Overde iskemi-Reperfiizyon Hasari ve Melatoninin Etkisi
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Ozet

Summary

Amag: Adneks detorsiyonu ile overlerde olusturulan iskemi

reperfiizyon hasar1 ve melatoninin etkisini aragtirmak.

Gerec ve Yontem: Calismada dort gruba ayrilan toplam 28 wistar

tipi disi rat kullanildi. Tiim ratlarda adneks torsiyonu yapildi.
Grup 1 (n:6)’de 24 saatlik iskemiden sonra detorsiyon
(reperfiizyon) yapilmadan salpingooferektomi yapildi.
Grup II (n:6)’de adneks detorsiyone edildikten sonra
herhangi bir uygulama yapilmadi. Grup I (n:8)’de
reperfiizyon yapildiktan sonra 2 cc hacimde 100mg/kg
Melatonin (MLT) (Sigma Chemical Co), GruplV (n:8)’de
ise ayn1 hacimde serum fizyolojik (SF) dort esit dozda ve 6
saat arayla (0., 6., 12., 18. saatlerde) intraperitoneal (IP)
uygulandi. Detorsiyon igleminden 24 saat sonra tiim ratlar
dekapite edilerek serum malondialdehit (MDA) diizeyi ve
over histopatolojisi yoniinden karsilastirildi. Istatistiksel
yontem olarak Mann Whitney U testi kullanildi ve p<0.01
anlamli kabul edildi. Histopatolojik bulgular ve MDA
arasindaki baginti incelemesinde spearman bagmnti analizi
(r,p,n) kullanildi.

Bulgular: Grup I histopatolojik skorlart (HPS) 5.3 £ 0.5, MDA

diizeyleri 0.38+0.10, Grup II’de HPS 7.5 + 1, MDA diizey-
leri 0.58 £ 0.1 olarak bulundu. HPS ve MDA diizeyleri yo-
niinden aralarinda anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0.005
ve p=0.004). Grup III"de HPS 5.8 + 0.8, MDA diizeyi 0.48
+ 0.08 olarak bulunurken GruplV’de HPS diizeyi 7.3 =+ 1,
MDA diizeyi 0.60 £ 0.05 olarak tespit edildi. HPS ve
MDA yo6niinden aralarinda anlamli fark bulundu (sirasiyla
p=0.001, p=0.002). MDA diizeyleri ile HPS arasinda an-
lamli bagintt bulundu (r:0.71, p:0.00,n:28).

Sonug¢: Adneksiyal torsiyon nedeniyle detorsiyon yapilan durum-

larda overlerde olusabilecek iskemi - reperfiizyon hasarinda
tedaviye melatonin eklenmesi faydali olabilir.

Objective: It was purposed to examine the effects of melatonin

supplementation on ischemia-reperfusion damage in ovary
induced by adnexal detorsion.

Material and Methods: In the present study 28 female wistar rats

were used in which divided 4 groups. Adnexal torsion was
created by twisting the adnexa to all of the rats. In Group I
(n=6): adnexes were extirpated without detorsion
(reperfusion), following 24 hours ischemia period. In Group
II (n=6): only adnexal detorsion was created without saline
and melatonin application. In Group III (n=8): After
reperfusion, 2 cc volume containing 100mg/kg melatonin
(MLT) (Sigma Chemical Co) was injected intraperitonealy,
in Group IV (n=8): 2 cc volume of saline was divided in
four equal doses and injected intraperinoneally every 6 hours
(0., 6., 12., 18. hours). Following 24 hours reperfusion
period, all the rats were decapitated and their serum
malonyldialdehide (MDA) levels and ovary
histopathological examination were compared. Statistical
significance between the groups were examined by Mann
Whitney U test (p<0.01). The correlation between MDA
levels and the score of histopathologic examination were
made Spearman Correlation Analysis (r,p,n) method.

Results: The histopathologic score (HPS) and MDA levels in

Group I were 5.3 + 0.5, 0.38+0.10 nmol/ml, respectively. In
Group II, HPS and MDA levels were found 7.5 + 1 and 0.58
+ 0.1 nmol/ml, respectively. There was statistically
significant differences between HPS and MDA levels
(p=0.005 and p=0.004, respectively). In Group III, HPS was
5.8+ 0.8 and MDA level was 0.48 = 0.08 nmol/ml. In Group
IV, HPS and MDA levels were found to be 7.3 + 1 and 0.60
+ 0.05 nmol/ml, which were statistically different from the
group III (»p=0.001, p=0.002, respectively). In addition, the
correlation between MDA and HPS was statistically
significant (r=0.71, p=0.00, n:28).

Conclusion: The results of present study show that the melatonin

supplementation has an important effect on prevention of
ischemia-reperfusion damage in ovary induced by adnexal
detorsion.
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Hiisnii CELIK ve Ark.

Bir dokunun belirli bir siire iskemiye maruz kaldiktan
sonra tekrar kanlanmasi sonucu iskemi reperfiizyon hasari
ortaya ¢ikar (1). Yapilan ¢alismalarda iskemiye maruz
kalan dokularda esas hasarin dokunun tekrar kanlanmasiyla
ortaya ¢ikan toksik metabolik iiriinlere bagl gelistigi orta-
ya konmustur (2, 3). Yine serbest radikal oOnleyicilerin
kullanilmasiyla dokudaki hasarin azaldigi ve reperfiizyon
hasarinin biyokimyasal belirteci olan MDA diizeyinin
azaldigi tespit edilmistir (4,-6).

Jinekoloji literatiiriinde iskemi-reperfiizyonunun sik
karsilagildigi  bir durum adneksal torsiyonlarda yapilan
detorsiyon uygulamalaridir. Bu konuda yapilmis deneysel
caligmalarda adneks detorsiyonuyla olusturulan re-
perfiizyona bagli olarak antioksidan aktivitenin azaldigi
gosterilmistir (7). Bu bilgiler 1518inda overleri koruyucu
amagla yapilan detorsiyon uygulamalarinda olusabilecek
iskemi-reperfiizyon hasarini azaltabilmek amaciyla tedavi-
ye bir antioksidanin eklenmesi diigiiniilebilir.

Bu g¢alismada overlerde olusturulan  iskemi
reperfiizyon hasariin biyokimyasal ve histopatolojik
bulgularina gii¢lii bir antioksidan olarak bilinen (6, 8, 9)
MLT’in (N — acetyl-5-methoxytryptamin) etkileri arastiril-
di.

Materyal Metod

Bu calisma, Firat Universitesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum, Fizyoloji, Patoloji ve Biyokimya Anabilim Dali
labaratuvarlarinda gerceklestirildi. Caligma agirliklari 200-
250 gr arasinda degisen, deney Oncesi ayni ortamlarda
tutularak yem ve sulari ad libitum olarak verilen ve giinliik
yapilan vaginal smearlarinda diizenli siklus gdsterdigi
tespit edilen wistar tipi 28 adet disi rat iizerinde gergekles-
tirildi. Ratlar randomize, prospektif tek kor ¢aligma prog-
raminda rastgele se¢ilerek olusturulan dort gruba ayrildi.

Grup I (n:6): 24 saat iskemi sonras: detorsiyon ya-
pilmadan salpingooferektomi yapildi.

Grupll (n:6): 24 saat iskemi sonras: detorsiyon yapil-
di. Herhangi bir uygulama yapilmadi.

Grup III (n:8):24 saat iskemi sonrasi detorsiyon ya-
pildi ve P MLT verildi.

GruplV (n:8): 24 saat iskemi sonrasi detorsiyon ya-
pildi ve 1P SF verildi.

Deney: Tiim ratlarda intramiiskiiler 50 mg/kg ketamin
hidroklorur (Ketalar,Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve 5
mg/kg Xsilazin hidroklorid (Rompun, Bayer, Istanbul,
Tiirkiye) ile genel anestezi saglandi. Prone (yiizii koyu
yatar sekilde) pozisyonunda, asepsi-antisepsi sartlarina
uyularak, orta hattin bir cm sagindan cilt ve kas dokusu
gecilerek ratlarin sag adnekslerine ulasildi. Sag adneksleri
uterin hornlarin iist ucundan tubay1 ve overi besleyen da-
marlari i¢ine alacak sekilde kendi etrafinda 360-720 derece
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arasinda dondiiriildii. Tosiyone edilen adneks cerrahi ipek
siitur (5/0, Ethicon, UK, Edinburgh) ile kas dokusuna tespit
edildi. Tslem sonras cilt 5/0 ipek ile siiture edildi. Biitiin
gruplara proflaktik amagl 100 mg/kg ampisilin IP uygu-
landa.

Grup I’de 24 saatlik iskemiye bagli histopatolojik
degisiklikler ve MDA diizeyini tespit etmek igin
reperfiizyon yapilmadan salpingooferektomi yapildi ve
dekapite edilerek kanlar1 alindi. Kalan ii¢ grupta tekrar
anestezi saglandi ve torsiyone edilen adneks daha onceki
ipek tespitten kurtarilarak detorsiyone (reperfiizyon) edildi.
Grup II’de adneks detorsiyone edildikten sonra herhangi
bir uygulama yapilmadi. Grup III’de reperfiizyondan he-
men once 1/90 oraninda etanol-SF karisiminda ¢oziindiirii-
lerek hazirlanmig olan 100mg/kg MLT (Sigma Chemical
Co), GruplV’de ise ayn1 miktarda SF reperfiizyon ile bir-
likte baslamak iizere dort esit dozda ve 6 saat arayla (0., 6.,
12., 18. saatlerde) intraperitoneal uygulandi. Detorsiyon
isleminden 24 saat sonra Grup ILIILIV’deki ratlar dekapite
edilerek kanlar1 alindi ve detorsiyone edilmis adnekler
cikarilldi. Almman salpingooferektomi materyalleri %10
formalinle tespit edildi.

Histopatolojik degerlendirme: Cikarilan
salpingooferektomi materyallerinden izole edilen overler
rutin iglemlerden gegcirilerek parafine goémiildii. Overin
degisik kisimlarindan elde edilen 3 mikrometre kalinligin-
daki kesitler hemotoxilen-eozin ile boyandi. Her over i¢in
dort kesit Olympus BX-50 marka 151k mikroskobunda
nekrozun yaygmligimi gosteren histopatolojik bulgular

yoniinden incelendi. Nekroz yaygimligi i¢in ordinal skala
olusturuldu. Nekroz yokluguna (yok: O puan), yer yer
nekroze alanlarin (var: 1 puan) ve yaygin nekroze alanla-
rin varligma (gok var : 2 puan) gore skorland: (Sekil 1, 2).
Farkli skorlarin oldugu alanlarda en biiyiik skor degerlen-
dirmeye alindi. Ayni1 overe ait kesitlerdeki skorlar toplana-

Sekil 1. Overde folikiil duvar1 ve stromada yer yer nekroze alanlar
Histopatolojik skor : 1 puan).
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Sekil 2. Overde folikiil duvari ve stromada yaygin nekroz
(Histopatolojik skor : 2 puan).

rak her denek i¢in toplam skorlar tespit edildi ve degerlen-
dirmeler bu skorlar iizerinden yapildi.

MDA diizeyleri: Diiz cam tiipe alinan kan 6rnekle-
rinden elde edilen serumlar spektrofotometrik olarak
(Schimadzu UV-1201) caligildi. Degerler nmol/ml olarak
belirlendi.

Istatistik degerlendirme: Verilerin istatistiksel de-
gerlendirilmesinde histopatolojik skor (HPS) degerleri ve
MDA diizeyleri yoniinden gruplar aras: karsilastirma ya-
pildi. Bu karsilagtirmada Kruskal wallis varyans analizi
kullanildi, p<0.05 bulunmasi iizerine Mann Whitney U
testi ile ikili kargilagtirma yapildi. p<0.01 anlamli kabul
edildi. HPS ile MDA diizeyleri arasinda spearman baginti
analizi yapild1 (r,p,n). Istatistik islemlerde ve grafiklerde
SPSS 9.0 for Windows yazilim programi kullanildi

Bulgular

Deney boyunca kullanilan deneklerin higbisinde 6liim
goriilmedi. Operasyon siiresi her rat i¢in 6.2 + 1 dakika
olup benzer bulundu. Torsiyone edildikten 24 saat sonra
yapilan ikinci laparatomide torsiyone edilmis adnekslerin
tamami makroskobik olarak siyah nekrotik goriiniimde idi.
Yirmidort saat reperfiizyon siiresini takiben yapilan ikinci
laparatomide detorsiyone edilmis adneksler makroskobik
olarak yer yer siyah nekrotik goriiniim ile birlikte vigne ve
acik soluk pembe renkli alanlar igeren goriiniime sahipti.

Hiisnii CELIK ve Ark.

Mikroskobik diizeyde yapilan incelemede tiim overlerde
6dem, dokularda ayrigma, polimorf niiveli 16kosit
infiltrasyonu gibi iskemi ve reperfiizyona ait histopatolojik
bulgular mevcuttu.

Tiim gruplarin overdeki nekroz yaygiligini gésteren
HPS ve serum MDA diizeyleri Tablo 1’de gosterildi.
Gruplarin HPS skorlar1 ve MDA degerleri arasinda anlaml
fark bulundu (p<0.05, Kruskal Wallis).

Ikili karsilastirmalarda Grup I’in HPS’lar1 ve MDA
diizeylerinin Grup II degerleriyle karsilastirilmasinda an-
laml farklar tespit edildi (sirasiyla p=0.005 ve p=0.004).
Grup D’in IIT ile karsilastirmalarinda yine anlamli farklar
bulundu (p=0.005, p=0.004). Grup I ile IV’iin karsilagtir-
masinda ise anlamli fark bulunmadi (p>0.01).

Detorsiyondan sonra herhangi bir uygulama yapilma-
yan Grup II degerlerinin Grup III ile kargilagtirmasinda
hem MDA hem de HPS yoniinden anlamli bir fark
bulunamazken (sirasiyla p>0.01, p>0.01) Grup Il ile IV’iin
kargilagtirmasinda fark anlamliydi (sirasiyla p=0.001,
p=0.002). Grup III ile IV’iin karsilagtirmasinda yine an-
laml fark bulundu (sirastyla p=0.001, p=0.002).

MDA diizeyleri ile HPS arasinda anlaml iligki bulun-
du (1:0.71, p:0.00, n:28), (Sekil 3).

Tartisma

Adneks tosiyonu genel olarak iireme ¢agindaki kadin-
larda goriiliir (10). Bu sebeble yapilacak girisimin
adneksiyal yapilar yoniinden koruyucu olmasi 6nemlidir.
Torsiyone olan adneksin detorsiyone edilerek tedavi edil-
mesi bir yandan overin korunmasimni amaglarken diger
yandan iskemi-reperfiizyonu sonucu olusan serbest oksijen
radikal artisina bagh degisiklikleride beraberinde getirmek-
tedir. Daha 6nceki ¢aligmalarda iskemiye birakilan dokuda
hasar daha az iken esas hasarin iskemik dokunun yeniden
kanlanmasiyla ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerine
bagl olustugu bildirilmistir (1,2). Serbest radikaller lipit
proksidasyonu denen bir reaksiyonla lipitler, membranlar,
enzimler, niikleik asit ve polisakkaritler iizerinde toksik
etki olusturarak cesitli doku hasarina ve hiicre 6liimiine
yol agarlar (11). Organizmada serbest oksijen radikallerinin
olumsuz etkilerini azaltan, kismen yada tamamen 6nleyen
antioksidan mekanizmalar mevcuttur (12). Taskin O. ve

Tablo 1. Gruplardaki HPS ve serum MDA diizeyleri (Ortalama + standart sapma)

Histopatolojik skor (puan)

Serum MDA diizeyi (nmol/ml)

Grupl (1)

Grupll (I/R)

Gruplll (VR +SF)
Melatonin IV ( /'R+MLT)

00N |=

53 +£05 038+ 0.10
75«1 0.58+ 0.1
73 £1 0.60 £ 0.05

58 £ 0.8 0.48 £ 0.08

I: iskemi, I/R : Iskemi-Reperfiizyon
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Hiisnii CELIK ve Ark.

10

+ 44 LR

Histopatolojik skorlar(puan)
b |
-
-
-
*
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K
-

4

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Malondialdehid diizeyleri {nmoliml)

Sekil 3. Over dokusunda reperfiizyona baglh olusan histopatolojik
degisiklik ile serum malondialdehit arasindaki bagint1 (1:0.71, p:0.00,
n:28).

arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmada iskemiye biraki-
lan overde reperfiizyonundan sonra 36. saatte antioksidan
aktivitenin azaldig1 gosterilmistir (5).

Giiclii bir antioksidan olarak bilinen melatoninin daha
onceki bir ¢ok ¢aligmada serbest radikal hasarin1 6nledigi
ve doku hasarinin biyokimyasal degerlendirilmesinde lipit
peroksidasyonunun giivenilir bir gostergesi olan MDA
diizeylerini doku ve plazmada azalttig1 gosterilmistir (7,13,
4, 14). Melatonin hem direk etkisiyle hemde glutatyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz aktivitesini arttirarak
sertbest radikal hasarini azaltmaktadir (15, 16, 7, 6).

Calismamizda, iskemiden sonra adnekslerin reperfiize
edilmeden ¢ikarildigi deneklerden elde edilen kan MDA
diizeyleri ve overe ait HPS’larin iskemiden sonra reperfiize
edilen grup degerleri ile  karsilagtirilmasinda
reperfiizyonun doku hasarini arttirdigy tespit edildi.
Iskemiden sonra reperfiizyona birakilan overlerde MLT
uygulamast SF ‘e gore overdeki HPS’lar ve serum MDA

diizeylerinin daha diisiik bulunmasini sagladi
rimiz MLT uygulamasinin MDA diizeyi
histopatolojik diizelme sagladigini bildiren

. Bu sonugla-
ile Dbirlikte
literatiir 1ile
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birlikte mevcut ¢alismada histopatolojik degisikliklerin
incelenmesi konusunda net bir ifade kullanilmamuistir. Biz
calismamizda overin miimkiin olabildigince farkli bolgele-
rini ortaya koyabilmek amaciyla degisik kisimlarindan
aldigimiz biitiin kesitleri degerlendirmeye aldik. 3pm olan
kesitlerimizde yaptigimiz incelemede tespit ettigimiz nek-
roz alanlarinin tamamui bélgeseldi. Calismamizda iskemi ve
reperfiizyona ait, nispeten geri doniisimli olan 6dem,
dokularda ayrigma, l6kosit infiltrasyonu gibi bulgular
skorlanmadi. Skorlamada iskeminin dokularda yaptii en
son diizeyde ve geri doniigiimsiiz histopatatolojik degisik-
lik olan nekroz bulgusu kullanilmistir.

Sonu¢  olarak;  Calismamizda
overlerdeki  bolgesel nekroz
histopatolojik skorlarda kotlilesmeye neden oldugu goste-
rilmistir. Reperfiizyona birakilan dokularda MLT uygula-
mast histopatolojik skorlarda diizelmeye neden olmustur.
Adneks torsiyonlarinda yapilan koruyucu girisimlerde
postoperatif donemde tedaviye MLT eklenmesi faydali
olabilir. Bununla birlikte benzer ¢alismalarin diger antiok-
sidanlar ve farkli iskemi-reperfiizyon siirelerinde, farkli
tiirlerde yapilmasi, uzun doénem etkilerinin incelenmesi
gerekmektedir.

reperfiizyonun

alanlarmmi  arttirarak
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