Frrat Tip Dergisi 2012; 17(2): 71-75

Deneysel Arastirma j

www.firattipdergisi.com

Trikloroasetik Asit Atusman ve Instillasyon Yéntemlerinin Over
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OZET

Amag: %3, %50, %75 ve %95°lik konsantrasyonlardaki trikloroasetik asitin, endometriyal ablasyon igin, atusman ve instillasyon yontemleri ile
uygulanmasinin rat over rezervi ile yiizey epitelindeki displazik degisiklikler iizerine etkisinin incelenmesi.

Gereg ve Yontem: 90 adet, Sprague Dawley rat, estrus fazinda randomize blok diizenli (konsantrasyon karsilastirmali) ¢aligma programina alindi.
Grup 1: (n=10): Batin agilip kapatilan grup. Batin agilip sol uterin horn distaline 2 cm’lik uzunlamasina insizyonu takiben, %3’liik TCA (Gruop 2,
n=10), %50’lik TCA (Grup 3, n=10), %75’lik TCA (Grup 4, n=10) ve %95’lik TCA (Grup 5, n=10) atugsmant yapilan grup. Batin acilip sol uterin
horna 0,1 ml %3’lik TCA (Grup 6, n=10), %50’lik TCA (Grup 7, n=10), %75’lik TCA (Grup 8, n=10) ve %95’lik TCA (Grup 9, n=10) instillasyonu
yapilan grup. Tiim ratlarin 21 giin sonra estrus fazinda batin1 agildi. Sol ooferektomi yapildi. Hematoksilen Eozin ile boyanan preparatlarda over
folikiil rezervi ve over yiizey epitel degisiklikleri degerlendirildi. Grup 2-Grup 6 ile, Grup 3-Grup 7 ile, Grup 4-Grup 8 ile, Grup 5-Grup 9 ile Mann
Whitney U test ile karsilastirildi. Tiim gruplarin karsilastirilmasi, Kruskall Wallis varyans analizi ile yapildi. p<0.05 anlamli kabul edildi.

Bulgular: Over rezervi ve yiizey epitel degisiklikleri atugsman ve instillasyon grubunda benzer bulundu (p>0.05, Mann Whitney U test). Tiim grupla-
rin karsilastirilmasinda, over folikiil rezervi ve yiizey epitel degisiklikleri benzer bulundu (p>0.05, Kruskall Wallis varyans analizi).

Sonug: Farkli konsantrasyonlardaki trikloroasetik asitin, endometriyal ablasyon i¢in, atusman ve instillasyon yontemleri ile uygulanmasinin rat over
rezervi ve over yiizey epiteli lizerine olumsuz bir etkisi yoktur.

Anahtar Kelimeler: Displazik degisiklikler, Over folikiil rezervi, Trikloroasetik asit.

ABSTRACT

Examination of The Effect of Trichloroacetic Acid Attachment and Instillation Methods on Ovarian Reserve and Dysplasic
Changes in Ovarian Surface Epithelium

Objective: To examine the effect of applying 3%, 50%, 75% and 95% concentrations of trichloroacetic acid by attachment and instillation methods
for endometrial ablation on ovarian reserve and dysplasic changes in ovarian surface epithelium in rats.

Material and Method: Ninety rats were included in a randomized, bloc-designed, concentration-matched study program. Groupl: (n=10): Abdomen
was opened and closed. The groups in which 3% (Group 2, n=10), 50% (Group 3, n=10), 75% (Group 4, n=10), and 95% (Group 5, n=10) TCA
attachment was applied, after abdomen was opened and a 2 cm. lengthwise incision was made in the left uterine horn. The groups in which 0,1 ml of
3% (Group 6, n=10), 50% (Group 7, n=10), 75% (Group 8, n=10) and 95% (Group 9, n=10) TCA instillation was applied to the left uterine horn, after
the abdomen was opened. Abdomens of all rats were opened 21 days later. Left oophorectomy was performed. Preparations were evaluated in terms
of ovarian follicle reserve and changes in ovarian surface epithelium. Group 2 and Group 6, Group 3 and Group 7, Group 4 and Group 8, Group 5 and
Group 9 were compared (MWU test). Kruskall Wallis variance analysis was employed in the comparison including all groups (p<0.05 significant).
Results: Ovarian reserve and changes in surface epithelium were found similar in instillation and attachment groups (p>0.05). The comparison in-
cluding all groups revealed that ovarian follicle reserve and surface epithelium changes were similar (p>0.05).

Conclusion: Application of various concentrations of TCA by attachment and instillation methods for endometrial ablation doesn’t have any unfavor-
able effect on ovarian reserve and ovarian surface epithelium in rats.

Key words: Dysplasic changes, Ovarian follicle reserve, Trichloroacetic acid.

Menoraji, menstrilel kan kaybinin 7 giinden uzun
siirmesi ve total kan kaybinin 80 ml’den fazla olmasi-
dir. Kadmlarin %9-14’de goriiliir. Kanser, endokrinolo-
jik bir hastalik veya basgka jinekolojik hastaliklarda
ortaya ¢ikar. Tedavisinde medikal veya cerrahi yon-
temler  kullanilabilir.  Medikal tedavi olarak,
prostoglandin inhibitorleri, 6zellikle non steroidal
antiinflamatuar ilaglar (NSAID), hormonlar (dstrojen,

progesteron, GnRH-a, oral kontraseptiflerden medrok-
siprogesteron  (Depo-Provera), levonorgestrel salan
rahim igi arag, plazminojen aktivator inhibitorler, do-
gum kontrol hapi) kullanilabilir. Cerrahi olarak,
histereskopik ~ endometrial ~ ablasyon  yapilabilir.
Histerektomi en son se¢enek olmalidir (1, 2).

Ciinkii, Histerektomi yapilan hastalarin, rahim or-
nekleri incelendiginde biiyiik bir kisminda herhangi bir
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organik lezyon saptanmaz (3). Ayrica, Janson ve ark.
(4)  histerektomi  esnasinda  uterin  damarlarin
ligasyonunu takiben, over kan akimimin akut olarak
azaldigint (hipoksi) tespit etmistir. Endometriyal
ablasyon vakalarinda da uterin kan akiminin azaldig
ve bu yolla da over kan akiminin azalabilecegi belir-
tilmistir (5).

Derksen ve ark. (6) Histerektomi veya ablasyon
vakalarinda operasyondan sonra FSH diizeylerinin
yiikseldigini tespit etmistir. Yiikselen FSH, daha fazla
sayida primordial folikiilleri uyarir, estradiol diizeyi
yiikselir ve otokatalitik bir siire¢ ortaya cikar. Sonugta
over folikiil rezervi azalir ve erken menopoz ortaya
cikar (6, 7). Ayrica, yiiksek FSH diizeyleri, over yiizey
epitelinde displazik degisikliklere de neden olmaktadir
(8). Herhangi bir organdaki hipoksi, hipoksi-
reoksijenasyon durumunda apoptozis ortaya ¢ikar (9).
TNF-alfa, endotelin-1, hipoksi induced faktor, VEGF
ve reaktif oksijen molekiilleri (ROS) artar (10-12).
Ozellikle ROS’leri DNA ve membran lipidlerinde
hasara neden olur. Bu olaya lipid peroksidasyonu denir
(13,14).

Menoraji vakalarinda, endometriyumun kimyasal
ilaglarla ablasyosu yapilmis ve oldukga basarili sonug-
lar almmustir (15, 16). Kigiikozkan ve ark. (15) 90
vakada %95°1ik TCA’y1 topikal olarak (atugsman) uygu-
lamis, 6zellikle danazol veya goserelin asetat kullani-
mindan sonra uygulamanin basari sansini daha da artir-
digim tespit etmistir. Kiigiik ve ark. (16) yine 90 vaka-
ya %95’lik TCA’y1 instillasyon yontemi ile uygulamis
ve oldukga basarili sonug almistir.

Ayrica ratlarda, maymunlarda ve insanlarda
endometriyumun 5-aminoleviilinik asit kullanilarak
fotodinamik ablasyosu iizerine deneysel ve insan ¢a-
lismalar1 da yapilmstir (17-20).

Uzun yillardir, kadinlarda kontraseptif amagla
kullanilan kinakrin, uterus da nekroz ve fallop tiiple-
rinde sklerozise neden olurken, uterus hiicrelerinde
kanserojen degisiklik yapabilecegi de tespit edilmistir
(21-23).

Yapilan ablasyo ¢alismalarinda endometriyumun
ablasyosu ile ilgilenilmis, ancak over folikiil rezervi ve
over ylizey epitelinde displazik degisiklikler incelen-
memistir.

Bu calismanin amact %3, %50, %75 ve %95’lik
konsantrasyonlardaki trikloroasetik asitin,
endometriyal ablasyon icin, atusman ve instillasyon
yontemleri ile uygulanmasinin rat over rezervi ve over
yiizey epitelindeki displazik degisiklikler iizerine etki-
sinin incelenmesidir.

GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma Firat Universitesi Deney hayvan-
lar1 laboratuvarinda yapildi. 90 adet diizenli siklusa
sahip, 190-220 gr agirliginda, 4 aylik, erigkin disi
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Sprague Dawley cinsi rat randomize blok diizenli
(konsantrasyon karsilastirmali-konsantrasyon matched)
¢aligma programina alindi. Ratlar 12 saat 151k (08-22),
12 saat karanlik fotoperyodunda ve 21-23 C° sabit
sicakliktaki odada, standart pellet yemi ve sehir suyu
ile beslendi. Bu calisma icin 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
isti operasyon masasina yatirildi. Batin orta hat
insizyonla acildi. Ratlar rastgele 9 gruba ayrildi.

Grupl: (n=10): Batin acilip kapatilan grup. Batin
acilip sol uterin horn distaline 2 cm’lik uzunlamasina
insizyonu takiben, %3’lik TCA (Grup 2, n=10),
%50’lik TCA (Grup 3, n=10), %75’lik TCA (Grup 4,
n=10) ve %95’lik TCA (Grup 5, n=10) atusmani1 yapi-
lan grup.

Batin acilip sol uterin horna 0,1 ml %3’liikk TCA
(Grup 6, n=10), %50’lik TCA (Grup 7, n=10), %75’lik
TCA (Grup 8, n=10) ve %95’lik TCA (Grup 9, n=10)
instillasyonu yapilan grup.

Ratlar ¢alisma siiresince kan basinci, kalp atimi
ve ates Ol¢imii icin monitorize edildi. Tim ratlarin
insizyon bdlgesi ve batin duvari 4/0 vicril ile kontiinyu
kapatildi.

Tiim ratlarin 21 giin sonra estrus fazinda batin
acildi. Sol ooferektomi yapildi.

Over dokusu histolojik inceleme igin %10’luk
formaldehitle fikse edildi, parafin bloklara gomiildii, 4
mikrometre  kalinliginda  kesit alindi.  Kesitler
hematoksilen eozin ile boyandi. Isik mikroskopisi al-
tinda incelenen preparatlarda primordial, primer,
sekonder ve tersiyer folikiiller sayildi. Souza ve ark.’
nin (24) 6nerdigi sekilde hepsi toplanarak over folikiil
rezervi saptandi. Atretik folikiiller sayildi. Corpus
luteum, Corpus albicans sayildi. Toplam corpus sayisi
hesaplandi. Corpus luteum i¢i anjiogenesiz varligimdaki
gerileme incelendi. Ovaryan stromada fibrozis varligi
incelendi. Corpus luteum igi anjiogenezisdeki gerileme
ve fibrozis varlig1 i¢in ordinal skala (yok=0p, var=1p,
¢ok var=2p) olusturuldu. Overdeki kistik folikiil sayil-
du

Isik mikroskopisi altinda incelenen preparatlarda
Over yiizey epitelinde displazik degisiklikler icin Nieto
ve ark.” nin (25) oOnerdigi sekilde 9 parametreye ek
olarak  hiperkromazi’yi  ekledik. =~ Sonugta, 1-
Tabakalanma, 2-Tafting, 3-Kromatin diizensizligi, 4-
Nukleus kontiir diizensizligi, 5-Nukleus boyutunda
artis, 6- Nukleus/Stoplazma oraninda artig, 7-
Pleomorfizm, 8-Nukleoli varligi, 9-Mitoz ve kendi
ekledigimiz 10-Hiperkromazi varligi incelendi. Her bir
parametre i¢in Nieto ve ark. (yok=0 puan, var=1 puan,
¢ok var=2 puan)’nin olusturdugu skalay1 daha ayrintili
bir ordinal skalaya (yok=0 puan, az var=1 puan, var=2,
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¢ok var=3 puan) doniistiirdiik. Bir preparattaki tim
bilesenlerin degerleri ve toplanarak toplam over yiizey
epitel degisikligi puani hesaplandi.

Verilerin istatistiksel analizi igin SPSS 9.0 prog-
ramt kullanildi. Grup 2- Grup 6 ile, Grup 3- Grup 7 ile,
Grup 4- Grup 8 ile, Grup 5- Grup 9 ile Mann Whitney
U test ile karsilagtirildi. p<0.05 anlamli kabul edildi.

Tiim gruplarin karsilastirilmasi ise, Kruskall
Wallis varyans analizi ile yapildi. p<0.05 bulunan de-
gerler icin, gruplar arasi ikili karsilastirmalar Mann
Whitney U test kullanilarak yapildi. Onemlilik enflas-
yonunu Onlemek i¢in, Bonferroni diizeltmesi uygulan-
d1. p<0.01 anlamli kabul edildi.

Sapmaz ve Akpolat

BULGULAR

Atugsman grubunda tim ratlarda deney basarild.
Instillasyon grubunda, Grup 7°de 2 rat, Grup 8 ve Grup
9’da 3’er rat deney bitiminden 1-3 saat sonra 6ldiigi
icin tekrarlandi. Instillasyon tekrarlanan vakalarda, 0,1
ml TCA ¢ok yavas uygulanarak, TCA’nin batina siz-
masi 6nlendi.

Over folikiil rezervi ve over yiizey epitel degisik-
likleri atusman ve instillasyon grubunda benzer bulun-
du (Grup 2- Grup 6, Grup 3- Grup 7, Grup 4- Grup 8,
Grup 5- Grup 9, p>0.05, Mann Whitney U test).

Tiim gruplarin karsilastirilmasinda ise yine over

folikiil rezervi ve over yiizey epitel degisiklikleri ben-
zer bulundu (p>0.05, Kruskall Wallis varyans analizi).

Gruplara ait incelenen tiim parametreler Tablo
1’de gosterildi.

Tablo 1. Tim gruplarda incelenen parametrelere ait degerler. Degerler ortalama+SD olarak gésterildi.

Parametre OFR’ osD’ CLA’ cL’ AF F CF
Grup 1 54,3+57 0,01+0,3 0+0 2,114 0,30,6 0,01+0,3 0+0
Grup 2 52,1+3,7 0+0 0,01+0,3 2,2+1,1 0,240,6 0+0 0+0
Grup 3 52,6+5,8 0+0 0,01+0,3 2,114 0,3+0,6 0,01+0,3 0,010,3
Grup 4 54+6 0,1+0,3 0,01+0,3 1,9+1,3 0,30,7 0+0 0+0
Grup 5 52,447 0,1+0,3 0,01+0,3 2+1,3 0,30,7 0,1£0,3 0,140,3
Grup 6 54+6 0,01+0,3 0+0 2,2+1,3 0,3+0,6 0,1£0,3 0+0
Grup 7 53+2,4 0,2+0,4 0,01+0,3 2,114 00 0,140,3 0+0
Grup 8 53,3+5,8 0,2+0,4 0,01+0,3 2+1,3 0,30,6 0+0 0+0
Grup 9 54458 0,140,3 0,2+0,4 2,114 0,240,6 0,0140,3 0,140,3
p degeri NS NS NS NS NS NS NS

NS=p>0.05, Kruskall Wallis test.

*=OFR= Over folikiil rezervi, OSD=Over Yiizey epitel degisiklikleri, CLA=Corpus luteum i¢i anjiogenezis, CL=Corpus Luteum (adet),

AF=Atretik follikiil, F=Fibrozis, CF=Kistik follikiil

TARTISMA

Yaptigimiz deneysel caligmada, gerek atusman gru-
bunda gerekse instillasyon grubunda kullanilan TCA,
over folikiil rezervi ve over ylizey epiteli lizerinde
degisikliklere neden olmamaktadir.

Over folikiil rezervi i¢in Souza ve ark. (24), over
yiizey epiteli degisiklikleri i¢in Nieto ve ark. (25) ska-
lasin1 kullandik. Ayrica, Nieto skalasindaki ordinal
skalay1 (yok=0p, var=1p, Cok var=2p), daha ayrintil
hale (yok=0p, az var=1p, var=2p, ¢ok var=3p) getirdik.
Boylece ordinal skalaya bagli veri kaybi en aza indiril-
di.

Yaptigimiz deneysel ¢aligmada, ablasyon sonrast,
over yiizey epitelinde displazik degisikliklerin olma-
mas1 ¢ok oOnemlidir. Kinakrin plevral ve peritoneal
kavitelerde sklerozan ajan olarak kullanilirken, 1969
yilindan sonra, kadinlarda, cerrahi olmayan sterilizas-
yon i¢in kullanilmustir (21). Kinakrin fallop tiipiiniin
intramural boliimiinde nekroz ve inflamasyona neden
olur, daha sonra fallop tiiplinde kapanma ortaya g¢ikar
(21). Ancak, Kinakrin DNA’nin temel baz giftleri ile

selasyon yapar ve bu olay mutajenik etki yapabilir (22,
23). Bunun i¢in daha giivenilir bir ilag olan eritromisin
kullanilmis ve hayvan c¢aligmalarinda eritromisin etkili
bulunmustur (26). Ancak insanlarda sterilizasyon
amagli kullanimi ayni basariy1 géstermemistir (27).

Souza ve ark. (24) histerektomi sonrast over
folikiil rezervini degerlendirmis ve over folikiil rezer-
vinin azaldigini tespit etmistir.

Derksen ve ark. (6) endometrial ablasyon ve
histerektomi yaptiklar1 vakalarda, over folikiil rezervi-
nin gostergesi olarak FSH kullanmis, ablasyon ve
histerektominin FSH diizeylerini artirdigini ve bu vaka-
larda overdeki otokatalitik siirecin hizlanmasi1 sonu-
cunda over folikiil rezervinin azalacagin1 ve erken
menopozun ortaya ¢ikacagini belirtmistir.

Kiigiikdzkan (15) ve Kiigik (16), kimyasal
ablasyo uyguladiklart vakalarda oldukga basarilt sonug
almis ancak over folikiil rezervini ve yiizey epitel degi-
sikliklerini incelemedikleri i¢in bu konuda yorum ya-
pamiyoruz.
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Gerek ablasyon gerekse histerektomi vakalarinda,
su ana kadarki genel uzlagma, bu miidahalelerin A.
Uterina kan akimini, dolayisiyla A. Ovarica kan akimi-
nin da azalacagini, bu nedenle over de hasar ortaya
¢ikacagini belirtmektedir (4-6). Bu goriisler, Taylor ve
ark. nin (28) yaptig1 ¢alisma ile giiriitiilmustiir. Taylor
ve ark. (28) acik myomektomilerde kendi teknikleri
olan tripple turnike teknigininde (kalic1 bilateral A.
Uterina ascendans ligasyonu ve infundibiilopelvik
ligamentlere gecici turnike uygulamasi), biiyiik
myomlu (14-24 haftalik) 28 vakay: rastgele 2 gruba
ayirmig, Grup 1’de tripple turnike teknigini, Grup 2’ye
ise myomektomi esnasinda lokal hemostaz kurallarin
uygulamistir. Yaptig1 ¢alisma sonucunda kan kaybi ve
kan transfiizyonunun Grup 1’de anlaml olarak azaldi-
g1 tespit etmistir. Postoperatif over rezervi (FSH
Olglimii ile) ve uterin perfiizyon degerlendirilmesi
(Doppler ile) yapilmis, Grup 1 ile Grup 2 arasinda bir
fark olmadigi tespit edilmistir. Goriildiigii gibi, ablasyo
calismasindakinden ¢ok daha agir bir vaskiiler miidaha-
le iceren Taylor tripple turnike teknigi dahi over rezervi
ve uterus perflizyonunu bozmaz iken, ablasyo miidaha-
lelerinin uterus veya over perfiizyonunu bozmasi uy-
gun bir goriis degildir.

Ayrica, pelvis deki damar yapilari incelenmis sa-
dece sakrospindz ligament bolgesinde %20-%100 gibi
cok genis bir yelpazede anatomik ve anastomoz var-
yasyonlar saptanmustir (29). Bu kadar genis bir aralikta
seyreden anastomoz ag1 olan organlar igin, A.
Uterina’nin ablasyo vakalarindaki miiphem sayilabile-
cek hasarinin ¢ok anlamli olmamasi gerekir. Ciinkii A.
Iliaca interna ligasyonu yapilan vakalarda dahi, gebelik
gelistigi saptanmugtir (30).

Son zamanlarda, uterusun sadece iireme icin ge-
rekli bir organ olmayip ayni zamanda endokrin bir
organ oldugu belirtilmektedir (31). Uterus da,
endometriyum (epitel ve stromal hiicreler) ve
myometriyum, 6zellikle CRH olmak iizere birgok hor-
mon sentez eder (32).
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Ayrica, premenopozal donemdeki geng bir kadin-
da yapilacak histerektomi hastada sadece, erken meno-
poza yol agmamakta ayni zamanda adrenal korteks
timor artisina da neden olabilmektedir (33).

Bizim kendi goriisiimiiz, histerektomi veya
ablasyo sonucunda, uterusun bu noroendokrin islevi
tamamen veya kismen azalmakta, bu olay ise FSH’da
artisa neden olmaktadir. FSH artig1 ise over rezervi ve
over yiizey epiteli lizerine zararli etki yapar. Yaptigi-
miz ¢alismada, over yiizey epitel degisiklikleri ve over
folikiil rezervi degisiklikleri kontrol grubu ile benzer
bulundugu i¢in, ratlarda TCA ablasyonu giivenilir
goriinmektedir. Ancak, ratlarda kinakrinden daha etkili
bulunan eritromisinin insanlarda etkisiz oldugu (tiirler
aras1 farklilik) da gézardi edilmemelidir.

Sapmaz ve ark. (34) %95’lik TCA atusmani yap-
tiklar1 rat ablasyon ¢aligmasinda, myometriyum hatta
serozaya kadar hasar tespit etmistir. Bu ¢alismamizda
ise over yiizey epiteli ve over rezervi %95’lik TCA
atusman1 (Grup 5) yaptigimiz grup ile kontrol grubu
(Grup 1) degerleri benzer bulunmustur. Acaba, rat
uterusunun tahribi FSH artisina neden olmamakta mi-
dir? Veya 21 giinliik siire bu hasar tespiti i¢in kisa bir
stiremidir?

Ayrica Kiiciikozkan ve ark. (15) %95’lik TCA
uyguladiklart 8 vakanin, myometriyumunda sadece 3
mm’lik hasar tespit etmistir. Yani myometriyum hasart
minimaldir. Tiirler aras1 farklilik burada da karsimiza
¢tkmaktadir (34). Bu nedenle, Sapmaz ve ark’lar1 (34)
insan uterusundaki termal ablasyo ¢aligmalarinda farkli
bir endometrial ablasyon skalasi kullanirken, rat
uterusundaki ablasyon c¢aligmalarinda farkli  bir
endometriyal ablasyon skalasi kullanmistir (34, 35).

Sonu¢  olarak, farkli konsantrasyonlardaki
trikloroasetik  asitin, endometriyal ablasyon igin,
atusman ve instillasyon yontemleri ile uygulanmasinin
rat over rezervi ve over yiizey epiteli lizerine olumsuz
bir etkisi yoktur.
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