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1.0ZET

JUVENIL DONEMDE YUKSEK FRUKTOZ iCERIKLIi DIYETLE
BESLENMENIN PERILIiPIN EKSPRESYONU UZERINDEN POLIKISTIK
OVER SENDROMU GELISIMI iLE ILISKISi

Polikistik over sendromu (PCOS) olusumunda etkili olan ¢evresel faktorlerin
basinda beslenme yer almaktadir. PCOS ve yiiksek fruktoz icerikli diyet birlikteligini
gosteren ¢aligmalar kisitli sayidadir. Calismamizda juvenil donemde yiiksek fruktoz
icerikli diyet ve PCOS birlikteligi gosterilerek Perilipin2 (PLIN2) ve Perilipin3
(PLIN3) ekspresyonlarini incelemek amaglanmistir. Calismamizda 36 adet Balb/C
tiri disi fare kullanilmis ve dort grup olusturulmustur; oral gavaj ile %20 fruktoz
iceren ¢esme suyu verilen High Fructose (HF)-1 grubu (n=10), oral gavaj ile %40
fruktoz iceren ¢esme suyu verilen HF-2 grubu (n=10), 20 giin boyunca susam
yaginda ¢ozdiiriilerek (0,01ml 95% etanol igerisinde ¢oziilerek ve 0,09ml susam yagi
ile karistirilarak) subkutan DHEA (dehidroepiandrosteron, 6 mg/100g/giin) enjekte
edilen Hormon (H) grubu (n=8) ve hi¢bir uygulama yapilmayan Kontrol (K) grubu
(n=8). Gruplar arasindaki morfolojik farkliliklar1 gdsterebilmek i¢in Hematoksilen ve
Eozin (H&E) boyamasi, PLIN2 ve PLIN3 ekspresyonlarin1 gdsterebilmek i¢in ise
immunfloresan igaretleme uygulanmistir. PLIN2 ve PLIN3 antikorlar1 icin Western
Blot yontemi uygulanmistir. Gruplar arasindaki ostradiol (E2), progesteron ve
Luteinizan Hormon (LH) seviyelerinin karsilastirilmas: amaci ile ELISA teknigi
uygulanmistir. Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 18,0 istatistik programi ile
yapilmistir. HF-1, HF-2 ve Hormon gruplarinda antral ve preantral folikiil sayisinin
artmis oldugu ve PLIN2 ve PLIN3 ekspresyonlarinin Hormon ve HF-1 gruplarinda
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak yiiksek fruktozlu diyet ile beslenme PCOS
olusumuna katki saglayabilir ve bu mekanizmada PLIN2 ve PLIN3 proteinleri etkili

olabilir.

Anahtar Kelimeler: fare, fruktoz, ovaryum, PCOS, perilipin
Bu calisma Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan desteklenmistir. (Proje No:2016/07).



2.ABSTRACT

RELATIONHSIP BETWEEN MAINTANING DIET CONTAINING HIGH
FRUCTOSE AND DEVELOPMENT OF POLYCYTIC OVARIAN
SYNDROME VIA PERILIPIN EXPRESSION IN JUVENILE PERIOD

Diet comes at the first place among factors affecting PCOS development.
Studies showing diet consisting of PCOS combined with high fructose are in a
limited level. In this study, it is aimed to investigate PLIN2 and PLIN3 expressions
by showing diet consisting of combination of high fructose and PCOS in Juvenile
phase. A total of 36 Balb/C type female mice have been used and 4 groups are
created: HF-1 (tap water containing 20% fructose is given by oral gavege), HF-2 (tap
water containing 40% fructose is given by oral gavege), Hormone ( injection of
DHEA [6 mg/100g/day in 0,1 ml of sesame oil] s.c. for 20 days), Control (no
treatment). Hematoxylin and eosin staining have been used in order to show the
morphological differences between the groups. For PLIN2 and PLIN3 expressions
immunofluorescence method has been used. For PLIN2 and PLIN3 antibodies
western blot method has been used. ELISA technic has been used to compare E2,
progesterone and LH levels between the groups. Statistical analysis were carried aut
using the statistics program SPSS 18,0. It is seen that antral and preantral follicle
numbers of HF-1, HF-2 and Hormone groups have increased. It is also seen that
PLIN2 and PLIN3 expressions are high in HF-1 and Hormone groups. As a result
diet with high fructose could contribute to PCOS development and in this mechanism

PLIN2 and PLIN3 proteins could also be effective.

Key words: fructose, mice, PCOS, perilipin, ovary



3.GIRIS VE AMAC

Lipid Dropletler (LD), hiicre i¢i sitoplazmik yapilardir ve nétral lipidleri
metabolik enerji, membran bileseni, translasyon sonrasi protein modifikasyonu ve
sinyal molekiilii gibi bir¢ok hiicre i¢i olayda daha sonra kullanmak iizere, diger
organellerden ayirmakta ve trigliserid (TG) olarak depo etmektedirler (1, 2). Hiicre
icerisinde gergeklesen membran yapimi, tagima, lipid metabolizmasi ve biyosentez

gibi birgok asamada gerekli olan enerji TG nin hidrolizi ile saglanmaktadir (3).

LD, ozel proteinler igeren fosfolipid tabaka ile ¢evrilidir (4). Bu ozel
proteinlerden biri olan perilipin (PLIN), LD dinamiginde ¢cok dnemli bir role sahiptir
ve 5 alt tipi bulunmaktadir; PLIN1, PLIN2, PLIN3, PLIN4 ve PLINS (5). PLIN,
LD’in yiizeyini 6rtmekte ve sitozolik TG’i, hormon sensitif lipaz (HSL) tarafindan
hidrolizden korumaktadir. PLIN ve HSL, siklik adenozin monofosfat (cAMP)
bagimli protein kinaz A (PKA) ile fosforile edilerek aktive olmaktadir. Bu basamak,

HSL regiilasyonunda kilit dneme sahiptir ve lipolizin hiz kisitlayici basamagidir (6).

PCOS heterojen ve kompleks endokrin rahatsizliklardan birisidir.
Kadinlardaki prevalansinin % 5 ile % 10 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (7).

Ureme ¢agindaki kadinlarda goriilme siklig1 ise % 5 ile % 13,9 arasindadir (8, 9).

PCOS patofizyolojisi tam olarak ortaya konulamamis olmakla birlikte, kronik
anovulasyon, hiperandrojenizm ve ultrasonografide polikistik ovaryumlar ile

karakteristikdir (10-14).

Karbonhidrat ve yag metabolizmasinin O6nemli enzimleri olan
fosfofruktokinaz ve glukoz-6- fosfat dehidrogenazin, in vitro oosit maturasyonunda
kumulus oosit kompleksinde yapilan arastirmalarda seviyelerinin degismedigi
bulunmustur. Bu enzimlerin spesifik aktivitesi oositte artarken kumulus hiicrelerinde
azalmaktadir. Oosit maturasyonunda etkili olan bu enzimler fruktoz ve lipid

metabolizmasinin son derece 6nemli oldugunu gostermektedir (15).



Giinliik diyet ile alinan fruktoz miktarinin artmasi ile birlikte TG ve glikoz
diizeyi de artmaktadir (16, 17). Yiiksek fruktoz aliminin sonucu olarak glikojen
sentezi, de novo lipogenez ve TG sentezi gerceklesmektedir (17, 18). Yapilan
calismalarda % 30 fruktoz ile beslenen farelerde PLIN2 ekspresyonu up-regiile
olmaktadir (19). Asir1 fruktoz alimi ile birlikte, PCOS’ta goriilme siklig1 yiiksek olan
insulin  direnci olugmaktadir (20). Artmis insiilin seviyesi ovaryumdaki
steroidogenezi uyararak, teka hiicreleri tarafindan asir1 androjen iiretilmesine neden
olmaktadir (21). Overyan hiperandrojenizm, erken folikiiler atreziye ve bunun

sonucunda oligo-/anovulasyona neden olmaktadir (9, 22, 23).

Beslenmedeki baslica fruktoz kaynaklari; seker kamisindan elde edilen
sakkaroz, yiiksek fruktozlu misir surubu (High Fructose Corn Syrup - HFCS) olarak
da bilinen Nisasta Bazli Seker, meyveler ve baldir. HFCS, % 55 - 90 fruktoz
icermektedir ve fruktoz giinliik besin aliminda 6nemli bir kaynag: teskil etmektedir
(24). 1971°de kestedilen HFCS, bircok iilkede gida pazarina hizl bir giris yapmustir.
HFCS, 1970’li yillarda, ABD’de tiiketime sunulan tiim kalorili tatlandiricilarin %
I’ini temsil ederken, 2000’1i yillarda bu oran % 42’ye yiikselmistir. HFCS; gazli ve
meyve aromali icecekler, ¢ikolata, seker ve regel gibi bir¢ok islenmis iiriinde yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Buna paralel olarak da insanlarin giinliik tiikettigi
fruktoz miktar1 Onemli derecede artmustir. ABD’de, giinliik fruktoz tiiketim
miktarinin ¢ocuklarda yaklagik 55 g ve genglerde 73 g oldugu bildirilmektedir (25).
Amerika Birlesik Devletleri’nde dogurganlik ¢agindaki kadimnlar giinliik enerji
ithtiyaclarinin % 23’linden fazlasini tatlandirilmis igeceklerden karsilamaktadirlar

(26).

Daha onceki calismalar ile PLIN2’nin lipid yikimimi engelleyip, lipid
birikimini tesvik ettigi gosterilmistir (27). Hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalar,
PLIN2 ve PLIN3’iin oosit matiirasyonunda ve erken embriyo gelisiminde 6nemli rol
oynadigin1 gostermistir (28-30). Yapilan in vitro matiirasyon (IVM) calismalarinda
PLIN2 ekspresyonu sabit kalirken, PLIN3 ekspresyonunun azaldig1 gézlenmistir (28-
30). PLIN2 ekspresyonu IVM esnasinda PLIN3 ekspresyonuna gore daha yiiksek

seyrederken, embriyo gelisiminin erken asamalarinda PLIN3 upregiile olup



PLIN2’den daha fazla eksprese olmaktadir. Blastokist asamasinda PLIN3’iin
PLIN2’ye gore 15 kat daha fazla eksprese oldugu saptanmistir (28).

Hipotez: Juvenil donemde yiiksek fruktoz igerikli diyet ile beslenmenin,
PCOS gelisiminde etkili olabilecegini ve ayn1 zamanda ovaryumda PLIN2 ve PLIN3

expresyonlarinda farkliliklarin olusabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu c¢alismada, ELISA, Western Blot ve immunfloresan yontemlerini
kullanarak, kontrol grubu, yiiksek fruktoz ile beslenen fareler ve
dihidroeptandostenedion uygulanan farelerde ovaryum dokusunda PLIN2 ve PLIN3

expresyonlarini géstermeyi amagladik.



4.GENEL BILGILER

4.1.0Ovaryumlar

4.1.1.0varyum Embriyolojisi

Memeli gonadlar1 embriyogenez sirasinda iirogenital kabarti ya da genital
cikint1 olarak adlandirilan bolgede gelisirler. Erken embriyonik donemde hem erkek
hem de disi gonadlara farklilagabilme yetenegi oldugundan, “farklilagsmamis™ ya da
“bipotansiyel” gonad olarak adlandirilir. Bu asamadaki gonadlar genetik sinyale gore
disi (ovaryum) ya da erkek (testis) gonadlar1 seklinde gelisirler. Primordiyal germ
hiicreleri yolk kesesinden iirogenital kabarti bolgesine go¢ edip kolonize olana kadar
gonadal farklilasma meydana gelmez. Farelerde primordiyal germ hiicrelerinin
genital ¢ikintiya yerlesmesi ve farklilasmamis gonadlarda kolonizasyonu yaklasik

embriyonal ( E-) 9,5. ve 11,5. giinler arasinda meydana gelir (31, 32).

Primordiyal germ hiicreleri kolonize olduktan sonra ovaryumda mitoz
boliinmeler gecirerek kist seklindeki yapilari olustururlar. Bu asamadaki germ
hiicreleri oogonia olarak adlandirilir (33). Farelerde mitoz yaklasik olarak E- 13.5.
giinde baglar (34). Kistin biiylimesi sirasinda tamamlanmamis sitokinez meydana
gelir ve hiicreler interseliiler kopriiler ile baglantida kalir. Bu hiicreler senkronize
halde boliinme gegcirirler (35). Sinsisyum halindeki oogonyalar kist yapilarindan
ayrilir, bir oosit ve etrafinda birka¢ somatik graniiloza hiicresi ile ¢evrili primordiyal

folikiiller olusur (32).

Germ hiicre sinsisyumlarinin yikilmasi ve primordiyal folikiillerin olugmast
insanlarda dogumdan 6nce olusurken, farelerde dogumdan kisa bir siire sonra olusur
(32). Insanlardaki sinsisyumlarin prenatal hayatta yikilarak, 6 milyon olan oosit
sayisinin dogumda 1 milyon kalmasi, germ hiicre kaybr ile iliskilendirilir (35-38).
Dogumdaki mevcut primordiyal folikiil havuzu, biitlin lireme ¢ag1 boyunca mevcut

olan germ hiicrelerinin toplamini temsil eder (39).



Ovaryum kordlarin1 olusturmak iizere germ hiicreleri ve epitelyal
pregraniiloza hiicreleri bir araya gelir (40-43). Kord distan bazal membran ile
cevrilerek gelisen ovaryumun mezenkimal hiicrelerinden ayrilir (44, 45). Kordun
yikimi ile birlikte mayozun profaz evresinde bekleyen germ hiicreleri ve etrafinda tek
katl1 yass1 epitelden olusan primordiyal folikiiller meydana gelir (Sekil 4.1.1).
Primordiyal folikiillerin etrafi bazal membran ve mezensimal hiicreler ile g¢evrilir.
Primordiyal folikiillerin icerisindeki primer oositler yaklasik olarak E- 17,5. glinde
mayozun diploten asamasindadir ve ovulasyona kadar duraklama donemine girerler

(46).
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Sekil 4.1.1.Memeli disi germ hiicre gelisimi (33).

4.1.2.0varyum Anatomisi

Insanlarda sag ve sol olmak iizere bir ¢ift ovaryum bulunur ve intraperitoneal
olarak yerlesmislerdir. Infundibulopelvik bag ile pelvik duvara baglanirlar.
Dogurmamis kadinlarda pelvisin dis yan duvarlarindaki fossa ovaricalarda,
dogurmus kadinlarda ise genellikle rektouterin ¢ikmazda, rektumun iki yanindaki
“Claudiun Cukuru” olarak adlandirilan bélgede konumlanirlar. Ovaryumlar bir
peritoneal katlant1 olan mezovaryum ile ligamentumlatum uteri’ye tutunmuslardir

(Sekil 4.1.2.1). Ovaryumu besleyen damarlar1 igeren siispansor ligament, organin {ist



ucuna kadar uzanir. Mezovaryumun iki yaprag arasinda hilum ovarii’ye ulasan arter,

ven, lenfatikler ve sinirler bulunur (47, 48).

Siispensér igament

L Infindibulum

b) Lateral gérimiig

Sekil 4.1.2.1.Insanda ovaryumun yerlesimi ve yapisi (49).

Farelerde ovaryumlar, tiip seklindeki uterus boynuzlarinin son kisminda,
fallop tiiplerinin hemen tizerinde sagli sollu olarak yerlesim gostermektedirler (Sekil

4.12.2).

-

Sekil 4.1.2.2.Farede ovaryumlarin yerlesimi (50,5 1.).




4.1.3.0varyum Histolojisi

Memelilerde ovaryum yiizeyi tek katl kiibik ve bazi bolgelerde tek katl yassi
epitel ile ortiiliidiir. Germinal epitel olarak isimlendirilen epitel, visseral peritonun
mezoteli ile devam eder. Germinal epitelin altinda diizensiz siki bag dokusu tabakasi

olan tunika albuginea yer almaktadir (49).

Ovaryum, korteks ve medulla olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir.
Korteks ya da kortikal bolge, medullay:1 ¢evreleyecek sekilde ovaryumun periferik
bolgesinde, tunika albuginea tabakasinin altinda yer almaktadir. Folikiiller, korteks
bolgesinde zengin bir seliiler bag dokusu igerisinde bulunmaktadirlar. Folikiillerin
etrafindaki stromada daginik diiz kas lifleri bulunur. Korteks, folikiillere ek olarak
korteks fibrositleri, kollajen ve retikiiler lifleri icerir (52). Medulla ya da medullar
bolge, ovaryumun merkezi bolgesinde bulunmaktadir ve gevsek bag dokusu, biiyiik
kivrimli kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler icermektedir (Sekil 4.1.3).
Medulladaki genis kan damarlar1 daha kiigiik damarlarla korteksin tiim boliimlerine
yayilir. Medulla, ovaryumu askiya alan mezovaryum ile devam eder. Mezovaryum,

ovaryumun germinal epiteli ve peritonun mezoteli ile kaplanmistir (53).
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Sekil 4.1.3.0varyumun histolojisi (49).



4.1.4.Folikiiler Gelisim (Folikiilogenez)

Fetal yasamda meydana gelen oogonyumlar mitoz bdliinme ile sayilarini
arttirtp dogumda mevcut olan oosit rezervini (OR) olustururlar. Dogumda mevcut
olan primordiyal folikiillerin sayis1 600 000 ile 800 000 arasinda iken, reprodiiktif
yagsam siiresince sadece 400 olgun oosit iiretilir. Kadinlarda, primordiyal folikiiliin
blyliyiip gelismesi ve ovulasyon asamasina gelmesi yaklasik bir yillik bir siireci

kapsamaktadir (52).

Folikiil gelisimi (folikiilogenez), se¢ilmis primordiyal folikiillerin biiyiiytip,
folikiil igerisindeki yumurtanin fertilize olabilmesi i¢in ovulasyon ile ovidukta
atilmast ya da atreziye ugrama potansiyeli olan grafian folikiillerine 6zellesip
gelismesi olayidir. Folikiillogenez, ovaryumun korteks tabakasinda meydana gelir

(49).

Folikiilogenez ardi1 ardina hiicre ¢ogalmast ve farklilasmasiin yiiksek

diizeyde organizasyonu olarak kabul edilmektedir. Dort temel gelisimsel olay1 igerir:

1) primordiyal folikiil secilimi,
2) preantral folikiil gelisimi,
3) antral folikiiliin gelisimi ve se¢imi,

4) folikiil atrezisi (54).

Folikiilogenez iki faza ayrilabilir:

e ilk faz preantral ya da gonadotropin bagimsiz faz olarak adlandirilir ve
oositin biiyiiyiip farklilasmas: ile karakterizedir.
e ikinci faz antral ya da gonadotropin bagimli faz olarak adlandirilir ve folikiil

boyutunun artisi ile karakterizedir.
Preantral faz, lokal olarak iiretilen biliylime faktorleri ile otokrin-parakrin
mekanizma, antral faz ise folikiil uyarici hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH)

ve bliylime faktorleri ile kontrol edilmektedir. Biiylime faktorleri hiicre ¢cogalmasin

10



kontrol ederek gonadotropinleri modiile edebilmektedirler. Preantral faz;
primordiyal, primer ve sekonder folikiil asamalar1 olmak iizere ii¢ ana asamaya

ayrilmaktadir (54).

4.1.4.1.Primordiyal Folikiil

Primordiyal  folikiiller, = ovaryumlarda tim  dominant folikiillere
gelisebildiklerinden, temel iireme birimleri olarak kabul edilmektedirler. Mayozun
profaz asamasinda duraklamis olan primordiyal folikiiliin, biiyiiyen folikiil havuzuna
katilmasi, se¢ilim ya da primordiyal folikiil aktivasyonu olarak adlandirilir.
Histolojik olarak primordiyal folikiil, mayozun profaz I evresinde duraklamis olan
kiigiik bir oosit, tek katli yass1 graniiloza hiicreleri ve bazal lamina’dan olugsmaktadir.
Bazal lamina, graniiloza hiicrelerini ve oositi mikrocevrede bulunan diger
hiicrelerden ayirmaktadir (54). Primordiyal folikiil bagimsiz kan dolasimina sahip

degildir, bundan dolay1 endokrin sisteme sinirli erisimi vardir (55).

4.1.4.2.Primordiyal Folikiil Secilimi (Primordiyal Folikiillerden Primer
Folikiillere Gegis)

Primordiyal folikiiller primer folikiillere doniismek i¢in, ilk biiyiik
diizenleyici olay olan secilim gecirerek, biiyliyen folikiil havuzuna katilirlar.
Primordiyal folikiilden, primer folikiile ge¢is sirasinda ilk once oosit biiyiimektedir.
Oositi cevreleyen yassi folikiil hiicreleri, primer folikiiliin graniiloza tabakasin
olusturmak i¢in ¢cogalirlar ve farklilasarak kiibik hiicrelere doniisiirler (Sekil 4.1.4.2).
Bu asamadan sonra folikiil hiicreleri artik, graniiloza hiicreleri olarak

adlandirilmaktadirlar (52, 54).

11



Primordiyal Primer Folikiil
folikiiller oosit hiicreleri

2

z==> Sekonder folkal
/" Zona pellusida
Sekonder folikil | Apem

o Bl Siispensor ligament

" Korona radiyata
Zona pellusida

Ovule olmus sekonder oosit
Korpus

Korpus Geli
albikans oE e

Tuteum korpus
luteum

Sekil 4.1.4.2.Folikiiler gelisimde primordiyal, primer ve sekonder folikiillerin morfolojik
goriintiisii (49).

4.1.4.3.Primer Folikiil

Primer folikiiller, tek tabakali ve c¢ok tabakali olmak iizere ikiye
ayrilmaktadirlar. Tek tabakali primer folikiillerde, primer oosit ve onu ¢evreleyen tek
sira halinde kiibik graniiloza hiicreleri bulunur. Cok tabakali primer folikiiller ise cok
katli ve c¢ogalan kiibik hiicreler ile c¢evrilidir. Folikiiler hiicreler, kendilerini
ovaryumun stromasindan ayiran bir bazal lamina tarafindan desteklenmektedirler.
Secilime eslik eden hiicre sekli degisikligi ve mitotik aktivite ile birlikte, kiibik
graniiloza hiicreleri FSH reseptorii ekspresse etmeye baslamaktadirlar (56, 57).
Secilim ile birlikte oosit biiyiiylip farklilagsmaktadir. Bu siirecte oositte RNA sentezi
oldukca artmaktadir (58). Zona pellusida (ZP)’yi kodlayan gen gibi, 6nemli oosit
genleri aktive olarak bu proteinlerin transkripsiyon ve translasyonu yapilmaktadir
(59). ZP, folikiil hiicrelerini oositten ayirmaktadir. Folikiil hiicrelerinin ince

sitoplazmik uzantilar1 ZP’yi delerek oositin mikrovilluslar ile temas etmektedir (53).
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4.1.4.4.Sekonder Folikiil

Sekonder folikiiller, siirekli boliinen folikiil hiicreleri ve kalinlasan ZP ile
karakterize, preantral folikiillerdir. Graniiloza hiicrelerindeki mitozu diizenleyen
mekanizma, tam anlamiyla anlasilmis degildir. ZP’yi olusturan proteinler, oosit
tarafindan salgilanmaktadirlar. Oosit kaynakli biliyiime faktorlerinden, biiylime
farklilasma faktorii-9 (GDF-9)’un biiyiik 6nemi oldugu bilinmektedir (60). GDF-9
geni olmayan farelerde folikiil biiyiimesi ve gelismesi primer asamada kalmaktadir,
dolayist ile dominant folikiil olusamamaktadir ve bu disiler infertildir (61). Buna
gore GDF-9, primer folikiilden sekonder folikiile gegiste graniiloza hiicrelerinde

gerceklesen mitotik aktivitenin olmasi i¢in gereklidir.

Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi ile birlikte folikiilii ¢evreleyen stromal
hiicreler, bazal laminanin disinda bag doku hiicre kilifi olan teka folikiilini
olusturmaktadirlar. Teka folikiili iki tabakaya farklilasmaktadir. Bunlar laminay1
cevreleyen teka interna ve teka eksterna tabakalaridir. Teka interna vaskiilarize ve
kiibik salgi hiicrelerinden olusmus i¢ tabakadir. Teka interna hiicreleri steroid iireten
hiicrelerin ultrastriiktiirel 6zelliklerine ve ¢ok sayida LH reseptoriine sahiptir. Bu
hiicreler LH stimiilasyonuna yanit olarak Ostrojen oOnciilleri olan androjenleri
sentezler ve salgilarlar. Teka gelisimine paralel olarak bir¢cok yeni kan damari da
olugmaktadir. Yeni kan damarlarinin olugmasi, folikiillere FSH ve LH gibi
hormonlarin ve besinlerin taginmasi ve atik ve sekonder folikiil salgilarinin dolagima
verilmesi acisindan onemlidir (62). Sekonder folikiildeki tiim graniiloza hiicreleri
FSH reseptorii ekspresse etmektedirler (56). Buna gore, plazmadaki FSH’1n sekonder
folikiile diflizyonuna yanit olarak graniiloza hiicrelerinde FSH reseptorii ekspresyonu
olusmaktadir. Stroma hiicrelerinin dis katman ise, diiz kas hiicrelerinden olusan teka
eksterna tabakasina farklilasmaktadir. Diiz kas hiicreleri otonom sinir sistemi
tarafindan uyarilmaktadir (62). Graniiloza tabakasi ile teka interna arasindaki bazal

lamina bu iki tabaka arasinda belirgin bir sinir olusturmaktadir (52).
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Preantral folikiil sekonder asamayi tamamladiginda bes yapisal birim
icermektedir;

e 7P ile gevrili bliylimiis bir oosit,

e 6 - 10 kath graniiloza hiicre tabakasi,

e bazal lamina,

e teka interna ve

e teka eksterna.

Graniiloza hiicrelerinin arasinda bosluklarin meydana gelmesi ile folikiil antral
asamaya dogru ilerlemektedir. I¢ uyarilara cevap olarak, oositin bir kutbunda bosluk
olusmaya baglar. Antrum olusumu olarak adlandirilan bu siire¢, graniiloza
hiicrelerinin arasinda sivi birikimi ve buna bagl olarak i¢ boslugun olusmasidir. Bu

siire¢ otokrin/ parakrin mekanizmalar ile kontrol edilmektedir (53).

4.1.4.5.Antral (Graaf) Folikiil

Graaf folikiilleri, folikiiler siv1 ile dolu bir antrum iceren karakteristik biiyiik
folikiillerdir. Oosit ve graniiloza hiicrelerinin ig¢inde bulundugu folikiiler sivi,

diizenleyici molekiiller icin mikrogevre olusturmaktadir (49, 53).

Graaf folikiilii, merkezde bir antrum ve onu c¢evreleyen farkli hiicre
tiplerinden olusmaktadir. Graaf folikiiliinlin alt1 ayr1 histolojik bileseni vardir; teka
eksterna, teka interna, bazal lamina, graniiloza hiicreleri, oosit ve folikiiler sivi.
Graniiloza hiicreleri ve oosit, folikiil i¢erisinde 6zel yerlesimli olarak bulunmaktadir.
Bu yerlesim sonucu dort farkli graniiloza hiicre katmani olugmaktadir; en distaki
katman membrana graniiloza, en icteki katman periantral, orta alanda kalan hiicreler
kumulus ooforus ve oosite bitisik olarak bulunan hiicreler korona radiata olarak
isimlendirilmektedirler (Sekil 4.1.4.5). Membrana graniiloza’nin karakteristik yapisi,
bazal membrana tutunmus yalanci ¢ok katli epitelden olusan graniiloza hiicreleridir.
Graaf folikiiliinde, FSH reseptorlerinin yan sira, LH reseptorleri de kazanilmaktadir

(49, 52, 53).
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Sekil 4.1.4.5.Graaf folikiilii (49).

4.1.4.6.Folikiil Atrezisi

Ovaryumda ¢ok sayida primer folikiil olgunlasma siirecine baslamaktadir.
Bunlarin arasindan sadece bir folikiil gelisimini tamamlamakta, ancak secilen
folikiillerin % 99,9’u programli hiicre 6liimii olan apopitoza ugramaktadir (54, 63).
Folikiiller, gelisimlerinin herhangi bir evresinde atreziye ugrayabilirler. Saglikli
folikiillerde ekspresse olan genler hiicre farklilagsmasi, ¢cogalmasi ve folikiiler sivi
birikimini baslatirken, atretik folikiillerde ekspresse olan genler mitozun olmamasina
ve apopitozun baslamasina neden olmaktadirlar. Atrezi sirasinda oosit ve graniiloza
hiicreleri, apopitozu baslatan genleri ekspresse etmektedirler (63). Atretik folikiiller
camsi membran denilen kalin kivrilmis membrandz materyal, ¢ok degisiklige
ugramamis zona pellusida, dejenere olmus oosit ve folikiil hiicrelerinin kalintilar1 ve
bolgeyi istila eden makrofajlar ile ayirt edilmektedir. FSH, Graaf folikiilii gelisimi

icin zorunludur ve apopitozu onledigi diisiiniilmektedir (64, 65).
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4.1.5.Dominant Folikiil Secilimi

Her menstrual dongiide, tek bir dominant folikiil iiretilmekte ve onu tek bir
ovulasyon takip etmektedir. Se¢ilim sirasinda folikiil tam olarak biiylimiis bir oosite,
yaklasik bir milyon graniiloza hiicresine, teka internanin igcermis oldugu birkag
katman teka interstisiyel hiicrelerine (TICs) ve diiz kas hiicrelerinden olusan teka
eksternaya sahiptir. Dominant folikiiliin  karakteristik 6zelligi, graniiloza
hiicrelerindeki yiiksek mitotik aktivitedir. Orta luteal fazdan kisa bir siire sonra, tiim
uygun folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde mitotik aktivite iki katina
yiikselmektedir. Dominant folikiil mitotik aktiviteye paralel olarak, biiyiimesini

devam ettirmektedir (64, 66-68).

Folikiiliin dominant hale gelebilmesi icin, folikiiliin biiylimesini uyaran
FSH’nin ikinci bir pikine ihtiya¢ vardir. FSH luteal fazin sonunda, progesteron
seviyesinin bazal seviyeye diismesi ile birlikte ikinci pikini yapar ve folikiiler fazin
ilk haftasinda yiiksek seyretmeye devam eder. Graaf folikiiliinde FSH uygun
seviyeye ulastiginda, folikiil dominant hale gelmektedir. Bunun fizyolojik
mekanizmasi1 tam olarak anlasilmis degildir. Dominant folikiil tarafindan iiretilen
Ostradioliin, negatif geri besleme mekanizmasi ile FSH’1n ikinci pikini yapmasinin

inhibe edilmesi 6nemli bir noktadir (69).

4.1.5.1.Dominant Folikiil Se¢iliminde Otokrin ve Parakrin Mekanizmalar

Ovaryumda fertilize olabilme yetene8i olan yumurtayr igeren dominant
folikiillerin iiretilmesi, endokrin sisteminin kontrolii altindadir. Endokrin sistem FSH
ve LH hormonlar1 ile bu kontrolii saglamaktadir. Gonadotropinlerin normal
faaliyetlerine etki eden herhangi bir sey apopitoz ve infertilitenin olusmasina neden
olabilmektedir. Otokrin diizenlemeye gore bir hiicre tarafindan {iretilen ligandlar
(hormon, biiyiime faktdrleri, nétropin ve sitokinler), yine ayni hiicreye etki ederek
hiicresel aktiviteyi (biiyiime, farklilasma, apopitoz) diizenlemektedirler. Parakrin
mekanizmaya gore ise, bir hiicrede iiretilen ligandlar bitisik olan hiicre {lizerine etki

ederek hiicrenin fonksiyonunu diizenlemektedirler. Bes biiyiik biiyltime faktorii ailesi
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gelisen folikiilde ekspresse edilmektedir. Intrinsik biiyiime faktorleri endokrin
sistemle etkilesime gecerek folikiilogenez, secilim, preantral folikiil biiylimesi,
dominant folikiil secilimi, atrezi ve ovulasyon gibi fizyolojik olaylarin baglamasini
uyarmaktadirlar. Folikiilogenez endokrin diizeyde merkezi sinir sistemi, 6n hipofiz
bezi ve ovaryum kaskadi mekanizmasi ile kontrol edilmektedir. Ozellesmis
hipotalamik noéronlar pulslar halinde, portal kan damarlarina gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) salgilamaktadirlar. GnRH salgilanmasi yine pulslar halinde FSH ve
LH salgilanmasin1 uyarmaktadir. FSH ve LH ovaryum folikiil hiicrelerinde

folikiilogenezi kontrol etmektedir (49, 52, 54).

4.1.6.0vulasyon

Ovulasyon hormonal diizenleme ile meydana gelir ve sekonder oositin Graaf
folikiiliinden atildig1 siirectir. Cok sayida folikiil ovaryumda biiyiimekte, fakat her
menstrual dongilide aralarindan sadece bir tanesi dominant hale gelerek ovulayon

gerceklesmektedir. Diger folikiiller ise gerileyerek atretik hale gelmektedir (52).

4.1.6.1.0vulasyonun Hormonal Regiilasyonu

Folikiilogenez sirasinda hipofiz bezinden salgilanan FSH miktari, folikiil
biiyiimesini stimiile etmek icin artmaktadir. Oncelikle dominant folikiil secilmekte ve
folikiil biiyiirken E2 {iretimi artmaktadir. Insanlarda bu siire¢ folikiiler faz olarak
adlandirilmakta ve 28 giinliik menstrual dongiide ilk 14 giinii kapsamaktadir.
Folikiilde E2 iiretimi arttig1 zaman feed back mekanizma ile hipofiz bezini uyararak
FSH salgilanmasini azaltmaktadir. FSH’1n azalmas: ile birlikte dominant folikiil
haricindeki tiim antral folikiiller atretik hale gelmektedir. Menstruel siklusun
folikiiler fazi esnasinda hipotalamustaki GnRH, hipofiz bezinden LH’in pulslar
halinde salgilanmasin1 kontrol ederek teka hiicrelerinden androjen sentezini
uyarmaktadir. Dominant folikiil biiyiirken iiretmis oldugu E2 miktar1 da artarak,
siklusun ortalarinda pik yapmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte hipofiz bezi
uyarilarak yiiksek miktarda gonadotropin salgilanmasi meydana gelmektedir. FSH
preovulatuvar folikiilde, son morfolojik degisiklikleri uyararak kumulus ooforus

hiicrelerinin  genislemesine neden olmaktadir. Folikiill en biiyilkk boyutuna
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ulagsmaktadir ve yumurtanin birakilacagi yerde, ovaryum yiizeyinde ¢ikintt meydana
gelmektedir. Stigma olarak adlandirilan bu ¢ikintinin olusmast i¢in gerekli olan
enzimler, folikiil tarafindan iiretilmektedir. FSH ve E2 graniiloza hiicrelerine etki
ederek LH reseptorii ekspresyonunu uyarmaktadir. LH, folikiildeki steroidojenik
mekanizmada degisiklikler meydana gelmesine neden olur ve bunun sonucunda
androjen sentezi inhibe edilir, bu da progesteron {iretimi ile sonuglanir. LH mayozun
profazinda beklemekte olan oosite etki ederek ilk mayozunu tamamlamasini uyarir,
boylece dollenme i¢in hazir hale getirilir. LH stigma bolgesinin riiptiire olmasini ve
kumulus hiicrelerinin ve oositin folikiilden ovidukta birakilmasini (ovulasyon)
uyarmaktadir. LH riiptiire olan folikiilin morfolojik olarak korpus luteuma
donilismesini ve bu yapinin progesteron iiretmesini uyarmaktadir (Sekil 4.1.6.1) (49,

52, 53, 70).

Olgunlagan folilil Ovulasyon Korpus hteum Dejenere Korpus hiteum

Ovaryan dongii
Hipofiz bezi
Hormonlan
Endometriyal déngi
Ovaryan
Hormonlar
Progesteron
Gital L] I 1
= 0 5 14 28

Menstrual faz  Proliferativ faz Sekretuvar faz Menstrual faz

Sekil 4.1.6.1.FSH ve LH hormonlarinin ovaryumdaki etkileri (71).

4.1.7.00genez

Primordiyal folikiillerdeki primer oositler, embriyonik donemde baslamis
olduklar1  birinci  mayotik  boliinmelerini  ovulasyondan  hemen  Once
tamamlamaktadirlar. Oosit folikiilogenez esnasinda mayoza devam etmez, bu

mekanizmanin durdurulup oositin mayoza devam etmesi gerekmektedir. Bu olay
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germinal vezikiil yikilimi (Germinal Vesicle Break Down [GVBD]) olarak
adlandirilmaktadir. Sekonder  folikiill ~ asamasinda  oositin  biiylimesi
tamamlanmaktadir. Oosit biiylimesini tamamlarken meydana gelen Onemli
farklilasmalardan biri mayoza devam edebilme kapasitesinin olugmasidir. Primer
oositin kardes hiicreleri esit miktarda kromatin icermelerine ragmen hiicrelerden biri
daha fazla sitoplazma alir ve sekonder oosit olarak adlandirilir. Sitoplazmasi az olan
diger kardes hiicre birinci polar cisim olarak isimlendirilir. Ikinci mayotik boliinmeye
baslayan sekonder oosit ovulasyon sonrasinda metafaz evresinde duraklamaya girer.
Sekonder oositin  ikinci mayoz bdliinmesini tamamlayabilmesi i¢in  bir

spermatozoanin penetrasyonuna ihtiyag¢ vardir (49, 52).

Mayozun inhibisyonu i¢in altta yatan mekanizma tam olarak
bilinmemektedir, bununla birlikte graniiloza hiicrelerindeki cAMP bu inhibisyona
neden olabilmektedir. Boyle bir mekanizmada FSH graniiloza hiicrelerinde cAMP’yi
uyarmaktadir. cAMP difiizyon yolu ile oosite ulasarak GVBD’yi inhibe etmektedir
(72).

4.1.8.Korpus Luteum

Ovulasyonda geriye kalan graniiloza ve teka hiicreleri kollabe olarak korpus
luteumu olusturmaktadirlar. Bu olay menstrual siklusun ikinci yarisinda, Luteal Faz
olarak adlandirilan fazda meydana gelmektedir. Luteal fazda gonadotropin dalgasinin
ardindan korpus luteum progesteron iiretimi yaparak endometriumu gebelik i¢in
hazirlamaktadir. Dllenme olur ve embriyo uterin endometriuma implante olur ise
gebelik boyunca korpus luteumun devamliliginin saglanmasi i¢in ovaryuma sinyal
gonderilir. Gebelik olusmaz ise korpus luteum gerilemekte ve progesteron {iretimi
durmaktadir. Gebelik i¢in hazirlanan endometriyal astar, menstruasyon ile

dokiilmekte ve siklus yeniden baslamaktadir (52).
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4.2.Polikistik Over Sendromu (PCOS)

PCOS ilk defa 1935 yilinda Stein ve Leventhal tarafindan tanimlanmistir. Bu
sendroma obezite, hirsudizm ve amenore eslik etmektedir (73, 74). PCOS olan biitiin
kadinlar semptomlarin hepsine sahip degildirler. PCOS heterojen bir bozukluk
oldugundan sendrom olarak adlandirilmaktadir. PCOS fazla miktarda LH
salgilanmasi, ovaryan hiperandrojenizm, insulin direncinden kaynaklanan
hiperinsulinemi ve dogurganliktaki diisiis ile karakterize edilmektedir. PCOS
anovulatuvar infertilitenin en sik nedenidir. Ureme ¢agindaki kadinlar arasinda

goriilme sikliginin % 5-10 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (75).

PCOS admi ovaryumlarda meydana gelen degisikliklerden almaktadir.
Polikistik overler genigslemis ve birden fazla (10’dan fazla) immatiir folikiil
icermektedirler. Immatiir folikiiller teka hiicrelerinde hiperplazi gostermektedirler ve
daha az graniiloza hiicrelerine sahiptirler. Bu folikiillerin gelisimi dominant folikil
seciliminden once duraksamistir. Bunun sonucu olarak LH dalgasi1 olusamamakta ve
bu nedenle de ovulasyon ger¢eklesememektedir. Ovulasyon ile ilgili sorunlar
amenore (menstruasyonun olmamasi) ve oligomenore (diizensiz menstruasyon)
olarak kendini gostermektedir. Hiperandrojenemi sonucu hirsutizm (viicutta
killanmalar) ile birlikte akne olusumu artmaktadir. Bununla birlikte PCOS ile iliskili
metabolik rahatsizliklar da vardir. PCOS’lu kadinlarin ¢ogunda insulin direnci

oldugundan tip 2 diabetus mellitus gelisme riski ¢ok daha fazladir (76).

PCOS hastalarindaki iireme ve metabolik anormalliklerin varyasyon
farkliliklarinin olmasi, oosit gelisiminin yeterliliginde de farkliliklarin olugsmasina
neden olmaktadir (77-81). PCOS’taki bozulmus oosit yeterliligi anormal folikiil
gelisimi  ile baglantilidir. Ovaryan hiperandrojenizm, insulin direnci ve
hiperinsulinemi, TGF-B’y1 da icine alan biliylime faktorlerinin parakrin
disregiilasyonu intrafolikiiler ¢evreyi bozarak, graniiloza hiicreleri ile oosit
etkilesimini ve oositin sitoplazmik ve nuklear gelisimini olumsuz yonde

etkilemektedirler (82-88).
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1990 yilindaki PCOS Konferansi’'nda Ulusal Saglik Enstitiisii (National
Institutes of Health (NIH)) ve Ulusal Cocuk Saghgi ve Insan Gelisimi Enstitiisii
(National Institute of Child Health and Human Development (NICHHD)) tam
kriterleri onermislerdir. Bu kriterler hiperandrojenizm ve/veya hiperandrojenemi ile
oligoanovulasyondur. Konjenital adrenal hiperplazi (CAH), Cushing Sendromu,
tiroid disfonksiyonu, hiperprolaktinemi, androjen {iireten tiimorler ve ilaca bagh

androjen fazlalig1 gibi endokrinopatiler hari¢ tutulmustur (Tablo 4.2) (89, 90).

2003 yilinda yapilan Rotterdam Konsensusu’nda ii¢ 6zellikten en az ikisini
kapsayacak sekilde PCOS tani kriterlerinde degisiklik yapilmistir; 1) klinik ya da
biyokimyasal hiperandrojenizm, 2) oligo-anovulasyon, 3) polikistik ovaryumlar
(PCO), daha once tarif edilen endokrinopatiler hari¢ (89, 91). Yeni Rotterdam PCOS
kriterleri 1990 NIH kriterleri ile tan1 koyulan hastalar1 da icermektedir (89, 90).

Tablo 4.2.PCOS tani kriterleri (83).

1990 NIH, 2003
2003 Rotterdam Rotterdam ve Sadece PCOS
Belirti ve
ve 2006 AES PCOS icin 2003
semptomlarin
2006 AES PCOS kriterleri Rotterdam
kombinasyonu
kriterleri (Ovulatuvar kriterleri
(Klasik PCOS) PCOS)
Klinik/biyokimyasal
Evet Evet Hayir
hiperandrojenizm
Oligoanuvulasyon Evet Hayir Evet
Polikistik ovaryum | Evet ya da Hayir Evet Evet

4.2.1.PCOS Klinik Ozellikleri ve Tanisi

PCOS birgok belirti ve 6zelliklere sahiptir (Tablo 4.2.1).
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Tablo 4.2.1.2003 Rotterdam kriterlerine gére PCOS fenotipleri (9).

Hiperandrojenizm
Siddetli Ovulatuvar Hafif
ve kronik
PCOS PCOS PCOS
anovulasyon
Donemler Diizensiz Diizensiz Normal Diizensiz
Ultrasonografideki L L L
Polikistik Normal Polikistik | Polikistik
ovaryumlar
Androjen Hafif
Yiiksek Yiiksek Yiiksek '
konsantrasyonu Yiikselmis
Insulin
Artmis Artmis Artmis Artmis
konsantrasyonu
Etkilenen kadin
% 61 % 7 % 16 % 16
prevalansi
1)Hiperandrojenizm

Hiperandrojenizm, PCOS teshisinde en sabit ve belirgin tani kriteridir.
Bununla birlikte etnik koken, viicut agirligi ve yas kriterlerine gore degisiklik
gostermektedir. Hiperandrojenizm klinik 6zelliklere, biyokimyasal degerlere veya
her ikisine gore degerlendirilmektedir. Hiperandrojenizm klinik olarak hirsutizm,
akne ve alopesi ile tani almaktadir. PCOS’ta hirsutizm en yaygin goriilen

semptomdur ve % 60 oraninda goriilme sikligina sahiptir (92-94).

Biyokimyasal olarak hiperandrojenizm tanis1 serum total testosteron (T) ve
sex hormon baglayici protein (sex hormone binding protein-SHBG) ol¢iimleri ile
konulmaktadir (95-97).

2)Kronik Anovulasyon

Oligomenore teshisi, bir yilda sekizden daha az siklusun, ya da aralar1 35

giinden daha uzun olan sikluslarin varliginda konulmaktadir. Amenore ise

menstruasyonun 3 aydan daha uzun bir siire olmamasi ile tanimlanmaktadir (9).
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3)Polikistik Ovaryumlar

Polikistik ovaryumlarin ultrasonografi ile teshisi tartismali bir konu olmakla
birlikte, 12 ya da daha fazla 2-9 mm capinda folikiiliin ve artmis over hacminin

goriilmesi PCOS tanis1 koymak i¢in yeterlidir (Resim 4.2.1) (9).

Normal o
B ST
> 2 \- L

Resim 4.2.1.Normal ve Polikistik ovaryumun ultrason goriintiisii (9).

4.2.2.PCOS ve Oosit Gelisimi

Kompleks bir siire¢ olan folikiilogenezde, endokrin ve intraovaryan parakrin
etkilesimler, oosit gelisimi i¢in intrafolikiiler bir c¢evre olusturulmaktadir (98).
Kumulus hiicreleri ve oosit arasindaki ¢ift yonlii etkilesim, oosit gelisiminin
yeterliliginin diizenlenmesini saglamaktadir. Oosit gelisiminin yeterliligi, mayozu
tamamlayabilme, fertilize olabilme ve embriyogenezin gelismesi olarak
tanimlanmaktadir. Kismen oositin kendisi tarafindan kontrol edilen folikiiler

biliylimenin kontrolii, PCOS’ta diizensizlige ugramaktadir (83).
4.2.3.Folikiil Uyaric1 Hormon (FSH) ve Luteinlestirici Hormon (LH)

Normal folikiil gelisimi, Ostrojen ve progesteron seviyelerinin diismesi ve
korpus luteumun dejenerasyonu ile baglamaktadir. Negatif geri besleme

mekanizmasinin inhibisyonu, folikiillerin biiylime fazini stimiile eden FSH ve LH

hormonlarinin seviyelerinde kiiciik fakat diizenli artis1 baglatmaktadir. Folikiiler fazin
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ilk kisminda, graniiloza hiicreleri sadece FSH’a yanit verirken teka hiicreleri LH’a

yanit vermektedir (Sekil 4.2.3.1 ve 4.2.3.2) (99).

Telka hiicresi Graniiloza hiicresi
F. ~ -
Androstenedion ~ Androstenedion
Testosteron " Testosteron
cAMP R({ F5H
Protein Protein
Kinaz A Kinaz A
LHEi cAMP Aromatizasyon
L" ry . 4
W
Estradiol

Sekil 4.2.3.1.Teka ve graniiloza hiicrelerindeki LH ve FSH yanitlar1 (100).

Erken folildiler fazda hormonal etkilesimler

Hipotalamus

GnRH '

Foo==-- } Om hipofiz bezi *‘( """ ‘

hm:rdm {.—\mmata: ]m:rdm

: Lnn\uta:}
mniina . hhbumm Mﬂm
(+)
Orosit gelisimi

Sekil 4.2.3.2.Erken folikiiler fazda hormonal etkilesimler (99).

' (Sadece FSH)

E FSH

: [”r/ \ (+)

: Graniiloza Teka Oraryum
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PCOS’ta nedeni tam olarak belli olmamakla birlikte, gonadotropin {iretiminde
dengesizlikler s6z konusudur. LH salgis1 yiikselirken, FSH salgilanmasi ayni kalir ya
da azalir (101). LH, teka hiicrelerinin proliferasyonunu ve androjen sentezini
uyarmaktadir, fakat salgilanan FSH miktar1 graniiloza hiicrelerini stimule etmek i¢in
azdir. Ovaryumda Ostrojen tiretimi i¢in graniiloza hiicrelerinden salgilanan aromataz
enzimi de tam olarak ihtiyaci karsilayamamaktadir. Sonug¢ olarak ovaryumda fazla
androjen sentezi meydana gelirken, folikiil gelisiminde de basarisizliklar s6z

konusudur (Sekil 4.2.3.3) (99).

PCOS'ta hormonal etkilesimler

)

Hipotalamus o GREELD .
]
L]
\  Abnormal feedback
e ST
' soonn olarak
: LH>>F5H
'
L[]
H
'
L[]
H
'
L[]
H
Graniiloza ! .
hiicrelerinin LH . Viicut dokulannda
stimulasyonu ifn Ostrojen aromataz araahinyla
yetersiz FSH \‘ (+) + androjen diniyimi
Graniiloza Teka Kismagpenes )
hicreleri hﬁﬂfm '
L]
L[]
Androjen e }- Hirsutirm, akne
l'.:_‘
*® = -
""" === Insulin  giperinsnlinemi sonncn
hiperandrojenizm

Sekil 4.2.3.3.PCOS’ta hormonal etkilesimler (99).

Ovaryumda salgilanan androjenler bazi dokular (6zellikle yag doku)
tarafindan salgilanan aromataz yardimi ile Ostrojene doniistiiriiliir. Devamli olarak

salgilanan Ostrojen gonadotropin salgisinin feedback mekanizmasinin anormal

25



diizenlenmesine neden olur ve LH seviyesi FSH seviyesinden daha yiiksek olmaya

devam eder (99).

Bu sonuglara gore PCOS hastalarinda hipotalamus-hipofiz ekseninde
bozukluk bulunmaktadir. Kortikotropin salgilatici faktoriin artan hipofiz bezi
duyarliligimi stimiile etmesi de bunun kanitlarindandir. Bunun sonucu olarak da
PCOS’Iu kadinlarda fazla miktarda adrenokortikotropik hormon ve kortizol yaniti
olusmaktadir (102). Yiiksek konsantrasyondaki androjenler hipotalamusu

progesteronun negatif feedback mekanizmasina karsi duyarsizlastirmaktadirlar (103).

4.2.4.Hiperandrojenemi

PCOS olan kadimnlarin % 60-80’i yiiksek testosteron konsantrasyonuna (93,
94, 104), % 25’1 de yiiksek dehidroeptandostenedion siilfat (DHEAS)
konsantrasyonuna sahiptirler (105). Bu yiiksekliklerin kontrolsiiz steroidogenez
sonucunda oldugu diisliniilmektedir (106). Polikistik ovaryumlar kalin teka hiicre
katmanina sahiptirler ve bu hiicreler LH stimiilasyonu ile fazla miktarda androjen
sentezlemektedirler (107). Bazal kosullarda serum androstenedion seviyesi antral
folikiil sayisin1 belirlemektedir (108, 109). Insan preantral folikiilleri, androjen
reseptor mRNA ekspresse etmektedirler (110). PCOS hastalarindaki yiiksek serum
androjen seviyesi, artan 2-5 mm ¢apindaki folikiiller ile pozitif korelasyon

gostermektedir (109).
4.2.5.Hiperinsulinemi

Insulin oosit gelisim yeterliliginin bir bagka muhtemel aracisidir. Insulin,
folikiiler se¢ilim ve stereogenezin stimiilasyonu i¢in teka ve graniiloza hiicrelerindeki
ve oositteki reseptoriine baglanmaktadir (85, 111-113). Insulin, graniiloza

hiicrelerinde FSH aracili LH resepror upregiilasyonunu arttirmaktadir (114, 115).

PCOS hastalarindaki insulin duyarhiligi, anormal reseptér sonrasi (post-

reseptor) sinyal iletimi ile bozulmustur (116). PCOS’taki insulin direnci sonucu
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olusan hiperinsulinemi obezitedeki ile bagimsizdir. PCOS ve obezite kombinasyonu
glukoz insulin dengesini bozarak ovaryan stereogenezi tesvik etmektedir. Bunun
sonucu olarak PCOS’ta insulin direnci kaynakli hiperinsulinemiye ayni zamanda
hiperandrojenizm de eslik etmektedir. Bu olay PCOS’ta kiigiik antral folikiillerin
graniiloza hiicre luteinizasyonlarina neden olmaktadir ve hiicre ¢ogalmasi ve folikiil

biliylimesi durmaktadir.

Sonug olarak hiperinsulinemi, FSH bagmli antral folikiil biiyiimesini,

kumulus-oosit sinyalini ve oosit gelisimini bozmaktadir (85, 114).

4.2.6.Androjen Biyogenezi

Beyinde tiremeyi kontrol eden iki boliim vardir; hipofiz bezi ve hipotalamus.
Hipofiz bezi orta beyinde lokalize olan ii¢ loblu yap1 sergilemektedir. Hipofiz
bezinin iki ana fonksiyonel kismi anterior ve posterior loblardir. Hipofiz bezinin
posterior lobu noral dokudan olusmaktadir ve hipotalamustaki ndrosekretuar
noronlarin akson saplari ile iletisim halindedir. Beynin anterior hipofiz bezi ile
iletisimi kapiller pleksus ile yapilmaktadir. Hipotalamustan néroendokrin sinyalleri
tastyan kan damar sistemi, anteriyor hipofiz lobunun sapindaki endokrin doku ile
direkt temas halindedir. Hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanan ve ovaryum
fonksiyonu i¢in dnemli olan glikoprotein yapidaki iki hormon FSH ve LH’dir.
Bunlar gonadotropik hormonlardir ve ovaryumlar1 stimule etmektedirler. FSH,
folikiillerdeki graniiloza hiicrelerine etki ederek boliinme ve farklilasmasini stimiile

etmektedir (70, 117, 118).

Hem FSH hem de LH ovaryumdaki steroidogenez icin gereklidir. Ostrojen
iiretimi ovaryumda teka interstisiyel ve graniiloza hiicrelerinde meydana gelmektedir.
LH, teka interstisiyel hiicrelerini stimiile ederek androjen liretmelerini uyarmaktadir.
FSH stimulasyonu ile de graniiloza hiicreleri androjenleri  Ostrojene
dontistiirmektedir. Teka hiicrelerinde meydana gelen androjen iiretiminde birgok
enzim gorevlidir. Teka hiicrelerinde bu enzimlerin ekspresyonu folikiiliin antral

asamaya gegcisi sirasinda folikiil gelisirken meydana gelmektedir. Bu enzimlerin

27



ekspresyonunu takiben teka hiicreleri androjen 6zellikle de androstenedion iiretmeye
baslamaktadirlar. Androstenedionun graniiloza hiicrelerinde Gstrojene doniismesini
saglayan enzimlerden bir tanesi olan 17-beta-hidroksi steroid dehidrogenaz (178-
HSD) enzimi graniiloza hiicrelerinde, primer folikiil asamasindan Grafian folikiil
asamasina kadar devamli olarak ekspresse olmaktadir. Ayni zamanda aromataz olan
bu enzimin ekspresyonu 1 mm biiylikligiindeki dominant folikiillerde FSH
stimiilasyonu ile ger¢eklesir ve sonugta E2 iiretilmektedir. Bdylece dominant
folikiillerin biiyiimesi ile steroid iliretiminde de artis meydana gelmektedir (70, 117-

119).

4.3.Fruktoz

Fruktoz, bir¢ok meyve ve sebzede bulunun bir monosakkarittir. Fruktoz ve
glukoz ayn1 kimyasal formiile sahip oldugu halde yapilari farklidir. Bir heksoz olan
fruktozun kimyasal formiili C6H1206’dir. Karbon iskeletinin 1. pozisyonunda
aldehit grubu iceren glukozdan farkli olarak, fruktoz 2. karbonunda bir keto grubu
icermektedir. Cozelti igerisinde o ya da B- piranoz ya da furanoz halkasi olarak
bulunmaktadir. Fruktoz ve glukoz meyve ve balda da az miktarda bulunan
monosakkaritlerdir. Sofra sekeri olarak bilinen sukroz bir molekiil glukozun bir
molekiil fruktoz ile o 1-4 glikozid baglar1 ile olusturmus oldugu bir disakkarittir
(120). Saf ve kuru haldeki fruktoz, oldukea tatli, beyaz, kokusuz, kristal bir katidir ve
tiim sekerler icinde suda ¢oziiniirliigii en fazla olanidir (121). Ozellikle tathilik ve
¢Oziinlirlik 6zelliginden dolay: tatlandirici olarak kullanimi siktir. Fruktoz, ticari
olarak tatlandiricti amacgla misir surubu adiyla kullanilmaktadir. Tatlilarin
hazirlanmasinda, karbonatli iceceklerde, hazir yiyeceklerde, biskiivilerde, hazir
sekerli gidalarda ve sekerlemeler i¢inde bulunmaktadir, ayrica pastacilikta sikga
kullanilir (122). Glikojen sentezi, de novo lipogenez (DNL) ve triacil gliserol (TAG)

sentezi yliksek fruktoz aliminin sonuglari olarak karsimiza ¢ikmaktadir (17).
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4.3.1.Fruktozun Emilimi, Tasinmasi ve Hiicreye Girisi

Fruktoz emilimi ince bagirsakta olmakla birlikte tam olarak aydinlatilmig
degildir (123). Fruktoz kolaylastirllmis difiizyon ile emilmektedir (124). Fruktoz
emilimi bilinen iki spesifik transporter ile meydana gelmektedir; Glukoz transporter
(GLUT) -2 ve GLUT -5, fruktozun hiicre i¢ine girisinden sorumludur (120, 123,
125).

Fruktoz jejenumda absorbe edilmektedir ve portal dolasim ile karacigere
taginmaktadir. GLUT-2 tasiyicilari ile fruktoz hepatositlere taginmakta ve metabolize

edilmektedir (125).

4.3.2.Fruktozun Hiicre i¢i Metabolizmasi

Fruktoz karaciger, bobrek ve adipositlerde metabolize edilmektedir (126).
Hiicre igerisindeki  fruktoz, fruktokinaz enzimi 1ile fruktoz-1-fosfata
doniistiiriilmektedir. Fruktoz-1-fosfat, aldolaz B ile dihidroksiaseton fosfat (DHAP)
ve gliseraldehite pargalanmaktadir ve daha sonra bu iriinler glikolitik yol ile

metabolize olmaktadirlar (124-127) (Sekil 4.3.2).

FRUKTOZ
frulttokinaz
FRUKTOZ-1-P
aldolaz B
GLISERALDEHIT
DHAP

Sekil 4.3.2.Fruktoz metabolizmasi (17).
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4.3.3.Fruktoz ve Enerji Metabolizmasi

Diger sekerlerden farkli olarak fruktoz ani ATP deplesyonlarina yol
acmaktadir. Fruktozun fosforilasyonu etkili bir sekilde regiile edilememektedir (128).
Fruktoz hiicre igerisine girdikten sonra fruktokinaz iizerinde etkili bir feedback
mekanizmas1 bulunmamaktadir, dolayis1 ile ATP kontrolsiiz olarak tiiketilmektedir

(124, 125,127, 129, 130).

4.3.4.Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu (High Fructose Corn Syrup-HFCS)

Meyve sekeri olarak da adlandirilan fruktozun beslenmedeki baslica
kaynaklari; seker kamisindan elde edilen sakkaroz, HFCS olarak da bilinen Nisasta
Bazli Seker, meyveler ve baldir. HFCS, % 55 - 90 fruktoz icermektedir ve fruktoz
giinliik besin aliminda 6nemli bir kaynagini teskil etmektedir (24).

1971°de kesfedilen HFCS, bircok iilkede gida pazarina hizli bir giris
yapmistir. HFCS, 1970’li yillarda, ABD’de tiikketime sunulan tiim kalorili
tatlandiricilarin % 1’in1 temsil ederken, 2000°li yillarda bu oran % 42’ye
yiikselmistir (Sekil 4.3.4). HFCS; gazli ve meyve aromali icecekler, c¢ikolata, kek,
sekerleme, recel, marmelat ve jole gibi bir¢ok islenmis iiriinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Buna paralel olarak da insanlarin giinliik tiikettigi fruktoz miktar
onemli derecede artmistir. ABD’de, giinliikk fruktoz tiikketim miktarinin ¢ocuklarda
yaklasik 55 g ve genclerde 73 g oldugu bildirilmektedir (25). ABD’de dogurganlik
cagindaki kadinlar ise giinliik enerji ihtiyaclarmin % 23’iinden fazlasini tatlandirilmis

iceceklerden karsilamaktadirlar (26).
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Sekil 4.3.4.1985-2015 yillar1 arasinda HFCS kullanim oranlar1 (131).

4.4.Yag Damlaciklar: ve Hiicresel Lipid Metabolizmasi

Yag damlaciklari hiicre ici yag esterleri depolaridir. Mantar, bitki, bocek ve
memeli hayvanlar yag damlaciklarin1 daha sonra kullanmak {izere hiicre igerisinde
depo etmektedirler. Metabolik enerji olarak yag damlaciklar1 kullanilmaktadir (2).
Lipid damlaciklari, {lizerinde ©zel proteinler bulunan tek fosfolipid tabaka ile
cevrilidirler ve merkezinde bir nétral lipid g¢ekirdegi bulundurmaktadirlar. Yag
damlaciklarina bagli olan bu proteinler lipid metabolizmasi ve transportu, hiicre igi
transport, sinyalizasyon, saperon, RNA metabolizmas1 ve hiicre iskeleti

organizasyonunda gorevlidirler (132-137).
4.5.PAT Protein Ailesi
PAT protein ailesi evrimsel siire¢ igerisinde korunmustur (138) ve 5 {iyeden

olusmaktadir: PLIN1 (perilipin), PLIN2 (adipose differentiation-related protein -
ADRP), PLIN3 (tail-interacting protein 47 kiloDalton - TIP47), PLIN4 (S3-12) ve
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PLINS (OXPAT) (27). PLINI1; beyaz adipoz dokuda yiiksek oranda eksprese
olurken, PLIN2 makrofaj, mikroglia, graniilosa hiicreleri ve oositlerde eksprese
olmaktadir. PLIN3, oositler de dahil birgok hiicrede eksprese olurken, PLIN4’iin
kahverengi yag dokusunda daha fazla eksprese oldugu gézlenmistir. PLINS ise kalp,
karaciger ve iskelet kas1 gibi oksidatif dokularda eksprese olmaktadir (6).

Lipid damlacigi proteini olan perilipin’in fosforile olarak TAG’in yag
hiicrelerinden yikimi i¢in gerekli olan sinyalin iletiminden sorumlu oldugu 1991
yilinda bulunmustur (139-141). 1997 yilinda PLIN2’nin varlig1 ortaya konmustur
(142). Ik ii¢ protein olan perilipin, ADRP ve TIP47, bulunmalarinin ardindan PAT
protein ailesi olarak isimlendirilmislerdir (138). Aile tiyeleri biiytikliikk, doku, yag
damlas1 affinitesi, serbest haldeki stabilitesi ve transkripsiyonel diizenlemeye gore
farklilik gostermektedirler. Bu farkliliklar her PAT proteininin belirgin hiicresel
fonksiyonlara sahip oldugunu gostermektedir. Buna gore tiim PAT proteinleri yag

damlaciklar1 ve hiicresel ¢evre arasindaki regiilasyonu saglamaktadirlar (27).

PAT protein ailesi diinyada bir¢cok farkli laboratuar tarafindan bagimsiz
olarak belirlenmistir. Buna gore her PAT proteini farkli sekillerde isimlendirilmistir
(Tablo 4.5) (27). Bununla birlikte PAT proteinleri ortak yapisal 6zelliklere ve hiicre
i¢ci yag damlaciklarina baglanma yetenegine sahiptirler (Sekil 4.5). Proteinlerin yag
damlacigina tutunmasi yag damlaciginin i¢ine ya da digina yag akimi gibi metabolik
uyaranlara tepki olarak gerceklesmektedir. Yag damlaciginin yiizeyine konumlanmis
olan PAT proteinleri, lipazlarin yag damlacigindaki yag esterlerine erisimini
engellemektedirler ve yag damlacig1 biyogenezi i¢in dnemli hiicresel mekanizmalar

ile etkilesime gecmektedirler (27).
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Tablo 4.5.PAT proteinlerinin isimlendirilmesi.

Perilipin

Peri, PLIN, PLIN1, PLIN A, Bve C

ADRP (adipose differentiationrelated

protein)

Adipophilin, ADPH, ADFP, PLIN2

TIP47 (tail-interacting protein, 47 kD)

Cargo selection protein TIP47,
Mannose-6-phosphate receptor binding
protein 1, placental protein 17 (PP17),
PLIN3

S3-12 Plasma membrane associated protein,
S3-12; KIAA1881, PLIN4
OXPAT Myocardial lipid droplet protein

(MLDP), lipid storage droplet protein 5
(LSDPS5), PAT-1, PLINS

HSL interactions \ Dispersion  ATGL interactions
81 222 276 433 492 517
Perilipin A e e el
Perilipin 5 S 0 e s el s
Perilipin C e S 5 s
ADRP - 00 R WL e e
TIP47 — s = e
OXPAT e OO e I e
$3-12 I A—— -
20 7
LSD-1 - o L
LSD-2 e
99
=== PAT domain === Perilipin B unique C-terminus
we 11-mer repeat === Perilipin C unique C-terminus
Acidic D/E rich sequence == (CGI-58 interacting region
4 helix bundle a=  Proposed droplet targeting helices
== Hydrophobic sequences === Proline rich hydrophobic cleft sequences

Sekil 4.5.PAT protein ailesi {iyeleri yapisal 6zellikleri (27).
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4.5.1.Perilipin 2

PLIN2 (ADRP - Adipophilin) 50 kiloDaltonluk bir proteindir (27). PLIN2 ilk
defa kiiltlire edilmis adipositlerin farklilasmasinin indiiklenmesi ile RNA transkripti
olarak identifiye edilmistir (143, 144). PLIN2 bir¢ok hiicrede kiiciik LD’de
bulunmaktadir (142).

4.5.1.1.Perilipin 2 ve Adipogenez

PLIN2 mRNA’nin aksine, adiposit farklilagmasi ilerledikge PLIN1 mRNA ve
protein seviyesi yiikselmektedir. Kii¢iik adipositler PLIN2 proteinine sahipken, daha
biiylik adipositlerde PLIN1 proteini bulunmaktadir. PLIN2 serbest halde stabil
degildir ve ubiquitin/proteosome yolu tizerinden degrade olmaktadir (145, 146). Hem
PLIN1 hem de PLIN2 genellikle LD olusturan proteinler gibi davranmaktadirlar,
fakat adipositlerdeki LD’lerde PLINI’in goriinmesi PLIN2’yi gerektirmektedir.
PLIN1 kisith dokularda goriilirken, PLIN2 lipid biriktiren bir¢ok dokuda
goriilmektedir (147).

4.5.1.2.PLIN1 null farelerde PLIN?2

PLINI olmayan farelerde PLIN2 adipositlerdeki LD’lerde PLIN1’in yerini
almaktadir (148). Bununla birlikte lipoliz regiilasyonunda PLIN1 kadar fonksiyonel
olamamaktadir (148, 149). PLIN2 LD’leri lipazlarin etkisinden PLINI1 gibi
koruyamamaktadir (150).

4.5.1.3.Hiicresel lipid metabolizmasinda PLIN2’nin fonksiyonu

PLIN2’nin hiicresel lipid metabolizmasindaki fonksiyonu hakkinda bir¢ok
farkli sonucun olmasi yanisira, agirlikli diistince lipazlarin nétral lipidlere erisimini
kisitlayarak nétral lipid birikimine katki sagladigi yoniindedir. PLIN2’nin ndtral
lipidleri lipazlarin etkisinden hangi mekanizma ile korudugu tam olarak agikliga

kavusmamustir. PLIN2 nin agir1 ekspresyonu LD havuzunun artig1 ve artmis hiicresel
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TG ile iliskilidir. PLIN2’nin hiicresel TAG ve LD iizerindeki etkisi TAG
katabolizmasin1 yavaglatarak olmaktadir (27). PLIN2’nin TAG hidrolizini
azaltmadaki mekanizmasi, baslica TAG lipaz1 olan adiposit trigliserid lipaz
(ATGL)’in LD fiizerine lokalizasyonunu azaltarak olmaktadir (151). PLIN2
ekspresyonu ayni zamanda bir baska PAT proteini olan PLIN3’iin azalmig LD
baglantis1 ile de iliskilidir. PLIN2’nin amino terminal yarist1 eksojen oleat
yoklugunda LD iizerine baglandiginda fosfolipid tabakasindaki diger fosfolipidleri
uzaklastirmaktadir, bu sekilde PLIN3 serbest kalmaktadir (151, 152).

4.5.1.4.PLIN2 null fare modelleri

PLIN2 eksik fareler adiposit ve adipoz doku farklilasmasi ve fonksiyonunu,
adiposit belirteci ekspresyonunu, adipoz TAG’1, beyaz ve kahverengi yag dokusunu
ve bazal lipoliz ve katekolamin stimule lipolizi normal olarak sergilemektedirler.

Fareler ayn1 zamanda normal plazma lipid, glukoz ve insulin seviyesine sahiptir (27).

4.5.1.5.PLIN2 ve lipoprotein metabolizmasi

PLIN2’nin artist TAG’m LD’lerde depo edilmesine ve TAG’in disik
yogunluklu lipoprotein (VLDL) olarak salgilanmasinin azaltilmasina neden
olmaktadir (153). PLIN2’nin siRNA ile susturulmasi LD’lerin azalmasina ve yag
asidi oksidasyonu artisina neden olmaktadir. Bununla birlikte PLIN2’nin
eksikliginde PLIN3 mRNA ve proteinin yiiksek bulunmasi, PLIN2 eksikliginin
PLIN3 ile telafi edildigini gostermektedir (154). PLIN2 eksikliginin etkisi hiicre ve
dokuya gore farkliliklar gostermektedir (27).

4.5.1.6.PLIN2 ekspresyon ve fonksiyonunun regiilasyonu
PLIN2 gen ekspresyonu peroxisome proliferatdr-aktive reseptdr (PPAR) alt
ailesinin niiklear hormon reseptorleri ile diizenlenmektedir (155, 156). PPAR

reseptor ligandlari, uzun zincirli yag asitleri, PPAR agonistleri ve siklooksijenaz

inhibitdrleri de dahil olmak iizere PLIN2 mRNA’y1 indiiklemektedir, fakat bu etkiler
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hiicre tipleri ve tiirler arasinda degisiklik gostermektedir (157-159). PLIN2 geninin
uzun zincirli yag asitlerinin trankripsiyonal aktivasyonu ile artan PLIN2 nétral lipid

sentezinin son reaksiyon Uriinlerini ayirmak i¢in bir hazne saglamaktadir (27).

PLIN2 ayn1 zamanda siit lipid membraninin komponentidir ve agilasyon ile
modiye olmaktadir (160). LD’ye bagli olmayan PLIN2 kovalent olarak ubikitin ile

modifiye olmaktadir ve proteozomal degradasyona ugramaktadir (145).

4.5.2.Perilipin 3

PLIN3 (TIP47) 47 kiloDalton’luk bir proteindir ve amino terminal ucunun
PLIN1 ve PLIN2’ye benzerligi ile identifiye edilmistir (147, 161). PLIN3, PLIN2
gibi PPAR ile regiile edilmemektedir (162). PLIN2 ve PLIN3 % 43 oraninda
benzerdirler (147, 161). PLIN2’nin aksine PLIN3 sitoplazmada stabil haldedir (27).
PLIN3 mannoz-6 fosfat reseptoriiniin sitoplazmik kuyruk ucuna dogrudan
baglanarak endozomal kompartmandan trans-Golgi agna transportuna aracilik
etmektedir (163). PLIN2 ve PLIN3’iin ayni anda knockdown edilmesi daha az
sayida, fakat daha biiylik LD’lerin olusmasina neden olmaktadir. Bu proteinlerin ayni
anda knockout edilmesi ise lipolizin artmasmna neden olmaktadir. Lipid
metabolizmas1 tizerindeki bu etkiler sonucunda insulin sinyal yolaginin birgok
asamasinda da degisiklikler meydana getirmektedir. PAT proteinlerinin ekspresyonu
lipazlarin lipid esterlerine erisimini kontrol ederek hiicresel lipid metabolizmasini ve
ikinci olarak da insulin sinyalini etkilemektedir. Insulin duyarlilifinda azalma

meydana gelmekte ve insulin direnci olugmaktadir (27).

4.5.2.1.PLIN3’iin yapisi

PLIN3’1in yapis1 dort sarmal domainden ve aralarinda hidrofobik bag bulunan
o/f domainden olusmaktadir. Hidrofobik bag kii¢iik molekiillerin baglanmasi i¢in
baglanma cebi olusturabilmektedir. Alanin mutagenezi ile bu bagin bozulmasi
sonucu bazi PLIN3 mutantlar1 olusabilmektedir. Bu mutantlar oleat yoklugunda bile

LD’e lokalize olabilmektedirler (27). PLIN3’iin dort sarmal yapisi apoE’nin amino

36



terminal yapisi ile benzerdir. Bu benzerlik, geri doniistimlii olarak lipoprotein ve

LD’lere baglanmadaki ortak mekanizmanin varligini1 gostermektedir (164, 165).
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5.GEREC VE YONTEM

Histolojik Takipte Kullanilan Malzemeler:

e Gill’s Hematoksileni: Gill’s Hematoxylene (#2311; Bio-Optica)

e Eozin: Eosin Y (#5114; Bio-Optica)

e Kapatma Soliisyonu: Bio mount solution (#1611; Bio-Optica)

e Toluen: Toluen (#SZBB1330V; Sigma)

e % 100 Etil Alkol: Etanol Absollu (#280815186001; Tekkim)

o % 96 Etil Alkol: Etil Alkol (#CAS64175; Alkomed

e Histosec Pastilles: Boncuk Parafin (#K93442509; Merck)
Gozlem:

e Kullamlan Mikroskop: Nikon (ECLIPSE Ni)
Immunfloresan Yénteminde Kullanilan Soliisyonlar:

e Fruktoz: D-Fruktoz (#030M02261V; Sigma)
e PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz Soliisyonu):
-21,6 gr Na2HP04-dibazik (Sigma)
-2 gr KH2P04-monobazik (Sigma)
-80 gr NaCl (Sigma)
-2 gr KCI (Sigma)
Yukaridaki kimyasallar 1 litre distile su icerisinde ¢oziildii ve pH=7.,4 olacak sekilde
ayarlandi.
e 10X Citrate Buffer: (#15-M103; Bio-Optica)
1 ml 10 X Citrat soliisyonu 9 ml distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
e Bloklama Soliisyonu: % 10 Normal Kec¢i Serumu
100 pl normal kegi serumu (vector), 900ul % 0,3 Triton-X iceren PBS icerisinde
¢Oziilerek hazirlandi.
e Kapatma  Soliisyonu: DAPI’li  kapatma  solisyonu  (#P36931;
Lifetechnologies)
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Gozlem:
e Kullanilan Mikroskop: Zeiss LSM 780 NLO Multifoton ve Konfokal
Mikroskop

Immunfloresanda kullanilan primer ve sekonder antikorlar:

e Perilipin-2/ADFP Primer Antibody (Novusbio#NB110-40877)
e  Mouse TIP47/PP17/PLIN3 (PROGEN# GP36)

e Goat pAb to Rb Ig G (Alexa Flour 488) (Abcam#ab150077)

e Goat pAb Gpig Ig G (Alexa Fluor 594) (Abcam#ab150188)

Western Blot Analizinde Kullanilan Soliisyonlar:

e 10X Yiiriitme Tamponu (BioRad#161-0732)

e 1XYiiriitme Tamponu:
100 ml 10X yiirlitme tamponundan 900 ml distile su ile 1 litre’ye tamamlanarak
hazirlandi.

e Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):
5 gr siit tozu (Santa Cruz#sc-2325) 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziildii ve +4 “C’de
saklandi.

e 10X TBS-T Tamponu:
-24,2 gr Tris base (Sigma#1503)
-80 gr NaCl (Sigma-Aldrich#31434)
-10 ml Tween 20 (Sigma-Aldrich#P1379)
900 ml distile su ile ¢oziildii ve pH: 7,6’ya ayarlandi, distile su ile 1 litreye
tamamlandi.

e TBS-T Soliisyonu:
Distile su ile 10X ten 1X seklinde diliie edilerek kullanildi ve oda 1s1sinda saklandi.

e 5X Transfer Soliisyonu (BioRad#170-4272)

e 1X Transfer Tamponu:
200 ml 5X Transfer Buffer 600 ml distile su igerisinde ¢6ziildii. Bu soliisyona 200 ml
Ethanol (Merck, Millipore#K45956083438) eklendi.
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AnykD Mini-Protean TGX Precast Protein Gels (BioRad# 456-9036)
Enhanced Chemiluminisent Soliisyonu (Clarity Western ECL- BioRad #
170-5060)

Trans-Blot Turbo Mini-size PYDF Membran (BioRad# 170-4272)

Western blot analizine kullanilan primer ve sekonder antikorlar:

Perilipin-2/ADFP Primer Antibody (Novusbio#NB110-40877)
Mouse TIP47/PP17/PLIN3 (PROGEN #GP36)

Rb mAbD to B actin (Abcam #ab52614)

Goat anti guinea pig IgG-HRP (SANTA CRUZ #sc-2438)
Goat anti-rabbit IgG-HRP (SANTA CRUZ #sc- 2004)

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:

Estradiol ELISA kiti (#E-EL0065, Elabscience)
Progesteron ELISA kiti (#E-EL-M0944, Elabscience)
LH ELISA kiti (#E-EL-MO0057, Elabscience)

SpectraMax 13 Spektrofotometre

Estradiol kit icerigi:

Sekonder antikor ile kapli 96 kuyucuklu test kab1
Anti E2 antikor

Enzim konjuge soliisyon

TMB renk ajani

Durdurma soliisyonu

20X yikama soliisyonu

Ornek diliisyon soliisyonu

E2 standartlar seti: 0, 40, 120, 350, 700, 1400 pg/ml
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Progesteron kit icerigi:

e Progesteron antikotu kapli 96 kuyucuklu test kab1
e Enzim konjuge soliisyon

e  Omnek/standart diliisyon soliisyonu

e Konsantre Biyotinlenmis antikor

e Biyotinlenmis antikor diliisyon soliisyonu

e Konsantre HRP konjugati

e HRP konjugat diliienti

e Substrat soliiyonu

e Durdurma soliisyonu

e 25X yikama soliisyonu

e Progesteron standart: 10 ng/ml

LH kit icerigi:

e LH antikoru kapl 96 kuyucuklu test kab1
e Enzim konjuge soliisyon

e Ornek/standart diliisyon soliisyonu

e Konsantre Biyotinlenmis antikor

e Biyotinlenmis antikor diliisyon soliisyonu
e Konsantre HRP konjugati

e HRP konjugat diliienti

e Substrat soliisyonu

e Durdurma soliisyonu

e 25X yikama soliisyonu

e LH standart: 30 ng/ml



5.1.Deney Hayvanlari ve Deney Plam

Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri ( BAP-Proje No:
2016/07) ve Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalari Merkezi (REMER)
tarafindan desteklenen calisma, istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kutulu (IMU-HADYEK) (EK Sayn: 38828770-604,01,01- E.2562,
30/09/2015 Karar No:76) tarafindan belirlenmis olan deney hayvanlar1 bakim,
kullanim ve O&tenazi protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Calismada
Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinden elde
edilen toplam 36 adet 28 adet 28 giinliik ve 8 adet 92 giinliik Balb/C cinsi disi fareler
kullanilmistir. Denekler deney siiresince 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik
periyoduna uyularak, sicakligi 22+2 °C olarak ayarlanmis bir ortamda bakildi.
Hayvanlar 12 hafta boyunca % 88 kuru madde, % 23 protein, % 7 seliiloz, % 8 ham
kiil, % 2 HCI’de ¢o6ziilmeyen kiil, % 1,5 kalsiyum, % 0,9 fosfor, % 0,7 sodyum, % 1
tuz, % 0,3 metiyonin ve %] lizin igeren standart fare yemi ile beslendi ve igme suyu
olarak ¢esme suyu verildi. Deneklere uygulama her sabah 09.00- 12.00 aras1 yapildi
ve fareler haftalik olarak tartildi.

5.1.1.Calisma Gruplan

(Calismada dort deney grubu olusturuldu:

HF-1 (High Fructose 1) grubu (n=10), 28 giinliik farelere standart diyet
uygulandi ve 12 hafta boyunca oral gavaj ile agirhig: dikkate alinarak % 20 fruktoz

iceren ¢cesme suyu verildi.

HF-2 (High Fructose 2) grubu (n=10), 28 giinliik farelere 12 hafta boyunca

standart diyet ve oral gavaj ile % 40 fruktoz iceren ¢esme suyu verildi.
Hormon grubu (n=8), 92 giinliik farelere 20 gin boyunca DHEA

(dehidroepiandrosteron, 6 mg/100g/gilin) susam yag1 ¢ozeltisinde (0,01ml 95% etanol
icerisinde ve 0,09ml susam yag1) subkutan enjekte edildi (Tablo 5.1.1).
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K (Kontrol) grubu (n=8) 28 giinliik fareler 12 hafta boyunca standart yem ile

beslendi ve hi¢bir uygulama yapilmadi. Belirlenen siirelerin sonunda denekler

sakrifiye edilerek overleri alindi.

Tablo 5.1.1.Calisma gruplari.

Cesme suyunda %

Deney Siire )
fruktoz miktari
Grup 1; HF1 Oral gavaj ile %20 fruktoz
(High Fructose 12 hafta iceren ¢cesme suyu verilen
1) Grubu (n=10) grup.
Grup 2; HF2 Oral gavaj ile %40 fruktoz
(High Fructose 12 hafta iceren ¢cesme suyu verilen
2) Grubu (n=10) grup.
6 mg/100g/giin olacak
sekilde susam yag1
Grup3; H N
¢ozeltisinde DHEA (0,01ml
(Hormon) 20 giin A
95% etanol igerisinde ve
Grubu (n=8) _
0,09ml susam yag1) verilen
grup.
Grup 4; K Hicbir uygulama
(Kontrol) yapilmayan grup.
Grubu (n=8)

5.2.Kan Orneklerinin Alinmasi

Doku diseksiyonu yapilmadan dnce tiim hayvanlardan LH, E2 ve Progesteron

Hormonu diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in servikal dislokasyon ile kan O6rnekleri

alindi.
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5.3.0varyum Diseksiyonu

Deney siiresi bitiminde, deneklere intraperitoneal olarak ksilazin (10 mg/kg)
ve ketamin (100 mg/kg) anestezisi uygulandi. Deneklerin agrili uyarilara cevap
vermedikleri anlasildiktan sonra, abdominal bolgeleri acildi. Her grupta deneklerin
sag - sol overleri iki tarafli olarak alindi - sag 11k mikroskobu, immiinfloresan
preparasyon i¢in % 10’luk ndtral tamponlu formalin (Sigma#SLBK3646V) igerisine,

sol ise Western Blot analizi i¢in kuru buz tizerine konuldu.
5.4.Parafine Gomme islemi I¢in Doku Takibi

Alman ovaryum Ornekleri %10’luk nétral tamponlu formalin igerisine
konularak tespit (fikse) edildi. Fikse olan dokular 24 saat musluk suyunda yikanarak

strast ile asagidaki (Tablo 5.4) takip protokolii uygulandi.

Tablo 5.4.Is1k Mikroskobu- Immunfloresan metodu i¢in doku takip protokolii.

1.Etil Alkol (%70) 1 saat
2.Etil Alkol (%90) 1 saat
3.Etil Alkol ( %96) 1 saat
4.Etil Alkol (%100) 1 saat
5.Etil Alkol (%100) 30 dk
6.Toluen 30 dk
7.Toluen 30 dk
8.Parafin (56-58 °C) 2 saat
9.Parafin (56-58 °C) 12 saat
10.Parafin Bloklama

Parafin bloklamanin ardindan mikrotom (Thermo SCIENTIFIC, Microtom
HM 340E) ile 5 um kalinliginda kesilen dokular adheziv lamlara alindi.

44



5.5.Hematoksilen ve Eozin Boyama ile Genel Histolojik Inceleme

Hematoksilen ve Eozin boyamasi yapilarak, gruplar genel morfoloji agisindan

incelenip karsilastirildi (Tablo 5.5).

Tablo 5.5.Hematoksilen ve Eozin boyama asamalari.

e 60°C’lik etiivde deparafinizasyon 1 saat
e Toluen ile deparafinizasyon 10 dk
e % 100’liik Etil Alkol 10 sn
e 9% 96’lik Etil Alkol 10 sn
e % 70’lik Etil Alkol 10 sn
e Distile su ile yikama 1 dk
e Hematoksilen’de bekletme 8 dk
e (esme suyu ile boyanin uzaklastiriimasi 15 dk
e Eozin’de bekletme 1 dk
e Distile su ile yikama 1dk
e % 70’lik Etil Alkol 10 sn
e % 96’lik Etil Alkol 10 sn
e 9% 100’liik Etil Alkol 10 sn
e Toluen 10 dk
e Mounting medium ile kapatma

5.6.immunfloresan Yontemi

54 °C’lik etiivde bir gece inkiibe edilen parafin kesitler toluen ile deparafinize
edilerek azalan etil alkol serileri ile rehidre edildi. PBS ile yikanan kesitler 7 dakika
citrate buffer ( 10 mM; pH:6,0) ile kaynatilarak antijen maskesi kaldirildi. % 10’luk
keci serumu (NGS, Abcam) ile 1 saat nemli ortamda bloklamanin ardindan tavsan
poliklonal anti-fare (PLIN2, diliisyon orani: 1/100, Novusbio) ve guinea pig
polyclonal anti-fare (PLIN3, diliisyon orani: 1/100, Progen) primer antikorlar1 ile 1
gece +4 °C’da inkiibe edildi. Primer antikorlar uzaklastirilip 3 kere PBS ile yikanan
kesitler 1 saat kegi anti-tavsan poliklonal (diliisyon orani: 1/500 Alexa Flour 488,
Abcam) ve kegi anti-guinea pig poliklonal (diliisyon orani: 1/500, Alexa Flour 594,
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Abcam) seckonder antikorlari ile inkiibe edildi. Daha sonra sekonder antikor
uzaklagtirllip 3 defa PBS ile yikanan kesitler kapatma mediumu (prolong gold
antifade reagent with Dapi, Lifetechnologies) ile kapatildi ve goriintiilendi (Zeiss

LSM 780 NLO Multifoton ve Konfokal Mikroskop).

5.7.Western Blot Analizi

5.7.1.Doku Ekstrakti Hazirlanmasi

1. Western blot analizi i¢cin — 80 °C’den alinan Ornekler tartilarak uygun
miktarda T-PER (Thermo Scientific# 78510) 6rnek tampon ve proteaz inhibitorii
(PMSF, Roche#10837091001) eklenerek homojenizatorde (Next Advance, Bullet
Blender) 5 dakika parcalanarak homojenize edildi.

2. 10 000 RPM’de santrifiij edilen drneklerden siipernatant alind.

3. Siipernatantin icerdigi total protein miktar1 Qubit protein Olgiim
protokoliine gore tespit edildi.

4. Hazirlanan stok proteinler 6rnek yiikleme soliisyonu (2x Laemmli Sample,

BioRad# 161-0737) ile 1:1 oranda karistirildiktan sonra 95 °C’de 5 dakika kaynatildi.

5.7.2.Western Blot Yontemi

30 pg/ml oraninda protein iceren numuneler hazir jellere yiiklendi.
Elektroforezde numuneler ilk 6nce 80 V 30 mA’de 10 dakika, sonrasinda ise 120 V
30 mA’de jelin sonuna kadar yiiriitiildii. Elektrofezin ardindan jeldeki proteinler
membrana aktarildi. Proteinlerin transferinden sonra, pH’s1 7,4 olan, % 0,1 Tween-
20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu (TBS-T ) ile yikama yapilarak membran 1 saat siire
ile oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan % 5’lik yagsiz siit tozu ile bloklandi. Membran
daha sonra tavsan poliklonal anti-fare (PLIN2, diliisyon orani: 1/100, Novusbio)
primer antikoru ile 1 saat oda 1sisinda karistiricida inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanarak, keg¢i anti tavsan IgG-HRP (diliisyon
orani: 1/10000, Santa Cruz) sekonder antikoru ile oda sicakliginda karistiricida 1 saat

inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanip
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chemiluminisans ile 5 dakika karanlikta inkiibe edilip membrandaki protein
bandlarinin  gériintiilenmesi (Chemi DOC “MP Imaging System) yapildi.
Membranlar guinea pig poliklonal anti-fare (PLIN3, diliisyon orani: 1/100, Progen)
ve tavsan anti- fare (- actin: diliisyon orani: 1/2000, Abcam) primer antikorlar1 igin
de +4°C’de 1 gece karistiricida inkiibe edildi. Ardindan TBS-T ile 3 kez 10 dakika
yikanarak keci anti tavsan IgG-HRP (diliisyon orani: 1/10000, Santa Cruz) ve keci
anti guinea pig IgG-HRP (diliisyon orani: 1/10000, Santa Cruz) sekonder antikorlari
ile oda sicakliginda karistiricida 1 saat inkiibe edildi. Geri kalan agamalar PLIN2 i¢in

oldugu gibi uygulandi.

5.8.ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Deney gruplar1 olusturulduktan sonra, hayvanlardan kan 6rnegi alinarak E2,
LH ve progesteron hormonlarinin gruplar arasi farkliligimin, dogrulanmasi ig¢in

ELISA yontemi uygulandi.

5.8.1.ELISA Yontemi

-80 °C’de bekletilen 6rnekler ¢calisma oncesi derin dondurucudan ¢ikarildi ve
buz istiinde erimeleri beklendi. LH, E2 ve progesteron ELISA kitleri oda 1sisina
getirildi. Konsantre halde gelen yikama soliisyonu, konsantre biyotinlenmis antikor
ve konsantre HRP konjugati kullanima hazir hale getirildi. Her kuyucuga hangi
ornegin ve hangi standartin konacagi dnceden belirlendi ve kayit edildi. Standartlar
ikiserli olarak calisildi. Standartlar, 6rnekler, diliient, HRP konjugati, biyotinile
antibody ve yikama sollisyonu hazirlandiktan sonra ELISA testi i¢in asagidaki

basamaklar uygulandi:
LH:
1. Standart, 6rnek ve QC soliisyonlarinin her birinden 100’er pl alinarak

onceden belirlenmis olan siralamaya gore kuyucuklara koyuldu, 30 saniye iyice

karistirild1 ve iizeri parafilm ile kapatilarak 90 dakika 37 “C’de inkiibe edildi.
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2. Daha sonra kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve her kuyucuk {izerine
biyotinlenmis enzim konjuge LH soliisyonundan 100 pl eklendi, 30 saniye iyice
karistirildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

3. Siire bitiminde kuyucuklarin igerigi bosaltild1 ve tiim kuyucuklar 3 kez, her
defasinda 300-350 pl ile olacak sekilde yikama soliisyonu ile yikandi.

4. Tim kuyucuklara 100ul HRP konjugati eklendi ve 30 dakika 37 °C’de
inkiibe edildi.

5. Kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve tiim kuyucuklar 5 kez her defasinda 300-
350 pl ile olacak sekilde yikama soliisyonu ile yikandi.

6. Tim kuyucuklara 90 pl substrat soliisyonundan eklendi ve 15 dakika
37°C’de inkiibe edildi.

7. Ardindan 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek yavasga karistirildi.

8. Kuyucuklar SpectraMax i3 Spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda
okutuldu.

9. Standart egrilerin olusturulmas: ve degerlerin hesaplanmasi i¢in Curve
Expert 1,4 programi kullanildi.

10. Hesaplamalar i¢in y = 2,02 + 6,77x — 1,26x2 denklemi kullanildi.

Estradiol:

1. Standart, 6rnek ve QC soliisyonlarinin her birinden 50 pl alinarak uygun
kuyucuklara koyuldu.

2. Her kuyucuk iizerine enzim konjuge soliisyonundan 50 ul eklendi (bos
kuyucuk harig).

3. Tim kuyucuklara anti-tavsan Ostradiol antikorundan 50 pl eklendi ve 30
saniye calkalandiktan sonra 37 °C’de Tlzeri parafilm ile kapatilarak 1 saat
inkiibasyona birakild.

4. Daha sonra kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve tiim kuyucuklar 3 kez, her
defasinda 300-350 pl ile olacak sekilde yikama soliisyonu ile yikandi.

5. Tim kuyucuklara (bos kuyucuk da dahil) 100 pl TMB substrat
sollisyonundan eklendi ve 15 dakika 37 “C’de inkiibe edildi.

6. Ardindan 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek yavasga karistirildi.
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7. Kuyucuklar SpectraMax i3 Spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda
okutuldu.

8. Standart egrilerin olusturulmasi ve degerlerin hesaplanmasi igin Curve
Expert 1,4 programi kullanildi.

9. Hesaplamalar i¢in y = 7,62 — 6,03x + 2,14x2 denklemi kullanildu.

Progesteron:

1. Standart, 6rnek ve QC soliisyonlarinin her birinden 100 pl alinarak uygun
kuyucuklara koyuldu, 30 saniye iyice karistirildi ve iizeri parafilm ile kapatilarak 90
dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

2. Daha sonra kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve her kuyucuk {izerine
biyotinlenmis enzim konjuge progesteron soliisyonundan 100 pl eklendi, 30 saniye
iyice karistirildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

3. Siire bitiminde kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve tiim kuyucuklar 3 kez her
defasinda 300-350 pl ile olacak sekilde yikama soliisyonu ile yikanda.

4. Tim kuyucuklara 100pul HRP konjugati eklendi ve 30 dakika 37 “C’de
inkiibe edildi.

5. Kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve tiim kuyucuklar 5 kez, her defasinda
300-350 pl ile olacak sekilde yikama soliisyonu ile yikandi.

6. Tim kuyucuklara 90 pl substrat soliisyonundan eklendi ve 15 dakika
37°C’de inkiibe edildi.

7. Ardindan 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek yavasca karistirildi.

8. Kuyucuklar SpectraMax 13 Spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda
okutuldu.

9. Standart egrilerin olusturulmast ve degerlerin hesaplanmasi igin Curve
Expert 1,4 programi kullanildi.

10. Hesaplamalar i¢in y = 7,38 + 8,59x denklemi kullanild1.
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5.9.istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel analizler icin SPSS 18,0 (IBM SPSS 22) istatistik paket programi
kullanildi. Veriler aritmetik ortalama, standart sapma seklinde gosterildi. Calisma
gruplar1 tekyonlii varyans analizi (One- way ANOVA) ile degerlendirildi ve gruplar
aras1 farkliliklar Tukey’s HSD testi ile karsilagtirildi. p<0,05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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6.BULGULAR

6.1.Deneklerin Agirhk Degerlendirilmesi

Gruplar arasindaki agirliklar karsilastirildiginda HF1 grubunun diger gruplara

gore daha diisiikk agirliga sahip olduklar1 goriildii ve istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p = 0,025) (Sekil 6.1).

29
28
27
2
& 26
=<
5 25
<
24
23
22
HF1 HF2 H K

Sekil 6.1.Gruplar arasinda agirliklarin karsilastirilmasi. HF-1: % 20 fruktoz grubu, HF-2:
%40 fruktoz grubu, H: Hormon grubu, K: Kontrol grubu.
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6.2.Hematoksilen ve Eozin Boyama ile Gruplarin Morfolojik Olarak

Degerlendirilmesi

Gruplar arasindaki ovaryumlart mikroskopik morfolojilerini karsilastirmak
amactyla Hematoksilen ve Eozin boyama yapildi. HF-1 grubunda antral ve preantral
folikiil sayisinin kontrol grubuna kiyasla artmis oldugu goriildii, fakat istatistiksel

olarak anlaml degildi (p>0,05) (Resim 6.2.1).

Resim 6.2.1.HF-1 grubu ovaryumu. Ovaryumda artan antral (AF) ve preantral (PAF)
folikiiller goriilmekte (H-E) x4.
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HF-2 grubunda primordiyal, primer, preantral ve antral folikiiller ve korpus
luteum yapilar1 goriildii (Resim 6.2.2).

Resim 6.2.2.HF-2 grubuovaryumu Ovaryum antra (AF) ve preantral (PAF) folikiiller 11e
korpus luteum (KL) yapilarini igermekte (H-E) x4.
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Hormon grubu ovaryumunda artan antral ve preantral folikiil sayis1 (ortalama

8 folikiil) istatistiksel olarak anlamli bulundu (p = 0,020) (Resim 6.2.3).

Resim 6.2.3.Hormon grubu ovaryumu. Ovaryum antral (AF) ve preantral folikiiller (PAF)
icermekte (H-E) x4.
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Kontrol grubu ovaryumunda primordiyal folikiilden antral folikiil asamasina
kadar tiim folikiil gelisim asamalar1 gozlemlendi. Normal yapidaki folikiillerin yani
sira Onceki sikluslara ait olan ve yeni olusan korpus luteum yapilar1 da goriildi

(Resim 6.2.4 ve 5).

et e R W R A T |

Resim 6.2.4.Kontrol grubu ovaryumu. Primer (PF) ve sekonder (SF) folikiiller goriilmekte.
Periferde ovulasyonu takiben gelismis korpus luteum (KL) vyapilart izlenmekte.
Hematoksilen-Eozin (H-E) x4.

Resim 6.2.5.Kontrol grubu ovaryumu korpus luteum yapisi. Kiigiik resim kontrol grubu
ovaryumunun genel goriintiisii (H-E) x20.
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6.3.Immunfloresan Yéntemi Bulgulari

PLIN2 ve PLIN3 negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir isaretlenme
gozlenmedi (Resim 6.3.1 ve 2).

Resim 6.3.1.Kontrol grubu PLIN2 negatif kontrol kesitleri. X20

50 pm

Resim 6.3.2.Kontrol grubu PLIN3 negatif kontrol kesitleri. X20
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6.3.1.PLIN2

Folikiilogenezin farkli gelisim asamalarinda PLIN2 ekspresyonu goriilmekte

(Tablo 6.3.1).

Tablo 6.3.1.Folikiiliin farkli gelisim agamalarinda PLIN2 floresan yogunlugu.

HF-1
(n=120)

HF-2
(n=88)

Hormon

(n=206)

Kontrol

(n=148)

ort

s.sapma

ort

s.sapma

ort

s.sapma

ort

s.sapma

Primordiyal

folikiil oosit

13,66

5,484

15,19

6,487

17,75

7,802

12,50

6,590

0,314

Primordiyal
folikiil
graniiloza

hiicreleri

16,69

4,663

17,06

7,028

17,55

6,300

15,14

7,825

0,868

Primer

folikiil oosit

16,96

12,221

15,37

9,392

18,22

7,249

15,42

7,127

0,745

Primer
folikiil
graniiloza

hiicreleri

20,68

16,447

18,04

8,714

20,22

8,253

17,67

5,697

Preantral

folikiil oosit

*

10,88

6,830

12,82

5,146

*

16,53

8,205

14,45

8,602

Preantral
folikiil
graniiloza

hiicreleri

15,57

10,310

16,42

6,227

20,57

9,766

19,72

9,242

0,776

0,047

0,148

Antral

folikiil oosit

8,76

3,660

12,15

4,464

16,68

10,671

12,12

4,871

0,089

Antral
folikiil
graniiloza

hiicrteleri

12,11

4,589

16,74

5,571

19,68

8,838

16,85

6,533

0,121

*p<0,05
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HF-1 grubu: Folikiiler gelisimin erken asamasi olan primordiyal folikiilden itibaren,
tiim folikiiler asamalarda oosit ve folikiiler hiicrelerde PLIN2 immiin isaretlenmesi
gorildii (Resim 6.3.1.1). Primer folikiil graniiloza hiicrelerinde, preantral folikiil

oositine kiyasla PLIN2 ekspresyonu anlamli derecede fazla gozlendi (p = 0,057).

Resim 6.3.1.1.HF-1 grubu PLIN2 floresan yogunlugu. Primordiyal folikiillerin oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (kalin ok) (A), primer folikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (ince ok) (B), preantral
folikiil oosit ve graniiloza hiicrelerinde immiin isaretlenme (C), antral folikiil oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (D) . (Dapi; 405-mavi, PLIN2; 488-
yesil, X20).
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HF-2 grubu: Folikiil gelisim asamalar1 siiresince primordiyal folikiilden antral
folikiil asamasina kadar oosit ve folikiil hiicrelerinde PLIN2 immiin isaretlenme

gorildii (Resim 6.3.1.2).

Resim 6.3.1.2.HF-2 grubu PLIN2 floresan yogunlugu. Primordiyal folikiillerin oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (kalin ok) (A), primer folikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (ince ok) (B), preantral
folikiil oosit ve graniiloza hiicrelerinde immiin isaretlenme (C), antral folikiil oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (D) . (Dapi; 405-mavi, PLIN2; 488-
yesil, X20).
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Hormon grubu: Folikiiler gelisimin her safhasindaki folikiillerde PLIN2

ekspresyonu goriildii (Resim 6.3.1.3).

Resim 6.3.1.3.Hormon grubu PLIN2 floresan yogunlugu. Primordiyal folikiillerin oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (kalin ok) (A), primer folikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (ince ok) (B), preantral
folikiil oosit ve graniiloza hiicrelerinde immiin isaretlenme (C), antral folikiil oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (D). (Dapi; 405-mavi, PLIN2; 488-
yesil, X20).
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Kontrol grubu: Folikiiler gelisimin her asamasindaki folikiillerde PLIN2
ekspresyonu goriildii. Grup kendi icerisinde karsilastirildiginda preantral folikiil
graniiloza hiicrelerinde antral folikiil oositine gore daha fazla PLIN2 ekspresyonu

gorildii (p = 0,036) (Resim 6.3.1.4).

Resim 6.3.1.4.Kontrol grubu PLIN2 floresan yogunlugu. Primordiyal folikiillerin oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (kalin ok) (A), primer folikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (ince ok) (B), preantral
folikiil oosit ve graniiloza hiicrelerinde immiin isaretlenme (C), antral folikill oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (D) . (Dapi; 405-mavi, PLIN2; 488-
yesil, X20).
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Gruplar arasi karsilastirma: Hormon grubu preantral folikiil oositinde, HF-1 grubu
preantral folikiil oositine kiyasla daha fazla PLIN2 ekspresyonu saptandi (p = 0,047)
(Resim 6.3.1.5).

Resim 6.3.1.5.HF-1 (A) ve Hormon (B) grubu preantral folikiil PLIN2 karsilastirmasi. P =
0,047. (Dapi; 405-mavi, PLIN2; 488-yesil, X20).
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PLIN2 ekspresyonu oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmasinda goriilmekte ( Resim

6.3.1.6).

L

Resim  6.3.1.6.PLIN2’nin  oosit sitplazmasmda (asterisk) ve graniiloza hiicre
sitoplazmasinda (ince ok) ekspresyonu, graniiloza hiicre nukleuslart (kalin ok) (DAPI).
(Dapi; 405-mavi, PLIN2; 488-yesil, X20).
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6.3.2.PLIN3

Folikiil gelisiminin primordiyal folikiil asamasindan antral folikiil asamasina kadar
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmasinda PLIN3 ekspresyonu goriilmekte ( Tablo 6.3.2).

Tablo 6.3.2.Folikiiliin farkli gelisim agamalarinda PLIN3 floresan yogunlugu.

HEF-1 HEF-2 Hormon Kontrol
(n=144) (n=79) (n=186) (n=142)
ort S.sapma ort S.sapma ort S.sapma ort S.sapma P
Primordiyal
9,92 10,904 10,89 5,788 8,13 2,880 7,19 5,385 0,676
folikiil oosit
Primordiyal
folikiil
7,41 7,129 9,26 5,759 8,29 2,352 5,93 0,612
graniiloza 4,069
hiicreleri
Primer folikiil - -
17,70 12,304 13,90 8,005 9,95 4,765 13,13 8,656
oosit 0,024
Primer folikiil
graniiloza 15,72* 11,060 12,80 7,949 8,52* 3,771 10,48 6,638 0,010
hiicreleri
Preantral
17,04 14,142 13,69 7,500 14,23 10,195 17,89 11,295 0,530
folikiil oosit
Preantral
folikiil
12,55 10,038 9,82 4,693 9,91 6,301 12,66 7,390 0,388
graniiloza
hiicreleri
Antral folikil
13,91 11,362 13,21 7,517 16,67 11,762 17,85 11,940 0,756
00sit
Antral folikiil
graniiloza 10,55 11,443 7,35 1,142 9,28 5,077 11,94 7,386 0,457
hiicrteleri
*p<0,05
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HF-1 grubu: Folikiil gelisim asamalar1 siiresince primordiyal folikiilden antral

folikiil agamasina kadar oosit ve folikiil hiicrelerinde PLIN3 ekspresyonu goriildii

(Resim 6.3.2.1).

Resim 6.3.2.1.HF-1 grubu PLIN3 floresan yogunlugu. Primordiyal folikiillerin oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (kalin ok) (A), primer folikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (ince ok) (B), preantral
folikiil oosit ve graniiloza hiicrelerinde immiin isaretlenme (C), antral folikiil oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (D). (Dapi; 405-mavi, PLIN3; 594-
kirmizi, X20).
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HF-2 grubu: Folikiil gelisim asamalar1 siiresince primordiyal folikiilden antral
folikiil agamasina kadar oosit ve folikiil hiicrelerinde PLIN3 ekspresyonu goriildii

(Resim 6.3.2.2).

C 50 pm 1)) 50 pm

Resim 6.3.2.2.HF-2 grubu PLIN3 floresan yogunlugu. Primordiyal folikiillerin oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (kalin ok) (A), primer folikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (ince ok) (B), preantral
folikiil oosit ve graniiloza hiicrelerinde immiin isaretlenme (C), antral folikiil oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (D). (Dapi; 405-mavi, PLIN3; 594-
kirmizi, X20).
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Hormon grubu: Folikiil gelisim asamalar1 siiresince primordiyal folikiilden antral
folikiil agamasina kadar oosit ve folikiil hiicrelerinde PLIN3 ekspresyonu goriildii
(Resim 6.3.2.3). Antral folikiil oositinde, antral folikiil graniiloza giicreleri, primer
folikiil oositi ve graniiloza hiicreleri ve preantral folikiil graniiloza hiicrelerine gore

daha fazla PLIN3 ekspresyonu gozlendi (p = 0,000).

Resim 6.3.2.3.Hormon grubu PLIN3 floresan yogunlugu. Primordiyal folikiillerin oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (kalin ok) (A), primer folikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (ince ok) (B), preantral
folikiil oosit ve graniiloza hiicrelerinde immiin isaretlenme (C), antral folikiil oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (D). (Dapi; 405-mavi, PLIN3; 594-
kirmizi, X20).
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Kontrol grubu: Folikiil gelisim asamalar1 siiresince primordiyal folikiilden antral
folikiil asamasima kadar oosit ve folikiil hiicrelerinde PLIN3 ekspresyon goriildii

(Resim 6.3.2.4). Primordiyal folikiil graniiloza hiicrelerinde, preantral folikiil oositine

gore daha az PLIN3 ekspresyonu gozlendi (p = 0,003).

Resim 6.3.2.4.Kontrol grubu PLIN3 floresan yogunlugu. Primordiyal folikiillerin oosit ve
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (kalin ok) (A), primer folikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (B), preantral folikiil oosit ve
graniiloza hiicrelerinde immiin isaretlenme (C), antral folikiil oosit ve graniiloza hiicre
sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (D). (Dapi; 405-mavi, PLIN3; 594-kirmizi, X20).
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Gruplar aras1 karsilagtirma: HF-1 grubu primer folikiil oositinde ve graniiloza
hiicrelerinde, Hormon grubu oositi ve graniilloza hiicrelerine gore PLIN3
ekspresyonu daha fazla saptandi (oosit karsilastirmalar1 i¢in p = 0,024) (graniiloza

hiicreleri karsilagtirmalari i¢in p = 0,010) (Resim 6.3.2.5).

50 pm 50 pm
A B

Resim 6.3.2.5.HF-1 (A) ve Hormon (B) grubu primer folikiil. P< 0,010, (Dapi; 405-mavi,
PLIN3; 594-kirmizi, X20).
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PLIN3 ekspresyonu oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmasinda goériilmekte (Resim

6.3.2.6).

Resim  6.3.2.6.PLIN3’iin oosit sitoplazmasinda (asterisk) ve graniilloza hiicre
sitoplazmasinda (ince ok) ekspresyon, graniiloza hiicre nukleuslari (kalin ok) (DAPI). (Dapi;
405-mavi, PLIN3; 594-kirmizi, X20).
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6.4.Western Blot Analizi Bulgular

Deney gruplarindan alinan ovaryumlarin protein izolasyonu yapilmasinin
ardindan PLIN2 ve PLIN3 proteinlerinin yogunluklar1 western blot yontemi ile
belirlendi. Kuyucuklardaki proteinlerin esit miktarda olup olmadiklarin1 kontrol
etmek amaci ile beta aktin antikoru kullanildi. Kuyucuklardaki bant kalinliklar1 beta
aktin bant kalinliklarina gore standardize edildi. PLIN2 i¢in HF-1, HF-2, Hormon ve
Kontrol gruplarina ait Western Blot bantlar1 goriintiilendi (Sekil 6.4.1.A). HF-1 ve
Hormon grubu PLIN2 protein miktarinin diger kontrol ve HF-2 grubuna kiyasla daha
fazla oldugu goriildi (Sekil 6.4.1.B).

14 -

12 -
10 -
HFl  HF2 H K
PLIN2 . — . .-51 kDa : l

Beta aktin -- -- 42 kDa Hormon Kontrol

Sekil 6.4.1.PLIN2 protein yogunlugunun western bantlari izlenmekte (A). PLIN2 protein
yogunlugu gruplar arasinda fark gostermektedir (B). HF-1: % 20 fruktoz grubu, HF-2: %40
fruktoz grubu, H: Hormon grubu, K: Kontrol grubu.

(= S N e
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HF-1, HF-2, Hormon ve Kontrol gruplarinda PLIN3 bantlarina bakildiginda
HF-1 ve Hormon grubunda protein yogunlugunun daha fazla oldugu goriildii (Sekil

6.4.2.).

HF1 HF2 H

B
. _
PLIN3 ---- ~47kDa 1_ I l
0 - T T T
HF1 HF2

[\S) (O8] B W (@)
1

Beta aktin -- -- -42 kDa

Hormon Kontrol

Sekil 6.4.2.PLIN3 protein yogunlugunun western bantlar izlenmekte (A). PLIN3 protein
yogunlugu gruplar arasinda fark gostermektedir (B). HF-1: % 20 fruktoz grubu, HF-2: %40
fruktoz grubu, H: Hormon grubu, K: Kontrol grubu.
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6.5.ELISA Bulgular

Ostradiol

Alinan serumlardan E2 miktara bakildiginda HF-1 ve Hormon grubunda
diger gruplara gore daha yiiksek oldugu gorildii (Sekil 6.5.1 ve 2). Sonuglar
istatistiksel olarak anlamli degildi (p> 0,05).

S =0.44678784
r =0.98022365
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Sekil 6.5.2.Gruplar arasinda serum Ostradiol seviyelerinin karsilastirilmasi. HF-1: % 20
fruktoz grubu, HF-2: %40 fruktoz grubu, H: Hormon grubu, K: Kontrol grubu.
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Progesteron

Serumlardan bakilan progesteron miktarmin HF-1, HF-2 ve Hormon
grubunda Kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugu goriildii, bununla birlikte
sonugclar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05) (Sekil 6.5.3. ve 4).
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Sekil 6.5.3.Progesteron i¢in standart konsantrasyon egrisi.
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Sekil 6.5.4.Gruplar arasinda serum progesteron seviyelerinin karsilagtirilmasi. HF-1: % 20
fruktoz grubu, HF-2: %40 fruktoz grubu, H: Hormon grubu, K: Kontrol grubu.
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Luteinlestirici Hormon

HF-1, HF-2 ve Hormon gruplarma ait serum LH seviyelerinin Kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 6.5.5 ve 6). Sonuglar istatistiksel
olarak anlamli degildi (p> 0,05).
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Sekil 6.5.5.LH icin standart konsantrasyon egrisi.
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Sekil 6.5.6.Gruplar arasinda serum Luteinlestirici Hormon seviyelerinin karsilastirilmasi.
HF-1: % 20 fruktoz grubu, HF-2: %40 fruktoz grubu, H: Hormon grubu, K: Kontrol grubu.
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7.TARTISMA VE SONUC

PCOS iireme ¢agindaki kadinlarin % 5 ile % 13,9’unu etkileyen heterojen ve
kompleks biz bozukluktur (8, 9). PCOS fazla miktarda LH salgilanmasi, ovaryan
hiperandrojenizm, insulin  direncinden kaynaklanan  hiperinsulinemi  ve

dogurganliktaki diisiis ile karakterize edilmektedir (75).

Klinik belirtilerin ergenlik doneminde goriilmesi nedeni ile, hastaligin daha
erken donemlerde basladigina inanilmaktadir. Hastalik gelisiminin intrauterin
cevreden kokenlendigi diisliniilmektedir (166). Etnik ve jeografik heterojeniteye
bakildiginda ise genetik ve gevresel faktorlerin de etkili oldugu gorilmektedir (167,
168). Postnatal c¢evresel faktorler arasinda diyet, obezite, sedanter yasam sekli,

cevresel toksinler ve ilaglar bulunmaktadir (169).

Cevresel faktorler’den biri olan diyet, giinliik tiiketilen seker miktarinin
artmasi ile daha da 6nem kazanmaktadir. Giinliik diyet ile alinan fruktoz miktarinin
artmasi, TG ve glikoza doniismesi nedeniyle dikkatleri iizerine ¢cekmektedir (16, 17).
Yiiksek fruktoz aliminin sonucu olarak artmis glikojen sentezi, DNL ve TG sentezi
gerceklesmektedir (17, 18). Hayvan deneylerinde insiilin direnci olusturmak icin
tercth edilen modellerden birisi yliksek konsantrasyonda (%20-25) fruktoz
verilmesidir. Yapilan c¢aligmalarda fruktoz ile beslenen sicanlarin ¢cogunda insiilin
duyarliliginda azalma saptanmistir (170). Calismada fareler standart fare yemi ile

beslenmistir ve igme suyu olarak ¢esme suyu verilmistir.

Bununla birlikte asir1 fruktoz alimi ile birlikte PCOS’ta goriilme siklig
yiiksek olan insiilin direnci olusmaktadir (20). Artmis insiilin seviyesi ovaryumdaki
steroidogenezi uyararak, teka hiicreleri tarafindan asir1 androjen iiretilmesine neden
olmaktadir (21). Bu mekanizmanin ovaryumun yumurta iiretme kapasitesi tizerinde
olumsuz etkisi vardir (171). Ovaryan hiperandrojenizm, erken follikiiler atreziye ve

bunun sonucunda oligo-/anovulasyona neden olmaktadir (9, 22, 23). Gelisen over
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disfonksiyonu; oligoamenore veya amenore gibi menstruasyon bozukluklari ile

kendini gostermektedir (171).

Uzun siire yiiksek fruktoz ile beslenme erkek sicanlarda kilo artisina neden
olurken, disi sicanlarda bu etki goriilmemektedir (172). Biz de calismamizda
fruktozun kilo alimi iizerine etkisine baktigimizda, kilo alma konusunda etkisinin
olmadigimi gordiik. Fruktoz ile beslenen hayvanlarin agirliklari, kontrol grubuna gore
daha diisiik 6l¢iildii. Diyabetin olusmus olmasi ve oral gavajin yaratmis oldugu stres,

daha diisiik agirliga sahip olmalarinin nedeni olarak gosterilebilmektedir.

PCOS’ta folikiiler gelisimdeki duraksama ile anovulasyon ve kii¢lik antral
folikiillerin ovaryum periferinde birikimine bagli olarak, ovaryumun polikistik
morfolojisi goze carpmaktadir (173). Yaptigimiz morfolojik degerlendirmelerde de,
ovaryum korteksinde artan preantral ve antral folikiiller dikkat ¢ekmekteydi. Fazla
miktardaki LH stimiilasyonu ile teka hiicrelerinde asir1 androstenedion iiretilmeye
baslanmakta ve teka tabakasinda kalinlasma meydana geldigi belirlenmistir (107).
Calismamizda gruplar arasindaki teka hiicre tabakasi kalinligina bakildiginda, artan
androjen sentezine paralel olarak kalinlagma tespit edildi, fakat sonuglar istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi.

PAT proteinleri tip 2 diyabetes mellitus ve obezite ile iligkilendirilmektedir
(27). PAT protein ailesi tiyeleri olan PLIN2 ve PLIN3 oositler de dahil birgok
hiicrede kiiciik lipit dropletlerin iizerinde bulunmaktadirlar (142). Yapilan
calismalarda %30 fruktoz ile beslenen farelerde PLIN2 ekspresyonunun up-regiile
oldugu bildirilmektedir (19). PLIN2, gonadotropinlerin preovulatuvar folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde, regiile ettigi bir proteindir (142). Non adipoz hiicrelerde
PLIN2 ekspresyonu hiicre i¢i lipit metabolizmas: degisiklikleri ile yakindan
iligkilidir. Eksojen serbest yag asitleri hiicre igerisinde PLIN2’nin iki yol iizerinden
artmasimna neden olmaktadir. Bu gen transkripsiyonunu aktive ederek ve TAG

sentezini uyararak olmaktadir (27).

77



MII asamasindaki oositte PLIN2 ekspresyonunun GV asamasindaki oosite
gore anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmistir (30). Yapilan IVM ¢aligmalarinda
ise PLIN2 ekspresyonu sabit kalirken, PLIN3 ekspresyonunun azaldigi saptanmistir
(28-30).

Calismamizda % 20 fruktoz verilen grupta PLIN2’nin en fazla eksprese
oldugu gelisim safhas1 primer folikiil asamasi1 iken, kontrol grubunda ise preantral
folikiil asamasidir. Bu sonug bize gelismeye baslayan folikiillerde enerji rezervlerinin
kontrol grubuna gore daha cabuk azaldigini diisindiirmektedir. Kontrol grubu
ovaryumunda PLIN3 miktar1 gelisim siiresince artis gosterirken, fruktoz ile beslenen
grupta primordiyal folikiil asamasinda yiiksek olan ekspresyon, gelisim siiresince
azalis sergilemektedir. Hormon grubu preantral folikiil oositinde ise HF-1 grubuna
gore daha fazla PLIN2 ekspresyonu mevcuttur. Bu sonug bize fruktoz ile beslenmede
TG depolarinin ani tiikenmesinin s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir.
Yiiksek fruktoz ile beslenmede PLIN3 miktar1 primer folikiil asamasinda artis
gostermektedir. Yiiksek fruktoz ile beslenen gruptaki ani PLIN2 ve PLIN3
degisiklikleri bize, enerji metabolizmasinda dengesizliklere neden olarak, ovaryumda
patolojik sonuclarin olugsmasina katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak
daha ileri caligmalar ile oosit kalitesinin ve fertilizasyon yeterliliginin olup

olmadiginin arastirilmas: gerekmektedir.

PCOS’lu hastalarda yapilan calismalarda, derialti yag dokusunda PLINI,
PLIN3 ve PLINS’in kontrol grubuna gore % 90 daha az eksprese oldugu; PLIN2 ve
PLIN4’iin ise kontrol grubuna gore 3 kat daha fazla eksprese oldugu saptanmistir
(174). Yaptigimiz western blot yonteminin sonuglarma gore % 20 fruktoz ile
beslenen ve hormon grubu ovaryumlarinda PLIN2 miktarinin kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek olmasi PLIN2 nin fruktoz ile beslenme sonucu up-regiile oldugu
bulgusu ile paralellik gdstermektedir. Bununla birlikte PLIN2 ekspresyonu PLIN3 ile
iligkilidir. PLIN2 eksojen oleat yoklugunda amino terminal ucu ile PLIN3’iin lipid
damlaciginin yiizeyinden ayrilmasina neden olmaktadir (152). Fazla fruktoz alimi ile
birlikte artan TG ve LD’lere paralel olarak, western blot sonucuna gore ovaryum

dokusunda PLIN3 miktar1 da artmaktadir.
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PCOS olusumunda beynin hipofiz bezinden salgilanan FSH ve LH
hormonlar etkilidir. Yaptigimiz calismada serum LH seviyesinin kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek bulunmustur. LH hormonu ovaryumda androjen iiretimini
arttirmakta, androjenler yag dokusu tarafindan E2’ye doniistiiriilmektedir.
Calismamizda serum E2 seviyesi yine diger ii¢ grupta kontrol grubuna kiyasla daha
yiikksek bulunmustur. Ovaryumda artan E2, LH salinimin1 uyararak, LH’1in daha da
artmasina neden olmaktadir. LH salgisinin yiikselmesi ile birlikte bir kisir dongi
meydana gelmekte ve ovulasyon gergeklesememektedir. Serum progesteron
seviyesinin kontrol grubuna gore daha diisiik olmasi, korpus luteum yapilarinin daha
az olmasindan kaynaklanmaktadir. PCOS’lu kadinlarda aromataz aktivitesinin
artmasi ile birlikte E2 ve progesteron hormon seviyelerinde de artis izlenmektedir
(175). Aromataz aktivitesindeki artis, insuline bagimli ikincil olarak olabilmektedir.
Insulin gonadotropinler’den hem bagimsiz olarak, hem de etkileserek E2 ve

progesteron iiretimini stimiile edebilmektedir (176, 177).

Ozellikle calismamizda hormon grubunda bu bulgularm istatistiksel olarak
anlamli olmamasi, juvenil donemden itibaren DHEA’nin verilmemis olmasindan
kaynaklanabilecegini diisiindiirdii. Bununla birlikte diisiik progesteron salgisi

endometriyal fonksiyonu ve embriyo gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir (178).

Yiiksek karbonhidrat igerikli diyet ile beslenme oksidatif stresi (OS) de
arttirmaktadir. OS ise cesitli kronik hastaliklarin baslamasina neden olmaktadir
(179). OS insiilin direncinin artmasma ve hiperandrojenemiye neden olmaktadir
(180, 181). PCOS’lu hastalarda mitokondriyal disfonksiyon ve artmis reaktif oksijen
tirleri (ROS) iiretimi mevcuttur (181-183). Perilipinlerin mitokondriyal oksidatif
kapasiteyi etkileyebilecegi diistiniilmiistiir (184). Bu ¢alismada OS belirteglerine

bakilmamustir.

Sonu¢ olarak juvenil donemde yiiksek fruktoz tiiketiminin, ovaryumda
patolojik durumlarin ortaya c¢ikmasina katki saglayabilecegi goriilmektedir. Oral
gavaj ile verilen fruktoz miktar1 sinirhidir. Fruktozun daha uzun siireli ve ad libidum

verilmesinin PCOS tablosunun olusmasinda daha etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.
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PLIN2 ve PLIN3 proteinlerinin total ovaryum dokusunda miktarlarinda artis
gozlenirken, folikiiler diizeyde anlamli farkliligin bulunmadig: tespit edildi. PAT
proteinlerinden PLIN2 ve PLIN3’{in bu olusumdaki direkt rolleri tam olarak agikliga
kavugsmamis olmakla birlikte, kontrol grubuna gore daha fazla bulunmalari, bu

olusumun bir pargas1 olabileceklerini gostermektedir.
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