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OZET

Amag: HSG islemi esnasinda kullanilan lipiodol, tetrasiklin ve radyasyonun rat over yiizey epiteli iizerine etkisinin incelenmesi.
Materyal ve Metod: 40 adet eriskin, diizenli siklusa sahip Wistar albino cinsi disi rat, estrus fazinda, rastgele, dort gruba ayrild.
G1: (n=10): Batin acilip kapatilan ve X ray uygulanmayan grup.

G2: (n=10): Batin acilip kapatilan ve X ray uygulanan grup.

G3: (n=10): Batin agilp her bir uterin horna 0.1 ml Lipiodol uygulanan grup.

G4: (n=10): Batin agilip 10mg/kg/ip. Tetrasiklin uygulanip, 15 dakika sonra her bir uterin horna 0.1 ml Lipiodol uygulanan grup.
Batinlari kapatilan G2, G3 ve G4'teki ratlara 2 ser dakika ara ile 3 kez tiim viicut radyasyonu uygulandi (toplam doz=15-20
miliRad). Tiim ratlarin 3 saat sonra batinlari tekrar agildi, sol ooferektomi yapildi. Sol over drnekleri formaldehitle tespit edildi.
Hematoksilen Eozin ile boyanan preparatlarda Tabakalanma, tafting, kromatin diizensizligi, nukleus kontiir diizensizligi, nukleus
boyutunda artis, Nukleus/Stoplazma oramnda artis, pleomorfizm, nukleoli varligi, mitoz ve hiperkromazi incelendi. Her bir
parametre icin ordinal skala (yok=0 puan, az var=1 puan, var=2 puan, ¢ok var=3 puan) olusturuldu ve hepsi toplanarak toplam
over yiizey epitel degisikligi puant hesapland.

Verilerin istatistiksel analizi icin One Way Anova kullamildi.Post Hoc test olarak Tukey HSD test kullanildr ve p<0.05 anlaml kabul edildi.
Bulgular: G2’de diger gruplara gore nukleoli varligi ve mitoz degerleri benzer (p>0.05, Tukey HSD test), diger tiim parametreler
(tabakalanma, tafting, kromatin diizensizligi, nukleus kontiir diizensizligi, nukleus boyutunda artis, Nukleus/Stoplazma oraninda
artis, pleomorfizm ve hiperkromazi) anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05, Tukey HSD test).

G2’deki zararli etki lipiodol kullanimu ile azalmakta, tetrasiklin eklenmesi bu zararl etkiyi dahada azaltmaktadir.

Sonug: HSG islemi esnasinda lipiodol ve terasiklin kullamnu radyasyonun over yiizey epiteli iizerine olan kanserojen etkilerini onlemektedir.

Anahtar kelimeler: lipiodol, over yiizey epiteli, radyasyon, rat, tetrasiklin

SUMMARY
Examination of the Effect of HSG Procedure on Ovarian Surface Epithelium: Experimental Study

Objective: To examine the effect of lipiodol, tetracycline and radiation used during HSG procedure on ovarian surface epithelium in rats.
Material and method: Forty Wistar albino species, adult, female rats that had regular cycles were randomly allocated to 4 groups
in the estrus phase.

G1I: (n=10): The group in which the abdomen was opened and closed without X ray application.

G2: (n=10): The group in which the abdomen was opened and closed, and X ray was applied.

G3: (n=10): The group in which the abdomen was opened and 0,1 ml. lipiodol was applied to each uterine horn.
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G4: (n=10): The group in which the abdomen was opened, and 10 mg/kgl/ip tetracycline application was followed, after 15 minutes,
by 0,1 ml lipiodol application to each uterine horn.

After their abdomens were closed, the rats in G2, G3 and G4 were exposed to 3 times whole body radiation with 2-minute intervals
(total dose = 15-20 miliRad). The abdomens of all rats were re-opened after 3 hours and left oophorectomy was performed. Samples
of left ovaries were fixated in formaldehyde. After the preparations were stained with hematoxylin eosin, stratification, tafting,
chromatin irregularity, nuclear contour irregularity, increase in nucleus size, increase in nucleus/cytoplasm rate, pleomorphism,
presence of nucleoli, mitosis and hyperchromasia were examined. An ordinal scale was formed for each parameter (none=0 points,
slightly present=1 point, present= 2 points, markedly present=3 points) and total points of change in ovarian surface epithelium
was calculated by adding all.

One Way Anova was used in the statistical analysis of data. Tukey HSD test was employed as Post Hoc test and p<0,05 was
considered significant.

Results: Presence of nucleoli and mitosis values were found similar (p>0,05, Tukey HSD test), but all other parameters (stratification,
tafting, chromatin irregularity, nuclear contour irregularity, increase in nucleus size, increase in nucleus/cytoplasm rate,
pleomorphism, and hyperchromasia) were significantly higher in G2, when compared to other groups (p<0,05, Tukey, HSD test).
The detrimental effect seen in G2 diminishes with lipiodol use and is further reduced by the addition of tetracycline.

Conclusion: Use of lipiodol and tetracycline prevents the cancerous effects of radiation on ovarian surface epithelium.

Key words: lipiodol, ovarian surface epithelium, radiation, rat, tetracycline

GIRIS

Giiniimiizde insanlar, bir ¢ok sekilde radyasyona maruz
kalmaktadir. Ornegin, elektronik aletler, ucak yolculugu,
evlerde kullanilan radon cihazlar1 veya niikleer
reaktdrlerden sizinti sonucu radyasyona maruz
kalinabilir. Ayrica kanser hastalarinin tedavisi veya
diagnostik iglemler (histerosalpingografi, intravenoz
pyelografi vb) esnasinda da radyasyona maruz
kalinmaktadir(),

Iyonize radyasyon enerji partikiilleri igerir ve canli
doku veya hiicrelere penetre olur. iyonize radyasyonun
absorbe edilen enerjisi, makromolekiillerdeki (niikleik
asit), membran lipidleri ve proteinlerdeki kimyasal
baglari kirar(23), Ayrica radyasyon dokuda ve hiicrede
reaktif oksijen molekiillerinin (ROS) sentezini baglatir.
ROS’leri ise DNA ve membran lipidlerinde hasara
neden olur. Bu olaya lipid peroksidasyonu denir(¥.
Lipid peroksidasyonu, hiicre kiiltiirlerinde kollajen
{iretimini uyarir. Dokuda fibrozis ortaya ¢ikar(3:6),
Hiicreler ROS’lerine karsi antioksidan enzim
(Siiperoksid dismutaz, Glutatyon peroksidaz) ve
antioksidan etkiye sahip hormonla (melatonin) veya
ilaglarla (PGE-1, Vitamin E, Vitamin C, Tetrasiklin)
kars1 koymaya caligir(7-8),

HSG cekme islemi, genellikle floroskopi esliginde
yapilir ve bu esnada hasta radyasyona maruz kalir.
HSG’nin radyasyon etkisinden ka¢inmak i¢in MRI
kullaniimigtir®-10), Ancak her yerde MRI aleti olmadigi,

maliyeti ve yorumlanmasinin zorluklar: diigiiniiliirse,
HSG’nin infertilite hastalarinda vazgecilmez bir tetkik
oldugu anlagilacaktir.

Tetrasiklin genis spektrumlu bir antibiotik olup, HSG
isleminden dnce ve sonrasinda enfeksiyon gelisimini
onlemek igin kullanilirD,

Oksitetrasiklin tetrasiklin grubu bir antibiotiktir. Lokosit
aktivitesini ¢esitli basamaklarda (kemotaksis, adezyon,
degranulasyon, siiperoksid iiretimi, notrofil kollajenaz
aktivitesini) inhibe eder(1%.13),

Amac: HSG islemi esnasinda kullanilan lipiodol,
tetrasiklin ve radyasyonun rat over yiizey epiteli iizerine

etkisinin incelenmesi.

MATERYAL VE METOD

Bu deneysel ¢alisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney hayvanlar: laboratuvarinda yapildi. 40 adet
diizenli siklusa sahip, 200-230 g agirliginda, 5 aylik,
erigkin disi Wistar Albino cinsi rat 12 saat 151k (08-
22), 12 saat karanlik fotoperyodunda ve 21-23 CO sabit
sicakliktaki odada, standart pellet yemi ve sehir suyu
ile beslendi. Bu galigma igin Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Komitesinden izin alindi. Deneyden 18
saat once oral beslenme kesildi, sadece su igmelerine
izin verildi. Vajinal sitoloji takibinde estrus fazinda
tespit edilen ratlara anestezi saglamak amaciyla 400

mg/kg/IP dozunda kloral hidrat uygulandi. Ratlar sirt
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iistli operasyon masasina yatirildi. Batin orta hat
insizyonla acildi. Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi.

G1: (n=10): Batm agihp kapatilan ve X ray uygulanmayan
grup.

G2: (n=10): Batin acihp kapatilan ve X ray uygulanan
grup.

G3: (n=10): Batin acilip her bir uterin horna 0.1 ml
LipiodolR amp.(Guerbet lab, Aulnay-
sous-bois, France) uygulanan grup.

G4: (n=10): Batin acilip 10mg/kg/ip. Oksitetrasiklin
(Primamycin/LAR, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye)
uygulanip, 15 dakika sonra her bir uterin
horna 0.1 ml Lipiodol uygulanan grup.

Batinlan kapatilan G2, G3 ve G4’teki ratlara 2 ger
dakika ara ile 3 kez tiim viicut radyasyonu uygulandi
(Toplam doz=15-20 miliRad, Villa-Genius HF-80. Cift
masa, ¢ift tiip rontgen cihazi. 1994, Italya).
Ratlar ¢aligma siiresince kan basinci, kalp atim1 ve ates
Ol¢ilimii icin monitdrize edildi. Tiim ratlarm 3 saat
sonra batinlar: tekrar agildi, sol over ¢ikarildi. Over
dokusu histolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehitle
fikse edildi, parafin bloklara gdmiildii, 4 mikrometre
kalinliginda kesit alind1. Kesitler hematoksilen eozin
ile boyandi. Isik mikroskopisi altinda incelenen
preparatlarda Over yiizey epitelinde Nieto JJ ve ark
(14) dnerdigi sekilde 9 parametreye ek olarak
hiperkromazi’yi ekledik.
Sonucta,

1. Tabakalanma,
. Tafting,
. Kromatin diizensizligi,
. Nukleus kontiir diizensizligi,
. Nukleus boyutunda artig,
. Nukleus/Stoplazma oraninda artis,
. Pleomorfizm,

. Nukleoli varligi,

O 0 9 O Lt B WD

. Mitoz ve kendi ekledigimiz
10. Hiperkromazi varli1 incelendi.

Her bir parametre i¢in Nieto JJ ve ark. (yok=Opuan,
var=1 puan, ¢ok var=2 puan)’mn olusturdugu skalay1
daha ayrintili bir ordinal skalaya (yok=0 puan, az var=1
puan, var=2, cok var=3 puan) doniistiirdiik. Bir
preparattaki tiim bilegenlerin degerleri ve toplanarak
toplam over yiizey epitel degisikligi puan1 hesaplandi.
Istatistiksel analiz i¢in SPSS 9.0 programi kullanildu.
Siirekli ve ordinal verilerin istatistiksel analizi i¢in
One Way Anova kullamildi. Post Hoc Tukey HSD
kullanild1 ve p<0.05 anlaml: kabul edildi.

BULGULAR

Tiim ratlarda deney basarildi.

G2’de diger gruplara gore nukleoli varlif1 ve mitoz
degerleri benzer (p>0.05, Tukey HSD test), diger tiim
parametreler anlamli olarak artmig bulundu (p<0.05,
Tukey HSD test).

G2’deki zararh etki lipiodol kullanim ile azalmakta,
tetrasiklin eklenmesi bu zararli etkiyi daha da
azaltmaktadir. G2’deki artmis tabakalanma, tafting,
kromatin diizensizligi, ve nukleus kontiir diizensizligi

Sekil 1’de saplh kutu grafigi seklinde gosterildi.
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Sekil 1: G2’de artmuis tabakalanma, Tafting, Kromatin diizensizligi,

nukleus kontiir diizensizligine ait saplt kutu grafigi

G2’deki artmig nukleus boyutu, Nukleus/Stoplazma
orani, pleomorfizm, Hiperkromazi ve toplam puana
ait degerler Sekil 2’de sapl kutu grafigi seklinde
gosterildi.
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Sekil 2: G2’deki artmus nukleus boyutu, pleomorfizm, nukleus/ stoplazma
orani, hiperkromazi ve toplam puana ait degerler sapli kutu grafigi

seklinde gosterildi.



Gruplara ait incelenen Over yiizey epitelindeki
degisikliklere ait tiim parametreler Tablo I’de gosterildi.
Gruplara ait incelenen Over yiizey epitelindeki
degisikliklere ait histo-patolojik preparatlar Resim 3a,
3b, 3c ve 3d’de gosterildi.

Tablo I: Tiim gruplarin Over yiizey epitelindeki degisikliklere ait

incelenen parametreleri. Degerler ortalama+SD olarak gosterildi.

Parametre Gl G2 G3 G4 P
Tabakalanma 0+0 1,440,5 020 00 *
Tafting 0,001+£0,3 1+0,4 0+0 00 *
Kromatin

diizensizligi 0+0 1+0 0+0 00  *
Nukleus kontiir

diizensizligi 0+0 1,440,5 0,4+0,5 0,3+0,3 *
Nukleus

boyutunda artig 0+0 1,940,3 0,440,5 0,3+0,3 *
Nukleus/stoplazma

oraninda artig 0+0 2,6+£0,5 0,4+0,5 0,3+0,3 *
Nukleoli varlig: 0+0 0+0 0+0 0+0 NS
Mitoz0+0 0+0 0+0 0+0 NS
Hiperkromazi 0+0 2,4+0,8 120 0,7¢0,5 *
Pleomorfizm 0+0 1+0 0+0 00 *
Toplam 0,001+0,3 12,742 2,3+1,7 1,6+1,7 *

NS=p>0.05, One Way Anova.
*=p<0.05, Tukey HSD test.

Sekil 3a: Kontrol grubuna ait normal over yiizey epiteli. Isik

mikroskobu. HEX400.

goriildiigii over yiizey epiteli. Istk mikroskobu. HEX400.

HSG isleminin over yiizey epiteli iizerine etkisinin incelenmesi

Sekil 3c: Lipiodol grubuna ait ve displazik degisikliklerin geriledigi
over yiizey epiteli. Isik mikroskobu. HEX400.

Sekil 3d: Lipiodol ve tetrasiklin grubuna ait ve displazik degisiklik-

lerin bariz geriledigi over yiizey epiteli. Isik mikroskobu. HEX400.

TARTISMA

Ratlar da HSG islemi ic¢in kullanilan radyasyon,
tabakalanma, tafting, kromatin diizensizligi, nukleus
kontiir diizensizligi, nukleus boyutunda artis,
Nukleus/Stoplazma oraninda artig, pleomorfizm ve
hiperkromaziyi anlamli olarak artirmaktadir. Lipiodoliin
tek basina veya tetrasiklin ile birlikte kullanimi
radyasyonun zararli etkilerini onlemektedir.
Pub-med’den yaptigimiz taramaya gore calismamiz bu
konuda ilk olup (lipiodol, rat, over yiizey epiteli) orjinaldir.
Lee CJ ve ark.(15 yaptig1 calismada, farelere gama
radyasyon uygulayip, primordial ve primer
folikiillerdeki hasar1 incelemigler, en etkili hasarin 3.
saatte ciktigini, 6. ve 12. saatte bu etkinin azaldigini
tespit etmiglerdir. Bizde bu nedenle 3. saatte
orneklerimizi topladik.

Calismamizda, HSG cekilen ratlarda nukleoli varligi
ve mitoz parametreleri hari¢ diger tiim parametrelerde
(tabakalanma, tafting, kromatin diizensizligi, nukleus
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kontiir diizensizligi, nukleus boyutunda artis,
Nukleus/Stoplazma oraninda artig, pleomorfizm ve
hiperkromazi) artis tespit edildi. Radyasyon, over yiizey
epitelinde kanserojen degisiklikleri baglatmakta olup,
bulgularimiz radyasyonun normal hiicreler lizerine
olan etkisi ile uyumludur(16-18),

Lipiodol kullandigimiz ratlarda anlamh olarak olumsuz
over yiizey epitel degisiklikleri azaldi.

Lipiodol (Ethiodol =Ethiodized poppy seed oil) i¢indeki
poppy seed oil, cesitli yag molekiillerinden meydana
gelir. Biiyiik oranda linoleik asid (CisH3202) ve ¢oklu
doymamus yag asitlerinden omega serisini igerir(!9),
Linoleik asit gii¢clii bir antioksidan olup, viicutta bir
cok olumlu olay: gerceklestirir. Antikanserojeniktir.
Immiin fonksiyonlar1 modiile eder, aterosklerozu,
diabeti ve obeziteyi 6nler(!),

Lipiodol kullandigimiz gruplarda daha az over yiizey
epitel degisikliinin gériilmesinin nedeni linoleik asidin
yararli etkilerine bagh olabilir. Bulgularimiz uyumludur.
Lipiodol kemoembolizasyon vakalarinda da kullanilir
(21-24) Karaciger hiicreleri tarafindan yakalanan lipiodol
uzun bir siire karaciger hiicrelerinde tutulur. insan
hepatoma hiicrelerinde antiproliferatif ve sitotoksik etki
yapar. Sitotoksik etkisi dzellikle makrofajlar ve kanser
hiicrelerinde ortaya c¢ikarken, normal insan karaciger
hiicrelerinde daha az ortaya ¢ikar(2!-22), Lipiodol over
tarafindan tutuluyor olabilir ve bu tutulan lipiodol
ozellikle kanserojen yonde gelisim gosterecek over
yiizey epiteline sitotoksik etki yapmus olabilir. Bu nedenle
lipiodol grubunda kanserojen degisiklikler daha az ortaya
cikmis olabilir. Ayrica overdeki oksijen radikalleri
normalde nétrofil ve makrofajlar tarafindan iiretilir,
C.Luteum ve folikiillerde ikamet eder(23). Lipiodol
makrofajlar lizerine sitotoksik etki yaparak ROS iiretimini
inhibe etmekte, bu da lipiodol grubunda kanserojen
degisikliklerin daha az ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadur.

Kemoembolizasyon vakalarinda kullanilan Cis-Platin
gibi antitiimoral ajanlarin, karaciger hiicrelerindeki,
intraselliiler miktarlari, lipiodol tarafindan artirtlir ve
kemoembolizasyonun basari sansi artar(23.24), Bizim
calismamizda Lipiodol, kullandigimiz oksitetrasiklinin
intraovaryan konsantrasyonunu artirip, intraovaryan
konsantrasyonu artan oksitetrasiklin, overlerdeki
nétrofillerden ROS iiretimini azaltiyor olabilir. Ciinkii,
oksitetrasiklin kullandigimiz grupta yiizey epitel
degisiklikleri anlamli olmasa da lipiodol grubuna

nazaran daha az bulundu. Bulgularimiz uyumludur.

Radyasyon etkisine bagli olarak biiyiikk damarlarda
(Koroner, pulmoner, torasik aorta, brachial, renal ve
ilio-femoral) radyasyon arteriti (arter i¢inde iilsere
plaklar) ve o arter tarafindan beslenen organda hipoksi,
iskemi ortaya ¢ikar(26-28), G2’deki ratlarda ilio-femoral
veya uterin arterlerde G3 ve G4’e gore daha siddetli
radyasyon arteriti gelismig olabilir. Ayn1 siddete
radyasyon arteriti gelismis olsa dahi, lipiodoliin ve
oksitetrasiklinin (antioksidan, antimakrofaj,
antinétrofilik) yararl etkilerinden G2 mahrum kalmakta,
bu nedenle G2’de daha siddetli hipoksik etki ve
ROS’lerinde daha fazla artma ortaya ¢ikmaktadir. Bu
nedenle G2’de over yiizey epitel degisiklikleri oldukca
kotiilesmistir. Bulgularimiz uyumludur.

Lipiodol antioksidan, makrofaj iizerine sitotoksik etki
yapan bir ilagtir. Oksitetrasiklin ise notrofil
fonksiyonlarmi baskilar. HSG igleminde kullanilan
lipiodol, kanser hiicrelerine ve makrofaj iizerine
sitotoksik ve antioksidan dzellikleri ile overdeki hasar
azaltmakta, intraovaryan konsantrasyonunu artirdifi
oksitetrasiklin ise notrofilleri de baskilayarak bu olumlu
etkiyi daha da artirmaktadir. Lipiodol ve oksitetrasiklin
sinerjistik etki yapmaktadur.

Sonuc¢: HSG islemi esnasinda lipiodol ve terasiklin
kullanimi radyasyonun over yiizey epiteli iizerine olan

kanserojen etkilerini 6nlemektedir.
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