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Ozet

Amag: Tubal sterilizasyon, giiniimiizde aile planlamasi yontemleri arasinda siklikla kullanilan ve uygulanan teknige gore
komplikasyonlari degisen bir sterilizasyon yontemidir. Bu ¢alismada, Pomeroy teknigi ve bipolar koterizasyonun over ve
endometriyum doku atrofisine etkisi ve apoptozisin roliiniin bu iki farkli teknigin kargilastirilmasiyla degerlendirilmesi amaglandi.
Materyal ve Metot: Otuz Wistar albino disi matiir sican, her biri 10 sican olmak iizere 3 gruba ayrildi. Birinci gruptaki
siganlara Pomeroy usulii ve 2. gruptaki sicanlara bilateral bipolar koterizasyonla tubal sterilizasyon yapildi. Kontrol grubun-
daki sicanlara ise sadece laparotomi yapildi. Iki ay sonra laparotomi ile biitiin sicanlarin bilateral over ve endometriyum
dokulari gikartildi ve genomik DNA izolasyonu yapildi. DNA 6rnekleri belirteg esliginde agaroz jelde yiiriitiildi ve DNA
profilleri Scion Image teknigi ile doku degredasyonlari agisindan kargilastirildi.

Sonuglar: Agaroz jel elektroforezi ve Scion Image teknigi ile Pomeroy, koter ve kontrol gruplarindaki over ve endomet-
riyum dokularinin higbirinde apoptozis saptanmadi. Pomeroy grubunda nekrozis ve intakt DNA saptanirken koter grubun-
da sadece nekrozis vardi.

Tartigma: Caligmamizda disi ratlarda Pomeroy ve bipolar koterizasyon teknigi ile tubal sterilizasyon sonrast over ve endomet-
riyum dokularinda apoptozis gosterilemedi. Bununla birlikte bipolar koterizasyon ile kargilastirildiginda Pomeroy teknigi son-
rast dokuda daha fazla saglam doku tespit edildi. Bu caligma, tubal sterilizasyon sonrast over ve endometriyum dokusunda
apoptotik degisikliklerin aragtirildig literatiirdeki ilk ¢aligma olup bu konuda daha genis kapsamli, kontrollii caligmalarin ya-
pilmast gerekmektedir.

Anahtar sézciikler: tubal sterilizasyon, over, endometriyum, apoptozis, sican

Abstract

The Evaluation of Atrophy and Apoptosis in the Ovarian and Endometrial Tissue After
Tubal Sterilization by Pomeroy Technique or Bilateral Electrocauterization

Objective: Tubal sterilization, is a common birth control method which the complication rates change according to the
performed technique and methods. The aim of this study was to evaluate the effects of tubal sterilization techniques,
Pomeroy and bilateral bipolar cautherization, on the apoptosis in the ovarian and endometrial tissue atrophy in rats.
Materials and Methods: Thirty female Wistar Albino rats were enrolled in the study and divided into three groups (n=10).
In the first group, rats underwent bilateral uterine horn ligation with Pomeroy method, in the second group, bilateral bipolar
cauterization was applied, and only laparotomy was performed in the control group. Two months later, uterine horns and
ovaries of the rats in all groups were excised. After genomic DNA isolation, DNA samples were run in agarose gel and the
Scion Images were compared with the DNA marker and control.
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Results: There was no apoptosis in the ovarian and endometrial tissues in all groups detected by agarose gel electrophoresis
and Scion Image technique. In Pomeroy group, there were both necrosis and intact DNA in ovarian and endometrial

tissues, while in cauterization group, there were only necrosis.

Discussion: In our study, there was no role of apoptosis in the atrophy of ovarian and endometrial tissues after tubal
ligation by Pomeroy technique or bipolar cauterization in female rats. In Pomeroy technique, however, higher proportion of
intact tissue was detected compared with bipolar cauterization. Further randomized controlled studies are needed to study the

expression of atrophy and apoptosis.

Keywords: tubal sterilization, ovary, endometrium, apoptosis, rat

Giris

Tubal sterilizasyon, giiniimiizde aile planlamas1 yontemle-
ri arasinda siklikla (%10-40) kullanilan bir sterilizasyon
yontemidir (1). Teknolojideki gelismeler sonucu giivenilir,
etkin ve uzun donemde maliyet a¢isindan ucuz bir yontem
haline gelmistir. Bununla birlikte, tubal sterilizasyonun ki-
sa ve uzun donemde riskleri bildirilmistir (2). Etiyolojisi
ve fizyopatolojisi heniiz bilinmemekle birlikte tubal steri-
lizasyon sonrasi hormonal degisiklikler (3), endometri-
yumda histolojik degisiklikler (4), menstriiel kanama bo-
zukluklar1 (5) ve utero-ovaryen kan akimi anormallikleri
(6) gibi degisiklikler saptanmuistir. Literatiirde tubal sterili-
zasyon sonrasi endometriyum ve over histopatolojisini in-
celeyen ve bu dokulardaki etkileri gosteren az sayida calig-
ma vardir (7-10).

Apoptozis, normal gelisimin fizyolojik ve patolojik siirecle-
rinin zorunlu komponentidir, hasarli ve gereginden fazla
hiicrelerin eliminasyonu ile doku yapim ve yikiminin denge-
lenmesini saglar (11,12). Belirgin hiicre morfolojisi degisik-
ligi yaninda, apoptotik hiicrelerdeki en sik karakteristik yap1
DNA fragmantasyonudur (6,13). Bu, apoptozisin nekrozdan
ayirmminda en faydali bulgulardan biridir (14). Literatiirde,
tubal sterilizasyonun over ve endometriyum dokusunda
apoptozise etkisini gosteren bir ¢alisma yoktur.

Bu calismada, en sik kullanilan tubal sterilizasyon teknikle-
rinden Pomeroy teknigi ve bilateral bipolar koterizasyonun
over ve endometriyum doku atrofisine etkisi ve apoptozisin
bu olaydaki roliiniin, bu iki farkli teknigin karsilastirilarak
incelenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Hayvanlar

Bu c¢alisma, iiniversitemizin Hayvan Etik Kurulu’nun onay1
ve iliniversitemizin deney hayvanlari arastirma ve laboratuva-
rinda gerceklestirildi. Universitemizin Hayvan Etik Kuru-
Iu’nun 6nerileri dogrultusunda, siganlarin 22°C’de standart
diyet ve su eklenerek ve ortama adaptasyonu amaciyla bir
hafta laboratuvarda tutulmasindan sonra, her sigcan numara-
landirilarak calismaya alindi. Universitemiz laboratuvarin-
dan temin edilen agirliklar1 180-230 gram arasinda degisen
30 disi matiir Wistar albino (Rattus norvegicus) sigan kulla-
nildi. Toplam 30 sigan randomize olarak 3 gruba ayrildi: 1.
grup Pomeroy grubu (n=10), 2. grup koterizasyon grubu
(n=10), 3. grup kontrol grubu (n=10).

Tiim sigcanlara 40 mg/kg intraperitoneal ketamin HCI (Keta-
lar® 50 mg/ml, Eczacibas Ilag Pazarlama A.S., Liileburgaz,
Istanbul, Tiirkiye) ve 1 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rom-
pun®, Abdi ibrahim Ila¢ Pazarlama A.S., istanbul, Tiirkiye)
verilerek anestezi saglandi. Sicanlarin batinlar1 eksternal
iiretral orifisin hemen tizerinden baglanarak 3 cm’lik orta hat
insizyonla agildi. Sican uterusu, medyan korpus ve buradan
laterale uzanan sag ve sol uterin hornlardan olugmaktadir ve
bu yapilarin daha distalinde overler yerlesmistir. Birinci
gruptaki sicanlarda (Pomeroy grubu) sag ve sol uterin horn-
lar 1 cm distalden tutularak kesildi ve 2/0 katgiit ile baglan-
d1. Ikinci gruptaki sicanlarda (Koter grubu) ise, sag ve sol
uterin hornlar 1 cm distalden bipolar koter ucu ile tutuldu, sa-
bit bir enerji kullanilarak elektrokoterizasyon (30 watt) ile
koterize edildi. Kontrol grubundaki sigcanlara ise, sadece la-
parotomi yapildi. Takipte, sicanlarda kayip olmadh. ki ay sii-
reyle sicanlara deney hayvanlari laboratuvarinda bakildi. Bu
siirenin sonunda biitiin siganlarin ayn1 insizyon yerinden la-
parotomi ile tekrar batina girilerek bilateral over ve endomet-
riyum dokular ¢ikarildi. Elde edilen dokular DNA analizi
icin —20°C’de saklandi.

DNA izolasyonu

Calisma sonunda, ¢alisma gruplarina tek kor arastirmaci ta-
rafindan kontrol ve deney grubuna ait sicanlardan alinan do-
kulardan modifiye alkol-proteinaz K yontemi kullanilarak
genomik DNA izolasyonlart yapildi (15). Yaklasik 0.5-
1 gramlik over ve endometriyum dokularina 45 pl sodyum
Kloriir-tris-EDTA tamponu eklendi. Uzerine 8 pl %10’ luk
sodyum dodesil siilfat ve 5 gl 10 mg/ml proteinaz K ilave
edildi. Karigim, etiivde 55°C’de 2 saat inkiibe edilip belirli
araliklarla karigtirildi. Dokularin enzim tarafindan sindirimi
tamamlandiktan sonra, tiip ortamina 58 pl fenol-kloroform-
izoamilalkol eklenerek karigtirildi ve 8000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust berrak tabaka bir mikropipet yardimiyla
alind1 ve bagka bir tiipe aktarilarak —20°C sogutulmus olan
1 ml saf etanol ilave edildi ve 8000 rpm’de 10 dakika santri-
fiij edilerek ortamda bulunan DNA’nin c¢okmesi saglandi.
Pellet 100 pl distile su ilave edilerek yeniden coziilmesi
saglandi. DNA miktari spektrofotometrede 260 nm’de absor-
bans okunarak hesaplandi.

Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme

Deney ve kontrol grubunun over ve endometriyum dokula-
rindan elde edilen genomik DNA %1.5’lik agaroz jel elektro-
forezde (Midicell EC330, Prisma, 100 V/45 dakika) 1XTAE
tamponunda DNA belirte¢ (Gene Rule 100bp DNA ladder)
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esliginde yiiriitiilerek kargilastirildi. Daha sonra jeller, UV
altinda jel goriintiileme sisteminde degerlendirildi. Kontrol
ve deney grubuna ait agaroz jel genomik DNA profilleri Scion
Image (Scion Image Beta 4.0.2, Scion Corporation, Frede-
rick, MD, USA) teknigi ile degerlendirildi. Doku degredas-
yonlart sonucu meydana gelen genomik DNA fragmantleri
karsilastirildi.

Veriler SPSS (version 13, Chicago, IL, USA) programina
yiiklenerek analiz edildi. Denek agirligi Kruskal-Wallis
testi, kategorik veriler ise X2 veya Fisher’s exact testi ile kar-
stlastirildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli olarak
kabul edildi.

Sonuclar

Sicanlarin agirliklar1 Pomeroy, koter ve kontrol gruplarinda
sirastyla 208+10 gram, 21248 gram ve 204+18 gram idi.
Agaroz jel elektroforezi ile Pomeroy, koter ve kontrol gru-
bundaki sicanlarin over ve endometriyum dokusunun higbi-
rinde apoptozise rastlanmadi.

Scion Image teknigi ile agaroz jel fragmantasyon profille-
ri 100 baz ¢ifti (b¢) DNA belirtecine ait profil (Sekil 1A)
ile karsilastirildiginda; kontrol grubuna ait genomik
DNA’larin 22 000 bg bolgesinde bant verdigi, dokularin
intakt ve non-fragmante yapida oldugu saptandi. Kontrol
grubunda over ve endometriyum dokusunda nekroz sap-
tanmadi (Sekil 1B). Pomeroy grubuna ait over ve endomet-
riyum dokularinin genomik DNA’larmin fragmantasyo-
nunda nekrotik hiicre profili yan1 sira yaklasik 500 bg bii-
yiikliigiinde intakt DNA fragmantleri tespit edildi (Sekil
1C). Koterizasyon grubundaki over ve endometriyum do-
kularindan izole edilen genomik DNA’nin ileri derecede
fragmantasyon gosterdigi, fragmantasyon arali§inin en sik
100 b¢ uzunlugu civarinda oldugu izlendi (Sekil 1D). Bu
durum, dokuda ileri derecede DNA degredasyonun oldu-
gunu, smear genomik DNA profilinin varlig1 ile karakteri-
ze ileri derecede nekrozis oldugunu gostermekte idi. Kes-
kin pik yogunlugunun olmayisi, dokuda tetkik edilebilecek
apoptotik hiicrelerin (ladder DNA: merdiven tipi DNA) ol-
madigint gostermektedir.

Tartisma

Calismamizda, bipolar bilateral koterizasyon tekniginin uy-
gulandig1 sicanlarda tubal sterilizasyon sonrasinda over ve
endometriyum dokularinin tamaminin atrofik oldugu ve sag-
likl1 dokunun saptanmadig: tespit edilmistir. Bu deney tekni-
&i ile, bu dokulardaki atrofinin nekrozise bagli meydana gel-
digi ve apoptozisin rol oynamadigi saptanmistir. Pomeroy
usulii tubal sterilizasyonun uygulandig: sicanlarda ise, tubal
sterilizasyon sonrasinda over ve endometriyum dokularinin
tamaminin atrofiye ugramadigi, bu dokularda nekrozisin ya-
ni1 sira saglikli dokularin da oldugu gosterilmigtir. Dokularda
saptanan bu kismi doku atrofisinden, biiyiik ¢cogunlukla nek-
rozisin sorumlu oldugu tespit edilmistir. Ayrica, yine Pome-
roy teknigi sonrasi olusan atrofide apoptozisin etkisi gosteri-
lememigtir.
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Bilateral tubal ligasyon, ozellikle gelismis iilkelerde aile
planlamasi diisiinen kadinlar arasinda en popiiler metot ol-
may1 siirdiirmektedir (16). Bununla birlikte, literatiirde post-
tubal ligasyon sendromu olarak da bilinen tablo menstriiel
anormallikler, dismenore ve hormonal bozukluklarla karak-
terizedir ve bu sikayetlerden dolay1 artmig histerektomi oran-
lar1 bildirilmistir (17). Posttubal ligasyon sendromunun olus
mekanizmasi bazi hipotezlerle agiklanmaya galisilmigtir. Bu
hipotezlerden en onemlisi, fallop tiipiine yapilan destriiksi-
yonun mezosalpinksteki uteroovaryen kan akimini azaltmasi
ve bunun overlerde doku hasar1 olusturmasi, folikiiler gelisi-
min olusmamasi ve ovaryen fonksiyonlarin erken bozulma-
sidir (18). Tubal sterilizasyon kadinlarda menstriiel siklus
degisiklikleri ile birlikte klimakterik sikayetlere de yol aca-
bilir. Bu degisiklikleri, overin vaskiiler ve noral beslenmesi-
ni bozarak, doku kanlanma bozuklugu sonrasi overin meta-
bolizmasint etkileyerek yapabilir (19). Bununla birlikte, en-
dometriyuma etkisinin hangi mekanizma ile oldugu heniiz
bilinmemektedir.

Tubal sterilizasyon sonrasi diizensiz menstriiel siklus, disme-
nore, prematiir menopoz oldugu belirtilmektedir (5). Bu
komplikasyonlar, fallop tiipiine yapilan vaskiiler hasardan
dolay1, uteroovaryen artere okliizyon ve uteroovaryen sirkii-
lasyondaki bozukluktan dolay1 olabilir. Tiras ve arkadaslari
(20) tarafindan yapilan bir ¢alismada, laparoskopik bipolar
koterizasyon ile tubal sterilizasyonun ameliyat oncesi ve
sonras1 uteroovaryen kan akiminda istatistiksel olmayan bir
diisiis ve kan akimi direncinde lokal artis saptanmustir. Geber
ve Caetano (21), Pomeroy teknigi ile tubal sterilizasyon uy-
gulanan hastalarda kisa siire sonra ovaryen ve uterin arterler-
de kan akimi degisiklikleri gézlenmedigini ortaya koymus-
lardir.

Sicanlarda yapilan bir ¢aligmada, bir gruba bilateral Pome-
roy usulii tubal sterilizasyon yapilmis ve bir overleri ¢ikaril-
mis, diger gruba sadece unilateral ooferektomi yapilmis ve
bir overleri yerinde birakilmistir. Bir y1l sonra her iki grubun
kalan overleri ¢ikartilarak morfolojik olarak degerlendiril-
mistir. Histolojik degerlendirmede, Pomeroy usulii tubal ste-
rilizasyonun overde histolojik degisikliklere neden olmadig1
gosterilmistir (9).

Yine siganlarda yapilan bagka bir ¢alismada, tubal ligasyon
sonras1 over ve endometriyum dokusunda histopatolojik de-
gisiklikler degerlendirilmistir. Calismada 24 sicanin 12’°sine
bilateral tubal ligasyon, 12’sine sadece laparatomi yapilmis-
tir. Biitiin sicanlarin over ve endometriyum dokular1 6 hafta
sonra ¢ikartilmistir. Gruplar histopatolojik olarak degerlen-
dirildiginde, overlerde tersiyer folikiil ve korpus luteum aci-
sindan Pomeroy teknigi ile yapilan tubal sterilizasyon grubu
ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmazken, tubal
sterilizasyon grubundaki endometriyum dokusunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek oranda inflamas-
yon bulgular tespit edilmistir (7).

Sonug olarak, disi siganlarda Pomeroy teknigi ve bilateral bi-
polar koterizasyon teknikleri ile yapilan tubal sterilizasyon
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Sekil 1. Pomeroy, koter ve kontrol grubundaki siganlarda over ve en-
dometriyum dokularindaki Scion Image profilleri. A. DNA belirteg
(100 baz cifti). Her bir DNA fragmantinin baytiklugi gérilmektedir.
B. Kontrol grubundaki siganlarin Scion Image profili. Non-fragman-
te, 22 000 baz ciftinden biy(ik, yiksek molekiiler agirlikli intakt DNA
mevcuttur ve degredasyon gorilmemistir. G. Pomeroy grubundaki
siganlarin Scion Image profili. Kontrol grubu ile karsilagtirnldiginda
fragmante DNA ve smear gériintiisiinin yaninda saglkl, non-frag-
mante DNA oldugu gdériildd. Keskin pik yogunlugunun olmayisi, do-
kuda saptanabilen apoptotik hiicrelerin olmadigini géstermektedir.
D. Koter grubundaki siganlarin Scion Image profili. Dokuda ileri de-
recede DNA degredasyonun oldugu, smear genomik DNA profilinin
varhi§i ile karakterize ileri derecede nekrozis oldugu gortilmektedir.
Keskin pik yogunlugunun olmayisi dokuda apoptotik hiicrelerin ol-
madi§i ya da yok denecek kadar az oldugunu gostermektedir.

sonrasinda over ve endometriyum dokusundaki atrofide
apoptozisin rol oynamadig1 saptanmigtir. Pomeroy grubunda
daha az olmakla birlikte, her iki tubal sterilizasyon sonrasi
olusan atrofinin ¢ogunlukla nekrozis ile meydana geldigi ve
Pomeroy teknigi sonrasi over ve endometriyum dokusunda
daha fazla oranda saglam doku kaldig1 gosterilmistir. Sonug-
ta her iki tubal sterilizasyon tekniginin de, Pomeroy usulii tu-
bal sterilizasyon sonrasi daha az doku hasar1 saptanmakla
birlikte uteroovaryen kanlanma acisindan birbirine iistiinliigii
gosterilememigtir. Etiyopatogenezde altta yatan mekaniz-
manin (apoptozis-porgramli 6liim veya nekroz) bilinmesinin,
tubal sterilizasyon sonras: olusabilecek hasarin onlenmesi
konusunda yapilacak calismalara 1s1k tutabilecegi savunul-
maktadir. Bu caligma, tubal sterilizasyon sonrasi over ve en-
dometriyum dokusunda apoptotik degisikliklerin arastirildig:

literatiirdeki ilk calisma olup bu konuda daha genis, kontrol-
lii calismalarin yapilmas: gerekmektedir.

Deneysel calismalar Universitemizin Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu Baskanligi’nca (Proje No: T265)
desteklenmistir.
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