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1. GIRIS

Adneksiyel torsiyon adneksin (over ve tuba uterinanin) infundibulopelvik
ligament veya tubo-overyan ligament merkezinde vaskiiler ekseni etrafinda total
ya da parsiyel olarak donmesi demektir (Polat ve arkadaslari, 2015) (1). Torsiyona
ugrayan adnekste venoz ve lenfatik blokaj gelisir. Ovaryum parankiminde
hemorajik alanlar olusur. Dokulardaki arteriyal blokaj nedeniyle gangren ve
nekrotik tablo meydana gelir. Torsiyonun derecesine gore (komplet, inkomplet ya
da spontan detorsiyon gdstermesi seklinde) asemptomatik olabilecegi gibi keskin
akut ve giderek artan agr1 seklinde semptom verebilir (Bingdl ve Giineng, 2005)
(2). Reprodiiktif ¢agdaki kadinlarda goriilen, adneksi olusturan tuba uterina, over
ve komsu yapilar1 ayr1 ayr1 veya birlikte etkileyerek organlarda iskemik hasara
neden olan bir durumdur. Tani igin Doppler ultrasanografi (USG) yardimcidir.
Nadir goriilen bir durum olup ortaya ¢iktiginda olgularin yarisindan fazlasinda
jinekolojik acidan acil miidahale gerektiren bir durumdur (Koca, Yildiz ve
Yilmaz, 2014) (3). Adneksiyal torsiyon nonspesifik bulgu ve semptomlara sahip
oldugundan tedavide gecikme s6z konusudur. Torsiyon tedavi edilmezse doku
nekroze olur, hafif ates ve 16kositoz baslar ve nadiren de olsa letal sonuca kadar
ulasabilen degisen derecelerde klinik tablolar olusabilir (Bingdl ve Goneng, 2005)
(2). Onceleri tedavide torsiyone olan adneksin cikartilmasi &n planda iken artik
torsiyone olan adneksi detorsiyone etmek daha konservatif bir yaklasim olarak
goriiliip klinik olarak uygulanmaktadir (Joliniere ve arkadaslari, 2017) (4). Ancak

yapilan ¢aligmalar gostermistir ki torsiyone olan adnekste hasar1 olusturan sadece
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iskemi degil detorsiyon — reperfiizyon sonrasi dokuda ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin yarattig1 reperfiizyon hasaridir. Bu nedenle bu hasar1 6nlemek amaci
ile kullanilabilecek ajanlar gelistirilmektedir (Borekci ve arkadaslari, 2009) (5).
Yapilan c¢alismalarda nifedipin (Mestrovi¢ ve arkadaslar, 2014) (6) ve
resveratrolun (Hasgelik ve arkadaslari, 2004) (7) reperflizyon hasarini
azaltabilecek ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle biz bu ¢alismada
nifedipin ve resveratrolun iskemi — reperfiizyon (I / R) modeli olusturulan ratlarda
over rezervi lzerine olan koruyucu etkisine bakmayi amaclamaktayiz. Bu
calismada ayn1 kosullardaki 4 grup rata (I. Kontrol grubu, II. iskemi-reperfiizyon
yapilan grup, III. Iskemi-reperfiizyon yapilip nifedipin verilen grup, IV. iskemi-
reperfiizyon yapilip resveratrol verilen grup) belirlenen siire araliginda deneysel
prosediir uygulandiktan sonra biyokimyasal olarak serum Anti - Miillerian
Hormon (AMH) diizeyi belirlenmesi, c¢ikartilan over dokusundan  alinan
kesitlerde immiinohistokimyasal olarak AMH ve Vaskiiler Endoteliyal Biiylime
Faktorii Reseptorii - 2 (VEGFR-2) isaretlemesinin yapilmasi, Total Antioksidan
ve Total Oksidan (TAS, TOS) seviyesinin bakilmasi, histokimyasal olarak
boyanan preparatlarin primordiyal follikiil, antral follikiil, atretik follikiil ve

corpus luteum sayimi yapilarak degerlendirilmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Over

2.1.1. Embriyoloji

Gebeligin 5. haftasinda gonadlar ¢olemik ¢ikintt seklinde mezonefroz
tizerinde yogunlasirlar. Bunlar gonadal c¢ikinti seklinde adlandirilirlar. Bu
donemde gonadlar distal ¢olemik epitel ile i¢ ice olan germ hiicreleri, icte de
medullar mezensimden olusmaktadir. Gonadal c¢ikintilar germ hiicrelerinin
yasamasi i¢in en uygun yerdir. Germ hiicreleri dorsal mezenter boyunca ameboid
hareketlerle gebeligin 4-6 haftasinda bahsettigimiz gonadal ¢ikintilara go¢ eder.
Go¢ zamannda es zamanh olarak germ hiicreleri prolifere olmaya baslar. Germ
hiicreleri hem sperm hem de ovumun onciiliidiir. Gebeligin 6. haftasinda bunlar
mitozla ¢ogalarak yaklasik 10.000 civarinda bir sayiya ulasir. Bu haftada gonadlar
germ hiicresi, ¢olomik epitel ve mezensimden olusmaktadir. Y kromozomu
varliginda SRY geninin varligi ile gelisim testis yoniinde olur. Yoklugunda ise
evrimsel gelisim her zaman disi yOniindedir. Disi embriyoda germ hiicreleri
gelismekte olan gonadlarin disina lokalize olur. Yiizey epiteli cinsiyet
kordonlarini olusturur. Bu kortikal cinsiyet kordonlari germ hiicrlerini sarar ve
follikiiliin graniilozasin olusturur. Mezensim dokusu ise follikiilii gevreleyen teka
hiicrelerini olusturur. Gebeligin 20. haftasina kadar oogonia ad: verilen bu germ
hiicreleri hizla ¢ogalarak yaklasik 6-7 milyona ulasir. Ancak bilinmeyen bir

nedenle bunlarin ¢ogu ateziye ugrar. Dogumda sadece 1-2 milyon pubertede



300.000 oosit bulunmaktadir. 8. gebelik haftasinda oogoniyumlar mayoza girerler,
mayoza giren oogoniyumlar oosit adin1 alir. Bunlar ovulasyon zamanina kadar
(puberteye kadar) kadar 1 mayozun profaz sahfasinda kalirlar. Ovulasyon
zamaninda luteinizan hormon (LH) piki ile 1 mayoz tamamlanir, 2 mayozun
metafaz safhasina gelinir. Eger fertilizasyon olursa 2 mayotik bdliinme

tamamlanir (8).

2.1.2. Over Anatomi

Fallop tipleri ve overler adneksi olustururlar. Fallop tipleri uzunlugu
yaklasik genellikle 7-12 cm arasindadir. Fertilizasyon igin mutlak gereklidir.
Fallop tiipleri ovumun yakalanmasi, ovum igin fiziksel ortam yaratmak, fertilize
ovumun trasportundan sorumlu bir yapidir. 4 kissmdan olusur: interstisyal, istmus,
ampulla ve fimbriya. Asil gonadal yap:1 overlerdir. Overler pelvise ligamanlarla
tutunur. Infundibulopelvik ligaman sayesinde pelvik yan duvara, uterooveryan
ligaman sayesinde ise uterusla baglanti kurar. Ser6z tabakas: sayesinde ise broad
ligamana tutunur. Over; korteks ve medulladan olusmaktadir. Korteks de follikiil
ve stromadan olusur. Normal bir over boyutu 5x3x3 cm boyutunda olup,
donemsel olarak degisiklik gosterebilmektedir. Overin kanlanmas: overyan arter
tarafindan saglanir, inervasyonu ise overyan pleksus ve uterovajinal pleksus
tarafindan saglanmaktadir. Adnekslerin lenfatik drenaji ise paraaortik lenf

nodlarmadir (9).



3, THE FEMALE REFRODUCTIVE SYSTEM
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Sekil 1: Kadin i¢ genital sistemi (10)

2.1.3. Rat Overi

Ratlarin overleri bobreklerin kraniyal kisminda yer almakta olup helezonik
yapidadirlar. Disi iireme sistemi 2 over ve genital traktustan ibarettir. Genital
traktusa ait olan yapilar: Ovidukt, uterus, serviks ve vajendir. Overler, overyan
bursa denilen kapsiil ile kaphdir. Oviduktlar kiiciik ve asiri derecede kivriml
yapilardir. Uterus fazla sayida dollenmeyi saglayan 2 ayri horndan (uterus
didelfis) olusur. Overler; ovidukt denen yapi ile bikornual yapili uterusa baglanir

(11).
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Sekil 2: Disi rat genital sistemi (12).

Overler histopatolojik olarak korteks ve medulladan ibarettir. Yetiskin bir
ratta korteks; follikiil ile doludur. Follikiiler atrezi yaklasik 18 giinde baslar.
Ratlarda overyan gelisim 4 evrede gergeklesir: 1. Dénem; neonatal (dogum-1
hafta ), 2. Donem; infantil (1-3 hafta arasi), 3. Donem; juvenil (3-4,5 hafta arasi),
4. Donem; prepubertal donem (juvenil dénemden sonraki 3 giin) (13). Disi
ratlarda primordiyal follikiil havuzu dogumdan sonraki 3 giinde olusur. Bu

follikiiller infantil donem sirasinda hizlica gelisirler. Follikiiller infantil periyodun
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ortasindan biiyiime havuzuna girip juvenil donem boyunca biiyiimeye devam
ederler. Puberteden énce preovulatuar follikiile donerler. Ilk ovulasyon, yaklasik
rat 5 haftalik iken olur. Ratlarda ilk ostrus yaklasik 5 haftalikken olmakta olup,
her ostrus siklusu 5 giin siirmektedir. Ovulasyon spontane gergeklesmektedir. Rat
overini histopatolojik olarak inceledigimizde primordial, primer, sekonder,

preantral, antral ve atretik antral follikiilleri goriiyoruz (14).

2.2. Adneksiyal Torsiyon

Adneksiyal torsiyon kadinlarda ¢ok sik rastlanmasa da abdominal agrinin
en 6nemli nedenlerinden biridir. Jinekolojik cerrahi aciller arasinda 5. sirada olup,
gorillme oram %2.7 dir (15). Adneksiyal torsiyon overin, fallop tiiplerinin veya
her ikisinin kendi vaskiiler eksenleri etrafinda kismi veya total rotasyonu olarak
tanimlanir. Torsiyon sonucunda overde iskemi gelisir. Arteryal kan akiminin
kesilmesi sonucu iskemi ve 6dem olusur, olusan bu 6demin venoz drenaji bozmasi
sonucu belli bir siire sonra dokuda kan akimi iyice bozulur ve nekroz olusur (16).
Adneksiyal torsiyon sag adnekste (% 66 ) sol adneksten daha sik goriilmektedir
(17), (18). Adneksiyal Kitle yetiskinlerde goriilen torsiyon vakalarinin ¢ogunda
goriilmektedir. En sik goriilen tiimdrler; benign over tiimorleri ve tubal veya
paraoveryan Kistlerdir (19, 20). Yetiskinlerde en sik goriilen benign over timdrler
kistik teratom (%60) ve kistadenomdur (%30) (21, 22). Malign tiimorler torsiyon
vakalarinda daha az goriilmekte olup, yetiskin torsiyon vakalarinin sadece %3’ te
goriilmiistiir. Pediyatrik torsiyon vakalarinda yetiskinlere nazaran daha az timor
goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada 50 onaylanmis torsiyon vakasinin sadece
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%15’ inde timor gordlmistir. Bu timorlerin ¢ogu teratom (%25) ve benign
fonsiyonel over Kistleridir. Yapilan ¢alismalar gostermistir ki torsiyon, genelde 5
cm ve iizeri boyuttaki overlerde gergeklesir (23). Gebelik, ovulasyon indiiksiyonu

ve gegirilmis torsiyon oykiisii adneksiyal torsiyon riski artiran faktorlerdir.

2.2.1. Klinik

Adneksiyal torsiyonun klinik prezentasyonu genelde akut pelvik agri,
bulanti ve kusma ve adneksiyal Kitle seklindedir. Ancak bu semptomlar ¢ogu
zaman degiskenlik gosterebildikleri gibi birgok baska durumlarla da ilgili olabilir.

Ates, daha nadir goriilen semptomlardan biridir (%4) (24).

2.2.2. Degerlendirme

Hastanin ilk 6nce medikal oykisii alinip, fizik muayenesi yapilmalidir.
Fizik muayenede akut batin bulgularinin olup olmamasina dikkat edilmelidir.
Cogu hastada pelvik ve abdominal hassasiyet olmasina karsin bazi hastalarda bu
bulgular olmayabilir. Abdominal hassasiyet ¢ogu zaman torsiyone olmus adneks
tarafina lokalize oluyor (24). Abdominal hassasiyete neden olabilecek diger
durumlar goéz 6niinde bulundurulmalidir (Ektopik gebelik, kolesistit, appendisit,
divertikiilit vs.). Laboratuvarda hastanin beta-hcg, tam kan sayimi ve
elektrolitlerine bakilmalidir. Gebe kadinlarda torsiyon riskinin artmasi ve ektopik
gebelik agisindan torsiyon siiphesi bulunan hastalardan beta-hcg bakilmasi
mithimdir. Bazi torsiyon vakalari hemoraji, anemi ve I16kositoza neden olabilir. Bu

bulgularin olmadig: birgok torsiyon vakasinin olmasina ragmen, bulgularin varlig



torsiyon siiphesi bulunan hastada adneksiyal hasar oldugu diisiincesini artirir.
Adneksiyal torsiyonu gosteren spesifik laboratuvar bulgulari olmasa da birkag
kiigiik calismada artan interlokin — 6 (IL-6) degerleri ile adneksiyal torsiyon
arasinda iliski saptanmustir (25). Hastayr degerlendirmede ilk goriintilleme
yontemi olarak usg 6nerilmektedir. Usg’ de 6demden dolay: kars: taraf overden
biiyiilk over goriilmesi, adneksiyal timor gorilmemis, over lokalizasyonu
degismemis, overde heterojen goriinimiiniin olmasi, multiple kiiciik periferal
yerlesimli follikiillerin géziikmesi torsiyonda goriilen yaygin bulgularidir. Adneks
torsiyone oldugunda venoz ve lenfatik akim engellenir. Bunu takiben adnekste

sisme ve 6dem gelisir ve sonug olarak arteriyal akim bozulur.

Sekil 3: icerisinde kist bulunan torsiyone over goriintiisii. Ok ile periferal
yerlesimli follikiiller gosterilmistir (26).



Doppler usg ile venséz ve arteryel akim eksikligini goérebiliyoruz (27).
Yapilan bir calismada gosterilmistir ki venéz doppler daha yiiksek pozitif
prediktiv degere sahiptir (torsiyon vakalarinin %94 igin). Arteryel kan akiminin
torsiyon vakalarinin %60’ da devam ettigi gosterilmistir (28). Anormal doppler
kan akimi torsiyon vakalarmin hepsinde gorilmez. Bu da tam ve tedavide
gecikmelere neden olabiliyor. USG’ de inceleme esnasinda vaskiiler yapilarin
olusturdugu “whirlpool sign” dedigimiz goriintiiylide gorebiliriz. Bu bulgu tan:
koymaya yardimcidir ama her vakada goriilmez. Bilgisayarli Tomografi (BT) ve
Manyetik Rezonans (MR) goriintiileme ile genelde acil servis departmanlarinda
tan1 amaci ile kullanilabilir. BT’ de eszamanli tuba duvar kalinligs, kist varliginda;
kist duvar kalinhgi, asit, torsiyone olan adneks tarafina uterin deviasyon
gozlenebilir. MR’ da ise, 6zellikle T2 sekansta donmiis adneksin stromasi suya

benzer hiperintesitisite gosterir (29).

2.2.3. Tam ve Tedavi

Biitiin klinik, laboratuvar ve gorintiilleme bulgularina ragmen adneksiyal
torsiyonun kesin tanisi eksplorasyonda goriiliir. Bunun igin en ¢ok tercih edilen
yontem ise laparoskopik yontemdir. Tedavi yontemi ise hastanin yasina, fertil
durumuna neoplazm riskine, menopozda olup olmadigina ve baska risk
faktorlerinin bulunup bulunmadigina gore verilir (30). Eskiden torsiyone olan
overin direkt ¢ikarilmasi altta yatan maligniteyi kagirmamak, tromboemboli riski,
torsiyone olan overin hasardan dolay1 fonksiyonunu kaybetmesi gibi
diisiincelerden dolay: esas tedavi yontemi olarak goriilmekteydi. Son yillarda
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yapilan calismalar ise torsiyon tedavisinde konservatif yaklasimlarin daha faydal
oldugunu gosteriyor. Konservatif yaklasimlar ozellikle fertilite ¢aginda olan
kadinlar i¢in daha 6nemlidir. Amag fertil bir kadinda over rezervini maksimum
derecede korumaktir. Torsiyone olan overin ¢ikarilmas: yerine detorsiyon
tedavisi, detorsiyon sonrasi ekstirpasyonu miimkiin olan benign Kistlerin
¢ikarilmasi daha uygun bir yaklasim olarak goriilmektedir. Eskiden torsiyone olan
overin detorsiyone edilmesinin tromboemboli riskini artirdigi disiiniiliiyordu.
Yapilan ¢ahsmalar gostermistir ki adneksiyal torsiyon sonrasi detorsiyon
yapilmasi tromboemboli riskini arttirmadigi gibi uzun dénemde yapilan usg de

overlerde follikiiler aktivitenin yeniden olustugu gosterilmistir (31, 32).

2.3. Iskemi-Reperfiizyon Hasari

Adneksiyal torsiyon, iskemik hasar olusturur. Bizim tedavideki hedefimiz
overin kanlanmasini yeniden saglayip fonksiyonlarini geri kazandirmaktir. Ancak
yapilan ¢alismalar gostermistir ki iskemi sonrasi reperfiizyon dokulara daha ¢ok
zarar verebilir. Bunun nedeni reperfiizyon sonucu dokuda olusan serbes oksijen
radikalleridir (33). Buna iskemi-repefiizyon hasari (I / R hasar1) denir. O yiizden
sadece detorsiyon tedavisi yeterli olmayip, detorsiyon sonras: over dokusunu bu
oksidatif hasardan korumaya yonelik medikal tedaviler arastirilmaktadir (34).
Bizim amacimiz ise bu ¢alismada nifedipin ve resveratrolun iskemi reperfiizyon

hasar1 olusturulan overlerde koruyucu etkisini aragtirmaktir.
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2.4. Resveratrol ve Nifedipin

Vicut tarafindan normal fizyolojik oksijen tiiketimi (solunum, immun
olaylar gibi) esnasinda reaktif okijen radikalleri dretilir. Bunlara 6rnek olarak
serbest superoksid anyonu ve hidroksil grubu; serbest olmayan oksijen radikali ise
hidrojen peroksid ve oksijen molekiilleridir. Normalde bu molekiiller fizyolojik
miktarlarda hiicrelere zarar veremezler, ancak fazla miktarda biriktikleri zaman
basta lipidlere olmak tizere, DNA, karbohidrat ve protein hasarina neden olur

(35).

Resveratrol (3,4',5-trihydroxy-trans-stilbene) dogal fitoalexin olup, tiziim
ve sarapta bulunur. Resveratrolun antiproliferatif ve antioksidan etkisi
bulunmaktadir. Resveratrol ¢ok bilinen bir molekiil degil, ama yapilan
arastirmalar gostermistir ki igerdigi hidroksil gruplarinin sayisi ve pozisyonu onun
antioksidan etkinliginde rol oynuyor. Resveratrolun lipid metabolizmasini modiile
ettigi, disiik molekul agirlikli lipidleri oksijen radikallerine karsi ve oksidatif
hasardan korudugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (36). Yapilan ¢alismalarda
resveratrolun antioksidan etkisi sayesinde (molekiiler yapisindan dolayi) dokuda

iskemi-reperfiizyon sonrasi olusan hasar: azalttigi gosterilmistir (37).

Nifedipin, dihidropiridin grubu kalsiyum kanal blokoridir. Kalsiyum
kanal blokorlerinin - esas kullanim  yeri hipertansiyon ve koroner Kkalp
hastaliklaridir. Yapilan ¢alismalarda kalpte ve testiste iskemi- reperfiizyon hasari

sonrast olusan oksijen radikallerini azalttigi gorilmistir (38, 39). Bu nedenle
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calismamizda resveratrol ve nifedipinin iskemi-reperfiizyon hasari tizerindeki

etkisini arastiracagiz.

2.5. Anti-Miillerian Hormon

AMH; Transforming growth factor (TGF-B) ailesinin tiyesi olup preantral
ve erken antral follikiillerden salgilanir. AMH bize sahip olunan primordial
follikiil havuzu hakkinda bilgi verip, over fonksiyonunu degerlendirmek icin olan
en iyi biyokimyasal markerlardan biridir. Primordial follikiil havuzu yasla birlikte
azaldikca AMH diizeyi de azalir. AMH, menopozda olgiilemez diizeydedir.
Invitro fertilizasyon (IVF) planlanan hastalarda AMH over stimulasyonu
sonrasinda elde edilebilecek oosit sayisi ile korelasyon gosterir. Over
stimulasyonu yapilan hastalarda diisiik ve asir1 over yanitin1 géstermede 6nemli
bir prediktif deger olmasina ragmen canli dogum oranin1 gostermedeki prediktif
degeri o kadar yiiksek degil (40, 41). Biz bu ¢alismamizda iskemi- reperfiizyon
hasarinin ve verecegimiz medikal tedavilerin AMH diizeyi iizerindeki etkilerini

arastiracagiz.

2.6. VEGFR-2

VEGF; vaskiiler endotelyal hiicre biiyiimesinde ve vaskiiler permeabiltede
en onemli rol oynayan faktorlerden biridir. Yapilan ¢alismalarda birgok koti
huylu timorlerin biiyiimesinde ve metastazinda rol oynadigi gorilmiistir (42).
VEGF reseptoriiniin 3 alt tipi mevcuttur, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3. Tim

reseptor alt tipleri immiinoglobin zincirlerine sahip olup tirozin kinaz bagimh
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calismaktadir. Bu reseptorler embriyonik vaskiilogenezis, tiimor anjiogenesiz ve
lenfanjiogenezisten sorumludur (43). Hipoksi anjiogenezis igin potent stimil olup,
cesitli organ ve hiicrelerde VEGF ve reseptorlerinin up regulasyonuna neden olur.
Renal iskemi-reperfiizyon modeli yapilan bir ¢calismada VEGF ve VEGFR-1
ekspresyonun artmadigi, ancak VEGFR-2 ekspresyonunun arttig: tespit edilmistir.
Artan bu VEGFR-2 ekspresyonunun endotel hiicrelerinin biitiinliigiinii ve iskemik
dokulara kan saglama potansiyelini korudugu diistiniilmektedir. Bu nedenle
calismamizda bitin - gruplarda VEGFR-2  ekspresyon  diizeyi  bakilip

degerlendirilecektir.

2.7. TAS, TOS

Calismamizda iskemi-reperfiizyon hasari sonrasi olusan oksidan yapilarin
over dokusunda olusturdugu oksidatif hasar1 ve verdigimiz ilaglar sayesinde bu
oksidatif hasar1 ne kadar engelleyebilecegimizi arastirdigimiz igin; dokularda
TAS, TOS diizeyi bakilmasinin amaca uygun oldugu disiiniildi. Over dokusunda
TAS ve TOS diizeyini belirlemek icin Erel (2004) tarafindan gelistirilen tam

otomatik klorometrik bir yontem kullanilarak dl¢tilmiistiir (44).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz icin Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
kurulu'ndan (HADYEK) etik kurul onayr alindi. Hollanda Harlan
laboratuvarindan alinan 24 adet disi 250-300 gr agirliginda Sprague Dawley cinsi
gebe olmayan disi rat deneye dahil edilmistir. Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde 12 saat aydinlik /
karanlik siklusunda ve standart deney rat diyeti (Korkuteli Yemek Endustrisi,
Tiirkiye) ve su ad libitum seklinde (siirekli ulasabilecekleri sekilde) verilmistir. 24

hayvan randomize sekilde 4 gruba ayrilmstir.
3.1.Deneysel Calisma Modeli

1. Grup 1’de 6 adet 250-300 gr agirliginda olan Sprague Dawley cinsi gebe
olmayan disi ratlara 45 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine uygulanarak
anestezi yapildi. Uygun tiraslama ve batikon ile saha temizligini takiben
preoperatif AMH i¢in inrakardiyak 1 ml kan alindi. Sonrasinda 3 cm’lik
vertikal insizyon ile batina girildi ve bilateral adneksler eksplore edildikten
sonra batin 4.0 monocryl ile kapatildi. Diger gruplarla ayni1 operasyon
siiresine maruz kalmasi amaci ile 6 saat sonra postoperatif AMH igin
tekrar 1 ml kan alinip bilateral ooferektomi islemi yapildiktan sonra ratlar

sakrifiye edildi.

15



2. Grup 2’de 6 adet 250-300 gr agirhiginda olan Sprague Dawley cinsi gebe
olmayan disi rata 45 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine uygulanarak
anestezi yapildi. Uygun tiraglama ve batikon ile saha temizligini takiben
preoperatif AMH i¢in inrakardiyak 1 ml kan alindi. Sonrasinda 3 cm’lik
insizyon ile batina girildi ve bilateral adneksler eksplore edildikten sonra
her 2 adneks kendi etrafinda 720 ° dondiiriildiikten sonra 5.0 vicryl ile
abdomen yan duvarina siiture edildi. 3 saat torsiyon siiresi dolduktan sonra
relaparotomi yapip adneksler detorsiyone edilip batin tekrar kapatildi.
Detorsiyondan 3 saat sonra postoperatif AMH igin tekrar 1 ml kan alinip

bilateral ooferektomi islemi yapildiktan sonra ratlar sakrifiye edildi.

3. Grup 3’te 6 adet 250-300 gr agirhginda olan Sprague Dawley cinsi gebe
olmayan disi rata 45 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine uygulanarak
anestezi yapildi. Uygun tiraslama ve batikon ile saha temizligini takiben
preoperatif AMH i¢in inrakardiyak 1 ml kan alindi. Sonrasinda 3 cm’ lik
vertikal insizyon ile batina girildi ve bilateral adneksler eksplore edildikten
sonra her 2 adneks kendi etrafinda 720° dondiiriildiikten sonra 5.0 vicryl
ile abdomen yan duvarina siiture edildi ve batin 4.0 monocryl ile kapatildi.
Torsiyondan 2,5 saat sonra her rata 100 mg/kg intraperitoneal nifedipin
verildi. 30 dk sonra relaparatomi yapilip adneksler detorsiyone edildi ve
batin tekrar kapatildi. Detorsiyondan 3 saat sonra postoperatif AMH igin
tekrar 1 ml kan alinip bilateral ooferektomi islemi yapildiktan sonra ratlar

sakrifiye edildi.
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4. Grup 4’te 6 adet 250-300 gr agirliginda olan Sprague Dawley cinsi gebe
olmayan disi rata 45 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine uygulanarak
anestezi yapildi. Uygun tiraglama ve batikon ile saha temizligini takiben
preoperatif AMH igin inrakardiyak 1 ml kan alindi. Sonrasinda 3 cm’lik
insizyon ile batina girildi ve bilateral adneksler eksplore edildikten sonra
her 2 adneks kendi etrafinda 720° dondirildiikten sonra 5.0 vicryl ile
abdomen yan duvarina siiture edildi ve batin 4.0 monocryl ile kapatildi.
Torsiyondan 2,5 saat sonra her rata 10 mg/kg intraperitoneal resveratrol
verildi. 30 dk sonra relaparatomi yapilip adneksler detorsiyone edildi ve
batin tekrar kapatildi. Detorsiyondan 3 saat sonra postoperatif AMH igin
tekrar 1 ml kan alinip bilateral ooferektomi islemi yapildiktan sonra ratlar

sakrifiye edildi.

Sekil 4: 180.Dakikada detorsiyon dncesi overin goriiniimii

17



Calismada 24 adet Sprague-Dawley cinsi
gebe olmayan disi rat kullanild.

Grup1
Preop intrakardiyak kan alinmasi

Batin acildiktan 6 saat sonra intrakardiyak kan alinmasi
Bilateral ooferektomi

Grup 2
Preop intrakardiyak kan alinmasi

Bilateral over torsiyonu
180 dakika sonra detorsiyon
180 dakika sonra intrakardiyak kan alinmasi ve bilateral ooferektomi

Grup 3
Preop intrakardiyak kan alinmasi
Bilateral over torsiyonu

150 dakika sonra intraperitoneal nifedipin
30 dakika sonra detorsiyon
180 dakika sonra intrakardiyak kan alinmasi ve bilateral ooferektomi

Grup 4
Preop intrakardiyak kan alinmasi
Bilateral over torsiyonu

150 dakika sonra intraperitoneal resveratrol
30 dakika sonra detorsiyon
180 dakika sonra intrakardiyak kan alinmasi ve bilateral ooferektomi

Sekil 5: Deney Tasarim Semasi
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3.2.Histolojik Ve Biyokimyasal Degerlendirme

ISIK MIKROSKOBIK TAKIP BASAMAKLARI: Deneklerin diseksiyonu
sonrasinda c¢ikarilan ovaryum dokulart %10’luk formaledhitte tespit edildi.

Ardindan asagidaki islem basamaklarina riayet edilerek dokular takibe alindt:

1. Tespit soliisyonun uzaklastirilmasi-yikama
2.9%50 etil alkol (20 dk)

3. %70 etil alkol (20 dk)

4. %80 etil alkol (20 dk)

5. %96 etil alkol (20 dk)

6. Aseton 1 (20 dk)

7. Aseton 11 (20 dk)

8. Aseton 111 (20 dk)

9. Aseton IV (20 dk)

10. Ksilol 1 (30 dk)

11. Ksilol 11 (30 dk)

12. 60°C'lik etiivde erimis parafin I’de (1 saat)
13. Parafin Il (1 saat)

14. Parafin i¢inde bloklama
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Hazirlanan bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen —

eozin (H&E) boyama ve immiinohistokimyasal isaretlemeler yapildi.

3.2.1. Histomorfolojik Inceleme ve Follikiil Sayimi

Dokulardan 4 pm kalinlikta kesitler alinarak histokimyasal hematoksilen-
eozin ile boyanan preparatlarda primordiyal follikiil, antral follikiil, atretik follikiil
ve corpus luteum sayimi yapildi. Histokimyasal boyama ile ilgili detayli bilgi

asagida belirtilmektedir.
1. Haris Hematoksilen hazirlanisi
2. Hematoksilen 1 g
3. %100 etil alkol 10 ml
4. Potasyum alum (Al12S0O4)3K2S04+24H20 20 g
5. Saf su 200 ml
6. Civa oksit (HgO) 0,5 g
7. Glasiyal asetik asit 8 ml

Boyanin hazirlanisi: 1 gram hematoksilen 10 ml etil alkolde c¢oziiliir.
Ayrica potasyum alum saf suda isitilarak ¢oziiliir. iki eriyik birbirine
karistirilip > dakika kaynatilir ve hemen sogutulur. Igerisine civa oksit eklenir
ve soguk su banyosunda hizla sogumasi saglanir. Son olarak da karisima

glasiyal asetik asit ilave edilir. Bu boya 3-4 ay kullanilabilir.
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Eosin genellikle hematoksilen igin zit boya (Hematoksilen-Eosin) olarak

kullanilir. Eosinin suda ve alkolde hazirlanabilen iki ¢esidi vardir.
Eozin soliisyonu hazirlanist
1. EosinY (Yellowish) 1 gram
2. Saf su 100 mililitre
3. Bir adet kiictlik Timol kristali

4. Eosin B (Bluish) %90 alkol i¢inde doymus olarak hazirlanir (Ozban &

Ozmutlu, 1994). Biz ¢calismamizda Eosin Y soliisyonunu kullandik.
5. Hematoksilen-Eozin boyama Protokolii

6. Lama alman kesitlerin {izerindeki parafinin erimesi i¢gin etiivde 70 ° C’de

20 dakika ya da 60 ° C’de bir gece boyunca bekletilir.
7. 2x 15 dakika ksilolde bekletilir.
8. 10 dakika %100’liik alkolde bekletilir.
9. 10 dakika %96’lik alkolde bekletilir.
10. 10 dakika %80’lik alkolde bekletilir.
11. 10 dakika %70’lik alkolde bekletilir.

12. 10 dakika %50’1ik alkolde bekletilir.
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13. Havada alkol ucgana kadar kurutulduktan sonra 10 dakika akar suda

yikanir.

14. 10-15 dakika Harris Hematoksilen’de bekletilir.

15. 10 dakika akar suda yikanir.

16. (%70 alkol + 2-3 damla Glasiyal asetik asit) karisimina batirilarak 2-3 dip

yapilir.

17. 10 dakika akar suda yikanir.

18. 5-10 dakika Eozin’de bekletilir.

19. 10 dakika akar suda yikanir.

20. 1-2 dakika %50 alkol

21. 1-2 dakika %70 alkol

22. 1-2 dakika %80 alkol

23. 1-2 dakika %96 alkol

24. 1-2 dakika %100 alkol

25. 2 x 15 dakika Ksilol’de bekletilir ve Entellan ile kapatilir.

Dokuda bulunan hiicrelerin niikleusu Haris hematoksilen ile mor, sitoplazmik

kisimlari eozin ile pembe boyanir ( Sekil 6 ve 7) .
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Sekil 6: Normal yapilariyla izlenen primordiyal follikiiller (P), primer follikiiller
(MP) ve zona pellucidanin (—) belirgin gézlemlendigi sekonder follikiil (SF), tek
katli kiibik epitelden olusan epitelyum germinativum (*) (H-E, X200)

Sekil 7: Sadece torsiyon-detorsiyon uygulamasi yapilan grupta gelisen vakskiiler
dilatasyon (—) ve atreziye giden follikiillerin (*) varligi gézlemlendi (H-E,
X100).
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3.2.2. immiinohistokimyasal Inceleme

Immiinohistokimyasal isaretlemeler i¢in 4 pm kalmligindaki ovaryum
dokular1 polilizinli lamlara alinarak 62°C’ deki etiivde 1 saat bekletildi. Lamlar
deparafinizasyonu tamamlamak i¢in 2 kez 15 ser dakika ksilende bekletildi. Daha
sonra 10’ ar dakika sirasiyla %100, %96, %90, %80 ve %70’lik alkol serilerinden
gecirildi. Dehidrate edilen dokular1 alkolden arindirmak i¢in kesitler 2 kez 5’er
dakika distile sudan gegirilecektir. Daha sonra doku igerisinde formaldehit’in
kapattig1 reseptor bolgelerinin aciga c¢ikarilmasini saglamak amaciyla, dokulara
sitrat tamponu (pH 6.0) ile mikrodalga firinda retriver islemi uygulandi.
Mikrodalgadan ¢ikan sitrat tamponundaki dokular 20 dakika disarida sogumaya
birakildi. Daha sonra dokular sitrattan arindirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile
sudan gecirildi. Dokularin etrafi PAP-PEN ile ¢evrilerek nemli ortam olan
immiinohistokimya barma dizildi. Dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Phosphate
Buffer Saline) (Ph:7,4) ile yikandi. Daha sonra, 15 dakika 9%3’liikk hidrojen
peroksit ile etkin birakilan dokulardan endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.
Islem sonrasinda PBS ile camlar 3 kez 3’er dakika yikandi. Yikanan camlara 5
dakika UltraV block uygulanarak, 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi
saglandi. Bu islemden sonra dokular yikanmadan primer antikor asamasina
gecildi. Bloklama asamasinin ardindan kesitler yikanmadan, 1/200 oranlarda
hazirlanan AMH ve VEGFR-2 primer antikorunda 4°C’ de 1 gece inkiibe edildi.
Primer antikordan sonra camlar 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Daha sonra 10

dakika biotinli sekonder antikor uygulanarak sekonder antikorun primer antikora
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baglanmas1 saglandi. Islem sonunda dokular yine 3 kez 3’er dakika PBS ile
yikandi. Sonra 10 dakika streptavidin uygulanacak ve islem sonunda dokular 3
kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Son olarak dokulara diaminobenzedin (DAB)
substrat1 iceren DAB kromojeni damlatilarak gézle goriilebilir immiin tepkimenin
ortaya ¢ikmasi saglandi. 2 kez 5’er dakika distile su ile yikanan dokularda zemin
boyasi olarak Mayer’s Hematoksilen’i kullanilacak olup distile su ile tekrar
yikama yapildi. DAB ile boyanan lamlar azalan alkol serilerinden gegirildi.
Sonrasinda 20 dakika ksilende bekletilen lamlara entallan damlatilip lamel ile
kapatildi. Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme
sisteminde, Leica Q Vin 3programinda fotograflar1 cekilerek degerlendirildi.
Degerlendirmeler sonunda  immiinohistokimyasal  tutulum  yogunluklari

incelenerek istatistiksel verileri olusturuldu.

3.2.3. Over Dokusunun TAS, TOS Ve OSI Diizeyinin Belirlenmesi

Orneklerin total antioksidan (TAS) degerleri Erel (2004) tarafindan

gelistirilen tam otomatik kolorometrik bir yontem kullanilarak belirlenecektir.

Yontemin temel prensibi; Numunede bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-
dianisidin  kompleksini ferik iyona oksitler. Ortamda bulunan gliserol bu
reaksiyonu hizlandirarak {i¢ katina ¢ikarmaktadir. Ferik iyonlar asidik ortamda
“xylenol orange” ile renkli bir kompleks olusturmasi saglamaktadir. Orneklerde
bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddeti spektrofotometrik
olarak 660 nm dalga boyunda Olgiiliir ve asagidaki formiil kullanilarak mmol

Trolox equivalent/l cinsinden hesaplanir.
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Omek Absorbansi = Ornegin Ikinci Absorbansi1 — Ornegin Birinci

Absorbansi
TAS = [(Abs Std 1 — Abs Ornek)] / [(Abs Std 1 — Abs Std 2)] x Std 2
Abs Std 1 = Ikinci Abs Std 1 — Birinci Abs Std 1

Abs Std 2 = Ikinci Abs Std 2 — Birinci Abs Std 2
3.3.AMH Diizeyinin Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi

Kanda AMH diizeyine bakmak i¢in ratlardan operasyon Oncesi ve
operasyon sonrast alinan kanlar sar1 kapakli jelli tiiplere konulduktan 30 dakika
sonra 3000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Elde edilen serumlar yeni
eppendorf tiiplere konulup analizi yapilincaya kadar -80° saklandi. Serum AMH
diizeyleri Enzyme-Linked immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile enzim
bagli immunsorban test Kiti (Bioassay Technology Laboratory Shanghai Korain
Biotech Co., Ltd) kullanilarak ELISA okuyucu cihazinda analiz edilmistir. Kitin

test i¢i varyasyon katsayisi (CV) degeri <%8 ve testler arasi CV degeri <%10 dur.
3.4.Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin degerlendirilmesi SPSS for Windows 22.0 (Stattistical Package
of Social Science) paket program kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.
Normal dagilima uyan veriler i¢in ortalama + standart sapma, normal dagilima
uymayan veriler i¢in ortanca ile 25. ve 75. persentil degerleri kullanildi, kategorik

veriler ise yiizde (%) olarak verildi. Bagimsiz gruplar arasinda normal dagilima
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uymayan sayisal iki grup verilerinin karsilagtirilmasinda ‘‘Mann Whitney U
Test’” ve normal dagilima uyan sayisal bagimsiz gruplar i¢in ‘‘Student T Test”’
kullanildi. Bagimli gruplar arasinda normal dagilima uymayan iki grup verilerinin
karsilastirilmasinda "Paired Sample T Test", ikiden fazla grup karsilastirmasinda
"ANOVA" kullanildi ve posthoc testler uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Arastirmaya toplamda 24 adet rat dahil edilmis olup her grupta 6 adet rat

olacak sekilde ayarlama yapildi.

4.1. AMH’ nin Biyokimyasal Degerlendirilmesi

Preoperatif ve postoperatif biyokimyasal AMH diizeyi her bir rat igin
spesifik oldugundan grup ici karsilastirma yapilarak preoperatif ve posteoperatif
AMH diizeyi arasindaki degisimin anlamli olup olmadig: degerlendirildi.

Grup ig¢i yapilan karsilastirmada preoperatif ve postoperatif AMH
diizeyleri arasinda Grup 1 (kontrol), Grup 2 (torsiyon-detorsiyon), Grup 3
(torsiyon-detorsiyon+nifedipin) ve Grup 4’ te (torsiyon-detorsiyon+resveratrol)
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Sirasiyla, p =0,058; p=0,089;

p=0,756; p =0,206) .

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Pre-postoperatif AMH
degisimi (ng/ml) 0,3+0,3 0,35+0,4 0,9+ 0,6 0,17+0,3
p- degeri 0,058 0,089 0,756 0,206

Tablo 1. Grup igci AMH’ nin preoperatif ve postoperatif degisiminin
degerlendirilmesi. Paired Sample T test. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml
degerlendirildi.
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4.2. Histomorfolojik Degerlendirme

Grup 1’den alinan ovaryum orneklerinin hematoksilen eozin ile boyanan
preparatlarinda ovaryum kiiclik biiylitmede korteks ve medulla olarak iki kisimda
normal histolojik yapidaydi (Sekil 8). Primordial follikiiller, primer follikiiller ve
sekonder follikiiller normal yapilartyla izlendi. Primer follikiillerden itibaren zona

pellucida belirgindi. Damar yapist normaldi (Sekil 9).

Sekil 8: Sham kontrol grubu; kiigiik biiylitmedeki incelemede ovaryum korteks
(K) ve medulla (M) olarak iki katmaniyla ayirt edildi. Kortekste gelisim
asamasinda follikiiller izlendi. Damar yapis1 (—) normaldi. Gelisen follikiiller;
primordial follikil (*), unilaminer primer follikiil (#), sekonder follikiil (m) ve
antral follikiil (A); (H-E, X100)
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Sekil 9: Normal yapilariyla izlenen primordiyal follikiiller (P), primer follikiiller
(MP) ve zona pellucidanin (—) belirgin gézlemlendigi sekonder follikiil (SF), tek
katli kiibik epitelden olusan epitelyum germinativum (*) (H-E, X200).

Antral follikiilde teka interna bol vaskiilerize bir goériiniimdeydi. Teka
interna ve stratum graniilosum normal histolojik yapilariyla ayirt edildi. Corona

radiata ve kumulus ooforus belirgindi (Sekil 10).

Sekil 10: Bol vaskiilerize yapisti ile teka interna («>), oositin etrafin1 saran korona
radiata (*) ve kumulus ooforus (KO) normal histolojik yapi ile ayirt edildi (H-E,
X400).
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Grup 2’ de vaskiiler dilatasyon belirgindi. (Sekil 11) Gruptaki en belirgin
degisiklik gruptaki hiicrelerin ve atreziye giden follikiillerin varligiydi. Atreziye
giden follikiillerde &zellikle zona pellusidasinda dejenerasyon ve hiyalin yapi
haline geldigi, antrumun organizasyonunun bozuldugu ve stratum graniilosum
katmanini olusturan hiicrelerde heterokromatin ¢ekirdek ve intrasitoplazmik
O0demin varligr belirlendi. Follikiil sinirlar1 stromadan net bir sekilde ayirt

edilemedi. (Sekil 12)

Sekil 11: Sadece torsiyon-detorsiyon uygulamasi yapilan grupta gelisen vaskiiler
dilatasyon (—) ve atreziye giden follikiillerin (*) varligi gozlemlendi (H-E,
X100).
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Sekil 12: Zona pellusida dejenerasyonu (*) ve hiyalinizasyon gosteren atretik
follikiil (AF), antrum organizasyonunun bozuldugu («>) ve stratum graniillozum
hiicrelerinde heterokromatin ¢ekirdek ve intrasitoplazmik 6demin (—) varlig
belirlenir. (H-E, X200)

Daha normal goriinlime sahip tersiyer follikiil duvarinda da apoptotik
cisimcikler ve yer yer hiicre katmaninda da ayrilmalar dikkati ¢ekti. Bu grupta
doku 6demine bagli olarak primordiyal follikiiller net olarak ayirt edilemedi.

(Sekil 13)

Sekil 13: Tersiyer follikiil duvarinda apoptotik cisimcikler (—) ve yer yer hiicre
katmaninda da ayrilmalar (<), zona pellusidasinda dejenerasyon meydana gelen
atretik follikiiller (AF) ve net bir sekilde ayirt edilemeyen doku 6demi gelisen
primordial follikiller (*) (H-E, X200)
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Grup 3’te kontrol grubuna kiyasla atretik follikiil sayisi, atreziye giden
antral follikiil sayis1 daha fazla sayidaydi. (Sekil 14) Normal follikiiller de

mevcuttu ancak bunlarda primer ve sekonder follikiillerde atreziye gidis

goriilmekteydi.

Sekil 14: Primordiyal follikiiller (P) ve primer follikiiller (unilaminer primer
follikiil: UP) normal histolojik yap1 gosterirken sekonder follikiiller (SF) ve antral
follikiillerde (AF) atreziye gidis goriilmektedir (H-E, X100).

Sekil 15: Normal histolojik yapida gelisim gosteren primordiyal (PF) ve
unilaminer primer follikiil (UPF) (H-E, X200).
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Atreziye giden primer follikiil, sekonder follikiil ve antral follikiil varlig

gozlemlendi. (Sekil 16, Sekil 17)

Sekil 16: Atreziye giden antral follikiil (*) ve atreziye giden sekonder follikiil
(<) (H-E, X200).

Sekil 17: Atreziye giden primer follikiil (*) ve sekonder follikiil (—) (H-E, X200)
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Grup 4’ te kiigiik biiyiitmede vaskiiler dilatasyonun kismen devam ettigi
gozlendi. Ancak c¢esitli gelisim evrelerindeki follikiiller normal histolojik
yapidaydi. Bu grupta torsiyon grubundan ayri olarak normal gelisimden ayricali
atretik follikiil izlenmedi. Antral follikiilde stratum graniilosay1 olusturan hiicreler
normal yapilariyla izlenirken teka interna yapisit da bol vaskiiler goriinlimdeydi.
Primordiyal follikiiller, primer follikiiller de normal histolojide gdzlemlendi.

(Sekil 18)

Sekil 18: Primordial follikiiller (—) ve primer follikiiller (PF) de normal
olusumdaydi. (H-E, X100)
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Sekil 19: Biiyiik biiylitmede nifedipin tedavisi uygulanan grupta normal histolojik
yapi1 gosteren farkli gelisim asamalarindaki follikiiller; primordiyal follikiiller
(—), primer follikiil (*) ve antral follikiil («»). Antral follikiildeki stratum
graniilosa (str g.) hiicreleri normal yapidadir. (H-E, X200)

Sekil 20: Antral follikiilde teka interna (—) bol vaskiiler yapida izlendi. (H-E,
X100)

Histopatolojik  degerlendirme  igin  yapilan  hematoksilen-e0zin
boyamalarda, torsiyon-detorsiyon grubunda atretik follikiil artis1 belirgin olarak
gozlendi. Aym1 zamanda bu grupta vaskiiler dilatasyon belirgindi. Protektif

resveratrol uygulamasinin dejenerasyonu ve vaskiiler dilatasyonu onlemede yine
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protektif olarak uygulanan nifedipine karsin yetersiz kaldigi, nifedipinin
histopatolojik degerlendirmede torsiyon-detorsiyon uygulamasi kaynakli follikiil

yapisini korumada daha etkin bir ajan olabilecegi kanisina varildi.

4.3. Immiinohistokimyasal Boyama Bulgulari

4.3.1. AMH isaretleme Bulgulari

Kontrol grubunda yapilan AMH immiin boyamalarinda preantral ve kiiciik
antral follikiillerin graniiler katmanlarinda tutulum izlendi. Kuvvetli tutulum
gosteren graniiler katman hiicrelerinin 6zellikle teka internaya komsu hiicreler
oldugu dikkati gekti. Kiigiik antral follikiillere kiyasla biiyiik antral follikiillerde

tutulum daha zayifti. (Sekil 21)

Sekil 21: Kontrol grubunda AMH antikorunun immiinohistokimyasal
boyamasinda kuvvetli tutulum gosteren preantral follikiiller (P) ile zayif ve
kuvvetli tutulum gosteren antral follikiiller (A), kirmiz1 renkli oklar (—) kuvvetli
tutulum gosteren graniiler hiicreleri, sar1 renkli oklar (—) da zayif tutulum
sergileyen graniiler hiicreleri gostermektedir. (Immiinperoksidaz-Hematoksilen
X200)
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Torsiyon uygulamasi yapilan grupta AMH reaktivitesi
degerlendirildiginde; kontrol grubuna karsin belirgin olarak azaldig: dikkati cekti.
Hem tutulumun beklendigi follikiil sayisinda hem de follikiillerdeki tutulum
yogunlugunda belirgin bir azalma dikkati c¢ekti. Bu grupta da beklendigi iizere
preantral ve  Ozellikle kiiciik antral  follikiillerde  immiinreaktivite
degerlendirildiginde, kontrol grubundan ayr1 olarak preantral follikiillerde
negatiften zayifa degisen bir tutulum gozlenirken, kiigiik antral follikiillerdeki
tutulum yogunlugunun da kontrol grubuna karsin zayifladigr ilgiyi ¢ekti. Atretik

follikiillerin graniiler hiicrelerinde ise kuvvetli tutulum gézlemlendi. (Sekil 22)

Sekil 22: Torsiyon uygulamasi yapilan grupta preantral (P) ve 6zellikle antral
follikiillerden (A) kiigiik follikiillerde negatiften (—) zayifa (—) degisen
immiinreaktivite gosteren graniiler hiicreler (*) ile atretik (AF) follikiillerdeki
kuvvetli (—) tutulum gdsteren graniiler hiicreler. (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen X200)
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Resveratrol uygulanan grupta AMH tutulumunun preantral ve antral
follikiillerde torsiyon grubundan daha belirgin olsa da kontrol grubuna karsin

zay1f oldugu goriildii. (Sekil 23).
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Sekil 23: Resveratrol uygulanan grupta kontrol grubuna goére zayif torsiyon
uygulanan gruba gore kuvvetli AMH tutulumu sergileyen grantiler hiicreler (—),
preantral (P) ve antral follikiiller (A). (Immiinperoksidaz-Hematoksilen X200)

Nifedipin uygulanan grupta yapilan AMH immiin boyamalarinda doku
genelinde tutulumun kontrol grubuna yakin oldugu dikkati ¢ekti. Gerek preantral
gerek kiigiik antral follikiillerde immiinreaktivite belirgindi. Ozellikle preantral
follikiillerdeki graniiler hiicre tutulumunun teka follikiiliine yakin hiicrelerde

oldugu gozlendi. (Sekil 24)
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Sekil 24: Nifedipin uygulanan grupta AMH immiinboyamalarinda belirgin
immiinreaktivite gosteren preantral (P) ve antral (A) follikiiller, kuvvetli AMH
tutulumu sergileyen graniiler hiicreler (—), teka interna (*) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen X200)

4.3.2. VEGFR-2 Isaretleme Bulgulari

Kontrol ~ grubundan  yapilan =~ VEGFR-2  immiinohistokimyasal
incelemelerinde medullaya ait 6zellikle kapiller endotel hiicrelerinde daha belirgin
olmak tizere tutulum izlendi. Biiylikk damar endotel hiicrelerinde tutulum

saptanmadi. (Sekil 25)
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Sekil 25: Kontrol grubundan yapilan VEGFR-2 immiinohistokimyasal
boyamalarinda medulladaki kapillerlerde tutulum saptanan endotel hiicreleri (—),
VEGFR2 tutulumu saptanmayan biiyiik damar endoteli (—) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen X200)

Kortekste yapilan incelemelerde preantral ve antral follikiillerde graniiler
katmanda yer yer zayif tutulum izlenirken, tutulum kortekste bulunan kapillerle de

saptandi. (Sekil 26)

Sekil 26: Kontrol grubunda kortekste yer alan prentral ve antral follikiillerde
graniiler katmaninda (*) yer yer zayif VEGFR-2 tutulumu izlenirken, kortekste
bulunan kapillerle (—) de tutulum saptandi. (Immiinperoksidaz-Hematoksilen
X200)
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Torsiyon-detorsiyon grubunda doku genelinde immiinreaktivitenin belirgin
olarak artip, kuvvetli hale geldigi izlendi. Medullaya ait kan damarlarinda hem
kapiller hem de daha biiyiilk damar diizeyinde endotel ve diiz kas hiicre tutulumu

belirgindi (Sekil 27).

Sekil 27: Torsiyon-detorsiyon grubunda doku genelinde kuvvetli
immiinreaktivite, kapillerlerde tutulum saptanan endotel hiicreleri (—), kuvvetli
VEGFR-2 tutulumu saptanan biiylik damar endoteli (—) ve kuvvetli immiin
tutulum gésteren diiz kas hiicreleri (*) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen X200)

Kortekste yapilan incelemede ise gerek antral gerekse atretik follikiillerde
graniiloza katmaninda kuvvetli ve yaygin VEGFR-2 tutulumu ilgiyi c¢ekti. Bu

grupta da kortekse ait kapiller endotel hiicrelerinde reaktivite belirgindi. (Sekil 28)
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Sekil 28: Kortekste antral follikiilde (A) ve atretik follikiillerde (AF) graniiloza
katmaninda (<) kuvvetli ve yaygin VEGFR-2 tutulumu ile kapiller endotel
hiicrelerinde belirgin tutulum (—) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen X200)

Resveratrol grubunda en tipik bulgu medullada bulunan tiim damar

tiplerinde tutulumun negatiften zayifa degismesiydi. (Sekil 29)
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Sekil 29: Resveratrol grubunda medullada bulunan tiim damar tiplerinde

negatiften (—) zayifa (*) degisen immiintutulum (Immiinperoksidaz-

Hematoksilen X200)
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43



Antral follikiil graniiloza katmaninda tutulum kontrole benzer olup,

korteks kapillerlerinde yer yer immiinoreaktivite izlendi. Mevcut atretik

follikiillerde de tutulum non-dejenere follikiillere benzerdi. (Sekil 30, 31)

=
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Sekil 30: Antral follikiil (A) graniiloza katmaninda («<») kontrol grubuna benzer
tutulum (Immiinperoksidaz-Hematoksilen X200)
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Sekil 31: Atretik follikiillerde (AF) non-dejeere follikiillere benzer immiin
tutulum («), korteks kapillerlerinde yer yer immiinoreaktivite (—)
(immiinperoksidaz-Hematoksilen X200)
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Nifedipin grubunda tutulum diizeyinin kontrolden ziyade torsiyon grubuna
daha yakin oldugu ilk dikkat ¢eken bulguydu. Medullada bulunan endotel ve diger
damar endotel hiicrelerinde VEGFR-2 tutulumu gozlendi. Bu grupta preantral ve
antral follikillerin graniiloza katmanlarinda torsiyon grubundan daha zayif bir

reaktivite gozlenirken, yine de orta diizeyili bir reaktivite vardi. Atretik

follikiillerin graniiloza katmanlarinda dahi VEGFR-2 tutulumu izlendi. (Sekil 32)

SR Y S S - o TN R K A\ 1 GEAEY Y "
Sekil 32: Nifedipin grubunda torsiyon grubuna daha yakin tutulum diizeyinde
oldugunu goésteren resim, VEGFR-2 tutulumu; medullada bulunan damarlarin
endotel (*) hiicrelerinde, preantral (P) ve antral (A) follikiillerin grantiloza (<)
katmanlarinda, Atretik follikiillerin (AF) graniiloza katmanlarinda (<) torsiyon
grubundan daha zayif, orta diizeyili bir reaktivite (Immiinperoksidaz-

Hematoksilen X200)

Bu grupta korteks kapillerlerinde de torsiyon grubuna benzer

immiinreaktivite ilgiyi ¢ekti (Sekil 33).
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Sekil 33: Nifedipin uygulanan grupta korteks kapillerlerinde (—) de torsiyon
grubuna benzer immiinreaktivite (Immiinperoksidaz-Hematoksilen X200)

Sonug olarak VEGF reseptor dagiliminin damar endotel hiicrelerinde ve
graniiloza katmaninda varligi kontrol grubunda yapilan immiin boyamalarda
izlendi. Torsiyon grubunda VEGF reseptor immiinreaktivitesinin belirgin olarak
her bolgede arttigr dikkati ¢ekti. Bu bulgu torsiyon-detorsiyon sonucu olusan
hipoksi ve oksidatif stress yiikiine bagli olarak vaskiilerizasyonun indiiklenmig
olabilecegi seklinde yorumlandi. Resveratrol grubunda saptanan diisiik VEGF
reseptor diizeyi ise bu ajanin hipoksi nedeniyle olusan oksidatif stresi tolere
edebildigi ve vaskiilogenezisi azaltabildigi sonucunu dogurdu. Nifedipin
uygulamasinin ise torsiyona bagl hipokside vaskiilogenezis agisindan resveratrol

kadar basarili olamadigi belirlendi.
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
AMH ekspresyonu Yiiksek Zayif Orta Yiiksek
VEGFR-2 ekspresyonu Orta Yiiksek Zay1f Yiiksek

Tablo 2. AMH ve VEGFR-2’ nin ¢alisma gruplarinda immiinohistokimyasal
boyamalarda gozlemsel degerlendirilen tutulumlari.

4.4. TAS-TOS diizeyi ve OSI Degerlendirilmesi

Alinan over dokularinda yapiian histolojik incelemede TAS, TOS ve OSI

diizeyi gruplar aras1 karsilagtirilmistir. Gruplar arasi TAS, TOS diizeyi ve OSI

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Sirasiyla p=0,094,

p=<0,089, p =0,162, p =0,611).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 p-degeri
TAS (mmol/L) | 0,37+0,17 | 0,40+0,12 | 0,58 +0,13 | 0,45+0,14 0,094
TOS (umol/L) | 3.4+13 | 56+5,1 9,0 £3,5 8,6+6,7 0,162
(ON]| 1,1 £0,8 1,3+0,8 1,6 £0,7 1,7+ 1,1 0,611

Tablo 3. TAS-TOS ve OSI degerlendirilmesi. ANOVA testi. p<0.05 istatiksel
olarak anlamli degerlendirildi.

4.5. Follikiil Sayim Bulgulan

Cikartilan over dokularindan hazirlanan 5 rastgele preparat alinarak

primordial, primer, sekonder, antral, korpus luteum ve atretik follikiil sayimi

yapildi. Sayimlar yapildiktan sonra gruplar arasi anlamli fark olup olmadigin:
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anlamak i¢in istatistiksel analiz yapildi. Primordial ve sekonder follikiil disinda

diger veriler agisindan gruplar aras: istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(Tablo 3). Primordial ve sekonder follikiillere bakildiginda gruplar aras1 anlamh

fark saptandi (sirasiyla p=<0.047, p=<0.031). Primordial ve sekonder follikiil

sayisinin hangi gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundugunu anlamak i¢in

2> li gruplar karsilagtirildi (Tablo 4). Grup 1 / Grup 2 karsilastirildiginda

primordial follikiil sayisinin Grup 1° de Grup 2’ den istatiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek ciktigi goriildii (p=<0.014). Sekonder follikiil agisindan gruplar

karsilastirildiginda: Grup 3’te sekonder follikiil sayis1 Grup 2 ve Grup 4’ ten

istatistiksel agidan anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.013, p=0.17).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 p-degeri

Primordial

follikil 88+2,6 | 48+19 | 63+2)5 6,3+1,9 0,047
Primer follikul 3,6 £0,8 2,8 +1,3 48+0,9 4,8 +27 0,13
Sekonder follikul | 3,6 £2,2 1,5+0,7 | 2,8+0,7 1,8+04 0,031
Antral follikiil 43+£0,8 | 2,6+1,2 3,5+1,3 3+£1,2 0,246
Korpus luteum 55+2,07 | 51+1,7 4,8+1,7 5+3,09 0,96
Atretik follikiil 17+6,2 | 23+11,1 | 16,8+9,1 | 18,6+6,5 0,541

Tablo 4. Gruplar aras: primordial, primer, sekonder, antral, korpus luteum ve
atretik follikiil sayiminin degerlendirilmesi. ANOVA testi. p<0.05 istatiksel
olarak anlamli degerlendirildi.
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Primordial follikiil Sekonder follikiil
Grup 1/ Grup 2 0,014 0,05
Grup 1/ Grup 3 0,123 0,41
Grup 1/ Grup 4 0,092 0,078
Grup 2/ Grup 3 0,273 0,013
Grup 2/ Grup 4 0,213 0,374
Grup 3/Grup 4 1 0,017

Tablo 5. Primordial ve Sekonder follikiil i¢in 2°1i grup karsilagtirmasi.
Independent T test. p <0.05 istatiksel olarak anlamli degerlendirildi.
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5. TARTISMA

Bu caligmada torsiyon-detorsiyon sonucunda iskemi reperfiizyon hasari
olusan overlerde, resveratrolun ve nifedipinin koruyucu etkisini; biyokimyasal
olarak bakilan preoperatif ve postoperatif AMH diizeyi, over dokusundaki
immiinohistokimyasal AMH ve VEGFR-2 tutulumu, dokudan TAS, TOS, OSI
diizeyi parametreleriyle ve dokunun histomorfolojik incelemesiyle arastirdik.
Gruplar arasinda biyokimyasal olarak bakilan preoperatif ve postoperatif AMH
diizeyi degisimleri arasinda istatistiksel anlamli fark saptamadik. AMH igin
yapilan boyamalarda ise; kontrol grubunda preantral ve antral follikillerde
tutulumun iyi oldugunu ancak torsiyon / detorsiyon grubunda belirgin azaldigin
gozlemledik. Resveratrol verilen gruptaysa tutulum torsiyon / detorsiyon grubuna
kiyasla daha iyiydi ancak kontrol grubuna gore zayifti. Nifedipin verilen grupta
tutulum kontrol grubu ile benzerdi. VEGFR-2 tutulumunun ise torsiyon /
detorsiyon grubunda fazla, resveratrol tedavisi verilen grupta ise az oldugunu
gordiik. TAS, TOS ve OSI i¢in yapilan gruplar arasi karsilastirmada istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptamadik. Gruplar arast follikil sayim
karsilastirildiginda; kontrol grubu ve torsiyon-etorsiyon grubu arasinda primordial
follikil, torsiyon-detorsiyon ve torsiyon-etorsiyon+nifedipin  ve torsiyon—
detorsiyon+nifedipin, torsiyon -detorsiyon+resveratrol gruplari arasinda ise

sekonder follikiil agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundugunu saptadik.

Literatiirde I/R hasarin1 6nlemek amac ile gesitli ajanlarin kullanildig:

calismalar bulunmaktadir. Resveratrolun, overde iskemi reperfiizyon hasarina
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etksi daha once arastirllmis olsa da bu degerlendirmeler farkli parametreler
tizerinden yapilmistir. Bu sebeple mevcut ¢alismamizda kullanilan parametreler
ozgiindir. Nifedipinin iskemi reperfiizyon hasari iizerindeki koruyucu etkisi ise
testis dokusunda arastirnllmis olup c¢alismamizda over dokusundaki etkisi

literatiirde ilk kez arastirilmustir.

AMH diizeyi, kadinlarda reprodiiktif siireyi tahmin etmek ve uzun vadeli
over fonksiyonunu degerlendirmek icin 6nemli bir parametredir. Fakat literatiirde
bircok c¢alismada sadece postoperatif AMH diizeyi bakilmistir. Calismamizda
preoperatif ve postoperatif AMH degisiminin degerlendirilmesinin daha anlamli
oldugunu diisiindiik. Neticede gruplar arasinda preoperatif ve posoperatif AMH
diizeyi agisindan istatiksel olarak anlaml fark saptamadik. Ote yandan; Karakas
ve arkadaslarinin metforminin over dokusunda iskemi reperfiizyon hasari tizerine
koruyucu etkisinin arastirildigi ¢alismada, ayn bizim ¢alismamizda oldugu gibi,
kandan preoperatif ve postoperatif AMH diizeyi bakilmis ve metformin verilen
grupta AMH diizeyi torsiyon/detorsiyon yapilan gruba gore anlamli derecede
yiiksek c¢iktigi bulunmustur (45). Karakas ve arkadaslarinin ¢alismasinda
postoperatif AMH diizeyine, bizim ¢alismamizdaki postoperatif 6 saat aksine,
operasyondan yaklasik 14 giin sonra bakilmistir. AMH’nin yar1 é6mriiniin yaklasik
1,5-2 giin olmasi; bizim ¢alismamizda preoperatif-postoperatif AMH diizeylerinin
farkli olmamasini agiklayabilir. Sakin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise
sildenafil, vardenafil ve taldafilin over dokusundaki I/R hasar1 iizerine olan
koruyucu etkisi arastirilmis, preoperatif AMH diizeyi bakilmadan 6 saat sonra

deney bitiminde postoperatif AMH diizeyi bakilmistir (46). Bu ¢alismada
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postoperatif AMH diizeyleri arasinda gruplar aras1 valdenafil verilen grup ile
torsiyon/detorsiyon grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmustir.
Ancak, preoperatif AMH diizeylerinin bilinmemesi nedeni ile elde edilen bu
sonucun tartismaya agik oldugu soylenebilir. Soyman ve arkadaslarinin yaptiklar:
calismada apigenin’in I/R hasar tizerine olan etkisi arastirilmis ve AMH diizeyi
bakilmistir. Postoperatif 6. saatte bakilan AMH diizeyinin kontrol grubunda
nispeten daha yiiksek oldugu, ancak apigenin verilen grup ile torsiyon/detorsiyon
grubu arasinda bir fark olmadigi raporlanmustir (47). Sonuglarimiz ve literatiirdeki
tartigmalar 1s18inda; AMH diizeyindeki degisimi goérmek adina, kapsamli
calismalarda, verilen ilaglar: farkli dozlarda uygulayip, ¢alismanin siiresinin daha

uzun tutulmasinin faydali olacagini diisiinmekteyiz.

Calismamizda aym zamanda dokuda AMH ve VEGFR-2
immunboyamalar1 yapildi. AMH eskpresyonu, erken antral follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde baglar (48). En fazla AMH ekspresyonu yapan follikiiller preantral
ve kiigiik antral follikiillerdir (49). iskemi AMH ekspresyonun azaltan bir
faktordir. Daha yiiksek AMH ekspresyonu yapan hiicrelerin proliferatif ve
steroidojenik aktivitelerinin yiiksek oldugu distiniilmektedir (50). Calismamizda,
AMH i¢in yapilan boyamalarda preantral ve antral follikiillerde tutulumun,
torsiyon/detorsiyon grubunda ve resveratrol verilen grupta belirgin azalmis
olmasina ragmen nifedipin verilen grupta kontrole yakin olmasi; nifedipinin
hiicrelerin proliferatif kapasitesini koruyor olabilecegini bu nedenle de AMH
eskpresyonunu artirtyor olabilecegini disiindiirmektedir. VEGFR-2 tutulumuna

bakildiginda ise torsiyon/detorsiyon grubunda fazla olan tutulumun, resveratrol
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tedavisi verilen grupta az oldugu gorilmistir. Bu bulgu, torsiyon-detorsiyon
sonucu olusan hipoksi ve oksidatif stres yiikiine bagli olarak vaskiilarizasyonun
indiiklenmis olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Resveratrol grubunda saptanan
diisik VEGF reseptor diizeyi ise, bu ajanin hipoksi nedeniyle olusan oksidatif
stresi tolere edebildigine ve vaskiilogenezisi azaltabildigine isaret ediyor olabilir.
Ote yandan, sonuglarimiza gore Nifedipin uygulamasinin torsiyona bagl
hipokside vaskiilogenezis agisindan resveratrol kadar basarili olamamistir.
Parlakgumus ve arkadaslari, atorvastatinin I/R hasar1 olusturulan over dokusunda
AMH ve VEGF-A ekspresyonu iizerindeki etkisini arastirmis ve
immiinohistokimyasal AMH ekspresyonunu torsiyon / detorsiyon+atorvastatin
grubunda, torsiyon / detorsiyon grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamlh
diizeyde yiiksek bulmuslardir. VEGF-A ekspresyonu ise sadece atorvastatin
verilen (torsiyon/detorsiyon yapilmadan) grupta kontrol grubuna gore anlaml
diizeyde yiiksek raporlanmistir (51). Hipoksi, anjiogenezis icin temel
indiikleyicidir ve I/R esnasinda VEGF ve reseptorlerinin ekspresyonun artmasi
beklenen bir olaydir. Kanellis ve ark. renal I/R sonrasi VEGFR-2 ekspresyonun
artigin1  gostermistir.  Bizim  ¢alismamizda da VEGFR-2 tutulumunun
torsiyon/detorsiyon grubunda fazla, resveratrol tedavisi verilen grupta ise az
oldugu gorilmistir. Bu bulgu torsiyon-detorsiyon sonucu olusan hipoksi ve
oksidatif stres yiikiine bagli olarak vaskiilarizasyonun indiiklenmis olabilecegi

seklinde yorumlanabilir.

Aragtirmamizda TAS, TOS ve OSI agisindan gruplar arasi istatistiksel

anlamli bir fark saptanmadi. Bu parametrelere bakma nedenimiz torsiyon /
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detorsiyon durumunun I/R hasarina neden olmasi ve takiben dokuda reaktif
oksijen radikalerini artirip dokuya daha ¢ok zarar vermesiydi. Tokgoz ve ark.
yaptig1 ¢alismada vitamin D’ nin overdeki I/R hasar1 tizerindeki koruyucu etkisini
TAS, TOS ve OSI parametreleriyle arastirmis ve D vitamini uygulanan ve
uygulanmayan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini1 gostermistir (52).
Giingor ve arkadaglarinin  omegavenin olas1 yararli etkisinin arastirildig:
calismada da TAS, TOS ve OSI diizeylerinde gruplar arasi anlaml fark
saptanmamistir (53). Bir diger calismada erostein ve lipolik asidin over
dokusundaki I/R hasar: iizerindeki antioksidan etkinligi arastirilmis ve erdostein
ve lipolik asid verilen gruplarda TOS, OSI tedavi verilmeyen gruplardan anlaml
diizeyde diisiik bulunmustur (54). Nifedipin ve resveratrolun antioksidan etkinlige
sahip oldugu bir¢ok ¢aligmada goriilmesine ragmen biz ¢alismamizda bu etkilerini

destekleyebilecek anlamli bir bulgu elde edemedik.

Literatiirde over dokusunda I/R hasarinin degerlendirildigi ¢cogu ¢alismada
follikiil sayimi yapilmistir. Bizim calismamizda da hematoksilen eozin ile
boyanan preparatlarda primordiyal, primer, sekonder, antral, atretik follikiil ve
korpus luteum saymmi yapildi. Shokri ve ark. galismalararinda, Galea officinalis
ekstraktinin I/R hasarinda koruyucu etksisi arastirmiglar ve Galea officinalis
verilen gruplar verilmeyen gruplar arasinda primer, antral, graf ve atretik follikiil
acisindan anlamli fark saptamiglardir (55). Over torsiyonu esnasinda oksidatif
stresin artmasi doku hasarina ve over dokusundaki neredeyse biitiin evrelerdeki
follikiillerin azalmasina neden olmaktadir (56). Kaya ve ark. enoksaparinin I/R

hasar1 yapilan over dokusundaki etkilerini arastiridiklar1 ¢aligmalarinda
54



primordiyal follikiil, preantral follikiil, corpus lutem ve atretik folkil agisindan
anlamli bir fark raporlamamislardir. Kiigiik ve biiyiik antral follikiiller ise
torsiyon-detorsiyon grubunda kontrol grubuna gore anlamh diizeyde diisiik
bulunmustur. Ancak yine de bu parametreler agisindan torsion /
detorsiyon+enoksaparin grubu ile diger gruplar arasinda anlamli bir fark
gosterilememistir. Bizim ¢alismamizda ise kontrol grubu / torsiyon-detorsiyon
grubu arasinda primordiyal follikiil, torsiyon-detorsiyon / torsiyon-detorsiyon +
nifedipin ve torsiyon-detorsiyon + nifedipin / torsiyon-detorsiyon + resveratrol
gruplar arasinda ise sekonder follikiil a¢isindan istatistiksel olarak anlaml: fark
saptadik. Gruplar arasinda diger parametreler (primer, antal, atretik follikiil ve
korpus luteum) agisindan ise istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Nifedipin
verilen grupta sekonder follikiil sayisinin torsiyon-detorsiyon ve torsiyon—
(detorsiyon + resveratrol) verilen gruptan anlamli diizeyde yiiksek bulunmasi

nedeniyle bu etkinin klinik ¢aligmalarda arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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. SONUC

Over torsiyon ve detorsiyon islemi uygulanmis ratlarda:

Detorsiyon, nifedipin veya resveratrol tedavisinin, preoperatif ve
postoperatif donemdeki AMH diizeyi degisimine etkisi gosterilememistir.
. Immiinohistokimyasal boyamalarda AMH eskpresyonu Grup 2’de belirgin
azalmis, Grup 3’te kontrol grubuna benzer, Grup 4‘te Grup 2’den daha iyi
ancak yine de kontrol grubuna gore belirgin zayif olarak izlenmistir.

. Immiinohistokimyasal boyamalarda VEGFR-2 boyamasinimn Grup 2 ve
Grup 3’te benzer oldugu, Grup 4’te ise belirgin azaldig1 gosterilmistir.

. TAS, TOS VE OSI degerlerinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmamustir.

. Follikiil sayiminda, primordial follikiil sayis1t Grup 1’de Grup 2’den
anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur. Sekonder follikiil sayis1 ise Grup
3’te Grup 2’den ve Grup 4’ten anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Primer follikiil, antral follikiil, korpus lutem ve atretik follikiil sayilarinda

ise gruplar arasinda anlamli fark saptanmamastir.
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7. OZET

Amac: Adneksiyel torsiyon en yaygin jinekojik acillerden biridir. Reproduktif
cagda olan bir kadinda ozellikle acil miidahele gerektiren bir durumdur. Bu
calismada detorsiyon, nifedipin ve resveratrol tedavisinin AMH ve overyan

histopataloji lizerindeki koruyucu etkisi degerlendirildi.

Gerec Ve Yontem: 24 adet erigkin, saglikli gebe olmayan Sprague-Dawley cinsi
disi rat 4 gruba ayrildi: Kontrol (Grup 1), torsiyon/detorsiyon (Grup 2),
torsiyon/detorsiyon+nifedipin (Grup 3), torsiyon/detorsiyon +resveratrol (Grup 4).
[k gruba sadece laparatomi islemi yapildi. Ikinci grubun bilateral overleri 720°
dondiiriilerek 3 saaat boyunca abdomen yan duvarina fikse edildi, torsiyonu
takiben 3 saat detorsiyon durumunda bekletildikten sonra bilateral ooferektomi
islemi yapildi. Ugiincii Grup’a 2.Grup’tan farkli olarak 150 dk da 100 mg/kg, 4.
Grup’a ise 10 mg/kg resveratrol verildi. AMH diizeyi, immiinohistokimyasal

AMH ve VEGFR-2 tutulumu, TAS-TOS, OSI ve follikiil sayim1 degerlendirildi.

Bulgular: Grup ici preoperative postoperatif AMH degisimi istatistiksel olarak
anlamli saptanmad: (Sirasiyla p=<0.058, p=<0.089, p=<0.756, p=<0,206).
Immiinohistokimyasal boyamalarda AMH eskpresyonu Grup 3’te kontrol grubuna
benzer, Grup 2’de belirgin azalmis, Grup 4‘te Grup 2’den daha iyi ancak kontrol
grubuna gore belirgin zayif tutulum izlendi. Immiinohistokimyasal boyamalarda
VEGFR-2 boyamasi Grup 2 ve Grup 3’te benzer, Grup 4’te belirgin azalmis
izlendi. TAS, TOS ve OSI degerlerinin gruplar arasindaki farki istatistiksel olarak

anlamli saptanmadi (p> 0.05). Primordiyal follikiil sayis1 Grup 1’ de, Grup 2’ den
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anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p<0.014). Sekonder follikiil sayis1 Grup 3’te
Grup 2 ve Grup 4’ten anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Sirasiyla, p<0.013;

p<0.017).

Sonug: Nifedipin ve Resveratrol tedavileri biyokimyasal AMH diizeyi ve
dokularin antioksidan-oksidan sistem belirteclerine etki etmedigi; nifedipinin
immiinohistokimyasal AMH ekspresyonunu ve sekonder follikiil sayisini
korudugu; resveratrolun dokularda VEGFR-2 ekspresyonunu azalttigi

gorilmiistiir.

Anahtar kelime: Nifedipin, resveratrol, AMH, over torsiyonu-detorsiyonu
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8. SUMMARY

Objective: Adnexial torsion is amongst the most common gynecological
emergencies which requires emergent treatment in women in reproductive age. In
this study we aimed to evaluate the protective effect of detorsion, resveratrol and

nifedipine treatment on AMH and ovarian histopathology.

Materials and Methods: Twenty-four female, adult, healthy, nonpregnant
Sprague-Dawley rats were included in this study which were separated into 4
groups: control (Group 1), torsion/detorsion (Group 2),
torsion/detorsion+nifedipine (Group 3), torsion/detorsion+resveratrol (Group 4).
Group 1 only received a laparotomy. 720° of bilateral ovarian torsion was
performed in Group 2 and ovaries were fixed to the abdominal wall for a duration
of 3 hours. Following 3 hours of ischemia, derotation was performed and rats
were followed in this state for another 3 hours. At the end of 3 hours of derotation,
bilateral oophorectomy was performed. In addition to the procedures performed in
Group 2, Group 3 recieved 100mg/kg of nifedipine at 150 minutes and Group 4
recieved 10 mg/kg of resveratrol at 150 minutes. AMH levels,
immunohistochemical expression of AMH and VEGFR-2, TAS-TOS-OSI and

follicle counts were evaluated.

Results: No statistically significant difference between groups in postoperative
change in AMH levels were detected (p=0.058; 0.089; 0.756; 0.206, respectively).
Immunohistochemical staining revealed AMH expression compared control group

was similar in Group 3, significantly decreased in Group 2. Group 4 had better
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expression compared to Group 2 however it was still lower than in the control
group. Also, in immunohistochemical staining, VEGFR-2 staining was similar in
Group 2 and Group 3 but decreased in Group 4, compared to the control group.
No statistically significant difference in TAS, TOS and OSI values were detected
between groups (p>0.05). Primordial follicle count in Group 1 was found to be
significantly higher than in Group 2 (p=0.014). Secondary follicle count in Group
3 was found to be significantly higher than in Group 2 and Group 4 (p=0.013;

0.017, respectively).

Conclusion: Nifedipine and resveratrol treatments were found not to have an
effect on biochemical AMH levels and antioxidant-oxidant system parameters in
rats that received ovarian torsion and subsequent detorsion. Nifedipine was
demonstrated to have a protective effect on immunohistochemical AMH
expression and secondary follicle count. It was also observed that resveratrol

decreased the expression of VEGFR-2 in tissues.

Keywords: Nifedipine, Resveratrol, AMH, ovarian torsion-detorsion
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