f3’nin hakim
oldugu ve klinik olarak vulvar 6dem ve kanama ile karakterizedir (Concannon,
Weigand, Wilson, & Hansel, 1979; Feldman, & Nelson, 1996). Ostrus, ortalama 9 giin
(4-24 giin) olarak kabul edilen ve disi kopegin ¢iftlesmeye izin verdigi donemdir.
Azalan Ostradiol-17p ve ovariyan follikiiler hiicrelerin luteinizasyonuyla
konsantrasyonu artan progesteron, 0strus davraniglarinin da sorumlusudur (Feldman,
& Nelson, 1996). Didstrus, ovulasyon sonrasinda luteal progesteronun istirakiyle,
baskin progestatif donemi belirtir. Ortalama siire 65 (55-90) giin olarak bildirilmekte
ve gebelik olusumuna bagli olmaksizin, tiim kopeklerde identik endokrinolojik profil
go6zlenir (Johnston ve ark., 2001). Andstriis, didstriis veya gebeligin sonunu izleyen
sekstiel dinleme evresi olup prodstrusun baslangicina kadar gegen zamandir
(Concannon, McCann, & Temple, 1989). Anéstrusun ortalama siiresi 3 ila 4 aydir ve
bu donemde Ostradiol-17f ve progesteron seviyeleri bazal degerlerin altindadir
(Arthur, Noakes, & Pearson, 1983). Hipotalamik-hipofiz-ovarian eksen’in
kontroliinde gergeklesen endokrinolojik degisimler, strus siklusunun faz gegislerinde
oldukca kritiktir (Okkens, & Kooistra, 2006).

2.2. Kopeklerde Seksiiel Sikluslarin Uterus Uzerindeki Etkileri

Ostrus siklusu siiresince, kopek genital sistemi ve meme dokusunda belirgin
morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gozlenir (Barrau, Abel, Verhage, & Tietz,
1975; Rehm, Stanislaus, & Williams, 2007; Vermeirsch, Simoens, Hellemans, Corny,
& Lauwers, 2000a; Vermeirsch, Simoens, & Lauwers, 2000b). Siklusun dort farkl

fazinda meydana gelen bu degisimleri, steroid hormonlar, matriks metaloproteinazlar



(MMPs) ve apoptozis mekanizmasmin kontrol ettigi ileri strilmektedir (Chu,
Salamonsen, Lee, & Wright, 2002a; Chu, Wright, & Lee, 2002b; Van Cruchten, Van
den Broeck, Duchateau, & Simoens, 2003; Vermeirsch ve ark., 2000a). Ostrus
siklusunda steroid hormonlar ve reseptorlerinin degisiklik gostermesi, uterus ve
ozellikle endometriyumda degisikliklere neden olmaktadir. Ostrus siklusu 4 asamaya
ayrilir; Ostrus, glandiiler proliferasyon, gerileme ve dinlenme asamalaridir (Keller,
1909). Ostrus asamasi, ayrica sirasiyla prodstrus ve erken Ostrusa karsilik gelen 2

asamaya boliintir.

Pro6strusta glanduler epitelde hiperemi, 6dem ve kornu uterilerin biyimesi
goruliir (Barrau ve ark., 1975). Diizensiz 6deme bagh olarak, kesitlerde "X" seklinde
g6zlenen limene, yuzey epiteli, endometriyal epitel bosluklar1 ve stromada artan
vaskulatorik proliferasyon eslik eder (Van Cruchten, 2004). Prodstrusun sonuna dogru
folikullerin luteinize edici graniiloza hicreleri nedeniyle, progesteron konsantrasyonu
yiikkselmeye baslar (Concannon, 1986; Schaefers-Okkens, & Kooistra, 1996) ve
proostrusun sonlarina dogru endometriyal bezler puruzlu, sektorik hale gelir (Pretzer,
2008a). Mikroskopik olarak da, bazal bezlerin kriptlerinde mitotik figurler belirgin
sekilde gozlenirken, yuzey epitelinde ¢cok nadir olarak bulunur (Van Cruchten, 2004).

Erken Ostrusta, endometriyum 6demi devam eder ve ovulasyon sonrasinda
azalir (Sekil 1). Histolojik olarak hipertrofik salgi bezleri artar ve miyometrial diiz kas
hicrelerinin proliferasyonu ve hipertrofisi devam eder (Rehm ve ark., 2007). Bazal
bezler ve kriptlerde mitotik figiirler gozlenmeye devam eder. Gelisen korpus luteumun
etkisiyle grandular proliferasyon en (st seviyededir (Van Cruchten, 2004).
Endometriyal bezler, en biiyiikk ¢apa Ostrus sonrast 20-30. giinlerde ulasir (Sekil 2)
(Kalkan, & Horoz, 2007; Pretzer, 2008a).



Sekil 1: Uterusun, erken prodstrus, erken dstrus ve ostrus dénemlerindeki histolojik gorintisi. a: Tipik
"X" sekilli limen, artan liminal kript ve bazal bezler ile endometrial stromada 6dem H&E, x4; b:
Endometrial stromada dem. H & E, x4; c¢: Endometrial bezlerde hipertrofi ve 6demin yerini alan olgun
kollajenler. H & E, x4. (Rehm ve ark., 2007).

Diostrus evresinde; artan serum progesteron konsantrasyonu, uterusun
histolojisinde biiyiik degisiklikler meydana getirdiginden erken ve gec didstrus olarak
ikiye ayrilir (Vermeirsch, 2001). Didstrusun baslarinda, endometriyum ve
miyometriyum en biiyiikk kalmliga ulasir (Rehm ve ark., 2007) (Sekil 2). Uterus
degisikliklerinin gerilemesi, diostrusun 3. haftasinda baglar ve yaygin endometriyal
apoptozis (Sekil 2) sekillenir. Di6strus evresinin bitmesinin, herhangi net bir klinik
belirtisi olmamasi ile birlikte, serum progesteron seviyelerinin diismesi ile

tanimlanabilir (Rehm ve ark., 2007).

Angstrusta Ostradiol-17p ve progesteron seviyeleri bazal degerlerin altinda
kaldigindan, kriptlerin ve bazal bezlerin sayis1 daha da azalir (Barrau ve ark., 1975;

Vermeirsch, Simoens, Lauwers, & Coryn,1999; Vermeirsch ve ark., 2000a) (Sekil 2).



Sekil 2: Uterusun erken didstrus, ge¢ didstrus ve andstrustaki histolojik goruntlisi. a: Cok sayida
farklilagmis bazal bezler ve bol sitoplazmali limen kriptleri H & E, x10; b: Kollabe endometriyum H
& E, x10; c: Luminal ve kript hiicrelerde sitoplazmanin durumu, H & E, x60; d: Kiiciik endometriyal
bezler ile gevrili atrofik endometriyum, myometriyum, stroma, H & E, x10. (Rehm ve ark., 2007).

Endometriyuma etkisi bulunan matriks metalloproteinazlar (MMPs),
progesterona maruz kalan endometriyumda en diisiik seviyede kalmakla beraber,
ortamdan progesteronun ¢ekilmesiyle artma egilimindedir (Lockwood, Krikun,
Hausknecht, Papp, & Schatz, 1998; Salamonsen, Butt, Hammond, Garcia, & Zhang,
1997). Steroid hormonlarin etkisiyle ovulasyon ve embriyonik implantasyon i¢in
uygun endometriyal ortam gerekmektedir ve bu ortamda MMP'ler 6nemli bir rol
oynamaktadir (Concannon, Tsutsui, & Shiella, 2001; Shia, Chu, Chou, & Lee, 2011).
Saglikli uterusta ¢ok az veya hi¢ eksprese edilmemekle birlikte, endometriyumun
rejenerasyonunda gorevi blyuktir (Chu ve ark., 2002a; Parks, 1999). Ayrica, bag doku
yenilenmesi, normal biiyiime ve gelisme i¢in MMP’ler gerekli olup, inflamasyon ve
kanser gibi birgok hastalikta da matriks yenilenmesi gozlenmektedir (Lockwood ve
ark., 1998). Yapilan ¢alismalarda, kopeklerin CEH’inde, MMP’lerin yiikselmedigi,
ancak CEH-P komplekste yukseldigi tespit edilmektedir (Chu ve ark., 2002a). MMP



aktivitesinin bozulmasi halinde malignant biiyiime ve timor invazyonunun ayirici

tanis1 da konulabilmektedir (Lockwood ve ark., 1998).

Endometrial degisikliklerin iizerinde etkisi olan apoptozis, dstrus siklusunda
endometriyal hiicrelerin rejenerasyonunda ve diger tiirlerde de oldugu gibi plasenta
gelisiminde gereklidir (Akcali, Khan, & Moulton, 1996). Erken didstrusta,
endometriyal ylizey epiteli olduk¢a degiskendir, ancak sayilar1 az oldugundan
apoptozis net olarak tanimlanamamaktadir. Ge¢ didstrus ve andstrusta ise, kriptler ve
bazal bezlerde yiksek apoptotik indeks saptanmaktadir (Keller, 1909). Bu bulgular
apoptozisin siklik endometriyumdaki glandiiler gerilemeden sorumlu oldugunu
diisiindiirmektedir (Van Cruchten, 2004). Dahasi, kopek CEH ve pyometra
patogenezisinde, apoptozisin olumsuz rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Noakes,

Dhaliwal, & England, 2001).
2.2.1. Ostrojen Reseptorleri Yerlesimi

Ostrus dongiisti boyunca steroid reseptorlerin lokalizasyonu ve etkileri,
endokrinolojik degisimlere bagli farklilik gostermektedir. Prodstrus doneminde artan
Ostradiol 17f konsantrasyonuna bagli olarak, Ostrojen reseptorlerinin boyanma
yogunlugu ve orani, diger donemlere gore daha yiiksek bulunmaktadir (De Cock,
Ducatelle, & Logghe, 1997b; Vermeirsch ve ark., 1999). Ostrojen (ER) ve progesteron
(PR) reseptorlerinin niikleer boyanma yogunlugunun, uterus epiteli, stroma ve diiz kas
hicrelerinde  artmasi,  Ostradiol 173  konsantrasyonunun  yiiksekligiyle
iliskilendirilmektedir. Progesteron reseptor sayisinin bu dénemde artmasi, yine ayni
nedene baglanmaktadir (Vermeirsch ve ark., 1999; Vermeirsch ve ark., 2000a). Ostrus
ortasinda artmaya baslayan ve didstrus doneminde yliksek konsantrasyonda seyreden
progesteronun, stroma ve yuzey epitellerinde dstrojen reseptérlerinin regulasyonunu
kontrol ettigi, degisen endokrinolojik profilden glanduler reseptorlerin c¢ok az
etkilendigi bildirilmektedir. Siklus boyunca stroma-0strojen reseptorlerinin, epitel-
Ostrojen reseptorlerine gore farkhi varyasyonlarda gozlenmesi, siklik endometriyal
degisimlerin kontroliiniin bu hiicrelerce saglandigmi gosterir (Vermeirsch ve ark.,
1999) (Sekil 3).
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Sekil 3: Kornu uterilerde bulunan 6strojen reseptorlerinin toplam boyama skorlar1 (Vermeirsch ve ark.
1999).

Sagliklh kopek uterusunda Ostrojen reseptdor boyanma yogunlugu, CEH’li
kopeklere gore daha yuksek oldugu bildirilmektedir. Ancak CEH ve pyometra
kompleksinin gozlendigi hastalarda, ER boyamasinin zayif oldugu tespit edilmektedir
(Marinkovic, Anicic, Vakanjac, Necid, & Magas, 2018). Endometriyal bezlerdeki
kistik dejenerasyonlarin yiiksek oldugu metaplazik hicrelerde, nikleer boyanma
yogunlugunun daha az oldugu belirlendiginden, Ostrojen reseptdr regiilasyonunun,
CEH patogenezisinde ©nemli rol oynayabilecegi belirtilmektedir (De Cock,
Vermeirsch, Ducatella, & De Schepper, 1997b). En diisiik ER, PR oraninin Gstrusta
belirlenmis olmasi, progesteron konsantrasyonunun artmasiyla iliskilendirilmektedir
(De Cock ve ark., 1997b; Vermeirsch ve ark., 1999; Vermeirsch ve ark., 2000a). Ancak
CEH’li kopeklerde, endometriyal bezlerin proliferasyonu smirli miktarda ostradiol
17 salmimiyla bile, 6strojen reseptor ekspresyonunu azaltmadan devam ettirmektedir
(De Cock ve ark., 1997a; Vermeirsch ve ark., 1999).

2.2.2. Progesteron Reseptorleri Yerlesimi

Progesteron  reseptorlerinin  uterusun  yizey epitel hicrelerinde,
endometriyumun glandiiler kanallarinda ve bazal bezlerinde, endometriyal stroma
hiicrelerinde ve miyometriyal diiz kas hiicrelerinde oldugu bildirilmektedir. Ostradiol
17B:progesteron oraninin yiiksek oldugu dénemde PR sayisi artarken, bu oranin

azalmaya basladigi erken didstrus doneminde, progesteron reseptorlerine olumsuz etki



baslamaktadir. Prodstrusta PR zayif boyanma reaksiyonlar1 gosterirken, prodstrus
sonuna dogru ve Ostrusta bu yogunluk artmaktadir (Marinkovic ve ark., 2018).
Progesteron konsantrasyonunun yiiksek oldugu didstrus asamasinda artan PR’ye bagli
olarak, bazal bezler hari¢ tim uterus hiicrelerinde, oldukca ylksek pozitif reaksiyon
meydana gelmektedir (Marinkovic ve ark., 2018; Vermeirsch ve ark., 2000a) (Sekil
4). PR lokalizasyonu stromal hiicrelerde, epitel hiicre yerlesimine gore daha yogun
bulundugu ortaya konulmaktadir (Dhaliwal, England, & Noakes, 1999; Vermeirsch ve
ark., 2000b). ER boyanma dagiliminda oldugu gibi, stroma-PR boyanmalari da, uterus

hastaliklar1 patolojisinde rol oynamaktadir (Vermeirsch ve ark., 2000a).
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Sekil 4: Kornu uterilerde bulunan progesteron reseptdrlerinin toplam boyama skorlar1 (Vermeirsch ve
ark., 2000a).

CEH-P kompleksi gozlenen kdpeklerin uterus boyamalarinda progesteron
orani, saglikli kopeklere gore oldukea yiiksek oldugu bildirilmektedir (De Bosschere,
Ducatelle, Vermeirsch, Simoens, & Coryn, 2002b). Diger yandan CEH’li tum
kdpeklerde, orta diizeyde PR ekspresyonu tespit edilmektedir (Marinkovic ve ark.,
2018).

2.3. Kopeklerde Kistik Endometriyal Hiperplazi (CEH)

Disi kopeklerde siklikla gozlenen kistik endometriyal hiperplazi-pyometra
kompleksi (CEH-P), c¢ok sayida arastiricinin ilgi odagi haline gelmektedir.

Etiyopatolojik nedenleri ve smiflandirilmasina ait soru isaretleriyle birlikte, hastaligin



anlagilmasi oldukga giictiir. 1950’li yillarin basindan itibaren bu patoloji, hidrometra,
pyometritis, kataral endometritis, kronik Kistik endometritis, kronik subinvollisyon
gibi farkli isimlendirmelerle giindeme gelmistir. Olgularda yiiksek oranda Kkistik
glandular hiperplazi gézlenmesiyle, hastalik ilk kez ‘hiperplastik endometritis’ olarak
tanimlanmistir (Low, 1954). Ayn1 donemde yapilan bagka bir arastirma sonucunda,
uterus iltihaplanmalart ile iliskili kistik endometriyal glandiiler hiperplazi olgularmin
varligina ‘post Ostral sendromu’ tanimi yapilmaktadir (Dow, 1959). Ancak
hiperplastik degisimlerin her zaman enfeksiyonla iligkili olmadig1 gerceginin ortaya
¢ikmastyla, Dow’un yaptigr 172 kopek uterusunun degerlendirildigi biiyiik bir
calismanin sonucunda, glinimiizde ‘CEH / pyometra kompleksi’ olarak adlandirilan

patoloji, ilk kez bu arastirici tarafindan bu isimle onerilmistir.
2.3.1.CEH’in Tanim

CEH, ovariohisterektomi (OHE) yapilmamis disi kopeklerde goriilen en
yaygin hastaliklardan biridir. Endometriyal kistler, endometriyal glandiler epitelden
kdken alan bezlerin hiperplazisi ve hipersekresyonudur (Barton, 1992; Snider ve ark.,
2011). Endometriyal glanduler hiperplazi ile baslayan patoloji, bezlerin kistik
doniisimiine kadar ilerlemektedir (De Bosschere, Ducatella, Vermeirsch, Van Den
Broeck, & Coryn, 2001; Smith, 2006). Bununla birlikte, képeklerde CEH, infertilite
haricinde herhangi bir hastalik bulgusu gostermediginden, tanisi ge¢ konmakta ve
oldukca zordur (McEntee, 1990; Barton, 1992; Niskanen, &Thrusfield, 1998).

2.3.2. CEH’in Etiyopatolojisi

CEH, patogenezisi hala bilinmeyen, disi kopeklerde en sik goriilen ve en
onemli endometriyal patolojidir. Gelisen CEH ¢ogunlukla steril kosullardadir, ancak
bakteriyel kontaminasyon s6z konusu oldugunda pyometra ile kompleks bir hastalik
haline gelir (Bigliardi ve ark., 2004). Képek endometriyumunda gézlenen, dort farkli
hiperplastik patoloji bildirilmektedir; Kistik-hiperplazi pyometra kompleks, yalanci
gebelikle iliskili endometriyal hiperplazi, dstrojen-iliskili hiperplazi ve endometriyal
polipler (McEntee, 1990). Ancak etiyopatolojisi tam olarak ag¢iklanamamis bu
hastaligin nedenlerinden, alti ¢izilen en 6nemli faktorlerin endokrinolojik problemler,
Ostrus boyunca endometriyumda dstrojen/progesteron dengesizligi, uterin irritantlar ve

bakteriyel enfeksiyonlar (E.coli) olabilecegi belirtilmektedir (De Bosschere,
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Ducatelle, Vermeirsch, & Coryn, 2002a; Dhaliwal ve ark., 2002; Kempisty ve ark.,
2013; Nomura, 1983).

Diger memelilerden farkli olarak olduk¢a uzun didstrusa sahip kdpeklerde,
progesteronun bu denli uzun siireli ve baskin salinimi, CEH’nin patogenezinde énemli
bir rol uistlenir (Concannon, Hansel, & Visek, 1975; Ververidis ve ark., 2004). Ostrus
sonunda artmaya Dbaglayan progesteron konsantrasyonu, endometriyumda
kalinlasmalar meydana getirir (Feldman, & Nelson, 1987; Feldman, & Nelson, 1996).
Bu endokrinolojik degisim, endometriyumda glandiler proliferasyon ve sekresyona
neden olurken (Barrau ve ark.,1975; Chen, Lee, & Wright, 2006) meydana gelen salg1
aktivitesiyle endometriyal bezlerin sayisi ve boyutu artar (Dow, 1959). Boylece,
endometriyal bezlerde ve liimende sivi birikimi sekillenir ve meydana gelen
endometriyal hiperplazi, kistik hale doniisiir (Nelson, & Feldman, 1986; Feldman, &
Nelson, 1987). Uremenin denetlenmesi icin uzun siireli kullanilan progestagenler,
endometriyal kist olusumunu hizlandirmaktadir (McEntee, 1990). Ostradiol 17, ya
dolayli olarak uterusun progesterona olan duyarliligmi artirir ya da 6strojenden
etkilenen endometriyum bezlerinde dilatasyon ve kistlesmeye neden olur (McEntee
1990; Nolte, Volpert, & Brunckhorst, 1990; Ververidis ve ark., 2004). Folikiler Kist,
granulosa hiicre timorQ gibi patolojiler endojen yolla ve 6strusu baskilama amagli
kullanilan preparatlar egzojen olarak, asir1 dstrojen stimulasyonuna yol agmaktadir.
Bu durumun endometriyum hiperplazisine neden olabilecegi 6ne siiriilse de, spontan
CEH gelisiminden ¢ok, pyometranin patogenezinde etkili oldugu savunulmaktadir
(Arthur, Noakes, & Pearson, 1996; Fayrer-Hosken, Durham, & Allen, 1992; McEntee
1990; Smith, 2006).

Endokrinolojik faktorlerden progesteronun neden oldugu endometriyal
degisikliklerin, CEH patogenezindeki rolii kabul edilse de, saglikli kopeklerle,
hastalikli kopeklerin serum progesteron konsantrasyonlar1 arasinda fark olmamast,
CEH’nin olusumunda, Ostrojen/progesteron reseptor anormalliklerinin etkili
olabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir (De Cock ve ark., 1997a; De Cock ve ark.,
1997b; Hardy, & Osborne 1974; Vermeirsch ve ark., 1999; Vermeirsch ve ark.,
2000a). Uterusa yerlestirilen irritant maddelerin CEH nin patogenezindeki etkisinin
test edildigi bir ¢alismada, bu irritant maddelerin CEH’ye neden oldugu ancak dstrojen

ve progesteron reseptdrleri agisindan, spontan gelisen CEH’ye benzemedigi ortaya
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cikmaktadir. Spontan gelisen CEH’de, ER ve PR yiiksek oranda eksprese edilirken,
irritan etkili CEH’deki reseptor boyanmalarinin pyometra ve erken gebelik donemiyle
benzer oldugu 6ne siiriilmektedir (De Bosschere, Ducatelle, & Tshamala, 2002c; De
Bosschere, Ducatelle, Tshamala, & Coryn, 2003; Vermeirsch ve ark 2000b). Ancak
irritan etkili maddelerin sadece progesteron varliginda bu degisimi gosterdigi de
aciklanmaktadir (Chen ve ark., 2006). Ayni etkinin baska bir irritant madde olan
bakteriyel enfeksiyonlarda da olabilecegi ileri suriilmekte ve spontan gelisen CEH nin
patogenezisini kontrol eden baska mekanizmalarin da olabilecegi diisiiniilmektedir

(Noakes ve ark., 2001; Nomura, 1983; Nomura, & Funahashi, 1999).

CEH’in gelismesinde One siiriilen bir hipotez, erken didstrusta gdzlenen gegici
progesteron yetersizligidir. Bu durum 0strojen ve progesteron reseptorlerinin yetersiz
artisina neden olabilir. Ciinkii kopeklerde progesteronun, hem progesteron hem de
Ostrojen reseptor gelisimini azalttig1 bilinmektedir. Bu hipotez arastiricilar arasinda
kabul gorse de, kopeklerde uzun suren ve yiksek konsantrasyonda (retilen
progesteronun, endometriyal bezlerdeki degisimleri g6z 6niine alindiginda, hormonun
bu olumsuz etkisini degerlendirmek zordur (Clarke, & Sutherland, 1990; De Cock ve
ark., 1997a; Graham, & Clarke, 1997; Vesanen, Isomaa, Alanko, & Vihko, 1991).
Ancak, spontan CEH olusumu igin, ge¢ dstrus-erken didstrus doneminde, epostan
kullanilarak progesteron yetersizligi olusturulan kopek modellerinde, CEH oranmi
yuksek bulundugu bildirilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda, LH yetmezligine bagl
luteinizasyon eksikliginin, CEH patogenezinde oOnemli bir faktér olabilecegi

savunulmaktadir (De Bosschere ve ark., 2003).

Kadmnlarda ve diger memeli tiirlerinde endometriyal hiperplazi, kistik
folikiillerden, dstrojenik implantlardan veya graniiloza hiicre tiimdrlerinden kaynakli
uterusun, Ostrojen tarafindan uyarilmasi ile meydana gelmektedir (Agudelo, 2005;
Chandra ve ark., 2016; Potter ve ark., 1991; Szewczuk ve ark., 2020; Van Cruchten,
2004). Diger yandan kadinlarda progesteronun endometriyal atrofiyi indiikledigi
(Seidman, Ashton, & Norris, 1997), kopeklerde ise egzojen progesteron
uygulamalarinin endometriyal hiperplaziye yatkinligi arttirdign tespit edilmistir
(Anderson ve ark., 1965; Fidler ve ark., 1966). Progesteron kullanimi, kedilerde uterus
karsinomu i¢in en 6nemli risk faktoriyken, kopeklerde progesteron kullanimina baglh

uterus karsinomlar1 nadir olarak gérilmektedir (Harrenstien, Munson, & Seal, 1996;
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Kennedy, 1993). Bu durum kopek endometriyumunun diger tiirlere kiyasla

progesterona farkl bir sekilde yanit verdigini gostermektedir (Bhatti ve ark., 2007).
2.3.3. CEH’in Molekiiler Etiyopatogenezisi ve Etkileyen Faktorler
2.3.3.1. Buyume Faktorleri

Kopekler genital sistem ve meme dokusunda etkin rol oynayan biyime
faktorleri ve reseptorleri, hiicre biiylimesi, farklilasmasi, anjiogenezis ve apoptozis
gibi fizyolojik siireglerde 6nemli rol oynamaktadir (Gama, Gartner, Alves, & Schmitt,
2009; Kempisty ve ark., 2013). Ancak kdpek ve insan meme kanserlerinde primer
sorumlunun steroid hormonlar olmadigi, ayni zamanda biiyiime faktorlerinin de,
ozellikle IGF-I (insulin Benzeri Biiyiime Hormonu I), IGF-IR (insulin Benzeri
Buylme Hormonu Reseptdri)’nilin siiregte etkin rol oynadigi ortaya konmaktadir
(Dolka, Malicka, Motyl, & Sapierzynski, 2010). IGF-I ya da IGF-II ligandlarinin, IGF-
IR’ye baglanmasiyla, reseptoriin sitoplazmik B-alt biriminde, IGF-IR tirozin kinaz
fosforilasyonu meydana gelir ve hiicre farklilasmasinda etkili Ras’/MAPK ve PI-
3K/Akt yolaklarini aktive ederek apoptozisi inhibe eder (Hakuno, & Takahashi, 2018)
(Sekil 5). IGF-IR ekspresyonundaki anormal artig, meme timori agresifliginin bir
belirteci oldugu gibi, kanser hiicre migrasyonu ve hiicre-hiicre adezyonlarinda da etkin
rol oynar. insan meme tiimdrlerindeki mekanizma net olarak ortaya konmus olmasina
ragmen, kopek meme karsinogenezisindeki mekanizmalar netlik kazanmamaktadir.
IGF-I, IGF-IR ile ilgili yapilan birka¢ arastirma sonucunda, cinsiyet hormonlari ile
IGF-I’in birlikte, otokrin/parakrin etkilerle karsinogenezisi stimiile edebilecegi

hipotezi ortaya konmaktadir (Dolka ve ark., 2010).
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Sekil 5: IGF / insiilinin yaygin olarak kabul edilen hiicre i¢i sinyal mekanizmasi (Hakuno, & Takahashi,
2018)

Kopeklerde, uterus epitel hiicreleri sitoplazmasinda, endometriyum ve
miyometriyumun diz kas hicrelerinde bulunan, yuksek mitojenik etkiye sahip,
progesteron kaynakli IGF-I Gretimi mevcuttur. IGF-I’'nin, CEH'li kopeklerde
endometriyumun epitel hicrelerinde ve cevresinde bulunan yiksek [1GF-I
konsantrasyonlarinin, CEH gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegi sonucuna
varilmaktadir (De Cock, Ducatelle, Tilmant, & De Schepper, 2002). Ayni1 zamanda
endometriyal proliferasyona katilan IGF-I, eksudatif ve dejeneratif inflamatuar
reaksiyonla birlikte, endometriyal degisikliklere sebep olmaktadir (Schlafer, &
Gifford, 2008). Insulin-biiyiime hormonunu kodlayan genlerin ekspresyonlarindaki
hatalar, hormonal farklilagmalar adi altinda, endometriyumda patolojik gelisimlere

neden olabilmektedir (Kempisty ve ark. 2013).

Hiicre biiyiimesi, farklilagsmasi ve apoptozis haricinde, diger ekstraselliiler
hiicre matriks olusumu ve yikimlanmasi, kemotaksis gibi fizyolojik siirecleri kontrol
eden Transforming Biyume Faktorl (TGF-B) ailesi de, genital sistem Uzerinde
oldukca etkilidir (Stepien-Wyrobiec, Hrycek, & Wyrobiec, 2008). TGF-p
ekspresyonunda gozlenen azalma, otoimmun hastaliklardan ovaryum timorlerine
kadar birgok hastaligin gostergesidir. Ovariyan folikillerde, teka ve granulosa
hicrelerinin proliferasyonu ve atrezisinde, luteinizasyonda ve steroid mekanizma

kontrolinde etkin rol oynar (Flanders, & Burmester 2003). Uterin mukozada
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ekspreyonlar1 belirlenen TGF-B’nin, endometriyum hastaliklarinda nasil bir

ekspresyon profiline sahip oldugu bilinmemektedir.

Epidermal Biiyiime Faktori (EGF) ailesi de epitel hiicre gelisiminde,
neoplazilerde rol oynar ve EGF-R reseptorii araciligiyla aktive olur. Ekspresyon
seviyesi progesteron ve 6strojen gibi cinsiyet hormonlarina baghdir (Kida ve ark.,
2010; Komatsu, Maekawa, Takeuchi, & Takahashi, 2003). Kopek endometriyumunda
TGFa ekspresyonlari, seksuel sikluslara gore belirlenmekte olup, epitel hicre
proliferasyonu ve regresyonunda da etkili olan bu faktoriin, endometriyal patolojilerde

rol oynayabilecegi belirtilmektedir (Kempisty ve ark., 2013; Kida ve ark., 2010).
2.3.3.2. Hormon Uygulamalar ve Blytume Faktorleri

Endojen progesteron salinimi kadar, ostrusu baskilamak amaciyla kullanilan
sentetik progestagenlerin kullanim1 da, meme kaynakli biliylime hormonu (GH)
hipersekresyonuna neden olarak, memede hiperplastik duktular degisim ve CEH
gelisimine neden oldugu bildirilmektedir (Bhatti ve ark., 2007). Blylime hormonu
(GH) fazlaligi, meme bezindeki degisimlere neden olduktan sonra, progesteron
konsantrasyonunun azalmasina bagli olarak geri doniisiimliidiir (Selman, Mol, &
Rutteman, van Garderen, & Rijnberk, 1994a). GH, IGF-1 gibi blyime faktorlerinin
major kontrol merkezidir (Cohick, & Clemmons, 1993; Simmen, 1991). GH hipofiz
kaynakli bir hormon olmasma ragmen, kopeklerde progestin kaynakli hiperplastik
duktular meme epitelinden iiretilen GH ile ayni gen kodlarina sahiptir (Feldman, Ruan,
Cunningham, Wells, & Kleinberg, 1993; Mol ve ark., 1995a; Mol ve ark., 1995b).

Endojen progesteron artis1 ve egzojen progesteron kullanimi ile GH
ekspresyonu artmakta, bu artisa yanit olarak IGF-I iiretimi hizlanmaktadir ve 1GF-I
endometriyal proliferasyonunda etkin bir rol oynamaktadir (De Cock ve ark., 2002;
Selman, Mol, Rutterman, & Rijnberk, 1994b). Bunun sonucunda endometriyal
glandiiler hiperplazi ile baslayan degisimler, bezlerin kistik doniisimiine kadar ilerler
ve CEH olusur (De Bosschere ve ark., 2001; Smith, 2006). Egzojen hormon
uygulamalari, lokal steroid hormon reseptorlerinin miktar ve dagiliminda
degisikliklere neden olarak, uterus patolojilerine sebebiyet verir (De Bosschere ve
ark., 2002a; De Bosschere ve ark., 2002b; Dhaliwal ve ark., 1999; Colombo ve ark.,
1982; Vermeirsch ve ark., 2000a; Vermeirsch ve ark., 1999; Ververidis ve ark., 2004)
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GH, disi kopeklerin normal meme dokusundan eksprese edilmesiyle
morfogenezisi kontrol ettigi, hiperplastik ve neoplastik meme dokusunda eksprese
edildiginde ise tumorogenezisi indiikledigi ortaya konulmaktadir (Mol ve ark., 1995a;
Mol ve ark., 1995b). Progesteron ile uzun siireli tedavi sonrasinda, GH meme
dokusunda en yiiksek ekspresyon seviyelerine ulasmaktadir. Uzun siire progesteron
kullanilan kopeklerin meme karsinomlar1 {izerine yapilan c¢alismalarda, GH’nun,
progesteron reseptorii negatif doku Orneklerinde de bulundugu ve bunun malign
transformasyondan sonra, GH ekspresyonunun progesterondan baZimsiz hale
gelebilecegini gostermektedir (Mol ve ark., 1995a; Mol ve ark., 1995b). Yapilan bir
arastirmada mastektomize ve saglikli meme dokusuna sahip kopeklere, 12 haftalik
Medroksiprogesteron asetat (MPA) uygulamasimdan sonra, mastektomize kopeklerde
meme malignitesini gosterecek herhangi bir patolojiye rastlanmamis olup, saghkli
meme dokularinda malignite gozlenmektedir. Bunun 6tesinde, tum gruplarda CEH
g6zlenmekte ve meme GH’nun, progesteronla uyarilmis CEH gelisimi igin gerekli bir
faktor olmadigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Bhatti ve ark., 2007). Ayrica, egzojen ve
endojen progesteron uygulamalarmin, kopeklerde akromegalik 6zelliklere ve glukoz
intoleransina  yol agan, biiyime hormonu (GH) fazlaligi sendromunu
indiikleyebilecegi sonucu da ortaya konulmaktadir (Concannon, Altszuler, Hampshire,

Butler, & Hansel, 1980; Eigenmann, & Rijnberk, 1981; Mol ve ark., 1995a).

Insanlarda, ovaryum hormonlarinin meme gelisiminin tiim asamalarinda
onemli bir rol oynadigina dair kanitlar olmasina ragmen, genel olarak epidemiyolojik
calismalar, progesteron tedavisinin meme kanserinde risk olusturdugunu
desteklememektedir. Bununla birlikte, oral kontraseptifler veya depo MPA’lar,
endometriyal kanser gelistirme riski tizerindeki, inhibitor etkinin aksine, kadin meme
kanseri riskini azaltmamaktadir (Pike, Henderson, Casagrande, Rosario, & Gray,
1981; van Leeuwen, 1991). Bu artmus riskin, Ostrojene mi yoksa kontraseptiflerin
progesteron igerigine mi atfedilebilecegi sorusu tatmin edici bir sekilde
yanitlanmamak ile birlikte, artan riskin progesteron bilesenine bagli olabilecegini
diistindiirmektedir (Kay, & Hannaford, 1988; Lee ve ark., 1987). Kopeklerde dstrojen
ve progesteronla pek cok toksisite, caligmasi yapilmakta ve uzun sureli dstrojen
uygulamasinin, kdpeklerde meme tiimorlerinin insidansini arttirmadigi, progesteron

tedavisinin ise, doz-bagimli meme tiimorii gelisimine neden oldugu belirtilmektedir
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(Misdorp, 1991; Rutteman, 1992). Bununla birlikte tamoksifen uygulamalarmin
uterusta hormon reseptor ekspresyon degisimlerine neden olarak CEH’ye neden
olabilecegi bildirilmistir (Tavares ve ark., 2010). Kadinlarda oldugu gibi, kdpeklerde
de tamoksifen kullaniminin uterus endometriyal hiicre proliferasyonuna neden oldugu
bildirilmistir. Diisiik dozlarda bile, kdpek endometriyal hiicrelerde progesteron
reseptor sayisini artirdigi ve endometriyal hiperplaziye neden oldugu agiklanmistir
(Baker, 1994; Morris, Dobson J, & Bostock, 1993). Tamoksifen anti-ostrojen etkili bir
sentetik molekiildiir ve kadinlarda Ostrojen reseptor bagimli meme kanserlerinde
kullanilmaktadir. Ancak bu molekiiliin doku spesifik Ostrojen reseptor aktivitesi
gostermesinden dolayi, selektif 6strojen reseptor modilatori (SERMs) ailesine aittir.
Kadimnlarda ve kopeklerde, meme dokusunda anti-ostrojen etkisi baskin gozlenirken,
uterus tizerinde hiicre proliferasyonunu artirict etkisi bulunmaktadir (Chang, Kim,

Malla, & Kim, 2011; Tavares ve ark., 2010).
2.3.3.3. Inflamasyon Faktorleri

Ostrus endokrinolojisine bagli olarak, &stradiol 17B/progesteron oraninda
meydana gelen degisimler, genital sistem immiinolojisini de kontrol etmektedir.
Hucresel immunitenin didstrusun ilk yarisinda azalmasmin muhtemel sebebi, artan
progesteron ve azalan 6stradiol 17 salinimi olarak belirtilmektedir (Sugiura ve ark.,
2004). Uterus ve meme dokusunda meydana gelen patolojilerin insidansi, egzojen
progesteron kullanimiyla artar ve bunun sebebi de, endokrinolojik degisimin meydana
getirdigi hiicresel immunitenin azalmasi olarak gosterilmektedir. MPA kullanimina
bagli gelisen meme tiimdrlerinde lokal immun direncin suprese edildigi, bunun sadece
progesteronun degil, ayn1 zamanda yiiksek glukokortikoid aktivitenin de rol oynadigi
ortaya konmaktadir (Briggs, & Briggs, 1973; Owen, & Briggs, 1976). Ote yandan,
Ostrus dongiisii sirasinda steroid hormon konsantrasyonlarindaki degisiklikler, uterus
immunitesini etkileyebilir (Aflatoonian ve ark., 2007; Silva ve ark., 2012). Bu slrecin
kontrolii prostaglandinler tarafindan saglanlanmaktadir (Silva ve ark., 2010; Rocca, &
FitzGerald, 2002). Ciinkii geri doniisiimsiiz doku farklilasma yani tumdrlerin,
iyilesmeyen yaralar gibi davrandiklar1 kabul edilmektedir (Dvorak, 1986). Bu
bilgilerin disinda, insan ve hayvan modellerinde prostaglandin sentezi seviyeleri ile

malignite insidansi arasinda dogrudan bir iliski bildirilmistir (Badawi, 2000).
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2.3.4. Prostaglandin Mekanizmasi ve Kanser

Prostaglandinler, PLA2 tarafindan membran fosfolipidlerinden salinan
aragidonik asitten sentezlenen ve eikosanoid ailesine ait 20 karbonlu doymamis yag
asitli molekullerdir. COX-1 ve COX-2 tarafindan PGH2’ye metabolize edilmektedir
(Simmons, Botting, & Hla, 2004). Prostaglandin G/H sentaz ve/veya siklooksijenaz
(COX) etkileriyle metabolize edilirler. In vivo 4 farkli biyoaktif prostaglandilerin
sentezlenmesine ragmen, reproduktif alanda PGE2 ve PGF2a biyosentezi 6nem
kazanmaktadir. Tiim prostaglandinler homeostazisi saglamak iizere ¢alisan otokrin ve

parakrin etki gosterebilen lipid mediatorleridir (Ricciotti, & FitzGerald, 2011)

Prostaglandinler etkilerini, hiicre membraninda, G-kenetli protein reseptorleri
araciligiyla yedi transmembrani aktive ederek gosterirler. Prostanoid reseptor alt ailesi
sekiz tiyeden olusur: PGE reseptoriinin EP1, EP2, EP3 ve EP4 alt tipleri, PGD
reseptorii (DP1), PGF reseptorii (FP), PGI reseptorii (IP) ve TX reseptér (TP)
(Narumiya, & FitzGerald, 2001).

PGE2’nin etkinligini kolaylastiran ¢esitli sinyal yollara sahip G-protein-bagl
EP (EP1-EP4) bulunmaktadir. EP1, hiicre i¢i Ca?*'y1 harekete gecirmek i¢in G protein-
alfa-q (Gq) ile, EP2 ve EP4 adenilil siklaz1 (AC) aktive etmek i¢in G protein-alfa
stimulatord ile (Gs), EP3 ise esas olarak AC'yi suprese etmek icin G protein alfa
inhibitori (Gi) ile kenetlenmektedir (Sokolowska ve ark., 2015). Ayrica EP3 reseptorii
G12/13 proteinlerine baglanarak kii¢iik G proteini Rho'nun aktivasyonuna da neden
olabilmektedir (O'Callaghan, & Houston, 2015). PGEZ2, reseptoriine baglandiktan
sonra 15-hidroksiprostaglandin dehidrojenaz (15-PGDH) tarafindan inaktif bir 15-keto
PGE2'ye katalize edilebilmektedir (Legler, Bruckner, Uetz-von Allmen, & Krause
2010). EP2, EP4, IP ve DP1 reseptorleri, hiicre i¢i siklik adenozin monofosfati1 (CAMP)
artirarak Gs kenetli reseptor yoluyla adenilil siklaz1 aktive eder. G proteinine GDP
(Guanozin difosfat) baglanarak a-alt birimi ayirir ve GDP, GTP’ye (Guanozin-5’-
trifosfat) donlismektedir. a-alt birime baglanan GTP, adenilil siklazin aktivasyonunu
saglayarak cAMP’yi artirir ve hiicresel cevabi olusturur (Predescu ve ark., 2019;
Wettschureck, & Offermanns, 2005).

EP1 ve FP, Gq kenetli reseptdr yoluyla GDP a-alt birimine baglanarak
kompleks yapidan ayrilir ve GDP, GTP’ye (Guanozin-5’-trifosfat) donlismektedir.
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Fosfatidilinositol metabolizmas1 yoluyla artan fosfokinaz aktivitesine ilave olarak

hicre ici serbest kalsiyumun mobilizasyonu ile inositol trisfosfat aktivasyonuna neden
olur (Bridges, & Saltiel, 2015; Ricciotti, & FitzGerald, 2011). Gq araciligiyla sinyal

gondermeye ek olarak, FP reseptorii, Gq'dan bagimsiz bir mekanizma yoluyla kiigiik

G-proteini Rho'ya baglanir (Pierce, Fujino, Srivasan, & Regan, 1999). Prostanoid

reseptorlerin sinif, alt tip, ikincil habercileri ile sinyal iletimi tablo 1’°de verilmistir.

Tablo 1: Prostanoid Reseptérlerinin Sinyal fletimi (Ricciotti, & FitzGerald, 2011)

Siif Alt tip G-protein kenetli ikinci Haberci
TXA; Tpa, TP[; Gq, Glg, Gh, GS(TPH), G'(TPB) ? IP/DAG/CaZ*. RhoGEF
3 )
f ‘CAMP
PGD, DP Gs ? AMP
C
RTH2 i
¢ ¢ ‘ CAMP, * Ca**
PGE EP1 G
’ ! t IP/DAG/Caz*
EP2 G ? AMP
C
EP3 i
6. G ¥oave, Fca ro
EP4 G ? AMP
C
PGlI, IP-IP G ?
cAMP
IP- TP, G ? AMP
C
PGF,, FPa, FPg Gq
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+}

TcAMP TIP,»1Ca2*
Adenilat siklazi aktive eder PLCB’yi etkinlestirir
cAMP iiretimini arttirir Protein Kinaz C aktivitesini arttirir

IP3’1i arttirir
Stoplazmik Ca2+’ y1 artirir

Sekil 6: Farkli G-protein sinyal yollarinda yer alan temel mekanizmalar (Greasley, & Jansen, 2005).

Kronik inflamasyon ile kanser gelisimi arasinda giiglii bir iliski oldugu
epidemiyolojik ¢aligmalarla ortaya konmaktadir ve kronik inflamasyonun kanser
riskini arttirdig1 bildirilmektedir (Kuper, Adami, & Trichopoulos, 2000; Modugno,
Ness, Chen, & Weiss, 2005). Kronik enfeksiyonlarin kansere neden oldugu hastaliklar

ve malignite predispozisyonuna olan etki oranlar1 tablo 2’de verilmektedir.

20



Tablo 2: inflamasyon ve inflamasyon ile iligkili kanserler (Multhoff, Molls, & Radons, 2012)

Uyarici inflamasyon Kanser Kanser Kaynak

olusumuna

yatkinhk (%)
Sigara kullanimi Bronsitis Akciger Kanseri 11-24 (Martey ve ark., 2004)
Helicobacter pylorii Gastritis Gastrik Kanser 1-3 (Peek, & Crabtree, 2006)
Human papiilomavirus | Servisitis Serviks Kanseri <1 (Castle ve ark., 2001)
Hepatitis B ve C Hepatitis Hepatoselluler 10 (Di Bisceglie, 2009)
virlisl Karsinoma
Bakteri, safra kesesi Kolesistitis Safra kesesi Kanseri 1-2 (Kanoh ve ark., 2001)
tasi
Gram - {iropatojenler Sistitis Idrar kesesi kanseri <1 (Offersen ve ark., 2002)
Sigara kullanimi, Pankreatitis Pankreas kanseri <10 (Garcea, Dennison,
genetik Steward, & Berry, 2005)
Gastrik asid, alkol ve Ozafagititis Ozafagal kanser 15 (Murphy ve ark., 2005)
sigara kullanimi
Ultraviole 151k Giines yanigi Melanoma <9 (Berwick ve ark., 2005)
Gut patojenleri Inflamatuar Kolorektal Kanser 1 (Vagefi, & Longo, 2005)

Bagirsak Hastalig

Eikosanoidler, hiicre zarindaki G-protein reseptorlerine baglanarak, Ca?*
iyonlarmin degisen konsantrasyonlari ile cAMP'nin hiicresel seviyelerini degistirerek,
hiicredeki farkli sinyal yollarin1 etkiler ve otokrin/parakrin yollar ile hareket eder
(Narumiya, Sugimoto, & Ushikubi, 1999). Bu nedenle, eikosanoidler, tlimor
dokusunda ylksek prostaglandin E2 (PGE2), PGD2 ve tromboksan A2 (TXA2)
seviyelerinin yan1 sira diisiik PGF2a ve PGI2 (prostasiklin) seviyelerinin bildirildigi
maligniteler de s6z konusudur (Pinto ve ark., 1993; Rigas, Goldman, & Levine, 1993;
Yang ve ark., 1998). PGF2a duz kas hucreleri tzerinde etkili olurken, PGD2
sitokinlerin ve kemokinlerin tiretimini saglar (Ushikubi, Sugimoto, Ichikawa, &
Narumiya, 2000) ve bunlarin timii timor olusumuna sebebiyet verebilmektedir
(Fulton, Ma, & Kundu, 2006). PGF2a. seviyeleri, farkli tiimor tiplerindeki degerleri
biiytik Olciide degisiklik gosterir, ancak PGF2a konsantrasyonlar1 ile sagkalim
oranlari, metastaz ve niiksetme siiresi ve bdlgeleri arasinda Onemli bir iliski

bulunmamaktadir.

COX-2, agirlikl olarak inflamatuar hiicrelerde eksprese edilmekte ve kronik/
akut inflamasyonlarda seviyeleri yiukselmektedir (Ferrer ve ark., 2019). COX-2
tarafindan iiretilen PG'ler ise ayn1 zamanda kanser ilerlemesine ve metastaza katkida
bulunur (Kim ve ark., 2013). COX-2 seviyeleri, inflamatuar yanit ile iliskili olan ve

malignite i¢in prognostik bir faktor olarak gorilen biylme faktorleri, sitokinler ve
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prostaglandinler tarafindan uyarilmaktadir (O'Banion, Winn, & Young, 1992;
Williams, & DuBois, 1996). Ayrica, kanser oncesi lezyonlarda COX-2 ve PGE2'nin
artan regllasyonu da gorulmektedir (Howe, 2007). COX-2 asir1 ekspresyonu,
anjiyogenezisi, migrasyonu, invazivligi ve tiimor kaynakli immiinosupresyonu
arttirmakta ve ayni zamanda apoptozisi dnlemektedir (Ohno ve ark., 2005). Timor
olusumu ve metastazi, timor hicrelerinin buylime bdlgesinde anjiyogenezin
baslamasina bagl olarak COX-2 ve PGE2’in, tiimor gelisimi sirasinda anjiyogenik
stirecin diizenlenmesinde giiglii bir rolii vardir (Tablo 3) (Masferrer ve ark., 2000).
PGE2’nin, hiicre i¢i sinyal yollarmi kullanan dort reseptdr alt tipi tanimlanmaktadir
(EP1-PTGERL, EP2-PTGER, EP3-PTGERS3 ve EP4-PTGER4) (Coleman, Smith, &
Narumiya, 1994). Bu reseptorlerin, yiiksek konsantrasyonlarda salinan PGE2'nin
etkisi tizerinde homeostatik rolleri bulunmaktadir (Ashby, 1998). Bugiine kadar, farkl
PGE2 reseptorlerinin rolii, bunlarin farkli hiicre i¢i sinyal yolaklarinin yam sira
PGE2'nin normal veya neoplaziye doniisen endometriyal epitel hiicreleri iizerindeki
etkilerine aracilik ettigi ortaya konulmaktadir. PGE2 ile ¢alisan 4 alt reseptoriin
hiicrelerde farklilagmada Onemli rolleri oldugu ve bu siirecin kompleks sinyal
transdiiksiyonu ile kontrol edildigi belirtilmistir (Zhu, 2019). Endometriyumun epitel
hicreleri, neoplastik doniistime karsi olduk¢a savunmasizdir ve (Gordon, & Ireland,
1994; Mant, & Vessey, 1994) PTGER2 ve PTGER4 ekspresyonu saglikli
endometriyuma kiyasla endometriyal adenokarsinom dokularinda PGE2'ye yanit
olarak seviyeleri 6nemli 6l¢tide artar (Jabbour, Milne, Williams, Anderson, & Boddy,
2001). PGE2, PTGER2 reseptorii araciligiyla biiylime faktorii reseptoriinde ve
fibroblast biiylime faktorii 2'nin seviyelerinde artisa neden olur (Battershy ve ark.,
2007).

22



Tablo 3: Jinekolojik malignitelerde (endometriyal kanser, yumurtalik kanseri ve rahim agzi kanseri)
sinyal veren COX-2-PGE2-EP'lerin ifadesine genel bakis (Ye ve ark., 2020)

Jinekolojik Kanser Endometrial Kanser Kaynak

COX-2 Anjiogenezis, Gog, Invazyon ve (Ohno ve ark., 2005)
immunosupresyon I

Apoptosiz

PGE2 . (Battersby ve ark., 2007; Ke ve ark.,
Prolilrll“e/ra;syc;n ve I 2016; Sales, Maudsley, & Jabbour,
azyo 2004)
PTGES2 I (Ke ve ark., 2016)
EP2 I (Battersby ve ark., 2007; Jabbour ve
ark., 2001; Sales ve ark., 2004)
EP4 I (Jabbour ve ark., 2001; Ke ve ark.,

2016)

COX-2/PGE2 sinyal mekanizmast endometriyal adenokarsinomlarda
prostaglandin  reseptorlerinin  ekspresyonunu arttrmakta ve proinflamatuar
prostaglandinlerden PGE2 ve PGF2a seviyelerinde artisa neden olmaktadir (Jabbour
ve ark., 2001). Bu bulgular sonucunda endometriyal kanserlerin, blyiime faktorlerinin
sentezi ve salinimi yoluyla COX-PG sinyali tarafindan otokrin / parakrin bir sekilde

kontrol edildigini gostermektedir (Sekil 7) (Sales ve ark., 2009).
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Sekil 7: PGE2'nin otokrin ve parakrin etkileri. Tiimér hiicreleri tarafindan salinan PGE2, reseptorlerinin
spesifik aktivasyonu veya tirozin kinaz (TK) reseptorii transaktivasyonu yoluyla timér veya stromal
hiicreler Uzerinde otokrin ve parakrin etkilere neden olabilmektedir. VEGF = vaskdiler endotel biiyiime
faktorii, FGF = fibroblast biiylime faktorii, EMT = epitelyal mezenkimal gecis, ECM = hiicre dis1 matris.
(Finetti ve ark., 2020).
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2.3.5. Kistik Endometriyal Hiperplazi ile Birlikte Seyreden Hastaliklar ve Tedavi

Protokolleri
2.3.5.1. Ovaryum Kistleri

Ovaryum icinde ve cevresinde gelisen farkli kist tiirleri bulunmaktadir
(Akihara ve ark., 2007; McEntee, 1990; Schlafer, & Miller, 2007). Bunlar, genellikle
folikiler faz sirasinda ortaya ¢ikan ve uzun siire ovaryumlarda varligini siirdiiren, orta
blyuklikteki antral anovulatorik folikillerden kdken alan folikuler Kistler, mezonefrik
tubdllerden (rete ovarii ve paraovaryan kistlerden gelen kistler) koken alan folikiler
olmayan Kkistler ve yiizey epitelinden (ovaryum adenomuna doniisebilen) koken alan
Kistlerdir (Payan-Carreira, & Pires, 2016). Bu Kkistler, cinsiyet steroid hormonlar1

ureten ve tretmeyenler olarak siniflandirilir (Sekil 8).
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Ostrus davraniglarma ragmen ¢iftlesmeyi

Granulosa hiicre reddetme Kronik vaginal akinti
timorlerinin ayirci tanisi K Yﬁﬂvar_od;‘nl I?avram; deg];}k}lk]erl .
o ronik vaginal akinti Anemi her zaman goriilmeyebilir
f‘\\\ Cinsiyet steroid hom?on bagimh hastalik g qometrial skuaméz hiperplazi Cinsiyet steroid hormon oransizliklarinda
semptomlar ( deri, uterus ve meme Klinik sriil
problemleri) (..)m Seljtllgtom %Onll rr}ezk likl sl
Kisa dstrus araliklar T strus siklusun a' €LISL er gorulmez.
Kalic1 8strus Toksik stroien etkisi / Bu durumdan bagimsiz olarak uterus ve
Oksik Ostrojen et 1S meme patolojileri gériilebilir.
\ Hiperastrojenizmin kinik belirtileri goriilmez
Hiperdstrojenizm i / .
\ Ostrojenin diisiik/kronik Dusilk, mf?a veya
suprabasal seviyeleri parabasal Sstrojen
Ostrojen seviyelert
seviyelerinin
Folikiiler kistler
-
Cinsiyet steroidleri iiretimi
Ovaryan kistler
\\ Neoplastik
Kistik epitelyal neoplazi — Olmayan
/’ \ - Epitelyal ovaryan kist ,Lez“‘\ﬂlar
Ovaryan adenom Ovaryan karsinom 7 N
. Rete ovarii kist OL> kISt-
Paraovaryan kist l
Anoreksi / /
Aslem.pt.omatik Kilo kayb1 ) ) Asemptomatik
Multi kistik yapilar Depresyon Asemptomatlk Asemptomatik
Genellikle bilateral Bilateral lezyonlar
Biiyiimiis ovaryum boyutu Abdomende s1v1 birtkimi

Sekil 8: Kopeklerde ovaryum Kkistlerinin teshis haritas1 (Payan-Carreira, & Pires, 2016)
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Epitelyal ovaryan Kistler grubunda, non-neoplastik lezyonlar ve Kkistik epitelyal
lezyonlar yer alir. Bu kistler ¢ogunlukla asemptomatiktir ve steroid hormon iiretimine
katilmazlar. Steroid hormon iiretimine katilan folikiiler kistler, hiperdstrojenizm ve
non-hiperdstrojenizm  bulgular1  gdsterenler  olarak  smiflandirilmaktadir.
Hiperostrojenizm, yiiksek Ostradiol 178 konsantrasyonu ile seyreder ve uterusta
farklilagmaya neden olur. Non-hiperostrojenizm diisiik konsantrasyonda 6stradiol 173
salmmmiyla seyretse de, uterus ve memede farklilagsmalara neden olabilecek
patolojilere, ‘toksik dstrojenik etki’ler ile yol agabildigi belirtilmektedir. Diger yandan
yine diisiik Ostradiol 17 ile seyreden ve uterus ve meme dokusunda patolojik
degisimlere yol agmayan non-hiperéstrojenizm formu da mevcuttur (Payan-Carreira,
& Pires, 2016) (Sekil 8).

Folikiler kistler, kopek ovaryumlarmnda gelisen, hormonal olarak aktif
yapilardir. Képeklerde folikiiler kistlerin patogenezisi bilinmemesine ragmen, kisti
cevreleyen granulosa hiicreleri yiiksek konsantrasyonda 6stradiol 17 salgilamaktadir
(Kim ve ark., 2008). Genellikle ovulasyonu basaramayan, ancak atrezi uyarisina da
yanit veremeyen biiylik antral folikiiller olarak tanimlanmakta ve bu nedenle normal
bir folikiilden daha buyik olan graaf folikillerine benzemektedir (MacLachlan, 1987;
Ortega-Pacheco, Gutiérrez-Blanco, & Jiménez-Coello, 2012). Ostrus siklusunun uzun
ve tekrarlayan progesteron baskinligi sebebiyle, orta yash ve yash kopeklerde ortaya
c¢ikan folikiiler kistler, uterus hastaliklarinin ayn1 zamanda ovaryumda bulunan diger
kistlerin prevalansini artirir (Concannon, 2011; Dow, 1960; Pires, & Payan-Carreira,
2014; Schlafer, & Miller, 2007). Gebelik ve dogumun ise ovaryan kistik yapilar i¢in
koruyucu rolii olmadig1 ortaya konmaktadir. Bu kistler, kistin tipinden bagimsiz olarak
(epitelyal ve folikiiler veya neoplazik ve non-neoplazik Kistler) hem nullipar hem de

multipar kopeklerde de gelisebilmektedir (Payan-Carreira, & Pires, 2016).

Nadiren de olsa, kistlerin dstrojen iiretimi, progesteronu baskilayacak diizeye
ulagamadigr durumlarda siklusun bozulmadigi ve herhangi bir klinik semptom
goriilmedigi de bildirilir. Ancak Ostradiol {iretimi progesteron konsantrasyonunu
astyorsa, hedef dokulardaki dstrojen ve progesterondaki degisiklikler, 6zellikle uterus
hastaliklarina sebebiyet verir. Daha az siklikla, diisiik Ostrojen seviyelerinin uzun
stireli etkisi ile kronik endometritis de gelisebilmektedir (Schlafer, & Miller, 2007).

Tedavideki amag folikiler kistlerin didstrus evresinin sonunda gerileyebilmesi icin

26



luteinize edilmesine dayanir. Bunun i¢in GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone)
veya hCG (Human Chorionic Gonadotropin  Hormone) uygulamalari
yapilabilmektedir. Ancak bu tedavilerin basarisinin sinirlt olmast ve ayni zamanda
niikslerin gerceklesmesi sebebiyle kesin tedavi yontemi olarak ovariyohisterektomi
(OHE) 6nerilmektedir (Johnston ve ark., 2001).

CEH’nin etiyolojisinde anormal endokrinolojik degisimlerin énemli oldugu
bildirildiginden, ovaryum kistlerinin CEH ile birlikte seyrettigi vakalar da
bildirilmistir (Sasidharan ve ark., 2021).

2.3.5.2. Ovaryum Tumorleri

Kopeklerde epitelyal, germinal ve stromal ovaryum tumorlerine
rastlanmaktadir. Epitelyal ovaryum tiimérlerinin insidansi yiiksek olmasia ragmen,
daha az siklikla goriilen stromal orjinli granulosa hiicre tiimorlerinin (GCT),
reproduktif sisteme olumsuz etkileri, diger tiimor tiplerine gore daha siddetlidir
(Meuten, 2003; Patnaik, & Greenlee, 1987). GCT’nin 6stradiol 17, progesteron ve a-
inhibin {iiretebilmesinden dolayi, kdpeklerde endometriyal squamoz metaplazi ve
myometriyal diiz kas hipertrofisi ya da hiperplazisine neden oldugu bildirilmektedir
(McCandlish, Munro, Breeze, & Nash, 1979; Zanghi, & Gimbo 1998). Endometriyal
ve myometriyal hormon cevabi, progesteron ve Ostrojen reseptorleriyle
belirtildiginden, bu durumun CEH olgularina neden oldugu agiklanmaktadir (Dhaliwal
ve ark., 1999; Vermeirsch ve ark., 1999; Vermeirsch ve ark., 2000a).

Yiksek hormon konsantrasyonu, uterus bezlerinin proliferasyonu ve
myometriyuma  penetrasyonu  sonucunda,  uterin  adenomiyozlar1  da
olusturabilmektedir (Stocklin-Gautschi ve ark., 2001; Zanghi, Catone, Marino,
Quartuccio, & Nicotina, 2007). Uterin adenomiyozlar1 nadir olarak goriilse de
genellikle endometritis, pyometra veya CEH ile birlikte seyreder (Kim, Kang, Zhang,
& Kang, 2010).

Medikal tedavi, hastaligin prognozunun bilinmemesi agisindan dnerilmemek
ile birlikte, birgok arastirict OHE operasyonunu hem ovaryum tiimorleri hem de
sonrasinda gelisebilecek pyometranin olusumunu Onlemesi agisindan uygun

gormektedir (Nielsen, Misdorp, & McEntee, 1976).
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2.3.5.3. Pyometra

Pyometra, CEH ile iligkili, sistemik belirtilerle seyreden ve en sik goriilen
didstrus donemi patolojisidir  (Fransson, 2003a). Anormal endokrinolojik
degisikliklerden kaynaklanan ve Kistik endometriyal hiperplazinin bir sekeli olarakta
kabul edilen pyometra, uterusta purulent sivilarin birikmesine neden olan patolojik bir
durumdur (Kumar, & Saxena, 2018). Bazi arastiricilar, subakut endometritisin
CEH’ye sebebiyet vermesi nedeniyle, hastaligin CEH-pyometra kompleksi olarak
smiflandirilmasi gerektigini 6ne siirmektedir (Sandholm, Vasenius, & Kivisto, 1975).
Kopeklerde pyometra, serviksin durumuna gore agik serviks veya kapali serviks olarak
kategorize edilebilmekte ancak kapali serviks pyometraya eslik eden sepsis, genel

durumu bozarak 6lime sebebiyet verebilmektedir (Smith, 2006).

Luteal donemde, kan progesteron konsantrasyonunun yiikselmesi,
endometriyal bezlerin biliylimesi ve salgilarin artmasina, myometriyal kontraksiyonun
azalmasmma ve serviksin kapanmasina yol agmakta bdylece hastaligin olusumunu
kolaylastirmaktadir (Hardie, 1995). Pyometrali kopek endometriyumunda 3p-
hidroksisteroid dehidrojenaz (3B-HSD) e¢kspresyonunun arttiginin belirlenmesi,
normal dénemde olsa bile lokal progesteronun Gretiminin, hastalik olusumu tizerindeki
etkisinin var oldugunu ortaya koymaktadir (Gultiken, Yarim, Yarim, Gacar, & Mason,
2016). Bu nedenle, luteal fazda progesteron baskinligina bagli olarak, azalmis hiicresel
bagisiklik ve bastirilmig lokal bagisiklik ile birlikte kolonizasyonlara yol agan
patojenler i¢in elverisli uterus ortami saglanmaktadir (Sugiura ve ark., 2004; Kumar,
& Saxena, 2018). Bakteriyel orijine sahip pyometrada en yaygin izole edilen bakteri
E. Coli’dir (Bondade, Nema, & Shukla, 2010; Hagman, 2004). E. coli'nin virllans
faktori olan K antijeni ve sitotoksin nekrotizan faktorler patolojinin ortaya ¢ikmasinda
etkin role sahiptir, bununla birlikte, Klebsiella spp., Streptococci, Staphylococci ve
anaerobik bakteriler pyometrada izole edilen bakteriler arasindadir (Dhaliwal, Wray,
& Noakes, 1998). Pyometranin klinik belirtileri arasinda endotoksemi, septik sok,
peritonitis ve ¢oklu organ yetmezligi bulunur (Kumar, & Saxena, 2018). Biyokimyasal
analizlerde, BUN (Kan Ure Nitrojen), kreatinin, ALT (Alanin Amino Transferaz),
AST (Aspartat Amino Transferaz), ALP (Alkalen Fosfataz) ve globulinde 6nemli
artiglar gerceklesmekte; ancak albiimin seviyesi biliylik Olciide azalmaktadir ve

meydana gelen hipoalbliminemi ile hiperglobulinemi, akut faz reaksiyonlar1 ve
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dehidrasyondan kaynaklanmaktadir. Endotoksinin etkisiyle doku tahribat1
gerceklesmekte ve bu durum BUN ile kreatinin diizeylerinde ylikselmeler meydana
getirmektedir (Jitpean ve ark., 2014; Patil, Swamy, Chandra, & Jawre, 2013; Shah ve
ark., 2017). Hematolojik degerlendirmede, toksemi sebebiyle hemoglobin, hemotokrit,
toplam eritrosit sayist ve trombosit seviyelerinin diismesinin yani sira, eritrosit
sedimantasyon hizi, toplam Iokosit sayisi ve polimorfoniikleer hiicrelerde artis
gorilmektedir (Gupta, & Dhami, 2013a; Patil ve ark., 2013). Azalan l6kositler ve
lenfositler, toksemiden iyilesme yoniine gecildigine isaret eder. Bu nedenle, bu
degisen hematolojik degerler, kopek pyometrasinin teshisine ve prognozuna yardimci
olarak kullanilir (Mohan, Subramanian, & Nambi, 2015). Kapali serviks
pyometrasindan etkilenen disi kdpeklerde en sik goriilen bulgu, sola kayma ile birlikte
16kosit artigidir (Nath, Tiwari, & Kalim, 2009). Anemi, toksemiye bagli kemik iliginde
eritropoez baskilanmasi ile birlikte uterus liimeninde eritrosit diapedezinin sekeli
olarak ortaya ¢ikmakta (Nath ve ark., 2009), bunun ile birlikte antijen-antikor
kompleksinin glomerulusta birikmesi nedeniyle olusan glomeriilonefrit gériilmektedir

(Pretzer, 2008b).

Ultrasonografik goriintiileme, gelismis tani1 teknikleri arasinda uterusun
ekojenik siviigceren genislemis ve hipoekoik tiibiiler organ olarak goriildiigii en iyi tani

araglarindan biridir (Gupta, Dhami, Patil, Kumar, & Darr, 2013b)

Medikal tedavi olarak, sistemik tedavi amaglanmaktadir. Prostaglandin F,
(PGF2.) (Myhre, 2016), kabergolin ve kloprostenol kombinasyonu, mifepriston
(Hoffman, & Schuler, 2000) veya aglepriston (Arnold ve ark., 2006; Wehrend ve ark.,
2003) gibi progesteron reseptor blokorlerinin kullanimi tedavi segenekleri arasindadir.
Aglepristonun antibiyotik kombinasyonlariyla kullaniminin etkin bir rol saglandigi
ortaya konulmaktadir. Bu tedavilere ek olarak sivi sagaltimi ve semptomatik olarak
ila¢ kullanimi1 da tedaviye dahil edilir (Contri, Gloria, Carluccio, Pantaleo, & Robbe,
2015).
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2.3.6. Cahsmanin Amaci ve Hipotezleri

Genel bilgilerde detaylar1 verilen ve kopeklerde siklikla karsilasilan CEH-P
kompleksinin birlikte degerlendirmek yerine, her bir patolojinin ayr1 degerlendirilmesi
gerekliligi ortaya ¢gikmaktadir. Bu kompleks hastaligin tedavisinde siklikla aglepriston
kullanilmaktadir. Ancak bu progesteron reseptor blokorii sadece pyometranin

tedavisine destek oldugu bilinmektedir.

Kadinlarda gozlenen endometriyal hiperplazi ve kanserlerinin etiyolojisinde
kronik inflamasyon, enfeksiyon ve steroid hormonlarin roliiniin biiyiik oldugu
bilinmektedir. Ayrica kadmlarda, malignitenin ve prostaglandin senteziyle yakin
iligkisi de bildirilmistir. Bu verilere dayanarak, kopeklerde kistik endometriyal
hiperplazide prostaglandin sentezini kodlayan genlerin muhtemel transkripsiyon
motifi cahsilmstir. Insanlarda endometriyal hiperplazinin endomtetriyal karsinoma
icin prekiirsor oldugu bilinmektedir. Kopeklerde CEH’nin malign karakterde bir
patoloji olmadig1 kabul edilse de, kdpek endometriyal karsinoma ve CEH’in birlikte
bildirildigi vakalar bulunmaktadir. Bu bilgiler 1s1iginda ¢alismanin amaglar1 ve

hipotezleri asagidaki gibi olusturulmustur:

CEH-P kompleksinde, bir progesteron reseptdr antagonisti olan aglepriston
kullannminin, medikal tedavideki etkisi/rolii nedir? Yangi mekanizmasindaki

ekspresyonel degisimler, endokrinolojik degisimden etkilenmekte midir?

Enfeksiyonun eslik etmedigi kistik endometriyal hiperplazi, kopeklerde malign

kabul edilebilir mi?
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Hastalarin Secimi ve Tedavi Protokolii

Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Dogum ve
Jinekoloji Klinigi’'ne, vaginal akint1 ve/veya istahsizlik sikdyeti ile getirilen ileri yash
20 adet kopek ¢alismada kullanildi. Genel klinik muayene bulgular1 (viicut sicakligi,
mukO0z membranlarin durumu ve abdominal palpasyon bulgulari), gida alimi (istah
durumu ve polidipsi), ilirinasyon ve defekasyon (poliiiri) verileri raporlandi. Tiim
hastalara, laboratuvar analizleri (hematoloji ve biyokimyasal) ve transabdominal
ultrason muayenesi (Mindray DC-N2, Cin/7.5 Mhz ) yapildi. Elde edilen sonuglara
gore CEH-P tanis1 alan hastalar ¢aligmaya dahil edildi. Caligmanin etik kurul onay izni
(HADYEK NO: 2019-09/01), Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun, 15.10.2019 tarihli toplantisinda alindi. Tiim hasta sahipleri konuyla 1lgili
bilgilendirilmis olup, hastalarmn c¢alismaya dahil edilebilmesi i¢in ‘goniillii onam

formu’ imzalatildi.

Calismada kullanilan kopekler, 4 gruba ayrildi. Her grupta 5’er hasta olacak
sekilde planlama yapildiktan sonra, asagida detaylar1 verilen tedavi protokolleri
uygulandi. Ayrica, kontrol gruplar1 olarak, didstrus doneminde, saglikli 5 adet uterus
ve yine 5 adet ileri yasli, enfeksiyonsuz CEH’li uterusa sahip kopekler ¢alismaya dahil
edildi. Bu grubun kopekleri icin HADYEK’e yapilan bagvuru 08.09.2020 tarihinde

onaylandi.

Onayin alinmasindan sonra tiim ¢aligma i¢in kullanilan képek sayis1 30’a ulast1
ve kopekler asagida belirlenen gruplara ayrildi. Gruplama esnasinda hastalarin son
prodstrus kanama zamanlar1 ve anamnez bilgileri dgerlendirilerek, tiim koepklerin
gruplarda ayni1 siklus doneminde olmalarina dikkat edildi (Veiga ve ark., 2017). Ayni
zamanda vaginal sitoloji ve operasyon esnasinda korpus luteum (CL) varlig1 da dikkate

alindi.

CEH-P-1.Grup (n=5): Siv1 sagaltim1 + antimikrobiyal terapi (Seftiriakson
15mg/kg + Metronidazol 20 mg/kg) + Aglepriston (Alizin®) (1.ve 2. giinlerde deri alt1
10 mg/kg) + cerrahi girisim (OHE)
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CEH-P-2.Grup (n=5): Siv1 sagaltim1 + antimikrobiyal terapi (Seftiriakson
15mg/kg + Metronidazol 20 mg/kg) + Aglepriston (Alizin®) (1.2. ve 7. gunlerde deri
alt1 10 mg/kg) + cerrahi girisim (OHE)

CEH-P-3.Grup (n=5): Siv1 sagaltimi + antimikrobiyal terapi (Seftiriakson
15mg/kg + Metronidazol 20 mg/kg) + Aglepriston (Alizin®) (1.2.7. ve 14. gunlerde
deri alt1 10 mg/kg) + cerrahi girisim (OHE)

CEH-P-4.Grup (n=5): Pozitif kontrol grubu, cerrahi girisim (OHE)

NK-5.Grup (n=5): Negatif kontrol grubu, saglikli ve didstrus donemi, cerrahi
girisim (OHE)

CEH-6.Grup (n=5): Negatif kontrol grubu, rutin OHE operasyonunda
belirlenen enfeksiyonsuz CEH, cerrahi girisim (OHE)

3.2. Operasyonlar

Ovaryohisterektomi uygulamasi i¢in, hastalara preanestezik ajan olarak
Xylazine HCI (1-2 mg/kg, i.m., Vetaxyl® % 2) uygulandi. Anestezi indiiksiyonu i¢in,
Ketamine HCI (5-10 mg/kg, i.m., Keta-Control® % 10) enjeksiyonu sonrasinda,
operasyon bolgesinin dezenfeksiyonu tamamlandi. Gobek skatriksinin yaklasik 2-3 cm
altindan, kaudal yonde 5-7 cm’lik dikey bir ensizyonla deri, deri alt1 dokular ayrilarak
abdomene ulasildi. Ovaryum ve kornu uteriye ulasildiktan sonra, emilebilir 1 numara
iplikle (PGA, MITSU, Meril Endo Surgery Private Ltd, Hindistan) gerekli ligattrler
konularak organlar uzaklastirildi. Yine 1 numara emilebilir iplik ile periton ve kaslar
X dikisi ile kapatildi ve 1 numara ipek iplik (SILK, Jihuan Medical Products Ltd, Cin)

ile deriye yatay U dikisi konularak operasyonlar tamamlandi.
3.3. Dokularin Korunmasi ve Saklanmasi

Operasyon sonras1 alman uterus drnekleri, 1XPBS soliisyonunda yikandiktan
sonra 2x1x2 boyutlarinda kesildi. Bu dokular +4 °C’de, 24 saat boyunca 10%
tamponlanmis formaldehit soliisyonunda fikse edildikten sonra, 1xPBS tampon
soliisyonunda yikandi. Daha sonra dereceli alkol serisinden gegirilerek (sirastyla %30,
%350, %70, %90 ve %100) ksilolde bekletilen dokular, parafine gdmiilerek +4 °C’de
saklandi. Kistik yapilarin oldugu kalan doku pargalari ise, sivi azot (-196 °C) igine
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atilarak sok dondurma yapildi ve aliiminyum folyolara sarilarak ¢aligmaya kadar -80

°C’de sakland:.

3.4. Histopatolojik Muayeneneler

Olgulara ait parafin bloklardan uygun olanlar secilerek, mikrotom cihazinda
(Leica, RM2155, Almanya), 5 um kalinliginda kesildikten sonra, Hematoxilen-Eosin
(HE) (Merck, Almanya) ile boyandi ve 1s1ik mikroskobunda (Olympus CX41, Japonya)
incelendi. Histopatoloji incelemede, CEH-P ve CEH tanisi iki farkli patolog konuldu.
Gruplarmn smiflandirilmasi, Dow'un morfoloji kriterlerine, histolojik lezyonlara ve De
Bosschere'nin histomorfolojik siniflandirmasi kriterlerine gére yapildi (De Bosschere
ve ark., 2001; Dow, 1959; Munson, Gardner, Masson, Chassy, & Seal, 2002) (Tablo
4). Kontrol grubu ve CEH gruplarmin makroskobik veya histopatolojik
incelemelerinde irin ve/veya mukus gozlenmemisken, bu gruplarda yapilan
I6kositler dahil inflamasyon bulgusuna

histopatolojik incelemelerde nétrofil

rastlanmamustir.

Tablo 4: Gruplarin siniflandiriimasi

De Bosschere'nin

Dow'un CEH Tipleri Endometriyal Hiperplazi

Gruplar M ; <o Histomorfolojik

Simiflandirmasi Indeksi Simiflandirmast™**
CEH-Pyometra (CEH-P) Tip IV 3. derece Pyometra (hiperplastik)
Grubu (n=5; ortalama yas Abdominal distansiyonun Norma

5.42.3 yil)

(CEH) Grubu (n=5; yas
ortalamasi 8.8+0.83)

Kontrol Grubu (n=5; yas
ortalamasi 3.0+0.70)

** Munson ve ark.na (2002) gore endometriyal hiperplazi indeksi ve *** De Bosschere ve ark.'a (2001)

siddetli klinik belirtileri,
anormal kan hematolojisi ve
biyokimyast ile diger
abdominal organlarda hasar

Tip |

inflamatuar stire¢ olmadan
CEH belirtileri gosteren ve
hicbir klinik bulgusu
olmayan

lin <2 kati artmug
endometrial kalinlik ile
siddetli hiperplastik ve
kistik degisiklikler

2. derece

Normalin <2 kat1 artmig
endometriyal kalinlik ile
hiperplastik ve kistik
degisiklik

Siddetli CEH

0. derece Normal
Uterus anormallikleri ve
hiperplastik degisiklikler

yok

gore histomorfolojik siniflandirma * Dow’a (1959) gére CEH tipleri smiflandiriimasi
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3.5. Real-Time PCR Cahsmasi
3.5.1. mRNA izolasyonu
3.5.1.1. Trizol ile MRNA izolasyonu

Calisma alan1 6nce distile su, sonra alkol ile temizlendi. Bir buguk mililitrelik
steril eppendorf tiipler i¢ine, doku hiicre membranini parcalama amaciyla 1000 pl
Trizol (TRIzol Reagent Invitrogen, Carlsbad, ABD) konuldu. Diger taraftan -80 °C’de
saklanan dokular, s1vi azot eklenmis havan ve havaneli yardimu ile parcalara ayrilarak
ezildi. Onceden hazirlanan ve i¢inde Trizol bulunan eppendorf tiiplere, kiigiik uglu
spatiil yardimi ile yaklasik 200 mg toz haline gelmis doku eklendi. Hafif ¢calkalama
islemi yapildiktan sonra, oda isisinda 10 dakika beklemeye birakildi. Pargalayict
(Ultraturrax, IKA-T10®, Almanya) yardimiyla eppendorf i¢indeki doku, 3-4 saniye

homojenize edildi.

Homojenizasyondan sonra eppendorf tiplere, -20 °C’de muhafaza edilmis 200
ul kKloroform (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) eklendi. Hafif¢ce ¢alkalandiktan sonra,
oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Eppendorf tiipler 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij
(Hettich Universal 320 R, Almanya) edildi. Santrifiij sonunda faz ayrimi gergeklesen
eppendorf tiiplerden, istteki akdoz kisim (450-500 pl) dikkatlice alinip steril
eppendorflara kondu. Tiiplerin i¢ine yine ayn1 miktarda 450-500 pl izopropil alkol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) eklendi. Izopropil alkoliin de -20 °C’de muhafaza
edilmesine dikkat edildi. Tupler hafifce calkalanarak 30 dakika boyunca -20 °C’de
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 14000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiijden alinan tiiplerde pelet varligi kontrol edilerek tiipiin i¢indeki s1v1 kontrollii
bir sekilde atilarak i¢inde sivi kalmamasi saglandi. Tiplere 500 pl, yine -20 °C’de
muhafaza edilen % 70 etil alkol konularak, oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi ve
14000 rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Tiipiin i¢inde var olan etil alkol dikkatlice
uzaklastirilarak, kapaklar1 agik bir sekilde onceden isitilmis 37 °C’lik kurutma

kabininde, 10-15 dakika kurumaya birakildi. Kurumus olan peletlerin {izerine 50 pl
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otoklavmuis distile su eklendi ve 10 dakika boyunca 60 °C’lik su banyosunda bekletildi.
Tipler 5-10 saniye vortekslendi ve 10 saniyelik kisa santrifiij isleminde sonra,
uzerlerine 1,25 pl RNAaz inhibitoru (Applied Biosystems, ABD) eklenerek, tekrar
vorteks ve kisa santrifiij iglemleri yapildi. RNA’lar ¢calisma yapilana kadar -80 °C’de

saklandi.

3.5.1.2. Kit Kullanim ile mRNA izolasyonu (innuPREP Micro RNA Kit, Analytic

Jena)

Calisma alanmi 6nce distile su sonra alkol ile temizlendi. Dokular siv1 azot
icinde parcalara ayrilarak, toz haline getirildi. Kiiciik spatiil yardimi ile ependorf
tiipline toz haline getirilmis doku 6rnekleri (100 mg) eklendi. Tuplerin tizerine 600 pl
parcalama soliisyonu (Lysis buffer) konularak hafifce calkalandi ve 5 dakika oda
1s1sinda bekletildi. Sonrasinda ise 5 dakika boyunca vorteks yapilarak pargalanma
tamamlandi. Elde edilen karisim mavi filtreli tiipe aktarilarak, 12000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi. Toplayici tiipiin i¢ine filtre edilen kisma (filtrenin altinda kalan) % 70
etil alkol’den 600 pl eklenerek pipetaj yapildi ve RNA’nm filtrelenmesi amaciyla
pembe filtreli tliplere aktarildi. Tiipler 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
Toplayici tiipte biriken alkol atilarak filtre lizerine 500 ul HS soliisyonu eklendi ve
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Yine toplayici tiipteki HS soliisyonu atilarak,
filtre Gzerine 750 pl LS solisyonu eklendi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Filtrede kalan alkoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in tiip 12000 rpm’de 3 dakika bos
santrifiij edildi. Yeni ependorf tiipli hazirland1 ve santrifiij sonras1 pembe filtre
eppendorfa yerlestirilerek 25 pl eliisyon buffer eklendi. Bir dakika oda isisinda
bekletildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Eliisyon asamas1 bir kez daha tekrar
edilerek toplamda 50 pl RNA elde edildi. Tiim mRNA izolasyon asamalarinda
innuPREP RNA Mini Kit (Analytik Jena, Almanya) kullanildi.

3.5.2. mRNA Kalite ve Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

[zole mRNA’larin saflik (Purity control) ve konsantrasyonlarinm belirlenmesi
icin 1 pl mRNA kullanarak spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Konsantrasyonlar ve
absorbans degerleri 260 ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢tildi (NanoDrop 2000c,
Thermo Scientific, ABD). Ideal safliktaki, kaliteli mRNA nm A260/A280 absorbans
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oraninin 1.8-2.0 olmas1 gerektiginden, calisma icin bu aralikta elde edilen mRNA’lar

kullanildi.

RNA biitiinligiiniin kontrolii (Integrity control) agaroz jel elektroforezi
kullanilarak yapildi. Agaroz (1.82 gr, Prona Agarose Basicale, Sigma-Aldrich, St.
Louis, ABD), 1XxTAE buffer (91 ml), 560W’lik mikrodalgada 2 dakika boyunca
eritildi. Uzerine 1,9 pl ethidium bromide katilarak jel tankma (Owl EASYCAST™ B,
Thermo Fischer Scientific, Waltman, USA) dokiildii. Yarim saatlik polimerizasyondan
sonra, 3 ul RNA, 9 ul elektroforez boyasi (DNA Gel Loading Dye, Thermo Fischer
Scientific, Waltman, USA) ile karstirilarak jele yiiklendi. Ornekler % 2’lik agaroz
jelde, 100V ve 300 mA gii¢ kaynaginda (PowerPac® Basic Power Supply, Bio-Rad,
Avusturya) 40 dakika boyunca yiiriitiilerek transilluminatérde (UVITEC, Ingiltere)

goruntulendi.
3.5.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, RevertAid RT Reverse Transcription Kit (Thermo Fischer
Scientific, Waltman, USA) kullanilarak gerceklestirildi. Her 6rnek i¢in hesaplanan
miktarlarda RNA 6rnekleri ve niikleaz-free su kullanilarak, toplamda 11°er pl olan
karisima, 1 ul Random Hexamer eklendi. Hazirlanan 12 pl’lik karisim, PCR cihazinda
65 °C’ de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Yapilan inkiibasyonun ardindan buz

iizerinde sogutuldu.

Son hacim 20 ul olacak sekilde asagida belirtilen reaksiyon bilesenleri, RNA
ornekleri tizerine eklenerek 0.2 ml’lik PCR tiiplerinde pipetlendi.

RNA 06rnegi 12 pl
5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase inhibitor (20 U/L) 1 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid RT (200 U/L) 1 ul
Toplam Hacim 20 pl

Thermal Cycler’a yerlestirilen karigim tiipleri, 25 °C de 5 dakika, 42 °C de 60
dakika ve 70 °C de ise 5 dakika inkiibasyon olmak {izere cDNA’ya ¢evrilme protokolii
kullanildi. Elde edilen cDNA’lar, Real Time PCR i¢in hazir olup -20 °C’de saklandh.
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3.5.4. Real-Time PCR (gPCR)

Sentezlenen cDNA’dan 2.5 ul kullanilarak, asagida protokolii verilen ve tek
bir reaksiyon i¢in hazirlanan 7.5 pl’lik karigimi ile pipetlendikten sonra, pleytler
LightCycler® 480 SYBR Green I Master kullanilarak Roche LightCycler 480 II'na
yerlestirildi.

Reaksivon Karisima:

Bilesenler (Tek Reaksiyon icin) Hacim
PCR-grade, water 1.9 ul
Forward Primer(F) (ara stok 10 pM) 0.3 ul
Reverse Primer(R) (ara stok 10 pM) 0.3 ul
Enzim Karisimi (LightCycler® 480 SYBR Green I Master) 5ul
cDNA 2.5yl
TOPLAM REAKSiYON HACIM 10 pl

7.5 ul Reaksiyon Mix + 2.5 pl cDNA = 10 ul Total Reaksiyon Hacmi

Hazirlanan pleytlerin tizeri kapatilarak, plate santrifiij cihazi ile santrifiij edildi.

Asagida belirtilen cihaz protokolii ile ¢alisma yapild.

Cihaz Protokoli

Program Pre- Amplifikasyon Melting Curve Sogutma
Ad1 Inkiibasyon

Analiz Yok Kuantifikasyon Modu Erime Egrisi Modu Yok
Modu

Déngii 1 45 1 1

Sayisi

Hedef 95 95 57 72 95 62 97 40
Sicakhik

[°C]

Siire 5 dakika 10 sn 10 sn 10 sn 5sn 1dk 0 dk 30 sn

Real Time PCR analizi sonunda elde edilen veriler Roche LightCycler480
yazilimi1 kullanilarak Absolute Quantification ile analiz edilmis ve her bir 6rnek i¢in

hedef (target) genlerde normalize degerler hesaplandi.
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3.5.5. Primer Dizaym

Calismada belirtilen GAPDH ve ACT-3 genleri referans (kontrol) gen olarak
alimmistir. PTGS2, PTGES, PTGER2, PTGER4, PGFS, PTGFR, PGR ve GAPDH,
ACT-B gen bolgeleri i¢in kullanilan primeler, NCBI ve ENSEMBLE gen bankalari
kullanilarak Canine spesifik olarak dizayn edildi (Tablo 5). Elde edilen primerlerin

spesifikligi, BLAST programu ile kontrol edildi.

Tablo 5: Calismada kullanilan genlere ait primer dizleri

Gen ismi Gen ID Primer Ad1 Primer Dizisi (5=—>3")
PTGS2 442942 Foward CTGTACCCGAACAGGATTCTAC
(cox-h Reverse CCCTTGAAGTGGGTAAGTATGT
PTGES 480698 Foward CAAGTGAGGCTTCGGAAGAA
Reverse GAGGCAGCGATCCACATC
PTGER2 403797 Foward CACCTCATTCTCCTGGCTATT
Reverse GAGCTTGGAGGTCCCATTT
PTGER4 403589 Foward CAGATGGTCATCCTGCTCAT
Reverse TTCACCAAACGTGGCTGATA
PGFS 497070 Foward GGACATCATCCTGACTGCATAC
Reverse CATTGAGAACTGGGTCCTTCAG
PTGFR 479981 Foward GCATTTGCTGGAGTCCATTTC
Reverse TTTGATTCCACGTTGCCATTC
PGR 403621 Foward TACCAGCCGTACCTCAACTA
Reverse GACACCATAATGACAGCCTGAT
GAPDH 403755 Foward GAACATCATCCCTGCTTCCA
Reverse CAGGTCAGATCCACAACTGATAC
ACT-B 403580 Foward GCCAACCGTGAGAAGATGA
Reverse CAGAGGCGTACAGGGACA

3.6. Immiinohistokimyasal Boyamalar

Histopatoloji incelemesinde, CEH-P ve CEH tamis1 alan hastalara ait
bloklardan, imminohistokimyasal ¢alisma i¢in 2 pm kalinliginda kesitler hazirland:.
Progesteron ve dstrojen reseptdr a boyamalari i¢in; sirasiyla, monoklonal mouse anti-
human PR (Clone PgR 636) ve monoklonal rabbit anti-human ERa (Clone EP1)

antikorlari, (Dako, Omnis, Danimarka) kullanildi.

Lamlarm kurutma ve deparafinizasyonu icgin Kesitler etlivde (Nive, EN500,
Ingiltere) 1 saat boyunca 60 °C’de inkiibe edildi. Ardindan tiim kesitler, oda 1s1sinda,
15 dakika ksilolde ve 10’ar dakikalik 2 kez %96 etanolden gegcirildi. Preparatlar 5
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dakika boyunca akan musluk suyunda yikandi ve PBS sollsyonu ic¢inde 5 dakika
stireyle bekletildi. Epitoplarin agiga ¢ikmasi igin yapilan antigen retrieval asamasi, 97
°C’de 20 dakika siireyle, on islem cihazinda (PT Link, Dako, Danimarka)
gerceklestirildi. PBS soliisyonunda 5 dakika yikanmis, ardindan distile sudan
gecirilerek kesitlerin cevresi PapPen ile smirlandirildi. Endojen peroksidaz
inaktivasyonu i¢in metanolde hazirlanan 0.3% H.O, (SM801, Dako, Danimarka)
icinde 5 dakika, oda 1sisinda bekletildi ve hemen 1xPBS icinde 5 dakika siireyle
yikandi. Kesitlerin etrafi dikkatlice kurulanarak ve kesitin tizerini kaplayacak sekilde
primer antikor kullanildi. Ostrojen a reseptdr 1:80 diliisyon oranmnda, progesteron
reseptor ise kullanima hazir diliisyonda 30 dakika bekletildi. 1x PBS’de 5 dakika
stireyle yikandi. Kesit cevresi silindikten sonra sheep anti-mouse ve anti-rabbit
horseradish peroksidaz (HRP- SM802, Dako, Danimarka) damlatilarak 20 dakika
stireyle, oda 1sisinda inktibe edildi. 1XPBS sollisyonunda 2 kez 5’er dakika sureyle
yikandi. DAB + Kromojen (EnVision™ FLEX, Dako, Danimarka) karisimi hazir
soliisyon damlatilarak 10 dakika siireyle oda 1sisinda inkiibe edildi ve PBS
soliisyonuyla 5 dakika siireyle yikandi. Kesit ¢evresi silindikten sonra hemotoksilen
(EnVision™ FLEX, Dako, Danimarka) damlatilarak 5 dakika siireyle oda 1sisinda
bekletildi. Son olarak, 2’ser dakikalik 3 farkli derecede etanol serisinden gegirildikten
sonra, ksilolde 5 dakika bekletildi Kesitler su bazli kapatma maddesi (DPX Mountant
Standart Viscosity, Atom Scientific Ltd., United Kingdom) ile kapatildi. Boyanan
kesitler 151k mikroskopunda incelendi ve fotograflandi (Olympus CX41, Japonya).

3.7. Elde Edilen Sonug¢larin Degerlendirilmesi

Uterusun immunohistokimyasal boyanmasindan sonra (endometriyal bez,
myometrium ve endometrial stroma) elde edilen verilerin normalite testleri Shapiro-
Wilk yontemi ile yapildi. Verilerin istatistiksel karsilastirilmasi, normal dagilan veriler
icin ANOVA, normal dagilmayan veriler i¢in Kruskal-Wallis methodu ile yapildi.
Farkliliklar sirastyla Tukey ve Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.

Real Time PCR verilerinin istatistiksel degerlendirilmesinden dnce normalite
testleri Shapiro-Wilk yontemi ile yapildi. Verilerin istatistiksel karsilagtirilmasi,
normal dagilan veriler icin ANOVA, normal dagilmayan veriler i¢cin Kruskal-Wallis

methodu ile yapildi. Farkliliklar sirasiyla Tukey ve Mann-Whitney U testi ile
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karsilastirildi. Sonuglar her kategori i¢in ortalama+SD (standard sapma) ile ifade
edildi. Tam istatistiksel analizler SPSS yazilimi (Windows i¢in SPSS. Standart siiriim
yaym 11,5. Copyright SPSS Inc., 2002, ABD) ile yapild.

3.8. Cahsmada Kullanilan Medyumlarin Hazirlanmasi
3.8.1. PBS Hazirlanmasi

Operasyon sonrasinda toplanan dokularin transportu ve yikanmasi ile
immunohistokimyasal boyamalarda yikama medyumu olarak kullanilan soliisyon

asagidaki formiile gore hazirlanmistir.

PBS (pH 7.2)
NaCl 419
NazHPO, x 2H20 119
KH2PO4 2.75¢
Distile su 1 litre

3.8.2. Tamponlanmis Formaldehit Soliisyonunun Hazirlanmasi

Immunohistokimyasal caligmalarda kullanilmak {izere parafinde saklanacak

olan dokularin fiksasyonu i¢in kullanilan soliisyon asagidaki formiile gore hazirlandi.

%10 Tamponlanmis Formaldehit Soliisyonu (pH 7.4)

Formaldehit 500 ml

NaH2PO4 x H20 209

Na2HPO4 32.50¢

Distile su 5000 ml’ye tamamland1
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4. BULGULAR
4.1. Klinik Bulgular
4.1.1. CEH-P-1.Grup Hastalara Ait Klinik Bulgular

Birinci gruba ait 5 hastadan bir tanesinde istah (+), diger dort hasta istah (-)
olarak bildirildi. Bu hastalardan bir tanesinde, serviks kapali ve vaginal akinti
gozlenmezken, diger dort hastanin serviksinin agik oldugu ve degisken karakterli
vaginal akinti1 tespit edildi. Hastalarin klinigimize bagvurmadan 6nceki son prodstrus
kanamalar1 25 giin ile 2 y1l arasinda degiskenlik gosterdi. Hastalardan bir tanesi, daha
once pyometra sikayeti ile klinigine bagvurdugunu bildirdi. Bu grup hastalarin hig
birinin daha 6nce dogum yapmadigi ve 3 hastaya, Ostrus baskilama amaciyla 2-12 kez
egzojen progesteron enjeksiyonu yapildigi, hasta sahipleri tarafindan bildirildi. Bu

grubun hastalarinin yas ortalamasi 7.6 * 2.6 olarak belirlendi.
4.1.2. CEH-P-2.Grup Hastalara Ait Klinik Bulgular

Ikinci gruba ait tiim hastalar istahsizlik sikayeti ile klinigimize getirildi. Bu
hastalardan iki tanesinin serviksi kapali ve vaginal akint1 gézlenmezken, diger {i¢
hastanin serviksinin a¢ik oldugu ve degisken karakterli vaginal akint1 tespit edildi.
Hastalarm klinigimize basvurmadan dnceki son prodstrus kanamalar1 1-3 ay arasinda
degiskenlik gosterdi. Bu grup hastalardan sadece bir tanesi daha 6nce dogum yapmis
ve bir hastaya, dstrus baskilama amaciyla egzojen progesteron enjeksiyonu yapildigi,
hasta sahipleri tarafindan bildirildi. Bu grubun hastalarmin yas ortalamasi1 7.4 + 2.3

olarak belirlendi.
4.1.3. CEH-P-3.Grup Hastalara Ait Klinik Bulgular

Ugiincii gruba ait tiim hastalar istahsizlik sikayeti ile klinigimize getirildi. Bu
hastalardan iki tanesinin serviksi kapali ve vaginal akinti gozlenmezken, diger li¢
hastada serviksin agik oldugu ve degisken karakterli vaginal akinti tespit edildi.
Hastalarin klinigimize bagvurmadan dnceki son prodstrus kanamalar1 25 giin ile 3 ay
arasinda degiskenlik gosterdi. Bu grup hastalardan sadece bir tanesi daha dnce dogum

yapmig ve bir hastaya, Ostrus baskilama amaciyla 2 kere egzojen progesteron
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enjeksiyonu yapildigi, hasta sahipleri tarafindan bildirildi. Bu grubun hastalarmin yas

ortalamasi 7.2 = 1.9 olarak belirlendi.
4.1.4. CEH-P-4.Grup Hastalara Ait Klinik Bulgular

Ddrdunct gruba ait tiim hastalar istahsizlik sikayeti ile klinigimize getirildi. Bu
hastalardan bir tanesinin serviksi kapali ve vaginal akint1 gdzlenmezken, diger dort
hastanin serviksinin agik oldugu ve degisken karakterli vaginal akint1 tespit edildi.
Hastalarin klinigimize bagvurmadan 6nceki son prodstrus kanamalar1 30 giin ile 75
giin arasinda degiskenlik gosterdi. Bu grup hastalardan hicbiri daha 6nce dogum
yapmamis ve hi¢bir hastaya, Ostrus baskilama amaciyla egzojen progesteron
enjeksiyonu yapilmadigi, hasta sahipleri tarafindan bildirildi. Bu grubun hastalarinin

yas ortalamasi 5.4 + 2.3 olarak belirlendi.
4.1.5. NK-5.Grup Hastalara Ait Klinik Bulgular

Bu grubun uterus ornekleri, saglikli kopeklerden alinmistir. Rutinde OHE
talebiyle barmmaga getirilen, didstrus doneminde, genital organlarinda patolojiye
rastlanmayan ya da sistemik bagka bir hastaligi bulunmayan 5 kopege ait uterus
ornekleri, negatif kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edildi. Bu grubun hastalarinin

yas ortalamasi 3 + 0.70 olarak belirlendi.
4.1.6. CEH-6.Grup Hastalara Ait Klinik Bulgular

Bu grubun uterus 6rnekleri, rutinde kisirlastirma talebiyle klinige bagvuran,
didstrus doneminde, ileri yash hastalardan alindi. Tiim kopeklerin istahinin ve genel
durumunun ¢ok iyi oldugu, akintis1 bulunmayan ve klinik muayene bulgularinin
normal oldugu belirlendi. Operasyon sonrasinda uterus patoloji raporuna gore, CEH
tanist almig, ancak enfeksiyon bulgular1 tasimayan ve sistemik olarak baska bir
hastaligi bulunmayan, 5 kopege ait uterus Ornekleri, pozitif kontrol grubu olarak
caligmaya dahil edildi. Bu gruba ait kdpeklerden iki tanesi daha dnce dogum yapmis
ve bir tanesine Ostrus baskilama amaciyla 2 kere egzojen progesteron enjeksiyonu
yapildig1, hasta sahipleri tarafindan bildirildi. Bu grubun yas ortalamasi 8.8 + 0.8

olarak belirlendi.

Gruplar1 olugturan hastalara ait detayli bilgiler Tablo 6°da verildi.
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Tablo 6: Calismada kullanilan hastalarin gruplara gore genel durum ve anamnez bulgular1 *iki yil énce pyometra gegirdi ** dstrus baslamastyla progesteron kullanimi

Yas istah Serviks Mukoz Son prodstrus | Akinti Gebelik Egzojen Progesteron
(Acik/Kapali) Membran kanamasi Karakteri Sayisi Kullanim
CEH-P-1 Ruby 4 + Agik Hiperemik 2 yil Kanli - 2 kez
Salkim 11 - Acik Anemik 90 giin Kanli - 8 kez
Seker 9 - Actk Hiperemik 30 giin Kanli - -
Mira 7 - Acik Hiperemik 25gln * Kanli - -
Leydi 7 - Kapali Anemik el Yok - 12 kez
CEH-P-2 Bulut 11 - Agik Anemik 90 giin Mukopurulent akint - -
Daisy 7 - Agik Hiperemik 90 giin Koyu renkli pthtili kanli vaginal akinti - -
Koplik 6 - Kapal Hiperemik 60 gun Akint1 yok - 1 kez
Pamuk 8 - Agik Hiperemik 30 giin Kanli vaginal akint 2 -
Zed 5 - Kapali Hiperemik 90 giin Yok - -
CEH-P-3 Ates 10 - Kapali Anemik 25 giin Akint1 yok 1 -
Bal 8 - Agik Hiperemik 90 gilin Kanli mukopurulent akinti - -
Hira 7 - Agik Anemik 45 giin Kanli vaginal akint1 - -
Kasap 6 - Kapali Hiperemik 60 gin Akint1 yok - 2 kez
Zeyna 5 - Acik Hiperemik 30 gin Mukopurulent kanli vaginal akinti - -
CEH-P-4 Cakil 2 - Kapali Hiperemik 30 gun Akint1 yok - -
Honey 5 - Acik Hiperemik 75 gun Kanli mukopurulent - -
K.Selin 8 - Acik Hiperemik 60 gun Kanli purulent akint - -
Tar¢in 7 - Actk Anemik - Mukopurulent vaginal akinti - -
Limon 5 - Acik Hiperemik - Kanli vaginal akint1 - -
NK-5 Saglikli 4 + - Normal - Akint1 yok -
Saglikli 3 + - Normal - Akint1 yok -
Saglikli 2 + - Normal - Akint1 yok 1
Saglikli 3 + - Normal - Akint1 yok -
Saglikli 3 + - Normal - Akint1 yok 1
CEH-6 Merve 9 + - Normal 32 giin Akint1 yok - 2
Juliet 9 + - Normal 60 glin Akint1 yok - -
Misha 8 + - Normal 52 glin Akint1 yok 1 -
Anil 10 + - Normal 28 glin Akint1 yok 1 -
Hansel 8 + - Normal 70 glin Akint1 yok - -
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4.2. Gruplara Gore Hemogram ve Ultrasonografi Muayenesi

4.2.1. CEH-P-1.Grup Hastalara Ait Hemogram ve Ultrasonografi Sonuc¢lar

CEH-P-1.Grup hastalarin tedavi Oncesi ve tedavinin ii¢lincii giliniinde

hemogram sonuglari, ortalama degerler ve hastalarin alt sinir- iist sinir degerleri Tablo

7-8-9-10-11-12de verildi.

Tablo 7: CEH-P-1.Grup hastalarin tedavi 6ncesi ve tedavinin tigiincii giiniinde hemogram sonuglari,

ortalama degerler ve hastalarin alt sinir- {ist sinir degerleri

Referans Ortalama Deger Alt Simir / Ust Simr
Parametreler Arahg Tedavi Oncesi Teqlg vinin 3. Tedavi Oncesi Teo_lg vinin 3.
guninde guninde
WBC 103/l 6-17 4321+36.71 51.97+48.70 14.83-107 11.91-135.8
LYM 103/l 148 435:4.62 411+352 14-1251 1.21-10.04
MON 103/l 02-15 0.67+0.32 3.64:+4.30 0.26-1.04 0.7-10.72
NEU 103/l 3-12 38.81+31.64 44.09+4.26 11.28-93.42 9.76-115
E0S 103/l 0-0.8 0.51x0.40 0.65+1.14 0.26-1.23 0.02-2.69
BAS 103/l 0-0.4 0.04x0.02 0.01+0.01 0.01-0.08 0.00-0.04
LY% 12-30 9.78+3.86 8.94+3.93 6.2-15.3 5.3-15.2
MON% 2-4 2.62+2.36 6.1+2.97 0.6-6.4 2.1-9.8
NE% 62-87 81.38+10.61 79.32+7.03 65.1-89.6 67.1-84.7
EO% 0-8 1.08+0.51 1.96+3.25 0.4-1.8 0.00-7.7
BA% 0-2 0.14+0.26 0.08+0.7 0.00-0.6 0.00-0.4
RBC 106/l 5585 5.28+1.09 5.01+1.41 351651 2.856.69
HGB g/dl 12-18 11.52%2.35 11.04+3.24 7.9-144 6.4-145
HCT% 37-55 34.27+5.38 32.954+8.57 24.9-37.19 20.4-44.34
MCV fl 60-77 65.6+5.45 65.6+5.17 57-71 58-72
MCH pg 19.5-245 22.1+£3.08 21.92+3.10 18.2-26.7 17.6-26.3
MCHC g/dI 31-34 33.52+2.77 33.324+3.24 31.8-38.4 30.2-38.7
RDWc% 16.62+0.77 16.54+0.58 15.7-17.7 16-17.2
PLT 103/ 200-500 135.6%5.86 132.6+86.30 31-255 43226
PCT 0.09+0.07 0.08+0.05 0.02:0.18 0.03-0.16
MPV 3.9-11.1 14.49+12.72 12.63+8.85 7.1-36.95 7.2-28.37
PDWc 36.74+4 38.46+4.14 34.8-43.9 34-43.2
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Tablo 8: Leydi, 7 yaslh, Golden Retriever irk1 kdpegin tedavi 6ncesi ve tedavinin tiglincii giiniinde alinan
hemogram sonuglari

Tedavi dncesi

Tedavinin 3.glinG

WBC 103/l 14.83 1191
LYM 103/l 2.26 121
NEU 103/l 11.28 9.76
LY% 153 10.2
MON% 6.4 6.2
NE% 76.1 82
E0% 18 13
BA% 0.6 0.4
HGB g/dI 123 145
HCT% 37.19 4434
MCV fi 67 66
MCH pg 22.1 21.7
MCHC g/di 331 327
RDWc% 15.7 15.9
PLT 103/l 255 226
PCT 0.18 0.16
MPV 7.1 7.2
PDWC 35.0 34.2

Resim 1: Leydi, 7 yasli, Golden Retriever irki
kopege ait hastanin, klinigimize geldigi ilk giine
ait ultrasonografi gorintusu

Tablo 9: Mira, 7 yasli, Chow Chow 1rki képegin tedavi 6ncesi ve tedavinin tigiincii giiniinde alinan
hemogram sonuglari

Tedavi 6ncesi

Tedavinin 3.gind

WBC 1031 33.90 4879
LYM 103/u1 211 3.22
MON 103/l 1.04 4.80
NEU 1031 30.36 4038
EOS 103/l 0.38 037
BAS 10/l 0.01 0.02
LY% 6.2 66
MON% 3.1 9.8
NE% 89.6 828
EO% 11 0.8
BA% 0.0 0.0
RBC 1051 651 5.62
HGB g/dl 118 9.9
HCT% 37.19 3281
MCV fl 57 58
MCH pg 18.2 176
MCHC g/dI 319 302
RDWc% 17.0 7
PLT 10%/u1 31 43
PCT 0.02 0.04
MPV 7.1 84
PDWc 34.8 400

Resim 2: Mira, 7 yasli, Chow Chow 1rk1 kdpege
ait hastanm, klinigimize geldigi ilk giine ait
ultrasonografi goruntisu
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Tablo 10: Ruby, 4 yasli, Golden Retriever k1 kdpegin tedavi 6ncesi ve tedavinin {iglincii giiniinde
alinan hemogram sonuglar1

Tedavi dncesi

Tedavinin 3.glinG

Resim 3: Ruby, 4 yash, Golden Retriever irki

kopege ait hastanm, klinigimize geldigi ilk

gune ait ultrasonografi gorintisu

MON 103/l 050 0.70
NEU 1031 262 26
LY% 6.2 53
MON% 23 21
NE% 65.1 67.1
EO% 123 77
BA% 0 0
HGB g/dI 112 107
HCT% 345 319
MCV fl 64 64
MCH pg 20.9 214
MCHC g/dI R4 334
RDWc% 177 172
PLT 103/l 194 219
PCT 0.02 0.03
MPV 9.2 9.4
PDWc 35 34

Tablo 11: Salkim, 11 yagh, Golden Retriever 1rki kdpegin tedavi 6ncesi ve tedavinin tigiincii giiniinde
alinan hemogram sonuglari

Tedavi 6ncesi

Tedavinin 3.gind

WBC 1031 107.0 1358
LYM 1031 1251 10.04
MON 10%/ul 06 10.72
EOS 103/l 0.38 0.02
BAS 10/l 0.04 0.00
LY% 117 74
MON% 06 79
NE% 87.3 84.7
E0% 0.4 0.0
BA% 0.0 0
RBC 1081 541 521
HGB g/d 14.4 137
HCT% 37.58 35.34
MCV fl 69 68
MCH pg 26.7 26.3
MCHC g/dI 38.4 38.7
RDWc% 16.6 16.6
PLT 10%/u1 83 60
PCT 0.10 0.06
MPV 12.1 9.8
PDWc 439 409

Resim 4: Salkim, 11 yasli, Golden Retriever irki
kdpege ait hastanin, klinigimize geldigi ilk giline
ait ultrasonografi gorintisu
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Tablo 12: Seker, 9 yash, Golden Retriever irki kdpegin tedavi dncesi ve tedavinin Gigiincii giiniinde
alinan hemogram sonuglar1

Tedavi dncesi Tedavinin 3.ginu
WBC 103/u1 36.95 28.37
LYM 103/l 3.50 432
MON 103/ul 0.26 1.29
NEU 103/l 3281 2271
E0S 103/l 0.33 0.05
BAS 103/l 0.05 0.01
LY% 95 15.2
MON% 0.7 45
NE% 88.8 80
EO0% 0.9 0.02
BA% 0.1 0.0
RBC 106/ 351 2.85
HGB g/dl 7.9 6.4
;%C)/; Zl;'f 0 2%1 0 Resim 5: Seker, 9 yasli, Golden Retriever 1rki
MCH pg 226 226 k?pegta. ait hastanm, . kl}n.l.glr.r.n%e geldigi ilk
MCHC g/dl 318 316 gune ait ultrasonografi gorintisu
RDWc% 16.1 16.1
PLT 103/ul 115 115
PCT 0.14 013
MPV 36.95 28.37
PDWc 35 432

4.2.2. CEH-P-2.Grup Hastalara Ait Hemogram ve Ultrasonografi Sonuclan

CEH-P-2.Grup hastalarin tedavi oncesi ve tedavinin ligiincii ve sekizinci
giiniinde hemogram sonuglari, ortalama degerler, hastalarin alt smir- st smir

degerleri Tablo 13-14-15-16-17-18"de verildi.
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Tablo 13: CEH-P-2.Grup hastalarin tedavi 6ncesi ve tedavinin ti¢lincii ve sekizinci giininde hemogram
sonuglari, ortalama degerler, hastalarin alt sinir- {ist sinir degerleri

Ortalama Deger Alt Simir / Ust Simr
Referans - . Tedavinin Tedavinin 8. . - Tedavinin 3. Tedavinin
Arah Tedavi Oncesi 3.ginii giinil Tedavi Oncesi giinil 8.gini
WBC 103/pl 6-17 34.54+15.81 43.8+10.75 28.76+16.0 29.14-60.4 32.12-57.96 13.99-49.1
LYM 103/pl 1-4.8 2.93+0.86 4.11+1.22 3.26+1.60 2.18-4.13 3.18-6.16 2.25-6.11
MON 103/u1 0.2-15 1.30+1.44 2.60+1.59 2.05+1.75 0.4-3.81 0.97-4.85 0.56-4.66
NEU 103/u1 3-12 32.93+13.96 36.72+8.82 23.24+13.5 14.65-51.9 26.21-46.62 10.84-41.59
EOS 103/pl 0-0.8 0.29+0.15 0.34+0.04 0.14+0.09 0.19-0.45 0.29-0.41 0.07-0.27
BAS 103/p] 0-0.4 0.16+0.23 0.06+0.04 0.06+0.4 0.01-0.58 0.01-0.12 0.002-0.12
LY% 12-30 8.38+2.36 9.7+2.84 12.78+4.47 6.1-12.2 6.5-13.1 5.6-17.9
MON% 2-4 3.38+2.49 5.5+2.27 6.2242.16 0.6-6.3 2.8-84 4-95
NE% 62-87 87.02+3.44 83.78+2.65 80+2.80 82.1-90.9 80.4-86.4 77.5-84.7
EOQ% 0-8 0.74+0.21 0.86+0.32 0.72+0.6 0.5-1.1 0.6-1.3 0.2-1.6
BA% 0-2 0.44+0.59 0.1640.15 0.28+0.29 0.1-1.5 0.00-0.4 0-0.6
RBC 106/p] 5.5-8.5 5.16+1.35 440.97 4.29+0.86 3.36-6.72 2.86-5.23 2.86-5
HGB g/dI 12-18 11.5642.36 9.4+1.82 10.02+2.25 8.5-14.1 6.8-11.2 6.4-12
HCT% 37-55 34.48+8.44 26.9145.96 28.8315.32 23.46-43.31 20.48-33.56 20.04-33.51
MCV fl 60-77 67.2+3.03 67.4+3.43 67.442.79 64-70 64-72 64-70
MCH pg 19.5-24.5 22.66+1.67 24.28+1.04 23.28+2.15 20.5-25.2 23.3-26 21.1-26.1
MCHC g/dl 31-34 34.15+2.04 35.12+3.06 35.07+2.17 31.8-36.1 33.1-40.5 32.2-37.8
RDWc% 17+1.47 16.9+1.74 17.46+2.29 15.6-19.5 15.4-19.9 16-16.9
PLT 103 m 200-500 1215.8+2350.48 150.2+82.47 291.2+113 74-5417 37-243 176-444
PCT 0.701+1.21 0.154+0.08 0.32+0.15 0.09-2.88 0.003-0.23 0.18-0.57
MPV 3.9-11.1 9.54+3.09 12.345.29 11.04+2.07 5.3-12.5 7.6-21.1 8.1-13.2
PDWc 37.148.48 40.7+3.52 41.46+3.31 23.5-44.2 35.5-43.7 35.8-44.1

Tablo 14: Bulut, 11 yasli, Golden Retriever irk1 kdpegin tedavi dncesi, tedavinin {iglincii ve sekizinci
giiniinde alinan hemogram sonuglari

Tedavi Tedavinin Tedavinin
oncesi 3.gund 8.gunl
WBC 103/pl 38.4 49.17 49.10
LYM 103/l 2.36 3.19 2.74
MON 1031 | 040 3.10 4.66
NEU 103/pl 35.30 42.7 41.59
EOS 103/l 0.19 0.33 0.08
BAS 103/pl 0.58 0.08 0.04
LY% 6.1 6.5 5.6
MON% 1.0 6.3 9.5
NE% 90.9 86.4 84.7
EO% 0.5 0.7 0.2
BA% 15 0.2 0.1
RBC 106/111 6.29 4,77 4.95
HGB g/dI 14.1 11.1 12.0 . .
HCT% 4259 32.65 3351 Resim 6: Bulut, 11 yasli, Golden Retriever k1
MCV fl 68 68 68 kopege ait hastanin, klinigimize geldigi ilk
MCH pg 22.4 233 24,1 gline ait ultrasonografi gorintisi
MCHC g/dl 33.1 34.1 35.7
RDWc% 16.8 16.1 16.1
PLT 103/111 5417 198 358
PCT 2.88 0.23 0.39
MPV 5.3 11.7 11.0
PDWc 235 42.6 41.4
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Tablo 15: Daisy, 7 yasli, Golden Retriever irk1 kopegin tedavi 6ncesi, tedavinin tiglincii ve sekizinci
giiniinde alinan hemogram sonuglari

Tedavi Tedavinin Tedavinin 8.
oncesi 3.gunu gind
WEC 1031 4191 57.96 42.90
LYM 103/pl 3.56 6.16 6.11
MON 103/pl 0.26 4.85 3.08
NEU 103/pl 37.57 46.62 33.61
EOS 103/pl 0.47 0.33 0.09
BAS 103/p1 0.05 0.01 0.02
LY% 8.5 10.6 14.2
MON% 0.6 8.4 7.2
NE% 89.6 80.4 78.3
EO% 1.1 0.6 0.2
BA% 0.1 0.0 0.0
RBC 1061 478 3.46 438
HGB g/dI 10.8 9.0 9.3
HCT% 30.40 22.17 28.18
MCV fl 64 64 64
MCH pg 22.6 26.0 211
MCHC g/dl 35.6 40.5 32.8
RDWc% 19.5 19.9 21.5
PCT 0.09 0.03 0.18
MPV 10.5 8.8 10.1
PDWc 42.1 38.6 42.8

Resim 7: Daisy, 7 yasli, Golden Retriever irki
kopege ait hastanin, klinigimize geldigi ilk
gune ait ultrasonografi gorintdsi

Tablo 16: Kopiik, 6 yasli, Golden Retriever irk1 kdpegin tedavi dncesi, tedavinin {iglincii ve sekizinci
giiniinde alinan hemogram sonuglari

mindray

65C15EA AP97% MIO0.5TIS0.2

M

Resim 8: Kopiik, 6 yasli, Golden Retriever irki

kopege ait hastanin, klinigimize geldigi ilk

glne ait ultrasonografi goriintiisi

Tedavi Tedavinin Tedavinin

oncesi 3.gund 8.gunl

WBC 103/111 17.85 34.14 20.39
LYM 103/111 2.18 3.84 2.72
MON 103/ul 0.89 0.97 1.05

NEU 103/ul 14.65 28.90 16.29
EOS 103/ul 0.12 0.38 0.22
BAS 103/ul 0.01 0.05 0.12
LY% 12.2 11.3 13.3
MON% 5 2.8 5.1
NE% 82.1 84.6 79.9
EQ% 0.7 1.1 1.1
BA% 0.1 0.1 0.6
RBC 106/;11 4.67 3.71 4.28
HGB g/dI 10.6 8.9 11.4
HCT% 32.64 25.73 30.17
MCV fl 70 69 70
MCH pg 226 24.0 26.6
MCHC g/dl 324 34.6 37.8
RDWc% 164 16.4 16.8
PLT 103 m 74 97 444
PCT 0.09 0.12 0.57
MPV 12.5 12.3 12.8
PDWc 44.2 43.7 43.2
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Tablo 17: Pamuk, 8 yasli, Golden Retriever irki1 képegin tedavi dncesi, tedavinin tigiincii ve sekizinci
giiniinde alinan hemogram sonuglari

Tedavi Tedavinin Tedavinin 8.
oncesi 3.gunu gind
WBC 103/pl 60.40 45,61 13.99
LYM 103/pl 4.13 3.18 2.50
MON 103/pl 3.81 2.92 0.56
NEU 103/pl 51.90 39.17 10.84
EOS 103/pl 0.45 0.29 0.07
BAS 103/p1 0.10 0.06 0.02
LY% 6.8 7.0 17.9
MON% 6.3 6.4 4.0
NE% 85.9 85.9 775
EO% 0.7 0.6 0.5
BA% 0.2 0.1 0.1
RBC 106/pl 3.36 2.86 2.86
HGB g/dI 8.5 6.8 6.4
HCT% 23.46 20.48 20.04
MCV fl 70 72 70
MCH pg 252 237 226
MCHC g/dl 36.1 33.1 32.2
RDWc% 15.6 15.4 16,0
PCT 0.22 0.21 0.25
MPV 12.0 21.1 13.2
PDWc 415 43.1 44.1

mindray

65C15EA AP 97% MI0.5TIS0.2

Resim 9: Pamuk, 8 yasli, Golden Retriever irki
kopege ait hastanin, klinigimize geldigi ilk
gune ait ultrasonografi gorintdsi

Tablo 18: Zed, 5 yasli, Rottweiler irki1 kopegin tedavi 6ncesi, tedavinin tiglincii ve sekizinci giiniinde

alinan hemogram sonuglari

Tedavi Tedavinin Tedavinin
dncesi 3.gund 8.gunl
WBC 103/111 29.14 32.12 17.42
LYM 103/111 2.43 421 2.25
MON 103/111 1.17 1.17 0.92
NEU 103/111 25.24 26.21 13.87
EOS 103/111 0.22 0.41 0.27
BAS 103/111 0.09 0.12 0.10
LY% 83 13.1 12.9
MON% 4 3.6 5.3
NE% 86.6 81.6 79.6
EQ% 0.7 1.3 1.6
BA% 0.3 0.4 0.6
RBC 106/ul 6.72 5.23 5
HGB g/dI 13.8 11.2 11
HCT% 43.31 33.56 32.29
MCV fl 64 64 65
MCH pg 20.5 24.4 22
MCHC g/dl 31.8 33.3 34
RDWc% 16.7 16.7 16.9
PLT 103/;11 314 243 289
PCT 0.23 0.18 0.24
MPV 7.4 7.6 81
PDWc 34.2 35.5 35.8

Resim 10: Zed, 5 yasl, Rottweiler irki kopege
ait hastanin, klinigimize geldigi ilk giine ait
ultrasonografi goruntisu
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4.2.3. CEH-P-3.Grup Hastalara Ait Hemogram ve Ultrasonografi Sonug¢lar

CEH-P-3.Grup hastalarin tedavi dncesi ve ligiincii, sekizinci ve on besinci giiniinde hemogram sonuglari, ortalama degerler,

hastalarm alt sinir- st sinir degerleri Tablo 19-20-21-22-23-24"de verildi.

Tablo 19: CEH-P-3.Grup hastalarin tedavi dncesi ve tiglincii, sekizinci ve on besinci giiniinde hemogram sonuglari, ortalama degerler, hastalarn alt sinir- tist smir

degerleri
Ortalama Deger Alt Siir / Ust Simr
Referans Tedavi Oncesi Tedavinin 3.glnd Tedavinin 8. Tedavinin 15. Tedavi Oncesi Tedavinin 3.gini | Tedavinin 8. gunu Tedavinin 15.
Arah@ gunu gunu guni
WBC 103/!“ 6-17 55.03+33.4 51.51+28.54 22.5649.05 18.80+2.20 15.4-88.38 16-75.25 14.7-38.1 18.2-22.4
LYM 103/l 148 4.68+1.85 4.28+1.75 2.53£0.79 3.41+2.39 297738 2.36.19 1.8-3.43 15-7.48
MON 103/H1 0.2-1.5 4.21+3.50 3.91+2.99 1.03+0.49 4.35+7.94 0.6-8.7 0.7-7.52 0.6-1.79 0.3-18.52
NEU 103/H1 3-12 46.17+29.2 41.99+24.20 19.00+8.24 27.54425,45 11.4-74.3 11.5-67.16 11.5-38.8 13.67-72.84
EOS 103/H1 0-0.8 3.52+5.06 3.52+4.99 3.40+5.46 3.6146.72 0.06-11.4 0.09-11.5 0.04-12.7 0.03-15.6
BAS 103/!“ 0-0.4 0.04+0.03 0.1£0.1 0.02+0.03 0.1940.39 0.01-0.07 0.02-0.24 0-0.02 0-0.9
LY % 12-30 12.4+8.43 11.08+7.47 11.7843.63 7.92+5.20 4.7-24.5 5.2-24 9-17.8 1.40-14.2
MON% 2-4 7.4242.99 5.88+2.15 4.82+2.01 2.83+0.79 3.5-9.8 3.5-9.3 2.7-7.8 1.6-3.6
NE% 0-8 2.18+2.88 2.3£2.74 1.78+1.64 2.86+3.56 0.1-6.2 0.1-5.4 0.1-4 0.14-7.
EO% 0-2 0.07+0.04 0.11+0.11 0.22+0.26 0.13+0.16 0-0.1 0-0.3 0-0.6 0-0.16
BA% 5.5-8.5 6.29+1.68 5.13+1.62 5.05+1.55 7.71+£1.80 4.3-7.85 3.37-7.03 2.97-6.6 3.22-7.34
RBC 106/;11 12-18 13.9243.06 12.06+3.63 11.44+3.85 12.56+3.75 9.5-17.6 8.3-15.7 7.3-16.1 8.2-7.3
HGB g/dl 37-55 40.8648.52 35.9£10.57 34.5949.62 38.68+11 28.11-51.05 22.84-46.2 23.6-46.22 26.6-48.5
HCT% 60-77 67.86+4.20 70.6+£9.39 69.5246.02 69.72+8.35 61-74.3 63-77 65-79.6 59.9-82.7
MCV fl 19.5-24.5 23,14+1,06 23.5£1.29 22.54+1.97 23.38+1.89 22-24.5 22-24.9 19.8-24.5 20.4-25.4
MCH pg 31-34 34.4+1.44 34.6£1.43 32.58+2.12 33.78+2 33-36.8 32.4-36.3 30.5-34.9 30.8-36
MCHC g/dl 15.82+0.78 15.22+1.27 15.7+£1.58 16.5+0.9 15-16.9 13.4-16.5 13.5-16.9 15.6-17.7
RDWc% 200-500 354.4+177.5 301.4+119.46 324.6+£124. 381.6+£169.5 108-513 154-427 173-491 185-605
PLT 103/l 0.32+0.17 0.3+0.15 0.37+0.1 0.41+0.15 0.1-0.55 0.14-0.55 0.26-0.53 0.26-0.52
PCT 39-111 8.52+0.88 10.36+3.47 10.08+0.48 10.58+1.12 7595 7.9-16.5 9.5-10.7 92122
MPV 33.46+10.04 32.64+14.37 35.14+10.4 28.94+13.49 17-42.8 7.7-43.6 17.2-42.6 12.2-40.8
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Tablo 20: Bal, 8 yasli, Golden Retriever irki képegin tedavi dncesi, tedavinin Giglincii, sekizinci ve on
besinci giiniinde alman hemogram sonuglari

Tedavi dncesi Tedavinin3.glnu Tedavinin 8. glini Tedavinin 15. glinu
WBC 103/pl 63.53 55.80 38.10 18.20
LYM 1031 297 230 343 348
MON 103/pl 6.25 5.82 1.79 1.90
NEU 103/ul 54.13 4250 32.82 15.40
EOS 103/pl 0.14 0.09 0.04 0.03
BAS 103/l 0.04 0.04 0.02 0.01
LY% 4.7 5.2 9.0 5.2
MON% 9.8 5.8 4.7 2.8
NE% 85.2 86.5 86.1 72.3
EO% 0.2 0.1 0.1 0.2
BA% 0.1 0.1 0.0 0.0
RBC 106/pl 5.93 6.20 6.60 7.30
HGB g/dl 14.2 15.7 16.1 13.8
HCT% 41.75 46.20 46.22 48.5
MCV fl 70 84 70 70
MCH pg 24.0 24.7 243 245
MCHC g/dI 34.0 328 34.8 34.9
RDWc% 16.3 16.5 16.9 16.1
PLT 103/1“ 226 212 273 320
PCT 0.21 0.27 0.26 0.29
MPV 9.3 9.1 9.5 9.2
PDWCc 40.0 40.8 40.4 40.8

MI0.5TIS 0.2

Resim 11: Bal, 8 yasl, Golden Retriever irki kpege
ait hastanin, klinigimize geldigi ilk gline ait
ultrasonografi goruntisu
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Tablo 21: Hira, 7 yash, Terrier irki kopegin tedavi 6ncesi, tedavinin tiglincii, sekizinci ve on besinci
giiniinde alinan hemogram sonuglari

Tedavi dncesi Tedavinin 3. glind Tedavinin 8. glini Tedavinin 15. glini
WBC 103/l 83.27 816 18.2 16.38
LYM 103/u1 4.20 6.19 3.36 1.99
MON 103/u1 4.70 7.52 1.05 0.56
NEU 103/ul 7431 67.16 1419 13.67
EOS 103/p1 0.06 0.16 0.13 0.08
BAS 103/pl 0.01 0.03 0.08 0.06
LY% 6.2 7.6 17.8 12.1
MON% 9.1 9.3 5.6 3.6
NE% 83 82.9 75.4 83.4
EO% 0.1 0.2 0.7 0.5
BA% 0.0 0.0 0.4 0.4
RBC 105/pl 7.85 553 510 6.17
HGB g/dl 17.6 124 11.0 14.2
HCT% 51.05 36.03 3451 43.10
MCV fl 65 65 68 70
MCH pg 22.4 225 215 23
MCHC g/dl 345 345 31.8 32.9
RDWc% 16.9 16.3 175 17.2
PLT 103/u1 108 154 491 605
PCT 0.10 0.14 0.53 0.61
MPV 9.5 9.3 10.7 10
PDWc 42.8 43.6 42.6 40.2

Resim 12: Hira, 7 yasli, Terrier ki kopege ait
hastanin, klinigimize geldigi ilk giine ait
ultrasonografi gérintisu
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Tablo 22: Kasap, 6 yasli, Kopay irk1 kdpegin tedavi 6ncesi, tedavinin tiglincii, sekizinci ve on besinci
giiniinde alinan hemogram sonuglari

Tedavi dncesi Tedavinin 3.glnd Tedavinin 8. glini Tedavininl5.gini
WBC 103/l 88.38 75.25 14.70 1873
LYM 103/pl 7.86 6.03 1.80 7.48
MON 1031 8.70 452 115 1852
NEU 103/pl 71.61 64 11.50 72.84
EOS 103/pl 0.11 0.45 0.16 0.76
BAS 103/pl 0.07 0.24 0.008 0.90
LY% 8.9 8 12.3 1.401
MON% 9.8 6 7.8 3.468
NE% 81 85.1 78.2 13.551
EO% 0.1 0.6 11 0.142
BA% 0.1 03 0.6 0.168
RBC 106/p] 4.30 3.54 4.11 4.54
HGB g/dI 9.5 8.3 8.2 9.3
HCT% 28.11 22.84 26.76 27.1
MCV fl 65 64 65 59.9
MCH pg 22 234 19.8 20.4
MCHC g/dI 337 36.3 305 343
RDWc% 15.2 14.6 15 17.7
PLT 1031 513 427 406 294
PCT 0.40 0.34 0.40 0.26
MPV 7.8 7.9 9.7 12.2
PDWc 34.8 36.1 40.9 12.2

Resim 13: Kasap, 6 yash, Kopay irki kdpege ait
hastanin, klinigimize geldigi ilk giine ait
ultrasonografi goruntisi
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Tablo 23: Zeyna, 5 yash, Rottweiler irki kdpegin tedavi 6ncesi, tedavinin tigiincii, sekizinci ve on
besinci giiniinde alman hemogram sonuglari

Tedavi dncesi Tedavinin 3.glnd Tedavinin 8. glini Tedavinin 15. glinu
WBC 103/l 15.4 16.0 211 224
LYM 103/111 4 3.80 1.90 1.50
MON 103/111 0.6 0.70 0.60 0.30
NEU 103/111 11.40 11.50 18.6 20.60
EOS 103/l 5.9 54 4 161
LY% 245 24.0 9 6.7
MON% 4.9 4.8 3.3 1.6
NE% 70.5 71.2 87.7 97.7
EO% 6.2 5.4 4 7.2
BA% 0.09 0.09 0.07 0.07
RBC 106/111 8.2 7.03 6.47 7.34
HGB g/dI 15.6 15.5 14.6 17.3
HCT% 45 44.5 41.9 48.1
MCV fl 65 63 65 66
MCH pg 22.8 22 226 236
MCHC g/dI 36.8 34.8 349 36
RDWc% 15.7 15.3 15.6 15.6
PLT 103/111 450 409 173 185
PCT 0.55 0.55 0.40 0.39
MPV 8.5 9 10.3 11
PDWCc 32.7 35 34.6 34.7

D=2137um

. S —

Resim 14: Zeyna, 5 yasli, Rottweiler rki kopege ait
hastanin, klinigimize geldigi ilk giine ait ultrasonografi
gorintusu
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Tablo 24: Ates, 10 yasli, Cane Corsa irki kdpegin tedavi oncesi, tedavinin liglincii, sekizinci ve on
besinci giiniinde alian hemogram sonuglari

Tedavi dncesi Tedavinin 3.glinG Tedavinin 8. glini Tedavinin 15. glinu
WBC 103/l 246 28.9 20.7 183
LYM 103/pl 44 3.1 2.2 2.6
MON 103/pl 0.8 1.0 0.6 05
NEU 103/pl 19.4 24.8 17.9 15.2
EOS 103/pl 11.40 11.50 12.7 15.6
BAS 103/pl 0.01 0.02 0 0
LY% 17.7 10.6 10.8 14.2
MON% 3.5 35 2.7 2.7
NE% 178.8 85.9 86.5 83.1
EO% 4.3 5.2 3.0 6.3
BA% 0.07 0.07 0.04 0.04
RBC 105/l 518 337 297 322
HGB g/dl 12.7 8.4 7.3 8.2
HCT% 384 259 23.6 26.6
MCV fl 743 77 79.6 82.7
MCH pg 245 24.9 245 25.4
MCHC g/dI 33.0 324 309 30.8
RDWc% 15 134 135 15.9
PLT 103“[1 475 305 280 504
PCT 0.356 0.23 0.28 0.52
MPV 7.5 16.5 10.2 10.5
PDWCc 17 7.7 17.2 16.8

mindray

20200303-111357-E51C 03/03/2020 11:14:29

65C15EAV AP100% MIO0.7 TIS03 DP-20Vet

ABD
-M F5.0M
D92
Gas
FR27

DR125
iClear2

Resim 15: Ates, 10 yash, Cane Corsa irki kdpege ait hastanin, klinigimize
geldigi ilk giine ait ultrasonografi goriintiisi
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4.2.4. CEH-P-4.Grup Hastalara Ait Hemogram ve Ultrasonografi Sonuclari

CEH-P-4.Grup hastalarm tedavi 6ncesi hemogram sonuglari, ortalama
degerler ve hastalarin alt sinir-tist siir degerleri Tablo 25-26-27-28-29-30’da

verildi.

Tablo 25: CEH-P-4.Grup hastalarin tedavi dncesi hemogram sonuglari, ortalama degerler ve
hastalarin alt sinir-iist sinir degerleri

Referans Ortalama Deger Alt Smir / Ust Simir
Arahg Tedavi dncesi Tedavi dncesi
WEC 1031 6-17 24.16+2.99 18.9-26.3
LYM 103/ul 1-4.8 2.470.99 1.27-4.00
MON 103/l 0.2-15 0.77+0.2 0.57-1.07
NEU 1031 3-12 20.79+2.24 16.9-22.57
EOS 103/l 0-0.8 1.39+1.91 0.15-4.7
BAS 103/l 0-0.4 0.23+0.14 0.05-0.39
LY% 12-30 11.48+7.54 5.1-24.5
MON% 2-4 3.54+1.04 2.2-4.9
NE% 62-87 82.44+6.67 70.5-85.8
EO% 0-8 3.04+2.65 0.6-6.2
BA% 0-2 0.77+0.79 0.06-1.5
RBC 105/l 5585 5.98+1.33 4782
HGB g/dI 12-18 13.82+1.74 11.5-15.6
HCT% 37-55 39.74+4.51 33.82-45
MCV fl 60-77 69.6+16.12 65-72
MCH pg 19.5-245 24.34+2.38 22-28.2
MCHC g/dl 31-34 35.32+3.42 31-40.2
RDWc% 16.7+0.8 15.7-17.8
PLT 103/l 200-500 663.2+626.9 212-1665
PCT 0.448+0.28 0.24-091
MPV 39-11.1 9.16+3.1 5.5-14.1
PDWc 35.08+8.13 23.9-45.9
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Tablo 26: Cakil, 2 yash, Sibirya Kurdu irki k6pegin tedavi 6ncesi alinan hemogram sonuglari

Tedavi dncesi
WBC 103/l 25.05
LYM 103/ 1.27
MON 10%/u1 0.72
NEU 10%/u1 21.31
EOS 103/u1 1.37
BAS 103/l 0.38
LY% 5.1
MONY% 2.9
NE% 85.1
EO% 55
BAY% 15
RBC 10%/u1 6.12
HGB g/dI 135
HCT% 43.46
MCV fl 71
MCH pg 22
MCHC g/dI 31
RDWc% 178
PLT 103/l 267
PCT 0.24
MPV 9.1
PDWC 39

Resim 16: Cakil, 2 yasli, Sibirya Kurdu irki
kopege ait hastanin, klinigimize geldigi ilk giine
ait ultrasonografi gorintusu

Tablo 27: Honey, 5 yash, Kirma irk1 kdpegin tedavi dncesi alian hemogram sonuglart

Tedavi dncesi

WBC 103/u1 25.60
LYM 103/l 2.44
MON 103/u1 0.57
NEU 103/l 21.90
EOS 103/ul 0.56
BAS 103/ul 0.14
LY% 95
MON% 22
NE% 85.5
EO% 2.2
BAY% 0.6
RBC 1081 5.39
HGB g/dl 13.0
HCT% 37.83
MCV fl 70
MCH pg 242
MCHC g/dI 345
RDWc% 16.8
PLT 103/ul 212
PCT 0.30
MPV 14.1
PDWC 45.9

Resim 17: Honey, 5 yash, Kirma irki1 kdpege ait
hastanin, klinigimize geldigi ilk giine ait
ultrasonografi gorintisu
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Tablo 28: Kopiik Selin, 8 yasli, Golden Retriewer 1rki kopegin tedavi dncesi alinan hemogram sonuglari

Tedavi dncesi
WBC 1031 18.9
LYM 103/ 40
MON 103/u1 0.6
NEU 10%/u1 16.9
EOS 103/l 47
BAS 103/u1 02
LY% 245
MON% 4.9
NE% 70.5
EO% 6.2
BA% 0.06
RBC 1081 8.2
HGB g/dl 15.6
HCT% 45
MCV fl 65 - P e ot 4. 0
MCH pg 22.8 . VT :
MCHC g/dl 368 Res[m 18: KOpL.J.k—SVelm., 8 yasly, Golc.le.nw _
RDWC% 15.7 Retriewer 1rki kopege ait hastanin, klinigimize
PLT 103/l 899 geldigi ilk giine ait ultrasonografi goriintiisii
PCT 0.55
MPV 85
PDWC 327

Tablo 29: Limon, 5 yasli, Golden Retriewer k1 kdpegin tedavi 6ncesi alinan hemogram sonuglart

Tedavi dncesi
WBC 103/ul 263
LYM 1031 2.09
MON 103/u1 1.07
NEU 103/l 22.57
EOS 103/l 0.19
BAS 103/ul 0.39
LY% 8
MON% 41
NE% 85.8
EO% 07
BA% 15
RBC 10%/u1 55
HGB g/dI 155
HCT% 386
MCV fl 70 . . .
MCH pg 28.2 Resim 19: Limon, 5 yasli, Golden Retriewer 1rk1
MCHC g/d 402 kdpege ait hastanin, klinigimize geldigi ilk giine
RDWc% 16.2 ait ultrasonografi gorintusi
PLT 103/ul 1665
PCT 0.91
MPV 55
PDWc 23.9
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Tablo 30: Targin, 7 yasl, Cocker 1rki kopegin tedavi 6ncesi alinan hemogram sonuglar

Tedavi dncesi

WBC 103/u1 24.97
LYM 103/ 2.57
MON 103/u1 089
NEU 10%/u1 21.31
EOS 103/l 0.15
BAS 103/u1 0.05
LY% 103
MONY% 36
NE% 85.3
EO% 06
BAY% 02
RBC 10%/u1 47
HGB g/dI 115
HCT% 33.82
MCV fl 72
MCH pg 245
MCHC g/d| 341
RDWc% 17
PLT 1031 273
PCT 0.24
MPV 8.6
PDWC 339

TI/HI:0.5/9

B78/512

7mm
" Freeze: [Track Ball] select index of cime

Resim 20: Targ¢in, 7 yasli, Cocker irki kdpege ait
hastanin, klinigimize geldigi ilk giine ait
ultrasonografi gorintisu

4.2.5. NK-5.Grup Hastalara Ait Hemogram ve Ultrasonografi Sonuclan

Calismanin negatif kontrol grubunu olusturan 5 saglikli kopege ait uterus

ornekleri, Yildirnm Belediyesi Veteriner Isleri Miidiirliigii Sahipsiz Hayvan

Barmagi’'na OHE istemiyle getirilen kopeklerden alindi. Merkezde kopeklere

hemogram yapilmadigindan, genel muayene bulgulari, anamnez verileri ve

histopatoloji bulgularma gore degerlendirme yapildi.
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4.2.5. CEH-6.Grup Hastalara Ait Hemogram ve Ultrasonografi Sonuclari

CEH-6 grubuna ait hastalarin operasyon (tedavi) ©Oncesi hemogram
sonuclari, ortalama degerler ve hastalarin alt smnir- dist smir degerleri Tablo 31-

32’de verildi.

Tablo 31: CEH-6 grubuna ait hastalarm operasyon (tedavi) 6ncesi hemogram sonuglari, ortalama
degerler ve hastalarin alt sinir- {ist sinir degerleri

Parametreler | Referans Arahg: Ortalama ]?eger_ Alt Sur / USt Sllll-l‘
Operasyon Oncesi Operasyon Oncesi
WEC 1031 6-17 9.97+3.14 6.3-13.28
MON 103/ul 0.2-15 1.62+0.38 1.03-2.09
NEU 1031 3-12 6.28+2.18 4.14-9.32
E0S 103/l 0-0.8 0.16+0.02 0.12-0.19
BAS 103/l 0-0.4 0.04:0.008 0.04-0.06
LY% 12-30 0.2+0.052 0.13-0.26
MON% 2-4 0.13+0.04 0.09-0.21
NE% 62-87 0.66+0.08 0.51-0.75
EO0% 0-8 0.68+0.17 0.5-0.9
BAY% 0-2 0.34+0.11 0.2-0.5
RBC 108/l 5.5-8.5 6.52+1.15 4.94-7.71
HGB g/dI 12-18 136+23,05 112-169
HCT% 37-55 40.42+7.23 32.8-49.5
MCV fl 60-77 60.62+11.8 42.6-72.6
MCH pg 19.5-24.5 20.5+2.97 16.3-24.7
MCHC g/dl 31-34 338+25.91 321-382
RDWc% 32.14+7.75 20.4-39.2
PLT 103/l 200-500 294.6+108.46 230-421
PCT 2.49+0.65 1.55-3.03
MPV 3.9-11.1 8.82+1.84 7.2-10.5
PDWc 12.4+1.07 11.1-135
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Tablo 32: CEH-6 grubuna ait hastalarin operasyon (tedavi) 6ncesi alinan hemogram sonuglari

Merve Misha Juliet Aml Hansel
Operasyon Operasyon Operasyon Operasyon Operasyon

dncesi dncesi dncesi oncesi oncesi

WBC 103/pl 8.03 9.04 13.28 6.30 13.21
LYM 103/pl 2.15 1.22 4.50 1.49 2.37
MON 103/pl 1.73 1.03 2.09 1.67 1.62
NEU 103/pl 4.15 6.78 7.02 4.14 9.32
EOS 103/pl 0.17 0.19 0.12 0.15 0.17
BAS 103/pl 0.06 0.04 0.05 0.05 0.04
LY% 0.268 0.135 0.222 0.237 0.17
MON% 0.216 0.114 0.098 0.112 0.12
NE% 0.516 0.751 0.680 0.656 0.70
EOQ% 0.8 0.9 0.7 0.5 0.5
BA% 0.3 0.4 0.3 0.2 0.5
RBC 106/p] 6.81 5.76 4,94 7.41 7.71
HGB g/dl 169 112 124 150 125
HCT% 49.5 348 38.7 46.3 328
MCV fl 72.6 60.3 65.1 62.5 42.6
MCH pg 24.7 20.3 20.9 20.3 16.3
MCHC g/dl 341 321 322 324 382
RDWc% 374 36.3 39.2 374 20.4
PLT 103“[1 391 230 165 266 421
PCT 3.03 2.96 1.55 2.07 2.86
MPV 9.2 105 9.4 78 7.2
PDWc 13.2 111 12.8 135 11.4

4.3. CEH’nin Tanisi, Smiflandirmasi ve Histopatolojik Degerlendirme Sonuc¢lar

CEH-P, CEH ve NK’ya dahil edilen hastalarin smiflandirilmasi boliim 3.4‘de
aciklandig1 kriterlere gore yapilmistir. CEH grubundaki hastalarin histopatolojik
incelemesinde lamina epitelyalisdeki kuboidal hicrelerin, iki-ii¢ kath epitel hiicreleri
ireterek limene dogru cikinti yaptig1 (hiperplazi) gozlenmistir. Ayrica benzer
olusumlar lamina propria'nin glandiiler epitelinde de gozlenmistir. Bez liimeninin
eozinofilik (proteinéz) sivi ile dolu kistik yapida oldugu ve kiiboidal hiicrelerin
diizlestigi dikkati cekmistir. CEH-P grubundaki hastalarm kesitlerinde de benzer

lezyonlarin yani sira, bez liimenlerinde notrofil 16kosit infiltrasyonlar1 saptanmistir

(Sekil 9).
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Sekil 9: (A) kistik endometrial hiperplazi-pyometra (CEH-P) (x20 buyitme) ve (B&C) Kistik
endometriyal hiperplaziyi (CEH) (x4 bulyltme; x20 blylitme) gosteren hematoksilen-eozin (H&E)
boyal1 kesitler

4.4. Dokudan mRNA izolasyonu Spektrofotometrik Bulgular
4.4.1. Trizol Yontemi ile Elde Edilen izolasyon Sonuclari

Trizol kullanilarak yapilan mRNA sonuglari, spektrofotometrik olarak
degerlendirildi. Konsantrasyon ve 260/280 nm dalga boylarinda dl¢limlere ait tablolar

ve grafikler asagida gosterildi.
4.4.1.1. CEH-P-1.Grup Hastalara Ait Sonuclar

CEH-P-1.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen

izolasyon sonuglar1 Tablo 33 ve Grafik 1-2-3-4-5’de verildi.
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Tablo 33: CEH-P-1.Grup hastalara ait doku orneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen izolasyon
sonuglart

Ornek Adi (CEH-P 1. Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Mira 2234 5.584 2.856 1.96
Ruby 122.8 3.069 1.608 1.91
Leydi 79.8 1.994 1.0141 1.91
Salkim 121.2 3.030 1.576 1.92
Seker 238.1 5.952 3.029 1.97
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 157.06+69.63 3.92+1.74 2.01+0.87 | 1.98+0.02
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Grafik 1: Mira, 7 yasl, Chow Chow 1rki
kopege ait doku drneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gérintis
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Grafik 3: Salkim, 11 yasli, Golden
Retriever 1rki képege ait doku
orneklerinden, Trizol kullanilarak yapilan
izolasyon sonucunun spektrofotometrik
gordintusu
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Grafik 5: Leydi, 7 yasli, Golden Retriever
k1 kdpege ait doku 6rneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintisi
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Grafik 2: Ruby, 4 yasli, Golden Retriever
k1 kdpege ait doku érneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintisu
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Grafik 4: Seker, 9 yasli, Golden Retriever
k1 kopege ait doku érneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik goriintiisi
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4.4.1.2. CEH-P-2.Grup Hastalara Ait Sonugclar

CEH-P-2.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen

izolasyon sonuglar1 Tablo 34 ve Grafik 6-7-8-9°da verildi.

Tablo 34: CEH-P-2.Grup hastalara ait doku orneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen izolasyon
sonuglari

Ornek Ad1 (CEH-P 2. Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Képuk 170.5 4.263 2.225 1.92
Daisy 221.6 5.541 3.023 1.83
Pamuk 545.1 13.628 6.889 1.98
Zed 112.2 2.805 1.48 1.9
Bulut 97.9 2.448 1.358 1.80
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 229.46+183.18 5.73+4.57 3.18+2.58 1.86+0.07
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Grafik 7: Daisy, 7 yasli Golden Retriever ki

kopege ait doku érneklerinden, Trizol kopege ait doku orneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gérintis spektrofotometrik gorintisu
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Grafik 9: Bulut, 11 yash Golden Retriever
k1 kopege ait doku érneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik goriintiisi

1

Grafik 8: Zed, 5 yasli, Golden Retriever 1rki
kopege ait doku érneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gérintisu

4.4.1.3. CEH-P-3.Grup Hastalara Ait Sonuclar

CEH-P-3.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen
izolasyon sonuglar1 Tablo 35 ve Grafik 10-11-12-13-14"de verildi.

Tablo 35: CEH-P-3.Grup hastalara ait doku drneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen izolasyon
sonuglar1

Ornek Ad1 (CEH-P-3.Grup) mMRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Kasap 133.6 3.415 1.774 1.93
Bal 2184 5.460 3.523 1.55
Hira 129.8 3.245 1.652 1.96
Zeyna 52.5 1.313 0.725 1.81
Ates 268.5 6.712 3.509 191
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 160.56+84.18 4.02+2.09 2.23+1.23 1.83£0.16
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Grafik 10: Kasap, 6 yash Kopay 1rki
kopege ait doku drneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gérintis
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Grafik 12: Zeyna, 5 yash Rottweiler 1rki
kopege ait doku érneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gérintis

Grafik 14: Ates, 10 yasli Cane Corse 1rki
kopege ait doku érneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintisi
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Grafik 11: Bal, 8 yasli Golden Retriever ki
kopege ait doku Orneklerinden, Trizol
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintisu
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Grafik 13: Hira, 7 yasli Terrier k1 kopege
ait doku orneklerinden, Trizol kullanilarak
yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintiisi
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4.4.1.4. CEH-P-4.Grup Hastalara Ait Sonugclar

CEH-P-4.Grup hastalara ait doku Orneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen
izolasyon sonuglar1 Tablo 36 ve Grafik 15-16-17-18-19°da verildi.

Tablo 36: CEH-P-4.Grup hastalara ait doku drneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen izolasyon
sonuglari

Ornek Ad1 (CEH-P-4.Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Koépuk-Selin 140.7 3.519 1.923 1.83
Limon 181.1 4.726 2421 1.95
Tar¢in 183.3 4.594 2.300 2.0
Cakil 95.2 2.380 1.249 1.91
Honey 212.8 5.320 2.684 1.98
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 162.62+45.58 4.10£1.16 2.11+0.55 1.93+0.06
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4.4.1.5. NK-5.Grup Hastalara Ait Sonugclar

NK-5.Grup hastalara ait doku orneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen

izolasyon sonuglar1 Tablo 37 ve Grafik 20-21-22-23-24’de verildi.

Tablo 37: NK-5.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden Trizol yontemi ile elde edilen izolasyon

sonuglari
Ornek Adi (NK-5.Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Saghkh kopek 1 308 7.699 3.902 197
Saghkh kopek 2 135.6 3.390 1.783 1.90
Saghkh képek 3 280.4 7.010 3.518 1.99
Saghkh kopek 4 178.8 4471 2.280 1.96
Saghkh képek 5 319.1 7.977 4.274 1.87
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 244.38+82.25 6.1+2.05 3.15+1.07 1.93+0.05
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4.4.1.6. CEH-6.Grup Hastalara Ait Sonugclar

CEH-6 Grup hastalara ait doku 6rneklerinden Trizol kullanimu ile elde edilen

izolasyon sonuclar1 Tablo 38 ve Grafik 25-26-27-28-29"da verildi.

Tablo 38: CEH-6 Grup hastalara ait doku orneklerinden Trizol kullanimi ile elde edilen izolasyon
sonuglari

Ornek Ad1 (CEH-6.Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Merve 66 1.650 0.899 1.84
Misha 61.8 1.544 0.836 1.85
Juilet 116.1 2.904 1.487 1.95
Anil 80.1 2.003 1.045 1.92
Hansel 78.1 1.953 1.36 1.88
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 80.42+21.40 2.01+0.53 1.12+0.28 1.88+0.04
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Grafik 29: Anil, 10 yagh, Golden
Retriewer 1rk1 kopege ait doku
orneklerinden, Trizol kullanilarak yapilan
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4.4.2. Ticari Kit (InnuPrep Analytic Jena) Kullanim ile Elde Edilen izolasyon

Sonuclarn

Ticari kit (InnuPrep Analytic Jena) kullanilarak yapilan mRNA sonuglar1
spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Konsantrasyon ve 260/280 nm dalga

boylarinda dl¢iimlere ait tablolar ve grafikler asagida gosterildi.
4.4.2.1. CEH-P-1.Grup Hastalara Ait Sonugclar

CEH-P-1.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden ticari kit kullanimi ile elde edilen
izolasyon sonuglar1 Tablo 39 ve Grafik 30-31-32-33-32"de verildi.

Tablo 39: CEH-P-1.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden ticari kit kullanimi ile elde edilen izolasyon
sonuglari

Ornek Adi (CEH-P-1.Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Leydi 226 0.565 0.257 2.20
Mira 1354 3.386 1,619 2.0
Ruby 130.9 3273 1572 2.08
Sakim 45.1 1.128 0.541 2.0
Seker 1416 3539 1.681 2.11
Grup Or“"‘é‘;“p*:;‘ave Standart 92.12+56.62 237+1.41 | 1.13+0.67 | 2.14+0.04
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Grafik 31: Mira, 7 yashh Chow Chow 1rki

kopege ait doku orneklerinden, ticari kit
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Grafik 33: Salkim, 11 yasli, Golden Retriever
k1, kopege ait doku drneklerinden, ticari kit
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintiisi
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4.4.2.2. CEH-P-2.Grup Hastalara Ait Sonugclar

CEH-P-2.Grup hastalara ait doku orneklerinden ticari kit kullanimi ile elde
edilen izolasyon sonuglar1 Tablo 40 ve Grafik 35-36-37-38"de verildi.

Tablo 40: CEH-P-2.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden ticari kit kullanimi ile elde edilen izolasyon
sonuglari

Ornek Ad1 (CEH-P-2.Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Képuk 51 1.276 0.620 2.03
Daisy 123.9 3.097 1.494 2.07
Pamuk 127.7 3.092 1.48 2.09
Zed 147.4 3.685 1.775 2.08
Bulut 81.7 2.041 0.983 2.08
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 106.34+39.11 340.96 1.27+0.46 2.07+0.02
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Grafik 36: Pamuk, 8 yasli, Golden Retriever
k1 kdpege ait doku 6rneklerinden, ticari kit
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun

spektrofotometrik gorintisu

V0mm Absorbance

R

.

. -

e ]
‘Wawelengh fom|

]

1(E]

Sample ID: Pedes'

Type RNA - 4000

Conc 1239 ngiyl v
A260 {10 mm path]

A280 (10 rom path)

3097
1494
260280 207
2601230 042

¥l Baselne comection | 340 |nm
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4.4.2.3. CEH-P-3.Grup Hastalara Ait Sonuglar

CEH-P-3.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden ticari kit (innuPrep Analytic
Jena) kullanim ile elde edilen izolasyon sonuglart Tablo 41 ve Grafik 39-40-41-42-
43°de verildi.

Tablo 41: CEH-P-3.Grup hastalara ait doku érneklerinden ticari kit (innuPrep Analytic Jena) kullanimi
ile elde edilen izolasyon sonuglar1

Ornek Adi (CEH-P-3. Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Kasap 26.8 0.670 0.323 2.07
Bal 130.6 3.266 1.560 2.09
Hira 77.8 1.946 0.936 2.08
Zeyna 74 1.851 0.896 2.07
Ates 58.8 1471 0.735 2.00
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 73.6+37.66 1.84+0.94 0.89+0.44 2.06+0.03
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4.4.2.4. CEH-P-4.Grup Hastalara Ait Sonugclar

CEH-P-4.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden ticari kit (innuPrep Analytic
Jena) kullanimu ile elde edilen izolasyon sonuglar1 Tablo 42 ve Grafik 44-45-46-47-
48°de verildi.

Tablo 42: CEH-P-4.Grup hastalara ait doku érneklerinden ticari kit (innuPrep Analytic Jena)

kullanimu ile elde edilen izolasyon sonuglari

Ornek Ad1 (CEH-P-4.Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Kopik Selin 115.5 2.888 1.403 2.06
Limon 134.1 3.352 1.613 2.08
Tar¢in 125.6 3.139 1.515 2.07
Honey 101.1 2.526 1.222 2.07
Cakil 129.6 3.240 1.565 2.07
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 121.18+13.16 3.02+0.32 1.46+0.15 2.07x0.07
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Grafik 44: Cakil, 2 yasli, Sibirya Kurdu
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Grafik 47: Kopiik Selin, 8 yasli, Golden
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4.4.2.5. NK-5.Grup Hastalara Ait Sonugclar

NK-5.Grup hastalara ait doku 6rneklerinden ticari kit (innuPrep Analytic Jena)
kullanimi ile elde edilen izolasyon sonuclar1 Tablo 43 ve Grafik 49-50-51-52-53de

verildi.

Tablo 43: NK-5.Grup hastalara ait doku érneklerinden ticari kit (innuPrep Analytic Jena) kullanimi ile

elde edilen izolasyon sonuglar1

Ornek Adi (NK-5.Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Saghkh kopek 1 308 7.699 3.902 197
Saghkh kopek 2 135.6 3.390 1.783 1.90
Saghkh kopek 3 280.4 7.010 3.518 1.99
Saghkh kopek 4 178.8 4471 2.280 1.96
Saghkh kopek 5 319.1 7.977 4274 1.87
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 244.38+82.25 6.1+2.05 3.15+1.07 1.93+0.05
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Grafik 49: Saglikl kopek 1°e ait doku
orneklerinden, ticari kit kullanilarak yapilan
izolasyon sonucunun spektrofotometrik
goruntisu
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Grafik 51: Saglikli kopek 3’e ait doku
orneklerinden, ticari kit kullanilarak yapilan
izolasyon sonucunun spektrofotometrik
gorintusu
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Grafik 53: Saglikli kopek 5’e¢ ait doku
orneklerinden, ticari kit kullanilarak yapilan
izolasyon  sonucunun  spektrofotometrik
goruntdsu
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Grafik 50: Saglikli kopek 2’ye ait doku
orneklerinden, ticari kit kullanilarak yapilan
izolasyon sonucunun spektrofotometrik
goruntusu
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Grafik 52: Saglikli kopek 4’e ait doku
orneklerinden, ticari kit kullanilarak yapilan
izolasyon sonucunun spektrofotometrik
gorintusu
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4.4.2.6. CEH-6.Grup Hastalara Ait Sonugclar

CEH-6. Grup hastalara ait doku orneklerinden ticari kit (innuPrep Analytic
Jena) kullanimu ile elde edilen izolasyon sonuglar1 Tablo 44 ve Grafik 54-55-56-57-
58’de verildi.

Tablo 44: CEH-6. Grup hastalara ait doku drneklerinden ticari kit (innuPrep Analytic Jena) kullanim1
ile elde edilen izolasyon sonuglar1

Ornek Adi (CEH-6. Grup) mRNA Konsantrasyonu 260 280 260/280
Merve 66 1.650 0.899 1.84
Misha 61.8 1.544 0.836 1.85
Juilet 116.1 2.904 1.487 1.95
Aml 80.1 2.003 1.045 1.92
Hansel 78.1 1.953 1.36 1.88
Grup Ortalamasi ve Standart Sapma 80.42+21.40 2.01+0.61 1.12+0.28 1.88+0.04
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Grafik 54: Misha, 8 yasli, Golden Retriewer
k1 kdpege ait doku drneklerinden, ticari kit
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintisu
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Grafik 56: Merve, 9 yasli, Golden Retriewer
irk1 kdpege ait doku orneklerinden, ticari kit
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gérintisi
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Grafik 58: Anil, 10 yash, Golden Retriewer
irk1 képege ait doku rneklerinden, ticari kit
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintisi
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Grafik 55: Juliet, 9 yash, Fransiz Bulldog k1
kopege ait doku Orneklerinden, ticari kit
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintisu
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Grafik 57: Hansel, 8 yasli, Golden Retriewer
k1 kopege ait doku orneklerinden, ticari kit
kullanilarak yapilan izolasyon sonucunun
spektrofotometrik gorintiisi
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4.5. Izole edilen mRNA’larin Biitiinliik Kontrolii (%2’lik agaroz jel)
4.5.1. CEH-P-1. Grup Hastalara Ait mRNA Butunluk Kontrolleri

CEH-P-1. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larinin

biitiinliik kontrollerine ait jel goriintiisii Resim 21°de verildi.

1.Ruby Trizol
2.Ruby Analitik Jena
15 28 A ioRE 6 8 4:9: . 10 3.Mira Trizol
—_ o 4.Mira Analitik Jena
5.Leydi Trizol

6.Leydi Analitik Jena
7.Salkim Trizol
8.Salkim Analitik Jena
9.Seker Trizol
10.Seker Analitik Jena

Resim 21: CEH-P-1. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larinin biitiinlik
kontrollerine ait jel gorintusi

4.5.2. CEH-P-2. Grup Hastalara Ait mRNA Butunluk Kontrolleri

CEH-P-2. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larinin

butunluk kontrollerine ait jel gorintlisi Resim 22°de verildi.
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1440 S3i aisiiciZiig 9 10

—

1.Daisy Trizol

2.Daisy Analitik Jena
3.Kopik Trizol
4.Kopuk Analitik Jena
5.Zet Trizol

6.Zet Analitik Jena
7.Pamuk Trizol
8.Pamuk Analitik Jena
9.Bulut Trizol

10. Bulut Analitik Jena

Resim 22: CEH-P-2. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larmin biitinlik
kontrollerine ait jel gorintusi

4.5.3. CEH-P-3. Grup Hastalara Ait mRNA Butunluk Kontrolleri

CEH-P-3. Grup hastalarm iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larinin

butunluk kontrollerine ait jel gorintlisi Resim 23’de verildi.

1.Hira Trizol

2.Hira Analitik Jena
3.Zeyna Trizol
4.Zeyna Analitik Jena
5.Kasap Trizol
6.Kasap Analitik Jena
7. Bal Trizol

8. Bal Analitik Jena
9. Ates Analitik Jena
10. Ates Trizol

Resim 23: CEH-P-3. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larinmn biitiinliik
kontrollerine ait jel gorintis
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4.5.4. CEH-P-4. Grup Hastalara Ait mRNA Butunluk Kontrolleri
CEH-P-4. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larinin

butunlik kontrollerine ait jel gorintlsu Resim 24°de verildi.

1.Honey Trizol

2.Honey Analitik Jena

i) e 56 /e S S 9] () 3.Limon Trizol

4.Limon N Analitik Jena
5.Targimn Trizol

6.Targin Analitik Jena
7.Cakal Trizol

8.Cakil Analitik Jena
9.Selin-Kopuk Trizol
10.Selin-KopikAnalitikJena

Resim 24: CEH-P-4. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larinin biitiinlik
kontrollerine ait jel gorintusi

4.5.5. NK-5. Grup Hastalara Ait mMRNA Buttnluk Kontrolleri
NK-5. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larmin biitiinliik

kontrollerine ait jel goruntusi Resim 25°de verildi.

1.Saglikli kopek 1

2. Saglikl kopek 2
3. Saglikh kopek 3
4. Saglikli kopek 4
5. Saglikl kdpek 5

Resim 25: NK-5. Grup hastalarn Trizol yontemiyle elde edilen mRNA’larinmn biitiinliik
kontrollerine ait jel gorintis
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4.5.6. CEH-6. Grup Hastalara Ait mRNA Buttnluk Kontrolleri
CEH-6. Grup hastalarin iki farkli yontemle elde edilen mRNA’larinin biitiinlitk

kontrollerine ait jel goruntusi Resim 26°de verildi.

1.Juilet
2.Anil
3.Hansel
4.Misha
5. Merve

Resim 26: CEH-6. Grup hastalarin Trizol yontemiyle elde edilen mRNA’larinin bitiinliik
kontrollerine ait jel gorintusi
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4.6. Immunohistokimyasal Sonuclar

Kesitler, yar1 kantitatif olarak ER-a ve PR boyamalarina gore degerlendirildi ve

secilen alanlar fotograflandi.

ER ve PR boyamasimin HSCORE degerleri yar1 kantitatif olarak, hem yogunluk hem
de boyanma dagiliminin yiizdesine gore puanlandi. Immunohistokimyasal boyama i¢in x40
biiyiitmede, li¢ farkli alan (endometriyal bez, endometriyal bagdoku, myometrium)
degerlendirildi. Boyanma yogunluguna gore degerlendirmede, pozitif boya alan hiicrelerin
ylzde orami ile boyanma yogunlugu (0O=boyama yok, l=zayif, 2=orta, 3=giiclii)
carpilarak toplam HSCORE [HSCORE= ) (IX PC] elde edildi.

CEH-P-1. Grup hastalara ait kesitlerde ER boyanma HSCORE degerlerine

gore,

Total endometriyal bezlerde; en fazla Salkim’da (HSCORE= 288), en az Leydi’de
(HSCORE= 60),

Endometriyal bag dokusunda; en fazla Salkim (HSCORE= 253.5) ve en az Mira’da
(HSCORE=7.5),

Myometriumda; en fazla Ruby’de (HSCORE= 294), en az Mira’da (HSCORE= 127.5)
tespit edildi.

PR boyamasma bakildiginda, her ii¢ boyanma bdlgesinde pozitivite veren tek hasta

Ruby oldugu goriildii.

CEH-P-2. Grup hastalara ait kesitlerde ER boyanma HSCORE degerlerine

gore,

Total endometriyal bezlerde; en fazla Kopiik’te (HSCORE=277.5) ve en az Bulut’ta
(HSCORE= 101.25),

Endometriyal bag dokusunda; en fazla Daisy (HSCORE= 230) ve en az Bulut’ta
(HSCORE=101.25);

Myometriumda; en fazla Kopilik’te (HSCORE= 273), en az boyama ise Zed’te
(HSCORE= 191.2) tespit edildi.

PR boyamasi bu grupta incelenen higbir hastada pozitivite vermedi.
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CEH-P-3. Grup hastalara ait kesitlerde ER boyanma HSCORE degerlerine

gore,

Total endometriyal bezlerde; en fazla Bal’da (HSCORE=270), en az Kasap’ta
(HSCORE= 150),

Endometriyal bag dokusunda; en fazla Zeyna (HSCORE=300) ve en az Kasap’ta
(HSCORE=142.5),

Myometriumda; en fazla Zeyna’da (HSCORE= 300), en az boyama ise Kasap’ta
(HSCORE= 202.5) tespit edildi.

PR boyamasi bu grupta incelenen higbir hastada pozitivite vermedi.
CEH-P-4. Grup hastalara ait kesitlerde ER boyanma HSCORE degerlerine gore,

Total endometriyal bezlerde; en fazla Tar¢in’da (HSCORE=296.25), en az
Kopiikselin’de (HSCORE= 70),

Endometriyal bag dokusunda; en fazla Honey (HSCORE=255), en az Limon’da
(HSCORE=37.5),

Myometriumda; en fazla Honey’de (HSCORE=289.75), en az boyama ise
Kopiikselin’de (HSCORE=206.5) tespit edildi.

PR boyamasi1 bu grupta incelenen higbir hastada pozitivite vermedi.
NK-5. Grup hastalara ait kesitlerde ER boyanma HSCORE degerlerine gore,

Total endometriyal bezlerde, endometriyal bag dokusunda ve myometriumda tiim
hastalarda yiiksek oran (HSCORE=300) tespit edildi.

PR boyamasi bu grupta incelenen higbir hastada pozitivite vermedi.
CEH-6. Grup hastalara ait kesitlerde ER boyanma HSCORE degerlerine gore,

Total endometriyal bezlerde; en fazla Juliet, Anil ve Hansel’”de (HSCORE= 300), en
az Misha’da (HSCORE=160),

Endometriyal bag dokusunda; en fazla Juliet, Anil ve Hansel’de (HSCORE=300), en
az Misha’da (HSCORE=115),
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Myometriumda; en fazla Juliet, Misha, Anil ve Hansel’de (HSCORE=300), en az ise
Merve’de (HSCORE=210) tespit edildi.

PR boyamasi1 bu grupta incelenen higbir hastada pozitivite vermedi.

Gruplara ait tum dokularda hesaplanan HSCORE degerleri Tablo 45a ve
45b’de verildi. Endometriyal bezler ad1 altinda, saglikli endometriyal ve kistik bezler
ile hiperplazi gbozlenen yiizey epiteli, diger hiperplazik alanlar ve kist hiperplazileri
ayrica HSCORE degerlendirilmesine alindi. Gruplar iginde yer alan tiim hastalarda,
saglikli endometriyal bezlerde, siddetli ER skoru gézlendi (HSCORE= 300). Ancak
endometriyal epitel ve endometriyal bezlerin HSCORE degerlerinin bireyler
arasindaki farkliliklari, patolojinin siddetiyle orantili oldugu diisiiniilen, ylizey
epitelleri, kistik ve diger hiperplazik alanlarm orta, zayif ya da negatif ER
boyanmalarindan kaynaklandigi sonucuna varildi. Bu degerlendirmenin sonuglar1

Tablo 46a ve 46b’de detayli verildi.
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Tablo 45a: Endometriyum (Endometriyal bez/Bag doku) ve myometriyuma ait bolgelerin ER/PR boyamalarinin HSCORE degerleri

BOYANMA BOLGELERI
Endometrium (Endometriyal bez) Endometrium (Bagdoku) Myometrium
ER PR ER PR ER
, o | Salkim 288 - 253.5 - 257.5
; 2 [ Seker 2575 - 135 - 287.25
i O | Ruby 266.25 133.625 206.25 4.25 294
O < [Meydi 60 - 234 - 261
Mira 270 - 75 - 127.5
GRUP ORTALAMASI 288.35 26.725 142.95 0.85 245.45
Daisy 236.25 - 230 - 264.25
a % | Kopik 2775 - 170 - 273
T % Bulut 101.25 - 101.25 - 246
O & | Pamuk 266.25 - 150 - 262.5
Zed 191.25 - 191.25 - 191.25
GRUP ORTALAMASI 215.5 - 162.5 - 266.9
Kasap 150 - 1425 - 202.5
a % | Hira 243.75 - 266.25 - 281.25
T % Bal 270 - 180 - 297
O & | Zeyna 210 - 300 - 300
Ates 187.5 - 183.75 - 232.5
GRUP ORTALAMASI 212.25 - 214.5 - 261.65
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Tablo 45b: Endometriyum (Endometriyal bez/Bag doku) ve myometriyuma ait bolgelerin ER/PR boyamalarimim HSCORE degerleri

BOYANMA BOLGELERI
Endometrium (Endometrial bez) Endometrium (Bagdoku) Myometrium
ER PR ER PR ER PR

Limon 186.25 - 375 - 248.625 -

ag Cakil 206.25 - 75 - 268.5 -
E % Tar¢in 296.25 - 91 - 280.5 -
o< Kopik selin 70 - 207.5 - 206.5 -
Honey 276.75 - 255 - 289.725 -

GRUP ORTALAMASI 207.1 - 127.2 - 258.725 -
o Saglikli Kopek 1 300 - 300 - 300 -
= Saglikli Kopek 2 300 - 300 - 300 -
9 Saglhikh Kopek 3 300 - 300 - 300 -
N Saglikli Kopek 4 300 - 300 - 300 -
z Saglikli Kopek 5 300 - 300 - 300 -
GRUP ORTALAMASI 300 - 300 - 300 -
Juilet 300 - 300 - 300 -

. % Misha 160 - 115 - 300 -
L& [ Mere 180 - 138 - 210 -
OgZ [Anl 300 - 300 - 300 -
Hansel 300 - 300 - 300 -

GRUP ORTALAMASI 248 - 230.6 - 282 -
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Tablo 46a: Yiizey Epiteli, kistik bezler, hiperplazik alanlar ve endometriyal bezlere ait bolgelerin ER/PR boyamalarimin HSCORE degerleri

Yuzey Epiteli Kistik Bezler Hiperplazik Alanlar Endometriyal Bezler

ER PR ER PR ER PR ER PR

- Salkim 70 - 200 - 80 - 300 -
g a Seker 50 - 200 - 40 - 300 -
5o Ruby 80 - 200 - 50 - 300 :
O Leydi 120 - 200 - 60 - 300 -
Mira 80 - 200 - 50 - 300 -

GRUP ORTALAMASI 80 - 200 - 56 - 300 -
Daisy 160 - 40 - 20 - 300 -

d g Koplik 270 - 160 - 100 - 300 -
E % Bulut 180 - 60 - 0 - 300 -
Od Pamuk 160 - 160 - 100 - 300 -
Zed 180 - 100 - 30 - 300 -

GRUP ORTALAMASI 190 - 104 - 50 - 300 -
Kasap 150 - 50 - 0 - 300 -

a 5 Hira 300 - 180 - 30 - 300 -
E % Bal 180 - 160 - 50 - 300 -
Owm Zeyna 160 - 30 - 10 - 300 -
Ates 150 - 30 - 0 - 300 -

GRUP ORTALAMASI 188 - 90 - 18 - 300 -
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Tablo 46b: Yiizey Epiteli, Kistik Bezler, Hiperplazik alanlar ve endometriyal bezlere ait bolgelerin ER/PR boyamalarmim HSCORE degerleri

Yuzey Epiteli Kistik Bezler Hiperplazik Alanlar Endometriyal Bezler
ER PR ER PR ER PR ER PR

Limon 120 - 140 - 0 - 300 -
45 Cakil 0 - 40 - 0 - 300 -
E % Targin 20 - 300 - 0 - 300 -
O« Képiik selin 100 - 40 - 20 - 300 -
Honey 160 - 180 - 20 - 300 -
GRUP ORTALAMASI 80 - 140 - 8 - 300 -
Saglikli Kopek 1 300 - - - - - 300 -
. % Saglikli Kopek 2 300 - - - - - 300 -
é % Saglikli Kopek 3 300 - - - - - 300 -
s Saglikli Kopek 4 300 - - - - - 300 -
Saglikli Kopek 5 300 - - - - - 300 -

GRUP ORTALAMASI 300 - - - - - 300
a Juilet 250 - 200 - 200 - 300 -
T a Misha 20 - 20 - 0 - 300 -
60 Merve 0 - 300 - 300 - 300 -
© Anil 0 - 80 - 0 - 300 -
Hansel 120 - 240 - 240 - 300 -
GRUP ORTALAMASI 78 - 168 - 148 - 300 -
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Endometriyal bezler, endometriyal bagdoku ve myometrium ER
immunohistokimyasal degerlendirmesi iki yonlii yapildi. Saglikli bes kopege ait
veriler (NK-5) ve farkli giinlerde aglepriston uygulamasi yapilarak gruplanan (CEH-
P-1, CEH-P-2, CEH-P-3) ve aglepriston yapilmayan (CEH-P-4) hastalarda, adi gecen
reseptdriin boyanma seviyesi karsilastirildi. Istatistiksel degerlendirmede her iic
bolgenin boyanma skorlari, kontrol grubuna gore farkli bulundu (endometriyal bezler
P=0.017; endometriyal bagdoku P=0.020; myometrium P=0.021). Bu verilerin
detaylar1 grafik 59, 60, 61°de verildi.

Endometriyal Bezlerde ER
Immunohistokimyasal Boyama Skorlamasi
(HSCORE)

350
200 . b Gruplar Arasi
Istatistiksel Farklar
250
— CEH-P-1/NK-5 P=0.08
CEH-P-2/NK-5 P=0.08
CEH-P-3/NK-5 P=0.08
CEH-P-4/NK-5 P=0.08

200

150

100

50

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P-4 NK-5

Grafik 59: CEH-pyometra tanis1 almis ve tedavi gormiis hastalarin endometriyal bezlerinde ER
immunohistokimyasal boyanma skorlamas. 2° gruplar arasindaki farki gosterir, P<0.05
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Endometriyal Bagdokuda ER
Immunohistokimyasal Boyama Skorlamasi
(HSCORE)

350

300
Gruplar Arasi
Istatistiksel Farklar

250
200

150

a CEH-P-1/NK-5 P=0.39
CEH-P-4/NK-5 P=0.02

100

50

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P-4 NK-5

Grafik 60: CEH-pyometra tanisi almig ve tedavi gérmiis hastalarin endometriyal bagdokuda ER
immunohistokimyasal boyanma skorlamasi. 2° gruplar arasidaki farki gésterir, P<0.05

Myometriumda ER
Immunohistokimyasal Boyama
Skorlamas1 (HSCORE)

b

300 . Gruplar Arasi
250 — Istatistiksel Farklar
200 CEH-P-1/NK-5 P=0.08
150 CEH-P-2/NK-5 P=0.08
) CEH-P-3/NK-5 P=0.32
100 CEH-P-4/NK-5 P=0.08
50
0

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P-4 NK-5

Grafik 61: CEH-pyometra tanisi almig ve tedavi gOrmiis hastalarin myometriumda ER
immunohistokimyasal boyanma skorlamasi. *° gruplar arasindaki farki gosterir, P<0.05

Gruplar arasinda farkin sadece saglikli uterusa gore bulunmasindan dolayi, ER
reseptdr boyanma skorlamasi CEH-P-4, NK-5, CEH-6 arasinda tekrar yapildi.
[statistiksel degerlendirmede her ii¢ bdlgenin boyanma skorlar1 arasinda fark bulundu
(endometriyal bezler P=0.030; endometriyal bagdoku P=0.011; myometrium
P=0.011). Bu verilerin detaylar1 grafik 62, 63, 64’de verildi.
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Endometriyal Bezlerde ER
Immunohistokimyasal Skorlamasi

(HSCORE)
350
b
300
250 .Gru[.)la.r Arasi

a Istatistiksel Farklar

200
150 CEH-P-4/NK-5 P=0.08

100

50

0

CEH-P-4 NK-5 CEH-6

Grafik 62: Ug gruba ait hastalarin endometriyal bezlerindeki ER immunohistokimyasal boyanma
skorlamasi. *° gruplar arasindaki farki gésterir, P<0.05

Endometriyal Bagdokuda ER
Immunohistokimyasal Skorlamasi

(HSC ORE)

350 .
300
250 Gruplar Arasi
200 Istatistiksel Farklar
150 a
100 CEH-P-4/NK-5 P=0.08

50

0
CEH-P-4 NK-5 CEH-6

Grafik 63: Ug gruba ait hastalarin endometriyal bag dokuda ER immunohistokimyasal boyanma
skorlamasi. . *° gruplar arasindaki farki gosterir, P<0.05
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Myometriumda ER
Immunohistokimyasal Skorlamasi
(HSCORE)
320

Gruplar Arasi

b

300
280 . Did

a Istatistiksel Farklar
260
240 CEH-P-4/NK-5 P=0.08
220

NK-5

CEH-P-4 CEH-6

Grafik 64: Ug gruba ait hastalarn myometriumundaki ER immunohistokimyasal boyanma
skorlamasi. ® gruplar arasmdaki farki gésterir, P<0.05
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4.6.1. CEH-P-1. Gruba Ait Immunohistokimyasal Sonuclar

Tiim gruplarda ER boyanma siddetinin degerlendirilmesini anlagilir hale

getirmek igin Tablo 47’den yararlanildi.

Tablo 47: Immunohistokimyasal degerlendirme reseptdr boyanma siddeti ve yogunlugun skorlanmasi

Boyanma yok Hafif siddetli Orta siddetli Siddetli
0 1-100 101-200 201-300

CEH-P-1. gruba ait immunohistokimyasal sonucglar Sekil 10-11-12-13-14-
15°de verildi.
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Sekil 10: Salkim, Endometriyum epiteline ait ~ Sekil 11: Ruby, Endometriyum epiteline ait
hiperlazik alanlarda ER (-), DAB, x20 hiperlazik alanlarda ER (-), DAB, x20

Sekil 12: Seker, Endometriyum epiteline ait Sekil 13: Mira, Endometriyal bezlerde siddetli ER
kistik bezlerde orta gsiddetli ER boyamasi, (+) (yildiz), DAB, x4
hiperplazik alanlarda ER (-), DAB, x10

Sekil 14:Leydi, Endometriyum epiteline ait Sekil 15: Seker, Endometriyal bezlerde siddetli
hiperplazik alanlarda zayif ER boyamast, kistik ve myometriyum siddetli ER (+), DAB, x4
alanlar orta siddetli ER boyamasi, DAB, x20
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4.6.2. CEH-P-2. Gruba Ait immunohistokimyasal Sonuclar

CEH-P-2. gruba ait immunohistokimyasal sonug¢lar Sekil 16-17-18-19-20’de

verildi.

Sekil 16: Bulut, Endometriyum epiteline ait Sekil 17: Daisy, Endometriyum epiteline ait
kistik bezlerde ve hiperplazik alanlarda ER hiperplazik alanlarda ER boyamasi (-), DAB, x4
boyamasi (-), endometriyal bezlerde siddetli ER

boyamasi, DAB, x10

Sekil 18: Koplk, Endometriyum epiteline ait Sekil 19: Pamuk, Endometriyum epiteline ait
hiperplazik alanlar az siddetli ER boyamasi, hiperplazik alanlarda ER boyamasi (-), Kistik
Endometriyal bezlerde siddetli ER boyamasi, bezlerde hafif siddetli ER boyamasi, Normal bez
Kistik bezlerde orta siddetli ER boyamasi, epitelleri siddetli ER boyamasi, DAB, x4
myometriyum siddetli ER boyamasi, DAB, x10

Sekil 20: Zed, Endometriyum epiteline ait
hiperplazik alanlarda ER boyamasi (-), Kistik
bezlerde hafif siddetli ER boyamasi, Normal bez
epitelleri siddetli ER boyamasi, DAB, x10
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4.6.3. CEH-P-3. Gruba Ait immunohistokimyasal Sonuclar

CEH-P-3. gruba ait immunohistokimyasal sonuglar Sekil 21-22-23-24-25de
verildi.

Sekil 21: Kasap, Endometriyum epiteline ait Sekil 22: Bal, Endometriyum epiteline ait

kistik bezlerde ve hiperplazik alanlarda ER hiperplazik alanlarin bazi bolgelerinde ER

boyamasti (-),DAB, x20 boyamasi (+), myometriyumda siddetli ER
boyamasi, DAB, x4

Sekil 23: Hira, Endometriyum epiteline ait Sekil 24: Zeyna, Endometriyal bezlerde siddetli
hiperplazik alanlarda ER boyamasi (-), Kistik ER boyamasi, yiizey epitellerinde siddetli ER
bezlerin bazi bolgelerinde siddetli ER boyamasi, boyamasi, DAB, x20

yiizey epitellerinde siddetli ER boyamasi, DAB,

x10

Sekil 25: Ates, Endometriyum epiteline ait kistik
bezlerde hafif siddetli ER boyamasi, hiperplazik
alanlarda hafif siddetli ER boyamasi, DAB, x10
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4.6.4. CEH-P-4. Gruba Ait Immunohistokimyasal Sonuclar

CEH-P-4. gruba ait immunohistokimyasal sonuglar Sekil 26-27-28-29-30’da
verildi.

Sekil 26: Cakil, Endometriyum epiteline ait Sekil 27: Honey, Endometriyum epiteline ait
hiperplazik alanlarin baz1 bélgelerinde hafif kistik bezlerde orta siddetli ER boyamast,
siddetli ER boyamasi, DAB, x4 endometriyal bezlerde ve myometriyumda

siddetli ER boyamasi, DAB, x10

Sekil 28: Kdpuk Selin, Endometriyum epiteline  Sekil 29: Targin, yiizey epitellerinde hafif
ait hiperplazik alanlarda ER boyamasi (-), DAB,  siddetli ER boyamasi, DAB, x20
x20

Sekil 30: Limon, Endometriyum epiteline ait
kistik bezlerde hafif siddetli ER boyamasi,
Hiperplazik alanlarda ER boyamasi (-), DAB,
x10
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4.6.5. NK-5. Gruba Ait Immunohistokimyasal Sonuglar

NK-5. gruba ait immunohistokimyasal sonuglar Sekil 31-32-33-34-35’de

verildi.

Sekil 31: Saglikli kopek 1, Endometriyum Sekil 32: Saglikli kopek 1, Endometriyum
yiizeyinde ait endometriyal bezlerde siddetli ER  yiizeyinde ait endometriyal bezlerde siddetli ER
boyamasi (0k), yuzey epitellerinde ER boyamasi (0k), myometriyaumda ER boyamasi
boyamasi (y1ldiz), DAB, x4 (y1ld1z),DAB, x10

Sekil 33: Saglikli kopek 1, Endometriyum Sekil 34: Saglikli kopek 1, Endometriyum
ylzeyine ait endometriyal bezlerde (yildiz) ve ylzeyinde ait endometriyal bezlerde ve yizey
yuzey epitellerinde (ok) siddetli ER boyamasi, epittellerin de siddetli ER boyamasi, DAB, x20
DAB, x20

Sekil 35:Saglikli kopek 1, Endometriyum
yizeyinde ait endometriyal bezlerde siddetli ER
boyamasi, endometriyal bag doku (y1ldiz) ve
myometriyum bolgesinde (ok)siddetli ER
boyamasi, DAB, x10
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4.6.6. CEH-6. Gruba Ait immunohistokimyasal Sonuclar

CEH-6. gruba ait immunohistokimyasal sonuglar Sekil 36-37-38-39’da verildi.

Sekil 36: Juilet, Endometriyum epiteline ait Sekil 37: Misha, Endometriyum epiteline ait
hiperplazik alanlarda siddetli ER boyamasi, (0k) hiperplazik alanlarda ER boyamasi (-), DAB,
DAB, x20 x40

Sekil 38: Merve, Endometriyum epiteline ait Sekil 39: Anil, Endometriyum epiteline ait

hiperplazik alanlarda ER boyamast (-), DAB, kistik bezlerde siddetli ER boyamasi,

x20 endometriyal bezler siddetli ER boyamasi, Bag
doku orta siddetli ER boyamasi, DAB, x10
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4.7. Gen Ekspresyonlar: Sonuclari
4.7.1. PTGS2/COX2 Gen Ekspresyonu Sonuclar

PTGS2/COX2 ekspresyonunun degerlendirilmesi iki yonlii yapilmistir.
Saglikli bes kopege ait veriler (NK-5) ve farkli giinlerde aglepriston uygulamasi
yapilarak gruplanan (CEH-P-1, CEH-P-2, CEH-P-3) ve aglepriston yapilmayan
(CEH-P-4) hastalarda, ad1 gegen genin ekspresyon seviyeleri degerlendirildi.

Tablo 48: Gruplara gore elde edilen PTGES2/COX2 relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler
aritmetik ortalama + SD olarak verildi

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P-4 NK5 P
67.74 + 43.74 48.56 + 41.30° 57.86 + 58.93 105.66 + 137.80° 16 0.08

PTGS2/COX2 Relatif mRNA Ekspresyonu

120

100
Gruplar Aras: Istatistiksel
“ Farklar

CEH-P-1/NK-5 P=0.008
CEH-P-2/NK-5 P=0.008
CEH-P-3/NK-5 P=0.008
CEH-P-4/NK-5 P=0.008

60

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P-4 NK-5

Grafik 65: CEH-pyometra tanisi almis ve tedavi gormiis hastalarin PTGS2/COX2 genine ait relatif
MRNA ekspresyonu. 2P gruplar arasindaki farki gosterir, P<0.05

Istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda fark bulundu (P<0.05) ancak ilk

dort grup arasinda fark olmadigi ve kontrol grubunun diger tiim gruplara gore farkl

oldugu belirlendi (P=0.008).
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Gruplar arasinda farkin sadece saglikli uteruslara gdére bulunmus olmasi,
enfeksiyon olgularinda PTGS2/COX2 ekspresyonunun yiiksek seyretmesinden dolayt,
CEH-P-4 (CEH-pyometra), NK-5 (kontrol grubu) ve CEH-6 (enfeksiyonsuz CEH)
arasinda yeni bir istatistiksel analiz yapildi. Buna gore gruplar arasinda fark bulundu
(P=0.002).

Tablo 49: Ug grubun hastalarma ait PTGS2/COX2 relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler
aritmetik ortalama + SD olarak verildi

CEH-P-4 NK-5 CEH-6 P
105.66 + 137.80? 1°b 7.79 £8.502 0.002

PTGS2/COX2 Relatif mRNA Ekspresyonu

a,c

. Gruplar Arasi
§ Istatistiksel Farklar
6 CEH-P-4/NK-5  P=0.008
) CEH-6/NK-5 P=0.008
: b
0 ||
CEH-P-4 NK-5 CEH-6

Grafik 66: Uc grubun hastalarma ait PTGS2/COX2 relatif mRNA ekspresyon degerleri. *° gruplar
arasindaki farki gosterir, P<0.05
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4.7.2. PTGES Gen Ekspresyonu Sonuglar

PTGES ekspresyonunun degerlendirilmesi iki yonlii yapilmistir. Saglhikli bes
kopege ait veriler (NK-5) ve farkli giinlerde aglepriston uygulamasi yapilarak
gruplanan (CEH-P-1, CEH-P-2, CEH-P-3) ve aglepriston yapilmayan (CEH-P-4)

hastalarda, ad1 gegen genin ekspresyon seviyeleri degerlendirildi.

Tablo 50: Gruplara gore elde edilen PTGES relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama = SD olarak verildi

CEH-P-1 CEH-P22 CEH-P-3 CEH-P-4 NK5 B
20.37 +9.89 7.06 +8.25 3.88 +4.54 29.44 +29.43 1b 0.006

PTGES Relatif mRNA Ekspresyonu

Gruplar Arasi
istatistiksel Farklar
CEH-P-4/NK-5 P=0.04

S
&\

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P-4 NK-5

Grafik 67: CEH+pyometra tanisi almis ve tedavi gérmiis hastalarin PTGES genine ait relatif mRNA
ekspresyonu. P gruplar arasindaki farki gosterir, P<0.05

Istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda fark bulundu (P<0.05). Bu gen
icin CEH-P-4 ve NK-5 arasinda fark oldugu tespit edildi (P=0.04).

Gruplar arasinda karsilagtrmanimn saglikli uteruslara gore tespit edilmis olmas1
ve enfeksiyonun PTGES ekspresyonuna etkisinin olabilmesi nedeniyle, CEH-P-4
(CEH+pyometra), NK-5 (kontrol grubu) ve CEH-6 (enfeksiyonsuz CEH) arasinda
yeni bir kargilagtirma yapildi. Buna gore, gruplar arasinda fark bulundu (P=0.004),
ayrica NK-5 ve CEH-6 arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi
(P=0.002).
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Tablo 51: Ug grubun hastalarina ait PTGES relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi

CEH-P-4 NK-5 CEH-6 P
29.44 +29.43 12 2.30 +1.09° 0.004

PTGES Relatif mRNA Ekspresyonu

Gruplar Arasi
Istatistiksel Farklar
CEH-P-6/NK-5 P=0.002

a

: |

CEH-P-4 NK-5 CEH-6

Grafik 68: U grubun hastalarma ait PTGES relatif mRNA ekspresyon degerleri. 2° gruplar
arasindaki farki gosterir, P<0.05

4.7.3. PTGER2 Gen Ekspresyonu Sonuglar:

PTGER2 ekspresyonunun degerlendirilmesi iki yonlii yapilmistir. Saglikli bes
kopege ait veriler (NK-5) ve farkli giinlerde aglepriston uygulamasi yapilarak
gruplanan (CEH-P-1, CEH-P-2, CEH-P-3) ve aglepriston yapilmayan (CEH-P-4)
hastalarda, ad1 gecen genin ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Istatistiksel

degerlendirmede gruplar arasinda fark bulunamadi (P>0.05).

Tablo 52: Gruplara gore elde edilen PTGER?2 relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P- NK-5 P
3.02+1.64 255 +0.67 2.73+2.19 2.39+0.93 1 >0,05
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PTGER2 Relatif mRNA Ekspresyonu
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Grafik 69: CEH-pyometra tanisi almis ve tedavi gérmiis hastalarin PTGER2 genine ait relatif mRNA
ekspresyonu

Gruplar arasinda karsilagtirmanin saglikli uteruslara gore tespit edilmis olmasi
ve enfeksiyonun PTGER2 ekspresyonuna etkisinin olabilmesi nedeniyle, CEH-P-4
(CEH-pyometra), NK-5 (kontrol grubu) ve CEH-6 (enfeksiyonsuz CEH) arasinda yeni
bir karsilastirma yapildi. Buna gore, gruplar arasinda fark tespit edildi (P=0.004).

Tablo 53: Ug grubun hastalarma ait PTGER?2 relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi.

CEH-P-4 NK-5 CEH-6 P
2.39 +0.93° 10 0.81 +0.56" 0.004
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PTGER?2 Relatif mRNA Ekspresyonu

Gruplar arasi
25 Istatistiksel Farklar

CEH-P-4/CEH-6 P=0.01
CEH-P-4/NK-5 P=0001

(=]

CEH-P-4 NK-5 CEH-6

Grafik 70: Ug grubun hastalarina ait PTGER?2 relatif mRNA ekspresyon degerleri. *° gruplar arasindaki
farki gosterir, P<0.05

4.7.4. PTGER4 Gen Ekspresyonu Sonuclar

PTGER4 ekspresyonunun degerlendirilmesi iki yonlii yapilmistir. Saglikli bes
kopege ait veriler kontrol (NK-5) olarak alinmis ve aglepriston uygulamasi
yapilan/yapilmayan CEH-pyometra patolojisi gozlenen hastalarda adi gecen genin
ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda

fark bulunamadi (P>0.05).

Tablo 54: Gruplara gore elde edilen PTGER4 relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P- NK-5 P
0.62+0.48 0.77£0.41 0.58 +0.44 0.99 +0.29 1 >0.05
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PTGER4 Relatif mRNA Ekspresyonu
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Grafik 71: CEH-pyometra tanist almis ve tedavi gérmiis hastalarin PTGER4 genine ait relatif
MRNA ekspresyonu

Gruplar arasinda karsilagtirmanin saglikli uteruslara gore tespit edilmis olmasi
ve enfeksiyonun PTGER4 ekspresyonuna etkisinin olabilmesi nedeniyle, CEH-P-4
(CEH+pyometra), NK-5 (kontrol grubu) ve CEH-6 (enfeksiyonsuz CEH) arasinda

yeni bir karsilastirma yapildi. Buna gore, gruplar arasinda fark bulunamadi (P>0.05).

Tablo 55: Ug grubun hastalarmna ait PTGER4 relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi.

CEH-P-4 NK-5 CEH-6 P
0.99+0.28 1 1.20+1.03 >0.05
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PTGER4 Relatif mRNA Ekspresyonu
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Grafik 72: Ug grubun hastalarma ait PTGER4 relatif mRNA ekspresyon degerleri.

.7.5. PGFS Gen Ekspresyonu Sonuclar

PGEFS ekspresyonunun degerlendirilmesi iki yonli yapilmistir. Saglikli bes
kopege ait veriler kontrol (NK-5) olarak alinmis ve aglepriston uygulamasi
yapilan/yapilmayan CEH-pyometra patolojisi gozlenen hastalarda adi gecen genin
ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda
fark tespit edildi (P=0.016). Bu gen i¢in tiim gruplarin kontrol grubuna gore farki tespit
edildi (P=0.008).

Tablo 56: Gruplara gore elde edilen PGFS relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P-4 NK5 P
802.27 + 1360.6° 1038.38 + 1188.22 1258.85 + 1760.0° 1151.39 + 2184.22 1b 0.016
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PGFS Relatif mRNA Ekspresyonu
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797 Gruplar Arasi
600 %‘E Istatistiksel Farklar
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Grafik 73: CEH-pyometra tanisi almis ve tedavi gérmiis hastalarin PGFS genine ait relatif mRNA
ekspresyonu. P gruplar arasindaki farki gosterir, P<0.05

Gruplar arasinda karsilagtirmanin saglikli uteruslara gore tespit edilmis olmasi
ve enfeksiyonun PGFS ekspresyonuna etkisinin olabilmesi nedeniyle, CEH-P-4
(CEH-pyometra), NK-5 (kontrol grubu) ve CEH-6 (enfeksiyonsuz CEH) arasinda yeni
bir karsilastirma yapildi. Buna gore, gruplar arasinda fark bulundu (P=0.01).

Tablo 57: Ug grubun hastalarma ait PGFS relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi.

CEH-P-4 NK-5 CEH-6 P
1151.39 £+ 2184.22 1b 19.96 + 26.59° 0.01
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PGFS Relatif mRNA Ekpsresyonu
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Grafik 74: Ug grubun hastalarima ait PGFS relatif mRNA ekspresyon degerleri. *° gruplar arasindaki
farki gosterir, P<0.05

4.7.6. PTGFR Gen Ekspresyonu Sonuclan

PTGFR ekspresyonunun degerlendirilmesi iki yonlii yapilmistir. Saglikli bes
kopege ait veriler kontrol (NK-5) olarak alinmis ve aglepriston uygulamasi
yapilan/yapilmayan CEH-pyometra patolojisi gozlenen hastalarda adi1 gecen genin
ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda

fark bulunamadi (P>0.05).

Tablo 58: Gruplara gore elde edilen PTGFR relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi.

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P- NK-5 P
0.68+0.13 0.71+0.65 1.02+0.95 0.75 +0.62 1 >0.05
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PTGFR Relatif mRNA Ekspresyonu

o
I
[#%]

CEH-P-1 CEH-P-2 CE CEH-P-4 NK-5

Grafik 75: CEH-pyometra tanis1 almis ve tedavi gérmiis hastalarin PTGFR genine ait relatif mRNA
ekspresyonu.

Gruplar arasinda karsilagtirmanin saglikli uteruslara gore tespit edilmis olmasi
ve enfeksiyonun PTGFR ekspresyonuna etkisinin olabilmesi nedeniyle, CEH-P-4
(CEH-pyometra), NK-5 (kontrol grubu) ve CEH-6 (enfeksiyonsuz CEH) arasinda yeni
bir karsilastirma yapildi. Buna gore, gruplar arasinda fark bulundu (P=0.002).

Tablo 59: Ug grubun hastalarina ait PTGFR relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi

CEH-P-4 NK-5 CEH-6 P
0.14+0.12 12 6.11+5.62° 0.002
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PTGFR Relatif mRNA Ekspresyonu
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Grafik 76: Ug grubun hastalarina ait PTGFR relatif mRNA ekspresyon degerleri. 2° gruplar arasindaki
fark: gosterir, P<0.05

4.7.7. PGR Gen Ekspresyonu Sonuclar

PGR ekspresyonunun degerlendirilmesi iki yonli yapilmistir. Saghkli bes
kopege ait veriler kontrol (NK-5) olarak alinmis ve aglepriston uygulamasi
yapilan/yapilmayan CEH-pyometra patolojisi gozlenen hastalarda adi gecen genin
ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda

fark bulunamadi (P>0.05).

Tablo 60: Gruplara gore elde edilen PGR relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi.

CEH-P-1 CEH-P-2 CEH-P-3 CEH-P-4 NK-5 B
0.76+0.18 0.89£0.70 0.89 +0.70 1114091 1 >0.05
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PGR Relatif mRNA Ekspresyonu
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Grafik 77: CEH-pyometra tanist almis ve tedavi gérmiis hastalarin PGR genine ait relatif mRNA
ekspresyonu

Gruplar arasinda karsilagtirmanin saglikli uteruslara gore tespit edilmis olmasi
ve enfeksiyonun PGR ekspresyonuna etkisinin olabilmesi nedeniyle, CEH-P-4 (CEH-
pyometra), NK-5 (kontrol grubu) ve CEH-6 (enfeksiyonsuz CEH) arasinda yeni bir
karsilastirma yapildi. Buna gore, gruplar arasinda fark tespit edildi (P=0.01)

Tablo 61: Ug grubun hastalarina ait PGR relatif mRNA ekspresyon degerleri. Veriler aritmetik
ortalama + SD olarak verildi.

CEH-P-4 NK-5 CEH-6 P
1.11+0.912 12 331+1.71b 0.01
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PGR Relatif nRNA Ekspresyonu
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: b
05 a
’ CEH-P-4 NK-5 CEH-6

Grafik 78: Ug grubun hastalarina ait PGR relatif mRNA ekspresyon degerleri. *° gruplar arasindaki farki
gosterir, P<0.05
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5. TARTISMA VE SONUC

CEH, firsat¢1 patojenlerin eslik etmesiyle ‘CEH-pyometra kompleksi’ olarak
anilan ve bazi arastiricilar tarafindan tiim yash kopeklerde farkli derecelerde gelisen
ve bir kisminin pyometra ile komplike oldugu patolojik bir komplekstir. Buna gore,
CEH ve pyometra birbirinden bagimsiz etiyopatolojiye sahip oldugu diisiiniilen, iki
ayr1 hastalik oldugu kabul edilmektedir (Angulo, 2009; De Bosschere ve ark., 2001;
Verstegen, Dhaliwal, & Verstegen-Onclin, 2008).

Calismaya dahil edilen tiim hastalarmm yas ortalamasi 5.4 — 8.8 araliginda
bulundu. Caligma iginde uterus patolojisine sahip (CEH-P veya CEH) tiim kopeklerin
yas ortalamasi ise 7.28 + 2.2 olarak tespit edildi. Yapilan arastirmalarda, CEH-
pyometra olgularinin en yiksek oranda, “7.5” yas civarindaki yasli kopeklerde
gbzlendigi bildirilmektedir (Johnston ve ark., 2001). Borresen (1980), yaptigi
calismada pyometrali kopeklerin yas ortalamalarini “7.8” olarak belirtirken, Wheaton,
Johnson, Parker & Kneller (1989) “7.9”, Veiga ve ark (2017) ise “5.9—-8” olarak tespit
etmistir. CEH’ye, ¢ogunlukla pyometra ve mukometra gibi patolojilerin eslik ettigi
olgular aragtirmalara yansitilirken, CEH’nin tek basma degerlendirildigi literatiirlere
tarafimizca karsilagilmamistir. Ancak ¢esitli arastirmalarda, CEH-P’li kbpeklerin yas

ortalamalari ile ¢alisma verilerimizin uyumluluk gésterdigi goriilmektedir.

Calismamizdaki CEH-P grubundaki hastalardan 19 tanesinde istahsizlik
gbozlemlenirken, sadece bir tanesinde istah kayb1 gdzlenmistir. Yapilan arastirmalarda
da bu hastaliga sahip kopeklerde, genel durum bozuklugunun goriildiigii ve istah
kaybmnin bulunmasinin, calismamizda elde edilen diger klinik arastrma ve
gozlemlerle benzerlik gosterdigi goriilmektedir (Pretzer, 2008b; Wheaton ve ark.,
1989). Bununla birlikte CEH’li uterusa sahip ancak, bu duruma eslik eden sivi
akiimiilasyonunun olmadig1 ve klinik belirtilere sahip olmayan kdpeklerde genel
durum bozuklugu gozlenmemistir. Bu bilgilere gore klinik belirti olmaksizin
progresyon gosteren CEH, kdpeklerde spontan OHE ile tespit edilebilen ve genel

durum bozukluguna yol agmayan bir patoloji olarak kabul edilebilir.
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Aragtirmamizdaki 14 hasta, agik serviks pyometra tanisi alirken, 6 hastanin
serviksinin kapali oldugu gozlemlendi. Acik serviksli hastalarda degisken karakterde
(kanli, mukopurulent ve purulent) vaginal akintilar tespit edilirken, serviksi kapali
hastalarda herhangi bir akintinin olmamasi ile birlikte, bu hastalarin genel durumlari,
serviksi agik olan hastalarla kiyaslandiginda daha kotii oldugu goriildii. Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda da, en sik gdzlenen klinik bulgu olarak, acik serviks pyometrali
kopeklerde kanli, mukopurulent karakterde degisen, kotii kokulu vaginal akint1 oldugu
tespit edilmektedir. Kapali serviks pyometrali kdpeklerin, agik serviks pyometrali
kopeklere gore sistemik bulgularinin daha agir seyrettigi bildirilmektedir (Dow, 1957,
Dow, 1958; Hardy, & Osborne, 1974; Renton, Boyd, & Harvey, 1993; Feldman, &
Nelson, 2004). Yapilan arastirmalardaki bu klinik verilerin ¢alisma sonuglarimizla
benzer oldugu goriilmektedir. Literatiir bilgileri, daha once gebelik sekillenmemis
kopeklerde pyometra insidansinin yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir (Fukuda,
2001). Calismamizdaki CEH-P gruplarindaki toplam 20 hastadan sadece 2 tanesinin
daha 6nce dogum yaptig1 bilgisi ise, 6nceki arastirmalarin gézlemleriyle paralellik

gostermektedir.

Ostrusu baskilamak icin kullamlan ilaglarm CEH-P’ye yol agtii, ayni
zamanda da ovaryum ve uterus patolojilerine sebebiyet verdigi ortaya konulmaktadir
(Younis, Mohammed, Abu- Seida, Ragab, & Gohar, 2014). Uzun sireli veya
tekrarlanan progesteron uygulamalar1 sonucu, endometriyumda kistik olusumlarin
meydana geldigi ve glanduler sekresyonun artisiyla birlikte uterusta bakteriyal
enfeksiyon sekillenmesi sonucu pyometraya yol agtigi bilinmektedir (Baithalu,
Maharana, Mishra, Sarangi & Sama, 2010). Son arastirmalar, CEH-P kompleksinin
mutlaka birlikte gézlenmesinin gerekmedigi, her iki patolojinin birbirinden bagimsiz
gelisebilecegini de 6ne siirmektedir. Ostrus evresinde kullanilan egzojen progesteron,
uterus iizerindeki etkisini artirarak endometriyumda steroid reseptorlerinin dagilimini
etkilemekte ve CEH/ CEH-Pa kompleksinin patogenezislerinde dnemli bir role sahip
oldugu bilinmektedir (Baithalu ve ark., 2010; Dhaliwal ve ark., 1999 Progestagen
kullaniminin, endometriyum ve myometriyumda bakteri afinitesini artirarak, prognozu
kotli yonde etkileyebilecegi diistiniilmektedir (Baithalu ve ark., 2010; Dow, 1960).
Caliymamizda dstrusu baskilamak i¢in daha dnce egzojen progesteron enjeksiyonlari

yapilan 6 hastanin, hi¢ egzojen progesteron kullanmamig hastalara kiyasla, vaginal
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kanamalarinin daha fazla oldugu, genel durumlarinin ise daha ge¢ diizeldigi
gozlemlendi. Bu bulgular diger arastrmacilarin bulgulariyla ortismekte ve
progesteron uygulamalarinin CEH-P’nin sekillenmesine predispozisyon yarattigi, ayni

zamanda prognozu kotii etkiledigini dogrulamaktadir.

De Bosschere ve ark (2002b), yaptigi calismada progesteron enjeksiyonlarinin,
Kistik bezlerdeki Ostrojen reseptor miktarini ve yogunlugunu azalttigini ortaya
koymaktadir. Yaptigimiz ¢alismada ise daha onceleri egzojen progesteron kullanan
hastalarin immunohistokimyasal incelemesinde endometriyum yiizeyinin hiperplazik
alanlarmin hafif ya da hi¢ ER boyamas1 almadigy, kistik yapilarin ise orta veya hafif
siddetli ER boya aldig1 goriildii. Elden edilen bu sonuglar De Bosschere ve ark
(2002b) tarafindan yapilan arastirma bulgulariyla benzerlik gostermektedir.

Pyometrada medikal tedavinin temelini intravendz hidrasyon ve
antimikrobiyal terapi olusturmaktadir (Fransson, & Ragle, 2003b; Wiebe, & Howard,
2009). Antibiyotiklere ek olarak, uterus igeriginin bosaltilmasi, tedaviye destek
saglamaktadir. Bu amagla, PGF20, prolaktin inhibitorleri ve antigestagenlerin tek
basina ya da kombinasyonlu kullanimlar1 6nerilmektedir. PGF>, nin basarili sonug
verdigi bildirilmesine ragmen, kullanom esnasinda uterus rupturuna, kullanim
sonrasinda ise, hastalarda abdominal agri, kusma, tagikardi, viicut sicakliginda artis ve
hipersalivasyon gibi yan etkilere sebep oldugu ortaya konulmaktadir (Nelson, &
Feldman, 1986). Prostaglandinler ile birlikte prolaktin inhibit6rlerinin kullanilmasi da,
bir diger tedavi se¢enegidir (Baithalu ve ark., 2010). Antiprogestinler ise, progesteron
reseptorleri icin yuksek afiniteye sahip ve progesteronun biyolojik etkilerini
gostermesini engelleyen sentetik steroidlerdir. Bir progesteron reseptor blokori olan
aglepristonun kullaniminin tedavide basarili oldugu ve pyometra tedavisinde tek
basima %75'ten fazla basarili sonug verdigine dair raporlar bulunmaktadir (Jena, Rao,
Reddy, & Raghavan, 2013; Trasch, Wehrend, & Bostedt, 2003). Fieni, Topie &
Gogny (2014) tarafindan pyometrali kopeklerde yapilan ¢aligmada, ilk aglepriston
enjeksiyonu sonrasindaki 2-7 giin boyunca vaginal akintida asamali artis oldugu rapor
edilmektedir. Takip eden giinlerde ise vaginal akintinin kivami purulent, miikdz
takiben ser6z hale doniigmekte, ayni zamanda akinti1 miktarmin da giinden giine
azaldig1 sonucuna varilmaktadir (Fieni ve ark., 2014). Buna ek olarak aglepriston

tedavisinin sistemik yan etkilere neden olmadigi da bildirilmektedir (Fieni ve ark.,
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2001). Bu bilgilerle, aragtirmamiza dahil ettigimiz CEH-P gruplarindaki hastalara sivi
sagaltim1 ve kombine (Seftiriakson ve Metronidazol) antibiyotik tedavileri yapilmis
olup, genel durum ve kan bulgulart izlenerek tedaviye yanitin gergeklestigi
goriilmiistiir. Calismamizdaki CEH-P’li 3 gruba sirasiyla 2, 3, ve 4 doz aglepriston
uygulamalar1 yapilmustir. Ik enjeksiyondan sonra 12-24 saat iginde acik serviks
pyometrali hastalarm vaginal akintilarinin arttig1, kapali serviks pyometraya sahip
hastalarin ise 24 saat icinde vaginal akintisinin basladig: tespit edilmistir. Yapilan
enjeksiyonlarin neticesi olarak, vaginal akint1 karakterlerinin ser6z hale geldigi, istahta
artis ve genel durumlarinda diizelme gozlendigi ve herhangi bir yan etki goriilmedigi
tespit edilmistir. Aglepriston enjeksiyonu sonrasinda tedavi edilen hastalarin klinik
sirecleri ve tedavide basar1 orani, yapilan arastrma sonuglariyla benzerlik

gostermektedir.

Bu ¢alismada, CEH-pyometra nedeniyle olusan inflamatuar siirecin varliginin
gosterilmesi ve 10kosit artiginin ortaya konmasi amaciyla, tedavi 6ncesinde tam kan
saymmi yapilmis ve 16kosit artiglar1 saptanmistir. CEH-pyometra patolojisine sahip
kopeklerde yapilan diger arastirmalarda da benzer sonuglar bildirilmektedir (Patil ve
ark., 2013; Shah ve ark., 2017; Samantha ve ark., 2018). Uterusta bulunan purulent
eksudat kemotaktik etkiye sahip olup, artan granilopoez etkisi ile kan
sirkiilasyonundaki nétrofili sayis1 yiikselmektedir (Singh, Dadhich, & Sharma, 2006).
Calismaya dahil edilen hastalarin notrofil degerleri referans araliginin iizerinde tespit
edilmistir. Bu sonu¢ Singh ve ark (2006) tarafindan yayinladigi sonuglarla paralellik
gostermektedir. Grup CEH-P-1 ve CEH-P-2’deki baz1 hastalarin tedaviye ilk yanit
olarak notrofil sayisindaki azalmaya ragmen, sonrasinda tekrar artisin gozlenmesi,
uterustaki mikroorganizmalarin ve bunlarin toksinlerinden kaynakli olabilecegi ve
ayni zamanda antimikrobiyal direncin varliginin sebep olabilecegi diisliniilmektedir

(Hagman, 2004).

Pyometrada meydana gelen endotoksemi sonucu lenfosit aktivitesinin
bozuldugu, yapilan ¢aligmalar ile ortaya konulmaktadir (Fransson, & Ragle, 2003b ;
Hauptman, Walshaw, & Olivier, 1997). Calismamizda CEH-pyometra’li gruplardan 3
hastada (Salkim, Pamuk, Kasap) 6nemli oranda lenfosit artisinin oldugu tespit edildi.
Salkim ve Pamuk’a tedavi sonrasindaki takip siirecinde, lenfoma tanisi konulmustur.

Lenfosit sayisinda artis meydana gelen hastalarin ileriki donemlerde takibinin
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yapilmast ve lenf yumrularindan 6rnek alinip incelenmesi erken tani ve tedavi igin

faydali olacagini diisiinmekteyiz.

Pyometradan etkilenen kopeklerde RBC degerlerinin referans araliklarinin
altinda olabilecegi arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (Patil ve ark., 2013;
Samantha ve ark., 2018). Calismamizda da 10 hastanin RBC degerlerinin normal
smirlarm altinda oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte CEH-pyometra’li 8 hastada
da hemoglobin degerlerinin, referans araliklarinin altinda oldugu goriildii. Arastiricilar
tarafindan da CEH-pyometra’li kopeklerde hemoglobin diizeylerinde azalma soz
konusu oldugu bildirilmektedir (Dabhi, Dhami, Parikh, & Patil, 2009; Hagman,
Reezigt, Bergstrom, & Karlstam, 2009; Nath ve ark., 2009; Singh ve ark., 2006). Diger
taraftan CEH-P’li gruplara dahil edilen 6 hastada HCT degerleri normal sinirlarin
altinda tespit edilmistir. Trombosit (PLT) sayilar1 da 8 hastada referans degerin altinda
bulunmustur. Pyometrali kopekler arasinda tespit edilen trombositopeni, farkl
yazarlar tarafindan da ortaya konmaktadir (Fransson, 2003a; Samantha ve ark., 2018).
Retikiiloendotelyal sistem tarafindan artan demir afinitesi ve azalan toplam demir
baglama kapasitesi, akut ve kronik inflamatuar hastaliklarla iligskili olmasi ile birlikte,
bu hastalik demir eksikligini ve ardindan anemiyi indiikleyerek RBC, HGB, PLT ve
HCT degerlerinde azalma meydana getirecegi ortaya konmaktadir (Nath ve ark., 2009;
Hagman ve ark., 2009). Ayrica kemik iligi tizerindeki endotoksik etkiler, kan hiicreleri
iiretimine biiyiik oranda etki ettigi bildirilmektedir (Dabhi ve ark., 2009; Hauptman ve
ark., 1997; Nath ve ark., 2009).

Pyometra, renal ve hepatik fonksiyon degisimlerine neden olabilmektedir
(Boryczko, Bostedt, Jurka, Jurka, & Boryczko, 1994). Uterus kaynakli toksinlerin
etkisiyle olusan degisimler serum iire, kreatinin ve AST artisina neden olmaktadir
(Barr, 1990; Bree, Schepper, & Capiau, 1988; Din¢, 1997; Fraser, 1991; Feldman, &
Nelson, 1987). Calismamizda hasta sahiplerinin maddi imkansizliklarindan dolay1
diizenli biyokimyasal analiz takibi yapilamamustir. Aralikli yapilan biyokimyasal
veriler tez igerisine dahil edilmemis olup, sadece tedavi protokoliiniin

diizenlenmesinde kullanilmistir.

Pyometra teshisinde ultrasonografik yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cesitli arastiricilara gore, ultrasonografi bulgularinda, kalinlasmis endometriyum ve
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anekoik/ hipoekoik sivi igeren kivrimli, tubuler yapida (bal petegi gOriintiisii)
genislemis uterus yapismin saptanmasinin, pyometra teshisi i¢in yeterli oldugu
belirtilmektedir (Fayrer-Hosken, Mahaffey, Miller-Liebl, & Caudle, 1991; Voges, &
Neuwirth, 1996). Calismamizda ultrasonografi bulgularinda tipik bal petegi goriintiisii

CEH-Pyometra teshisi i¢in yeterli goriilmiistiir.

CEH-pyometra kompleksi yash kdpeklerde siklikla karsilasilan bir hastaliktir.
CEH ise genellikle yalnizca uterusta sivi akiimiilasyonlarmin varliginin goriilmesi ile
tespit edilebilmekte, dolayisiyla bu durum CEH’in tanismin  konulmasini
zorlagtirmaktadir. Pyometra tanisi, cogunlukla klinik, ultrasonografik ve hematolojik
verilerle ortaya konulmakta, CEH’nin ise hastalik tablosuna dahil olup olmadigi,
histopatolojik sonuglarla ortaya ¢ikmaktadir (Wozna-Wysocka ve ark., 2021).
Calismamizda ise, hastalar yukarida belirtilen parametreler yoniinden degerlendirilmis
ve bu parametreler sadece pyometra teshisini koyabilmek i¢in kullanmistir. CEH-P ve
CEH gruplarmin belirlenebilmesi ve 6zellikle CEH’1i hastalarin degerlendirilebilmesi

icin, histo-patolojik degerlendirme ve siniflandirmalar da tamamlanmuistir.

Ticari kit ve Trizol kullanilarak yapilan mRNA izolasyon sonuglari
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonunda Real time PCR 6lgiimleri i¢in Trizol
kullanilarak elde edilen izolatlar tercih edilmistir. Hastalara ait doku Orneklerinde
Olciilen mRNA konsantrasyonlarinin genel ortalamasi Trizol yontemi kullanilarak elde
edilen sonuglarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. RNA safligini belirlemek i¢in
Olciilen 260/280 oraninin optimal degerinin ise ticari kit kullaniminda oldugu goriildii.
Sonuglarimiz, saflastirma kiti kullanmadan, yiiksek kalitede RNA izolasyonu icin
Trizol yonteminin ekonomik ve tekrar edilebilir bir metot oldugunu desteklemektedir

(Ozalp, Simsek, Akcaglar, & Shenavai 2010).

Kadinlarda siklikla gozlenen endometriyum kanserlerinin temelinde
endokrinolojik nedenler yatmaktadir. Kontraseptif kullanimi, yiliksek progestagenlere
maruz kalma, egzojen Ostrojenlerin endometriyal epitel mitotik aktivite artisma sebep
olmasi gibi hormonal faktorlerin, endometriyal kanserlerin insidansini 6nemli dlgiide
arttirdig1 bildirilmektedir (Schlesselman, 1997; Key, & Pike, 1988; Weiderpass ve
ark., 1999). Bununla birlikte menstrual sikluslarin inflamatorik siire¢le benzer olmasi

ve endokrinolojik faktorlerin bu duruma eslik etmesiyle, endometriyumda meydana
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gelen proinflamatorik ¢evrenin direkt olarak neoplastik degisimlere neden oldugu
bildirilmektedir (Modugno ve ark., 2005). Kopeklerde meydana gelen CEH’nin
patogenezisi net olarak ortaya konmamis olmasina ragmen, medroksiprogesteron
asetat ve tamoksifen uygulamalari, uterus i¢i irritan etkenler, biiyiime faktorleri ve
inflamasyonun (E. coli kaynakli), kopek endometriyumunun anormal cevabi olarak
kabul edilmektedir (De Bosschere ve ark., 2001; Kim, & Kim 2005; Noakes ve ark.,
2001). Kopek ve insanlarda gozlenen endometriyal degisikliklerin endokrinolojiden
koken aldig1 goriilmektedir. Kadinlarin menstrual siklusunun kontroliiniin kopeklerde
oldugu gibi uterolizinlere bagli olmadigi ve kadmlarda siklus dongusu slresince
proinflamatorik cevrenin olusmasina benzer veriler, kopek siklusunda da ortaya

konulmaktadir.

Literatiir verilerine goére, uterusun progesterona asir1 duyarhilifinin CEH-
pyometraya yol agabilecegini One siiriildiiglinden, pek c¢ok arastirmaci tarafindan
kopek uterusunda lokalize olan ER ve PR reseptorlerindeki ekspresyonlar
arastirtlmistir (De Bosschere ve ark., 2002b; De Bosschere ve ark., 2003). Yapilan bir
calismada CEH-mukometra’li kopeklerde, endometriyum ylizey epiteli, kistik bezler
ve myometriyumda, saglikli ve endometritis-pyometrali kdpeklere kiyasla daha fazla
ER skoruna sahip oldugu ortaya konulmaktadir (De Bosschere ve ark., 2002a). Ayni
zamanda egzojen progesteron uygulanan CEH-mukometrali hastalarda, ER skorunun
daha da diisiik oldugu belirtilmistir. Bu ¢alisma verilerine gore, pyometra ve CEH’in
farkli etiyopatogenezise sahip oldugu ve her iki patolojinin birbirinden bagimsiz
degerlendirilmesi gerektigi one siirlilmiistiir. Ancak ¢alismamizda saglikli uterusta
(NK-5) ER boyanmast hem CEH-P gruplar1 hem de CEH-6’daki hastalara goére
oldukca siddetli bulundu ve yapilan arastirmalardan farkli bir sonug¢ elde edilmistir.
CEH’in temel patoloji oldugu tiim hastalarda, toplam 25 hastanin
immunohistokimyasal boyamalarinda, saglikli gruba gére yogunluk ve boyanma orani
diistik bulunmus ve bu farkliligin biiyiik oranda kistik bezler ve hiperplastik alanlardan
kaynaklandig1 ortaya konulmustur. ER boyanmalar1 adi gegen bu bolgelerde orta, zayif

ve negatif boyanmalarla degerlendirilmistir.

Caliymamizda disi kopeklerde aglepristonun uterus reseptorleri iizerindeki
degisiklikleri incelendi ve aglepriston tedavisi yapilan CEH-P-1 grubu hastalardan 1

tanesinde diisik yogunluklu PR boyanmasit goézlendi. Diger tiim aglepriston
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uygulamasi yapilan kopeklerde ve didstrus hastaligi olarak bilinen pyometranin
progestatif fazini yansitacak CEH-P-4 ve NK-5 gruplarinda bile PR boyanmasmin

gOzlenmemesi oldukga dikkat gekicidir.

Calismamizda uterus doku drneklerinde progesteron (PGR) gen ekspresyonu,
CEH-Pyometrali gruplarda en fazla CEH-P-4 grubunda bulundu ve istatistiksel fark
olmamasma ragmen, saglikli diostrus donemi ve aglepriston uygulanan tiim CEH-P’li
kopeklere gore (NK-5) daha yiiksek ekpresyon seviyeleri elde edilmistir. Gruplar
icinde NK-5 ile CEH-P-4 ve CEH-6 arasindaki istatistiksel degerlendirmede, CEH-6
grubu her iki gruba gore yiiksek PGR ekspresyonu bulundu. PGR gen ekspresyonunun
yiiksek olmasina ragmen protein diizeyinde reseptorlerin tespit edilememesi, post-

transkripsiyonel hata oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu tezatlik, progesteron reseptoriiniin iki farkli izoforma sahip olmasi, ve/veya
alternatif u¢ birlestirme (alternative splicing) transkriptlerinin kodlanmamis reseptor
varyant1 olarak karsimiza ¢ikmasiyla iligkili olabilir (Samalecos, & Gellersen, 2008;
Skrzypczak ve ark., 2015; Fabris ve ark., 2017). Progesteron reseptorlerini kodlayan
genler ekson-atlama (Exon-skipping) yada ekson-kopyalanmasina (exon-duplication)
ile ug birlestirebilir (Skrzypczak ve ark., 2015). Progesteron reseptoriinin belirlenen
iki farkli izoformu; isoform A (PRA) ve izoform B (PRB) bir tek genden, farkli
promotorlarin regiilasyonu transkripte edilebilir. Bu durum alternatif u¢ birlestirme
nedenli olup, ve her splice varyantin proteine doniistiiriilemeyecegini gosterir. Bu tip
kodlama hatalarina ise en ¢ok malign olgularda rastlanir. Képek meme tiimérlerinde,
genden proteine ge¢is kontroliiniin kaybolmasi ile, immun boyanma ve gen
kodlamalar1 arasinda meydana gelen farkliliklarina siklikla rastlanmaktadir (Chang ve
ark., 2009).

Bu sonuglar herhangi bir bilimsel veriyle karsilastirilamadi ancak CEH-6’da
enfeksiyon gdzlenmeyen hastalarda progesteron reseptor gen ekspresyonunun yiksek
olmasi, patolojinin yine insan endometriyum kanserlerinde oldugu gibi steroid hormon
etkisinde olabilecegini gostermektedir. CEH’de protein ve gen seviyelerindeki
farkliliklarin tespit edilmesi, endometriyumun bir sonraki asamada daha siddetli

farklilagmasina neden olabilecek oncii veriler sakladigini diisiinmekteyiz.
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5.1. Gruplar Arasi Ekspresyonel Farkhhklar

Kronik inflamasyonun endometriyum kanseri dahil birgok malignitede rol
oynadig1 bildirilmektedir. Kanser ile inflamasyonun en 6nemli baginin prostaglandin
mekanizmasinin oldugu ve prostaglandin sentezi basamaklarinda meydana gelen gen
regiilasyon farkliliklarinin tiimdrlesme ve tiimor gelisiminde 6nemli rol oynadigi
aciklanmaktadir (Modugno ve ark., 2005). Epitel hiicrelerinde PTGS2/COX2
ekspresyonunun; bilyiime faktorleri, onkojen ve karsinojen stimulasyonuyla arttigi ve
PGE2 ile birlikte neoplastik degisimlere neden oldugu ortaya konulmaktadir
(Herschman, 1996; Subbaramaiah ve ark., 1996). PTGS2/COX2, inflamasyon ve
kanser gibi bircok patolojik ve bazi fizyolojik olaylarda rolii olan 6nemli bir
prostaglandin ve tromboksan A2 kaynagidir (Silva, Leitdo, Ferreira-Dias, Lopes da
Costa, & Mateus, 2009; Sangiuliano, Pérez, Moreira, & Belizario, 2014). Insanlarda
oldugu gibi, kiiciik hayvan onkolojisinde de PTGS2/COX2’nin yiiksek
regiilasyonunun belirlenmis olmasi, bu patolojilerde prognostik ve diagnostik 6neme
sahip bir parametredir (Dore, 2011; Szweda, Rychlik, Babinska, & Pomianowski,
2019). Calisma gruplarimizda enfekte uterusa sahip tiim kopeklerde (CEH-P-1-2-3-4)
PTGS2/COX2 ekspresyonunun saglikli NK-5 grubuna gore istatistiksel olarak yiksek
bulunmasi, bu artigin enfeksiyona bagli olarak gelistigini diisiindiirtmekte ve bu alanda
yapilan ¢aligmalarla uyumluluk gostermektedir (Silva ve ark., 2010; Voorwald ve ark.,
2015) Bu duruma ek olarak ¢alismamiza dahil edilen CEH-P-4, NK-5 ve CEH-6
gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede ise fark gozlenmis ve
enfeksiyonsuz CEH (CEH-6) olgularinda da PTGS2/COX2 ekspresyonunun artisi
onemli bulunmustur. Kopeklerde endometriyum hastaliklariyla iliskili yapilan
arastrmalarda; mukometra, endometritis ve pyometra gibi patolojilerde
PTGS2/COX2 ekspresyonunun artis1 belirlenmektedir (Garcia Mitacek ve ark., 2017;
Silvave ark., 2010; Veiga ve ark., 2017; Voorwald ve ark., 2015). Ancak enfeksiyonun
eslik etmedigi CEH olgularinda, PTGS2/ COX2 artisinin degerlendirildigi baska bir

calisma bulunmadigindan, tarafimizca belirlenen bu artis 6nem arz etmektedir.

PTGS2/COX2’nin PGE?2 ile birlikte merkezi inflamasyon yolaginda yer alarak,
enfeksiyon olgularinda her iki genin ekspresyonunun artisi ortaya konulmaktadir.
Ayn1 zamanda bir¢ok kanser tipinde, neoplastik transformasyon ve karsinogenezisle

sonuglanan, apoptozise direng gdsterme, proliferasyon hizi ve invazyon artiginda

131



onemli rol aldiklar1 belirtilmektedir (Tsujii, & DuBois, 1995; Ye ve ark., 2020). Kugtik
hayvanlarda gozlenen bir¢ok neoplazmada, PTGS2/COX2’nin PGE2 ile yakindan
iligkili oldugu ve kdpek hiicre hatlarina COX-2 inhibitorii uygulanmasiyla PGE2
sentezinin bloke edildigi tespit edilmektedir (Dore, 2011). Hiicrelerde PGE2
transformasyonunda PTGS2/COX2 ile birlikte calisan PTGES (prostaglandin E-
sentaz)’dir (Park, Pillinger, & Abramson, 2006). Calismamizda PTGES ekspresyonu
CEH-P-1-2-3-4 igindeki tum hastalarda kontrol grubuna (NK-5) gore yuksek
bulunmustur. Ayn1 zamanda, CEH-P-4, NK-5 ve CEH-6 gruplar1 arasinda yapilan
istatistiksel degerlendirmede ise fark gozlenmis ve bu fark CEH-6 grubunun yiksek
ekspresyonel artisindan kaynaklandigi goriilmiistii. CEH-pyometra hastalarindaki
PTGES gen transkripsiyon duzeyi, enfeksiyonla iliskilendirilmis olup, benzer
arastirmalarla karsilastirildiginda ayni sonuglar elde edildigi saptanmistir (Silva ve
ark., 2009; Silva ve ark., 2010). Ancak enfeksiyon tasimayan CEH’li uterus
orneklerindeki (CEH-6) PTGES regiilasyon artismmin  (upregiilasyonunun),
PTGS2/COX2 ekspresyon artisindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. CEH’li
uteruslarin inflamasyonla iliskilendirilemeyen ve her iki parametrenin birlikte
yiikselen ekspresyon grafigi muhtemelen farkli bir mekanizmay1 kontrol etmekte

oldugunu diistindirmektedir.

PGE2, vaskiler endotelyal blytime faktori (VEGF) ve fibroblast blyime
faktord 2'nin (FGF2) ekspresyonunu uyararak, PGE2’nin tanimlanmus alt reseptorleri
olan PTGER1, PTGER2, PTGER3 ve PTGER 4’e etki etmektedir (Ashby, 1998).
Yapilan ¢alismalarda kanser gelisiminde PTGERI1, tiimdr hiicresi gogline, istilasina ve
hiicrelerin hipoksi ortamma uyum saglamasma aracilik etmekte (O’Callaghan, &
Houston 2015), PTGER2, anjiyogenezi indiklemekte ve anti-timér immin tepKisini
azaltmaktadir (O’Callaghan, & Houston 2015). Yiksek PTGER3 ekspresyonu ise
endometriyal karsinomlarda genel sagkalim ile iliskili parametre oldugu bildirilirken,
Zhu ve ark (2018) PTGER4’iin endometriyal adenokarsinom dokularinda PGE2'ye
yanit olarak artisimin gozlendigi ortaya konulmaktadir (Jabbour ve ark., 2001).
Kadinlarda goriilen jinekolojik kanserlerde COX2-PGE2-EPs merkezi inflamatorik
yolak olarak kabul edildiginden, tani, tedavi ve prognoz yoniinden en Onemli
sinyalizasyon mekanizmasi haline geldigi ortaya konulmaktadir (Ye ve ark., 2020).

Kadm endometriyal kanserlerinde, PTGER2, PTGER4 ve cAMP’nin yiiksek
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ekspresyonu, PGE2’ye cevap olarak belirlenmektedir. Bu cevap PGE2’nin Vaskuler
Endoteliyal Growth Faktorl (VEGF), EP2-cAMP iliskili epidermal biiylime faktor
transaktivasyonu ve hiicre dis1 sinyal-kontrollii kinaz 1/2 (ERK1/2) yolaklarini
kullanarak stimule ettigi ortaya konulmaktadir (Jabbour ve ark., 2001; Sales ve ark.,
2004). Yine PGE2’nin PTGER4 reseptorii aracilifiyla proliferasyon ve invazyonu
artirdig1 ve bunun i¢in Wnt/B-katenin sinyalizasyon yolagini aktive ettigi agikca
belirtilmektedir (Ke ve ark., 2016). Calisma gruplarimiz iginde, CEH-P-1-2-3-4’lin
PTGER2’1 yoniinden saglikla gruba gore istatistiksel olarak fark gdzlenmemesine
ragmen ylksek ekspresyon degerleri elde edilmistir. Bu artisin muhtemelen
enfeksiyona bagl oldugu diistiniilmektedir. Tedavi almamis CEH-pyometra grubunun
(CEH-P-4), saglikli gruptan (NK-5) daha yiiksek PTGER2 ekspresyon oranlarina
sahip olmasi, enfeksiyonun muhtemelen prostaglandin mekanizmasini tetikledigini
goOstermektedir. Enfeksiyonsuz CEH grubunda (CEH-6) saglikli gruba gore (NK-5)
diisiik ekspresyon oranlariin bulunmast ise ilgi ¢ekicidir. Ayn1 zamanda CEH-6 grubu
hastalarinda, PTGER4’{in hem saglikli kontrol (NK-5) hem de CEH-P-4 gruplarina
goOre istatistiksel olarak bir fark olmamasmna ragmen daha yiiksek seyretmesi,
PGE2’nin beklenen yolaklardan farkli bir mekanizmayla PGE2 cevabini
olusturdugunu diistindiirmektedir. PGE2’nin dort farkli alt reseptor tipinin farkli tiimor
tiplerinde, farkli kombinasyonlarda aktive edildigi ve farkli cevaplari olustugu ortaya
konulmaktadir. Jinekolojik kanserlerde COX-2-PGE2-EPs iliskisi agik¢a belirlenmis
olmasina ragmen, alt reseptdr tiplerinin, hangi kombinasyonlara etkili olduguna dair
caligmalar kisithidir (Ye ve ark., 2020). Kolon kanserinde PTGER-1 ve PTGER 4’iin
birlikte aktive oldugu verilerinin yaninda, deri kanserlerinde PTGER-2’nin rol aldig1
belirlenmektedir (Dore, 2011). Yapilan arastirmalarda endometriyal kanser
olgularmda, PTGS2 ve PTGES yiiksek ekspresyonlar1 belirlenirken, kolon
kanserlerinde gozlenen PTGER4-cAMP yolagi araciligiyla endometriyal
tumorigenezise neden olabilecegi savunulmaktadir. Bunun &tesinde PTGER2 ve
PTGEFR reseptorleri Gs ve Gq yolaklarini kullanarak cAMP sinyalizasyonunu arttirdig1
bildirilse de benzer bir mekanizmanin PTGER4 araciligiyla endometriyal timor hiicre
biiylimesine yol agacagi diisiiniilmektedir (Abera, Sales, Catalano, Katz, & Jabbour,
2010; Chell ve ark., 2006; Jabbour ve ark., 2001). Yukaridaki literatiirlerde goriildiigii
Uzere cesitli kanser tiplerinde, PTGS2’ye ek olarak farkli alt reseptdr tiplerinin bu
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artiglarda rol aldigi goriilmektedir. Sonuclarimiza gore CEH-P-4, NK-5, CEH-6
arasinda PTGS2/COX2 ve PTGES’nin enfeksiyonsuz CEH hastalarinda (CEH-6)
yiilksek olmast ve bu yiikseklige sadece PTGER4’iin eslik etmesi, CEH’nin

mekanizmasinda, muhtemelen farkli yolaklar kullandigini gostermektedir.

PGH2’nin PGFa,’ya doniistiirilmesinde PGFa.-sentaz  (PGFS) gorev
almaktadir. PGFS uterus dokusunun patolojik degisimlerinde dnemli rol oynayan ve
PTGS2/COX2 ile birlikte ekspresyonu artan bir enzimdir (Silva, ve ark., 2009; Silva
ve ark., 2010). Ayrica PGFa,, etkisini G-protein bagimli bir reseptor (G- protein
coupled receptor) olan PTGFR araciligiyla meydana getirmektedir (Asselin, & Fortier
2000; Breyer, Bagdassarian, Myers, & Breyer, 2001; Madore ve ark., 2003). Calisma
gruplarimiz i¢inde PGFS’in CEH-P-1-2-3-4’{in saglikli gruba (NK-5) gore yiksek
ekspresyonlarda  olmasi, bu artisin  enfeksiyon kaynakli  olabilecegini
diistindiirmektedir. Ancak, CEH-P-4, NK-5, CEH-6 arasinda yeni bir karsilastirma
yapildiginda PGFS’in enfeksiyonsuz CEH (CEH-6) hastalarinda kontrol grubuna
yiiksek ekspresyon degerleri bulunmus olmasina ragmen istatistiksel olarak fark

sunulmamakla birlikte bu artisa PTGFR’e eslik etmektedir.

Gruplar icinde NK-5 kontrol grubu olarak degerlendirilip CEH-P-4 ve CEH-6
arasindaki istatistiksel degerlendirmede ise CEH-6 grubu her iki gruba gore yiksek
PGR ekspresyonu bulunmustur. Bu sonuglar herhangi bir bilimsel veriyle
karsilagtirilamamistir ancak CEH-6’da  enfeksiyon gozlenmeyen hastalarda
progesteron reseptdr gen ekspresyonunun yiiksek olmasi, bu patolojinin insan
endometriyum farklilasmasmda oldugu gibi, steroid hormon etkisinde olabilecegini

gostermektedir.

Arastirma  sonuclarimizda ~ CEH-P-4, NK-5, CEH-6  arasindaki
degerlendirmede PTGS2/COX2, PTGES, PTGER4, PGFS ve PTGFR (FP) reseptorii
ekspresyonlar1 sadece enfeksiyonun dahil oldugu CEH- pyometra (CEH-P-1-2-3-4)
hastalarinda degil, enfeksiyonsuz CEH (CEH-6) olgularinda da kontrol grubuna (NK-
5) gore yuksek bulundu. En yiksek transkripsiyonel aktivitenin CEH-P-1-2-3-4
hastalarinda olmas1 enfeksiyona bagli oldugu diisiiniiliirken, CEH-6 hastalarinda
enfeksiyon olmaksizin yliksek ekspresyon verileri CEH’nin siradan bir patolojik

degisim  olmayabilecegini  goOstermektedir. Bununla  beraber jinekolojik
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karsinogeneziste etkili merkezi inflamatorik yolaktan (COX2-PGES-EPs) farkli
oldugunu diisiindiigtimiiz CEH-6 hastalarinda, PTGS2/COX2, PGES, PTGER4, PGFS
ve PTGFR (FP) yiiksek ekspresyonel farkliliklari, muhtemelen bahsedilen bu yolagin
kullanimiyla, patolojik degisimlere, belki de progesreyon siiresince, siddetli

endometriyal farklilasmaya neden olabilecegini akla getirmektedir.

5.2. Aglepriston Tedavisinin Gruplar Arasi Ekspresyonel Farkhhklar

Uzerindeki etkisi

CEH-pyometra’li hastalarda aglepriston ile uygulanan tedavi protokoliine gore
PTGS2/COX2 ekspresyonu degerlendirildi ve hi¢ tedavi almayan hastalarda en ytiksek
ekspresyon degeri belirlenirken, 2 ve 3. doz aglepriston uygulamalarindan sonra
PTGS2/COX2’nin ekspresyonunda azalma, 4. doz uygulanmasindan sonra ise
regiilasyon artis1 tespit edilmistir. Bir progesteron blokor aracilifiyla yapilan pyometra
tedavisinde PTGS2/COX2 ekspresyonuna ait baska bir caligma bulunmadigindan,
tedavi slresince azalan ekspresyon verilerinin tamamen uterus ici enfeksiyon ile

iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Kopeklerde luteolizisi, uterusa bagh olmaylp immun-iligkili faktorlerce
gerceklesmektedir (Hoffmann, Bisges, Engel, Kowalewski, & Papa, 2004). Ancak
gebe uterusun dogum siiresince, oncelikli olarak myometrial kontraksiyonlar1 kontrol
etmek amaciyla, plasental orijinli prostaglandinlere ihtiya¢ duymaktadir. Abort/dogum
indiiksiyon amaglh aglepriston enjeksiyonlar1 sonrasinda ani artis gosteren
PTGS2/COX2 ekspresyonu belirlenmesine ragmen, yangili durumlarda bu enzimin
azalig gostermesinin sebebi CEH-pyometra hastaliinda, gebeligin ve plasental
prostaglandinlerin olmamasi1 ve ekspresyonel degisimlerin tamamen uterustaki
inflamatuar siiregle ilgili oldugu sanilmaktadir (Kowalewski, Kautz, HoOgger,
Hoffmann, & Boos, 2014).

En yiiksek PTGES gen transkripsiyonu, aglepriston uygulamasi yapilmayan
CEH-P-4 grubu 6rneklerinden elde edilirken, tedavi siresince her bir enjeksiyondan
sonra alman doku Orneklerinde dereceli azalma dikkati c¢ekmektedir. Yapilan
aragtirmalarda pyometra tedavisi siiresince, aglepristonun prostaglandin sisteminde
nasil degisiklik yaptigma iliskin bilgi bulunmadigindan, aglepristonla uyarilmis

dogum/abort indiiksiyon ¢aligmalar1 baz alinmistir. Ancak yine dogum zamaninda
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ihtiya¢ duyulan prostaglandinler, interplasental uterus bolgesinden koken almakta ve
PTGES nin regiilasyonunun artiginin aglepiston uygulamasi sonrasinda gerceklesmesi
dikkati cekmektedir (Kowalewski ve ark., 2014). Pyometra tedavisi siresince
aglepriston uygulamasina ragmen PTGES ekspresyonunun kademeli diisiisii yine

uterus igerigiyle ve enfeksiyon oraniyla dogrudan iliskili oldugu sanilmaktadir.

Calismamizda PTGER2 ve PTGER4 ekspresyonu aglepriston tedavisi alan
gruplar arasinda degerlendirilmistir. Yapilan diger c¢alismalarda CEH-pyometra
hastalarinda bu iki genin regiilasyonuna iliskin veri bulunmamaktadir. Ancak
aglepristonun, dogum i¢in kullanildigi kopeklerde, PTGER2 ekspresyonunun yiiksek,
PTGERA4 ekspresyonunun ise degismeden kaldig1 goriilmektedir (Kowalewski ve ark.,
2014). Caligmamizda PTGER2’nin, aglepriston uygulamas: yapilan CEH-1-2-3
gruplarinda CEH-P-4 gruplarindan daha yiiksek ekspresyonlar elde edilerek, yine
dogum mekanizmasindaki benzer sonuclar1 géstermesi, aglepristonun hem pyometra
tedavisinde, hem de dogum indiiksiyonunda benzer mekanizmay: stimiile ettigi
disiiniilmektedir. PTGER4 ekspresyonu ise aglepriston uygulanan CEH-1-2-3
gruplarinda, CEH-P-4 grubuna gore daha diisiik regiilasyonlar tespit edilmis ve bu

durumun enfeksiyon oranlariyla iligkili oldugu diistiniilmektedir.

Disi kopeklerde, proinflamatorik mediatrlerin kontrol edilmesinde etkili
prostaglandin enzimleri, PTGS2/COX2 ve PTGES’e ek olarak, ayn1 doku spesifik
terminal sentez olan PGFS’dir. Bu enzimlerin tiimii endometriyumun fizyolojik ve
patolojik degisimlerinde 6nemli rol oynamaktadir (Silva ve ark., 2009). Pyometra
olgularinda, endotoksin salinimmin endometriyal PTGES ve PTGS2/COX2 ile birlikte
PGFS ekpsresyonunu da arttirdigi ¢alismalarla ortaya konulmaktadir (Silva ve ark.,
2009; Silva ve ark., 2010). Caligmamizda da, aglepriston tedavisi gormeyen CEH-P-4
grubu hastalarindan alinan 6rneklerde, saglikli gruba gore (NK-5) ¢ok yiiksek PGFS
ekspresyonu tespit edilmis ve sonuclarimiz yapilan arastirmalarla benzerlik
gostermistir. PGFS’nin, daha onceki caligmalarda sadece pyometra olgularinda
degerlendirildigi, ancak PGFS’nin c¢esitli tedavi protokollerine bagli olan
degisimlerinin ele alindigi ¢alismalar ise bulunmamaktadir. Calismamizda 2 doz
aglepriston uygulamasindan sonra PGFS ve PTGFR ekspresyonunda azalma, 3 ve 4.
doz uygulamalarindan sonra ise kademeli olarak artis belirlenmistir. Aglepriston

uygulamasi, endometriyumda mononiikleer immiin hiicre infiltrasyonu araciligiyla

136



akut inflamatuar reaksiyona neden olmaktadir (Kacprzak ve ark., 2015).
Inflamasyonda gorev yapan nétrofiller ise prostaglandin E2 (PGE2) igin 6nemli bir
kaynaktir (Wright, Moots, Bucknall, & Edwards, 2010). Hayvan modellerinde, PGFS
ekspresyonu, akut inflamasyon sirasinda azalmakta, yalnizca ¢oziilme fazinda
(homeostazise doniis) yeniden yilikselmektedir, bu da adi gegen enzimlerin
inflamasyonun ¢6ziilmesindeki olasi rollerini gosterir (Scher, & Pillinger, 2009). Bu
aciklamaya bagl olarak, ¢calismamizda aglepriston enjeksiyonlar: ile tedavi yapilan

gruplarda PGFS artisinin muhtemel sebebi oldugunu diisiinmekteyiz.

Aglepriston uygulamasimin, pyometra olgularinda klinik olarak olumlu sonug
verdigi agiktir. Uygulama sonrasinda kisa siirede serviksin agilarak, uterus i¢eriginin
bosaltilmasinda 6nemli etkileri oldugu goriilmekte ve ¢calismamiz dahil bir ¢ok klinik
arastirmada olumlu yonleriyle ortaya konmaktadir. Ancak 2, 3 ve 4 doz aglepriston
uygulamasinin, prostaglandin sentez enzimleri lizerindeki etkileri incelendiginde,
gruplar arasinda istatistiksel fark olmamasma ragmen, prostaglandin sentez
enzimlerinin ekspresyonlarinda degisiklik meydana gelmektedir. Bu degisiklikler
incelendiginde en 6nemli akut etkinin, ilk 2 doz uygulamasindan sonra meydana
geldigi goriilmektedir. Klinik verilerle paralel degerlendirildiginde ise 24 saat aralikli
2 doz uygulamasindan sonra hastalarda serviks a¢ikligi, vaginal akint1 artigi, genel
durumda iyilesme gozlemlenmistir. Bu sonuglara gore 3. ve 4. dozun uygulanmasinin
uterusta gen bazinda 6nemli degisikliklere neden olmadig1 goriilmektedir. Ancak
gbdzlemlerimize gore, bazi hastalarda uterusun ultrasonografik verileri, igerik durumu
ve genel durum degisikligine iliskin ek enjeksiyonlara ihtiya¢ duyulabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu durumda aglepriston uygulamasinin uterus prostaglandin gen
enzimleri lizerindeki regiilasyon arttirici etkisi en ¢cok 2 doz, ileri vakalarda ise 3 doz

uygulamasiyla siirl birakilabilecegi kanaatindeyiz.

Ayrica tam tedavi almig (4 doz) kopeklerin OHE operasyonlar1 son
enjeksiyondan 1-3 giin sonra yapildiginda (ortalama 2 giin), ozellikle E. coli
pyometralarda, uterus igeriginin temizlenmedigi, miikdz kivamda koyu renkli uterusa
yapisik igerikle karsilagildi. Kopeklerde uterusun enfeksiyon ve toksinlerine karsi ilk
direnci, TLR 2 ve TLR 4 araciligiyla ger¢ceklesmektedir. Bu reseptorler, prostaglandin
sentezini uyararak, uterin defans mekanizmasmni artrma yoluna gider. Daha

sonrasinda ise PGES ve PGFS lokal inflamatorik cevabi kontrol etme gorevini
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ustlenmektedirler (Silva ve ark., 2010). Bu bilgilerle hastalarin genel durumlarinin
iyilesmesinden sonra, operasyon tercih edilmeyen hastalarda, enjeksiyon sayisini
artirmak yerine, Toll-like reseptorler ve prostaglandin mekanizmasinin ¢alismasina,

dogal immun yanitin olugsmasina izin verilmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Kopek adenokarsinomasi nadir gdzlenen uterin neoplazmdir (Cave, Hine,
Howie, Thompson, & Argyle, 2002). CEH-P ile ayni uterusta go6zlenen
adenokarsinoma vakasi bildirilmistir (Jankowski, Adkesson, Langan, Haskins, &
Landolfi, 2012). Benzer ¢oklu patolojiye sahip kedi vakasi da bulunmaktadir
(Sapierzynski, Dolka, & Cywinska, 2009). Bu patolojinin ¢cok nadiren gézlenmesinden
dolayi, kopek ve kedilerde, CEH ve adenokarsinoma arasindaki iliski, halen
bilinmemektedir. Fakat kadinlarda, hafif ya da basit hiperplazilerin, gelecekte

endometriyum kanserine doniisme riski bilinmektedir.

Bu doneme kadar kopeklerde gozlenen CEH olgulari, neoplazi olarak kabul
edilmemistir. Hem CEH hem de adenokarsinomun ayni uterusta goriilmiis olmasi
ancak molekiiler diizeyde calismanin yapilmamis olmasi, halihazirda yeni sorulari
beraberinde getirmektedir. Prostaglandin gen ekspresyonunun yiksek seviyeleri,
enfeksiyonsuz olgularda bile endometriyumun farklilasmasinda 6nciil bir patolojiyle
iliskilendirilebilir. CEH g¢ogunlukla pyometra ile birlikte tan1 almakta ve OHE ile
tedavisi sonu¢lanmaktadir. Eger bu olgularin daha uzun siire takip edilebilmesi ya da
kopekler bu patolojiyle daha uzun siire yasayabiliyor olsalardi, bu sorunun cevabini

almanin ¢ok daha kolay olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak diisiik ER skorlar1 ve yiiksek prostaglandin enzim
ekspresyonlarinn = CEH  olgularinda  belirlenmesi, endometriyumun siddetli

farklilagmaya girmesinden onceki ilk 6nemli asama olabilecegi sonucuna varilmaistir.
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BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLER] YEREL ETIK KURULU (HADYEK)

Sayi: B.30.2 ULU.0.8Z.00.00 11T 08.09.2020
Konu: Dilekgeniz

Prof. Dr. R. Gézde OZALP

ILGI: 10.08.2020 Tarihh Dilekgeniz

Dilekgeniz Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneylen Yerel Etik Kurulu'nun
08.00 2020 tarihli toplantisinda  gOrigiimasgtor.  ~Kistik Endometrial Hiperplazi
Kapeklerin Endometrium Kanser midir? baghkh araglirma projesinin kontrol grubu
izin & adet safkh ktpek uterus omegi olarak Yikdinm Betediyesinin rutin OHE
speragyonunda alnan organiann kullanimas: falebinizin uygun okduguna karar
werimigtir.

Prof. Dr. Gakhan GOKTALAY
HADYEK Bagkani
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9. TESEKKUR

Hayatimin her alaninda oldugu gibi doktora egitimim ve ¢aligsmalarim boyunca degerli
tecriibeleri ve engin bilgileri ile bana yol gosteren, her zaman ve her kosulda yanimda var
olan, 6grencisi olmaktan her zaman gurur duyacagim danigsman hocam Prof. Dr. R. Gozde
OZALP’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora programina baslamam ile birlikte hayatima giren, yol gosterici ve olumlu
tavriyla beni her zaman cesaretlendiren Seyide OZALP’e siikranlarimi sunar ve tesekkiir
ederim.

Akademik olarak gelismemde katkilar saglayan ve yoluma 1s1k tutan hocalarim Prof.
Ahmet GUMEN, Prof. Yavuz NAK, Prof. Dr. Deniz NAK, Prof, Dr. Abdiilkadir KESKIN ve
Prof. Dr. Giilnaz MECITOGLU"na tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez galismasi boyunca hastalarin degerlendirilmesinden laboratuvar siirecinin
tamamlanmasina kadar gegen siirecte higbir zaman desteklerini esirgemeyen Prof. Dr. Ozgiir
OZYIGIT, Dog. Dr. Hiiseyin CIHAN, Dr. Ozkan YAVAS, Berkay BOZKURT, doktora
ogrencisi Ozge BARI ve doktora 6grencisi Ahmet AKTARa en igten tesekkiirlerimi sunarmm.

Tez ¢aligmasi boyunca materyal toplama konusunda bize her zaman destek veren
Yildirim Belediyesi Veteriner Isleri Miidiirii Mehmet ALTUNTAS ve Veteriner Hekimi Asli
KARGI’ya , Pet Bursa Veteriner Klinigi Veteriner Hekimlerinden Giil ARSLAN, Ozge
ILKOVA YILDIZ ve Selin CAVUSOGLU na, Fiona Hayvan Hastanesi Veteriner Hekimi
Samet AYDIN ve ekibine ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca kosulsuz sevgi ve sevkatle yanimda olan ve desteklerini
esirgemeyen canim ailem Giilsen KORLU, Ceren KORLU OZGUN, Veysel OZGUN’e ve
ozellikle beni her zaman destekleyen bu yolda ilerlemem konusunda beni sevklendiren canim
babam Basri KORLU’ya goniilden tesekkiir ederim. Tiim nesesiyle beni her zaman motive
eden bitanecik yegenim Civanmert OZGUN’e kucak dolusu sevgilerimi iletiyorum.

Her zaman yanimda olan dostlarim Dr. Havva Kurnaz, doktora 6grencisi Dila DAYT,
doktora 6grencisi Nevda GUREL, veteriner hekimi Burtan TUTUNCU ve veteriner hekimi
Emre Cem ERCIN’e tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez ¢alismasinin gerceklestirilebilmesi i¢in akademik ve maddi destek saglayan Bursa
Uludag Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri (BAP) Birimi’ne (Proje No: DDP(V)-
2020/8) tesekkiirii bir borg bilirim.
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10. OZGECMIS

Lise 6grenimini 2011 yilinda Antalya Lisesinde tamamlamistir. Ayni1 yil Bursa
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesinde iiniversite egitimine baslamis ve 2017 yilinda
mezun olarak Veteiner Hekim iinvanmi almaya hak kazanmistir. Bursa Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dalinda 2017 y1il1 gliz doneminde doktora
programina baslamis ve YOK 100/2000 Molekiiler Onkoloji bursiyeri olarak gérev almustir.
Doktora egitimini siirecinde c¢esitli arastirmalarda yer almis ve uluslararasi indekslerde
taranan dergilerde yer alan makaleleri bulunmaktadir.
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