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OZET

Yag dokusunun enerji depolama fonksiyonunun yanisira otokrin, endokrin ve
parakrin etki gosteren adipokinleri salgilama goérevide bulunmaktadir. Obezite,
insiilin  direnci, diabet ve Kkardiovaskiiler hastaliklardaki varliklar1 bilinen
adipokinlerin adipoz doku, ovaryum fonksiyonu ve déllenme arasindaki potansiyel
mekanizmalarda da rol oynadiklari disiiniilmektedir. Bu c¢alismada adipokin
ailesinin en yeni iyelerinden biri olan Visfatin'in genital siklus fazlarinda
ovaryumdaki lokalizasyonunu ortaya koymak amaglandi. Ayrica folikiilogenez
GnRH antagonisti olan Cetrorelix ile bloke edilerek, Visfatin ve hipotalamus-
hipofiz-ovaryum axisi arasindaki iliski arastirild.

Bu ¢alismada yetiskin, Rattus norvegicus tiirli 40 adet disi sican kullanildi. Her
bir grupta 8 denek olacak sekilde 5 grup olusturuldu. Prodstrus, dstrus, metdstrus ve
didstrus gruplar1 vaginal smir metodu ile tayin edildi. Vaginal smir takipleri yapilan
ratlardan preostrus fazindaki 8 denege, GNRH antagonisti olan Cetrotide her bir rat
icin 100 pg/ul olacak sekilde intraperitoneal olarak enjekte edildi. Deneklerin
ovaryum, karaciger ve kas oOrnekleri alimip immiino histokimyasal yontemlerle
incelendi.

Isik mikroskobik diizeyde immiinohistokimyasal yontemlerle pozitif boyanan
Visfatin proteinin boyanma yogunlugu yari-kantitatif olarak degerlendirildiginde, en
siddetli boyanma prodstrus grubu ovaryum folikiillerinde go6zlemlendi.
Immiinboyanmalar oosit sitoplazmalari, graniiloza hiicreleri, teka hiicreleri, yiizey
epiteli, luteal hiicrelerde tespit edildi. H-Score analizi sonuglarina gore yogun
immiinboyanmadan zayif immiinboyanmaya dogru bir siralama yapildiginda
proostrus, dstrus, metostrus, didstrus ve Cetrorelix siralamasi ortaya ¢ikti. Calismada
ayrica ovaryum arterlerinin tunica media tabakasindaki diiz kas liflerinde Visfatinin
pozitif reaksiyon gosterdigi gozlemlendi. Cizgili kas ve karaciger dokularinda yogun
Visfatin immiinreaksiyonu belirlendi.

Sonu¢ olarak, Visfatin ekspresyonu rat ovaryum dokusunda siklusa bagl
degisim gostermektedir. GnRH bloke folikiillerde visfatin ekspresyonun diistligi
goriilmektedir. Cizgili kas, diiz kas ve Kkaraciger dokularinda Visfatin
immiinreaksiyonu pozitiftir. Visfatin'in ovaryum fonksiyonlarinda rol aldigini ve
hipotalamus-hipofiz-ovaryum aksisinin blokaji sonucu hormonal azalmaya bagh
olarak azaldigim diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Visfatin, Cetrorelix, Ovaryum, Rat, Immiinohistokimya



ABSTRACT

Except the energy storage function of the lipid tissue, it has a function like secreting
the adipokines that has autocrine, paracrine and endocrine effects. The role of
adipokines in obesity, insulin resistance, diabetes and cardiovascular diseases are
known. It is thought that the adipokines has a potential role between ovary function and
fertilization. in the present study to investigate the localization of a novel adipokine, in
the genital cycle phases of the ovary. Additionally, after the blockage of
folliculogenesis by GnRH antagonist, Cetrorelix, the relationship between
hypothalamus-hypophysis-ovary axis and visfatin is also aimed.

In the present study, 40 adult female Wistar rats were used. 5 groups that consisted
of 8 rats were generated. The Prooestrus, oestrus, metoestrus and dioestrus groups
were determined after vaginal smear method. 8 rats in the prooestrus stage included in
the cetrorelix group. The GnRH antagonist Cetrotide was given 100 pg/ul per rat
intraperitonealy. The ovary, liver and the muscle tissues were dissected and evaluated
by immunohistochemical methods.

The semiquantitative evaluation of the Visfatin protein by light microscobic
immunohistochemical methods indicates that the most strong staning was identified in
the ovary follicles of prooestrus group. The immunostainings were around the
cytoplasm of oocytes, the granulosa cells, theca cells, surface epithelium and the luteal
cells. According to the H Score analyses the immunoreaction density decreases as
Prooestrus, oestrus, metoestrus, dioestrus. Additionally, Visfatin immunoreaction was
shown in smooth muscle fibers of ovarian artery. An intense Visfatin immunoreaction
was identified in both skeleton and liver tissues.

As a result, visfatin expression changes according to the ovarial cycle in rat.
Visfatin expression decreases in folliculogenesis blocked by GnRH antagonist. In the
skeletal muscle, smooth muscle and liver tissues the positive Visfatin immunreaction
identified. We believe that Visfatin has a potential role in ovarial functions and
decreases due to the hormonal decrease after the blockage of hypothalamus-
hypophysis- ovary axis.

Key Words: Visfatin, Cetrorelix, Ovary, Rat, Immunohistochemistry

Vi



TESEKKUR

Bu aragtirmanin planlanmasi1 ve gercgeklestirilmesinde degerli zamanini ve
yardimlarini esirgemeyen projenin yiiriitiiciisii ve akademik danismanim Sayin Prof. Dr.
L. Bikem SUZEN basta olmak iizere tiim boliim hocalarima,

Bu arastirmanin planlanmasi ve degerlendirilmesine katkida bulunan Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndan Saym Prof. Dr. Necdet DEMIR ve Dog. Dr.
Gokhan AKKOYUNLU’ ya

Projenin deney asamalarinda her tiirlii yardimlarindan dolay: Dr. Arzu CETIN,
Dr. Zeliha SAHIN, Aras Gor.Fatih UZUNER, Aras Gor. Nuray ACAR, Teknisyen
Sibel OZERe,

Deney Hayvanlari Unitesi galisanlarima,

Saglik Bilimleri Enstitiisii personeline,

Vermis olduklar1 sonsuz destek ve sevgileri i¢in esime ve aileme en igten

tesekkiirlerimi sunarim.

Ramazan Yavuz ARICAN

Vii



ICINDEKILER

) Sayfa
OZET %
ABSTRACT Vi
TESEKKUR vii
ICINDEKILER DIZIiNi viii
SIMGELER VE KISALTMALAR X
SEKILLER DIZiNi Xii
TABLOLAR DIiZiNi Xiv
GIRIS VE AMAC 1
GENEL BILGILER 2
2. 1. Ovaryum Anatomisi 2
2. 2. Ovaryum Gelisimi 4
2. 3. Ovaryum Histolojisi 6
2.3. 1. Ovaryum Folikiilleri 6
2.3.1.1.  Primordiyal Folikiiller 6
2.3.1.2. Biiyiimekte Olan Folikiiller 7
2.3.1.3. Olgun Folikiiller 8
2. 4. Siganlarda Ostrus Siklusu 9
2.4.1. Sicanlarda Ostrus Siklus Doneminin Belirlenmesi 10
2.5. Ovaryum Fizyolojisi 10
2.5. 1. Gonadotropik Hormonlarin Ovaryum Uzerine Etkisi 11
2.5.2. Folikiil Gelisim Fizyolojisi 12
2.5.3. Gonadotropin Serbestletici Hormon (GnRH) 13
2.5.3.1. GnRH Agonistleri 14
2.5.3.2.  GnRH Antagonistleri 14
2.5.3.3  Cetroreliks 16
2. 6. Yag Dokusu 17
2.6. 1. Adipokinler 18
2.6.1.1 Sitokin ve Sitokin Ozelligi Gosteren Adipokinler 18
2.6.1.2 Kemokin Ozelligi Gosteren Adipokinler 19
2.6.1.3.  Akut Faz Proteini Ozelligi Gosteren Adipokinler 19
2.6.1. 4 Pro-inflamatuvar Ozellikte Olan Adipokinler 19
2.6. 2. Visfatin 19

viii



GEREC VE YONTEM
3.1 Denekler
3. 2. Gruplarin Olusturulmasi
3.2.1. Cetroreliks Uygulamasi
3.3 Dokularin Elde Edilmesi
3. 4. Immiinohistokimyasal Gozlemler
3.4. 1. Immiinohistokimyasal Protokol
3.4.2. SDS-PAGE ve Western Blot Metodu
3. 5. Istatistiksel Analiz
3.5. L Semikantitatif Degerlendirme
3.5.2. H Score Analizi
BULGULAR
4.1. Immunohistokimyasal Bulgular
4.1.1. Bulgularin Semikantitatif Degerlendirmesi
4.1. 2. Bulgularin H Score Analizi
4.1.3. Karaciger Dokusu Visfatin Immunboyanmalarmin
Sonuglari
4.1.4 Cizgili Kas ve Diiz Kas Visfatin Inmunboyanmalarinin
Sonuglari
4.1.5 Prodstrus Grubu Ovaryumlarin Visfatin immun
boyanmalarinin Sonuglari
4.1.6 Ostrus Grubu Ovaryumlarmn Visfatin Immun
boyanmalarinin Sonuglari
4.1.7 Metdstrus Grubu Ovaryumlarin Visfatin Immun
boyanmalarinin Sonuglari
4.1.8 Didstrus Grubu Ovaryumlarin Visfatin Immun
boyanmalarinin Sonuglari
4.1.09. Prodstrus ve Cetrorelix Gruplarmin Visfatin Immun
boyanmalarinin Karsilastirilmast
4.1.10 SDS-PAGE Western Blot Sonuglari
TARTISMA
SONUCLAR
KAYNAKLAR
OZGECMIS
EKLER

Ek.1 Effects of formaldehyde inhalation on the junctional proteins
of nasal respiratory mucosa

Ek.2. The incidence of accessory navicular bone types in Turkish

subjects

21
21
21
21
21
22
22
22
23
23
23

24
24
24
25
26
27
28
30
32
34
36
38
39
43
44

53
54



FSH

GnRH

LH

AMP

CAMP

KOH

IVF

TNF

kDa

PBEF

NAMPT

RT-PCR

BMI

SDS

PAGE

PBS

DAB

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Insiilin reseptorii

Folikiil Stimiilan Hormon
Gonadotropin Releasing Hormon
Lutein Hormon

Adenozin mono fosfat

Siklik Adenozin monofosfat
Kontrollii ovaryen Hiperstimiilasyonu
In vitro fertilizasyon

Tlimor nekroz faktor

kilodalton

Interlokin

Pre B cell colony enhancing factor

Nicotinamide phosphoribosyl transferase

Gergek zamanli polimeraz zincir tepkimesi

Kiitle viicut indeksi
Immiinglobiilin

Sodyum dodesil stilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Phosphate buffered saline

Diamino benzidin

Sayfa

11
11
16
16
18
18
18
19
19
20
20
22
22
22
22

22



BCA

PVDF

TBS

TBSt

HRP

CL

MRNA

PCOS

PRL

DHEA-S

SHBG

Bicinchoninic acid
Polyvinylidene fluoride

Tris buffered saline

Tris buffered saline ve tween 20
Horse radish peroksidaz
Chemiluminisans

Messenger riboniikleik asit
Polikistik over sendromu
Prolaktin

Testesteron
Dehidroepiandrosterone siilfat

Sex hormone binding globulin

Xi

22

23

23

23

23

23

40

41

41

41

41

41



Sekil
2.1.a

2.1b
2.2.

2.3.
2.3.1.1.
23.12.a
23.1.2.b
2.3.1.3.
24.1.
2.5.1.
2.5.3.3.

4.1.2.

4.1.3.

4.1.4.

4.1.5.

4.1.6.

4.1.7.

SEKILLER DiZiNi

Ovaryum anatomisi

Sigcan ovaryum anatomisi
Primordiyal folikiil olusumu
Ovaryum histolojisi genel goriiniim
Primordiyal folikiil

Tek tabakal1 ve ¢ok tabakali primer folikiil
Sekonder folikiil

Olgun folikiil

Siganlarda Ostrus sikluslari sitolojisi
GnRH ile FSH iligkisi

Cetrorelix'in kimyasal yapis1

Genital sikluslara ve cetrorelix grubuna ait Visfatin
ekspresyonunun H Score analizi.

Prodstrus grubuna ait karaciger dokusundaki Visfatin
ekspresyonu X40

Proostrus grubuna ait deneklerin M.soleus kasindaki ve
ovaryum Kesitlerindeki damarlarin tunica media tabakasina ait
diiz kas liflerindeki Visfatin ekspresyonu

Prodstrus grubuna ait ovaryumlarda Visfatin immiin
boyanmalari.

Ostrus  grubuna ait ovaryumlarda Visfatin immiin
boyanmalari

Metostrus  grubuna ait ovaryumlarda Visfatin immiin
boyanmalari.

Xii

Sayfa

10
11
16

25

26

27

29

31

33



4.1.8. Diostrus grubuna ait ovaryumlarda Visfatin immin 35
boyanmalari.

4.1.9. Cetrorelix ve proostrus grubuna ait ovaryumlarda Visfatin 37
immiin boyanmalarinin karsilastirilmasi

Xiii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo Sayfa
4.1.1 Sikluslar arasi ve Cetrorelix grubuna ait Visfatin 24
ekspresyonunun semikantitif degerlendirmesi

Xiv



GIRIS ve AMAC

Son yillarda 6zellikle beslenme aligkanligindaki bozulmalardan dolay1 obezite ve
obeziteye bagli hastaliklarin insidansinda hizli bir artis gézlenmektedir. Obezitenin
en karakteristik 6zelligi yag dokusundaki asir1 artistir. Yag dokusunun en onemli
gorevi enerji depolamadir. Buna ek olarak salgiladigi adipokin adli iriinler
araciligiyla parakrin, otokrin ve endokrin etkilere de sahip oldugunun tespit
edilmesiyle beraber bu dokunun 6nemi de giin gegtikge artmaktadir [1].

Adipokinlerin en yeni iiyelerinden biri olan visfatin insiilin reseptoriine (IR)
tutunarak fosforilasyonda rol oynayan ve glukoz transportunu indiiktleyen 52 kD luk
insiilinomimetrik bir peptittir. Genellikle visseral ve omental yag dokusundan
ekspresse olmaktadir [2]. Adipoz dokudan salgilanan adipokinlerin, ovaryum ve
dollenme iizerine etkileri Ozellikle son yillarda ilgi ¢eken konulardan biridir [3].
Adipokin ailesinin tiiyelerinden biri olan adiponektin ve ovaryum folikiilleri
arasindaki iligki, adiponektinin ovaryum hiicreleri iizerine etkileri detayli bir sekilde
ortaya konulmustur. Adiponektin prostonoid sentezini indiiktlemektedir. Adipoz
dokunun ovaryum fonksiyonu ve dollenme arasindaki potansiyel mekanizmalar
birbirine bagladig: diisiiniilmektedir [4] .

Visfatinin ovaryumdaki lokalizasyonu, ve genital siklus evrelerindeki rolii
bilinmemektedir. Insiilinomimetrik oldugu diisiiniilmesine ragmen insiilin duyarlilig
ile ilgili olarak negatif bulgularin da ortaya ¢ikmasi visfatinin hipotalamus- hipofiz-
ovaryum axisinde rolii olabilecegini disiindiirmektedir [5]. Visfatin ile ilgili
calismalarin sonuglarindaki tutarsizliklarin nedeni, bu proteinin sistemik kanda
calisilmast ve buna bagli olarak bulgularin degiskenlik goéstermesi olarak
aciklanabilir. Bu durum visfatin ile ilgili spesifik ¢alismalara ihtiyag oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu g¢alismanin amaci ovaryal siklus evrelerindeki visfatin
ekspresyonunun degiskenligini, kas ve karaciger dokularindaki visfatin
immiinreaktivitesini ve hipothalamo-hipofiziyer ark ile gonodal eksen arasindaki
baglantinin Vvisfatin ekspresyonu tizerine etkisini arastirmaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryum Anatomisi

Insanda ovaryum uterusun her iki tarafinda genellikle pelvis lateral duvarinda
fossa ovarica ad1 verilen gukura yerlesmistir. Erkekteki testisin 6zdesi olan bir ¢ift
organdir. Fossa ovarica’nin sinirlarini 6nde oblitere a.umblicalis, arkada ise tlireter ve
a. iliaca interna yapar. Her bir ovaryum badem seklinde olup boyu 3 cm, genisligi 1.5
cm, kalinligr ise 1 cm’dir.

Ovaryumun facies lateralis ve facies medialis olmak {izere iki yiizii, margo liber
ve margo mesovaricus olmak tizere iki kenari, extremitas tubaria ve extremitas
uterina olmak iizere iki ucu bulunmaktadir. Extremitas tubaria da lig. suspensorium
ovari bulunur ve igerisinden ovaryumun damarlar1 ve sinirleri gecer. V.iliaca
externa’ya komsu olan bu ugta tuba uterina’nin fimbria ovarica’si extremitas
tubaria’ya tutunur. Exremitas uterina ise Broad ligamentinin {izerindeki ligamentum
ovari proprium ile uterus yan kenarina tutunan uca verilen isimdir.

Lateral yliz fossa ovarica lizerinde uzanan parietal periton ile temas halindedir,
ovaryumu extraperitoneal dokudan ve obturator arter, ven ve sinirden ayirir. Medial
yiiz biiyiik oranda tuba uterina ile komsudur. Margo mesovaricus oblitere umblical
arter boyunca diiz seyreder ve mesovarium adi verilen periton boliimi ile Broad
ligamentinin arkasina tutunur. Mesovariumun iki yapraginin arasindan gecen
damarlar ve sinirler hilum ovarii'ye uzanirlar. Serbest kenar ise konvekstir ve liretere
dogru uzanir [6].

Ovaryumu besleyen arterler Aorta abdominalis’ten ¢ikan a. ovarica’lardir.
1. Lumbar vertebra seviyesinde aorta abdominalis’ten ayrilan arter, lig. ovarii
suspensorium igerisinde ilerler ve mesovarium’a gelir. Burada a. uterina’nin bir dali
olan ramus ovaricus ile anastomoz yapar. Hilum ovarii’den organa giren arter,
medulla-korteks sinirinda olusturdugu pleksustan dagilan dallariyla, folikiillerin
cevresini saran zengin kapiller aglar1 olusturur. Damarlarin ¢ap1 dongii evrelerine
gore degisir. Damarlar folikiillerin gelisimi sirasinda genistir. Ovulasyondan sonra
ise daralirlar.

Ovaryumun venleri arterlere eslik ederek hilum ovarii’den ¢ikarlar. Venler ilk
once plexus ovaricus denen vendz bir ag yaparlar. Buradan ayrilan venler birleserek
bir boliimii plexus utero vaginalis’e, diger boliimii ise V. ovarica’ya acilirlar. Sol
V.ovarica v. renalis’e, sag V.ovarica ise v.cava inferior’a dokiiliir.



Ovaryumun sinirleri a. ovarica etrafinda yer alan plexus ovaricus araciligi ile
gelir. Plexus ovaricus’u meydana getiren sempatik lifler torakal segmentlerden ¢ikan
nervus splachnicus minor araciligi ile gelirken parasempatik lifler ise nervus vagus
ile taginirlar [7].

Ovaryum lenfatikleri esas olarak follikiillerin teka tabakalarindan koken alir.
Olgun follikiiliin granuloza tabakasi lenfatiklerden yoksunken korpus luteumda
zengin bir lenfatik ag mevcuttur. Ovaryum lenfatikleri damarlardan bagimsiz olarak
stromada ilerleyip hilum ovarii’de pleksus yaparak kan damarlarina yakin
seyredererek mesovaryuma girer ve burada tuba uterina ve uterustan gelen dallarla
pleksus subovaricus’u olustururlar. Lenf sivis1 daha sonra nodi lymphatici preaortici
ve nodi lymphatici aortici lateralise drene olurlar. [8].

Median umbilical fold (urachus)
Fundus of uterus

Urinary bladder
Body (corpus) of werus

Proper ovanan kgament

Rectoutenne pouch (cul-
de-sac of Douglas)

Sigmoid colon
“MMddle sacral vessels

i

Sekil 2.1.a Ovaryum Anatomisi [9]

Sican uterusu Y sekliyle “uterus dupleks “olarak tanimlanir. Diizensiz yiizeyleri
ve nodiiler yapilar1 ile kiigiik bir liziim salkimma benzeyen kirmizimsi ovaryumlar
uterus boynuzlarma oviduktlarla baglidir. Erigskin bir sicanda tek bir ovaryumun
agirlig yaklasik olarak 60 mg’dir ve 5x4x3 mm boyutlarindadir. Sag ovaryum L4-L5
seviyesindedir ve L5-L6 seviyesindeki sol ovaryuma goére biraz daha yukarida ve
orta hattan uzaktadir [10].



Sekil 2.1.b Sigan ovaryum anatomisi. Ovaryum (O), Uterus (U), Karaciger (KC)

2.2. Ovaryum Gelisimi

Insanda embriyonik hayatin 7. haftasina kadar disi ve erkek embriyodaki
gonadlar morfolojik olarak aynidir. Gonadlar baslangicta sélom epitelinin ¢ogalmasi
ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusmus, bir ¢ift uzunlamasina
diizenlenmis genital ya da gonadal kabartilar halinde belirirler [11].

Ik esey hiicreleri, gelisimin 4. haftasinda vitellus kesesinin allontois’e yakin
duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye baglarlar. Sonbagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ameoid hareketlerle ilerleyerek, 5. haftanin basinda
ilkel gonadlara ulasir, 6. haftada da genital kabartilar1 iggal ederler. Bu hiicreler
genital kabartilara ulagamadiklarinda gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum ya da
testis’e farklilagmasinda ilkel germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir.

[lkel cins hiicreleri ilkel gonadlara ulasmadan 6nce, genital kabartilarin epiteli gogalir
ve epitel hiicreleri altlarindaki mezensimin i¢ine gomdiiliirler. Bunlar burada ilkel
cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz sekilli kolonlar olustururlar. Erkek ve disi
embriyolarda ilkel cins kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu evrede, erkek ya da
disi gonadlarin birbirinden ayirt edilebilmesi olanaksizdir. Bu nedenle bu evreye
farklanmamis dénem denir. Bu gonada da farklanmamis gonad ad1 verilir [11].



Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavastir. X kromozomlari ovaryum’un
gelisimi ic¢in genler igerir; ovaryum olusmasinda otozomal bir genin rol oynadig
bilinmektedir. 10. haftaya degin, ovaryumlar histolojik olarak ayirt edilemezler. ilkel
seks kordonlar1 disi embriyolarda erkekteki kadar belirgin degildir. Gonad taslaginin
medullasina kadar uzanirlar ve rudimenter bir yapi olan rete ovarii’yi olustururlar.
Normalde rete ovarii ve ilkel seks kordonlar1 dejenere olarak ortadan kalkarlar ve
yerlerini ovaryum medullasini olusturan damarli stromaya birakirlar. Erken fotal
donemde kortikal kordonlar denilen ikinci cinsiyet kordonlari, gelismekte olan
gonadin yiizey solom epitelinden baslayarak, alttaki mezensime dogru gelismeye
baslar. Kortikal kordonlar sdlom epitelinin ¢ogalmasiyla kalinlagirken, ilkel cins
hiicreleri kordonlarin igine karisirlar. 16. haftada bu kordonlar primordiyal folikiil
denilen ayr1 hiicre gruplaria boliiniirler. Her grup ortada ilkel cins hiicrelerinden
koken alan bir oogonyum ve onun g¢evresinde, kortikal kordon epitelyum kdkenli tek
sira yassi folikil hiicrelerinden olusur. Fotal donemde milyonlarca oogonyum aktif
olarak mitozla ¢ogalir. Mitoz boliinmeler fetal hayatin besinci ayimna kadar devam
eder. Fetal hayatin 3. ayindan itibaren bazi oogonyumlar mayoz boliinmenin
profazina girerek primer oosit haline dontsiirler [12].

Dogumdan sonra oogonium olusmaz. Primer oositlerin ¢ogu dogumdan Once
dejenere olur. Dogumdan sonra iki milyon kadar primer oosit kalir. Dogumdan sonra
ovaryum yiizey epiteli diizlesir. Ovaryum hilusunda, periton mezoteli ile devam eder.
Ovaryum folikiilleri big¢imlenirken yiizey epiteliyle olan baglantilarini yitirirler.
Yiizey epiteli ile ovaryum korteks’i arasinda tunica albuginea denilen ince fibr6z bir
kapsiil gelisir. Mezonefroz gerilerken, ovaryum ondan ayrilir ve mezovaryum
denilen kendi mezenteriyle viicut duvarina asilir [13].
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2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum gevsek bag dokusu igerisinde damardan zengin bir yapr gosteren
medullar bolge ile oosit igeren ovaryum folikiillerinin bol miktarda bulundugu bir
kortikal bolgeden meydana gelmektedir. Korteks ile medulla bolgesi arasinda kesin
bir smir goriilmemektedir. Korteks bodlgesinin stromasi1 karakteristik igsi sekilli
fibroblastlardan meydana gelir. Ovaryum yiizeyi germinal epitelyum ismini alan tek
katl1 yass1 epitelyum ya da kiibik epitelyum ile ortiiliidiir. Germinal epitel altinda,
stroma, tunika albuginea denen sinirlari belirsiz bir bag dokusu tabakasi olusturur.
Tunika albuginea ovaryumun agik renkte gériinmesini saglar.

2.3.1. Ovaryum Folikiilleri

Ovaryum folikiilleri korteksin stroma tabakasi igerisinde yer alir. Bir folikiil bir
yada daha fazla tabaka olusturmus folikiil hiicreleri ile (graniiloza hiicreleri) gevrili
bir oositten meydana gelir. Folikiiler gelisimin birkag¢ safhasi vardir. Erigskin normal
bir gen¢ kadinin iki ovaryumundaki toplam folikiil sayis1 tahminen 400.000 kadardur.
Bu folikiillerin ¢ogu kadinin dogurganlik siireci boyunca oositleri ile birlikte
olgunlasamadan atreziye ugrayarak yok olacaktir. Her menstrual siklusta (insanda
ortalama 28 giin) genellikle bir ovum serbest kalir.
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Sekil 2.3. Ovaryum Histolojisi Genel Goriiniim [15]

2.3.1.1. Primordiyal Folikiiller

Her bir primordiyal folikiil tek sira yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrili bir primer
oositten olusur. Primordiyal folikiillerdeki oosit yaklasik 25 pm capl kiire seklinde
bir hiicredir. Hafifce eksantrik olarak yerlesmis biiyiik bir niikleusu ve niikleolusu
bulunur. Sitoplazmadaki organeller niikleusa yakin bir kiime olusturma
egilimindedir. Sitoplazmada c¢ok sayida mitokondri, birka¢ golgi aygiti ve
endoplazmik reticulum sisternasi bulunur. Yass1 folikiil hiicreleri birbirlerine
desmozomlarla baglanirlar. Folikiil hiicrelerinin altinda bir bazal lamina bulunur ve
damardan yoksun folikiilleri stromadan ayiran sinir1 olusturur.



Primordiyal folikiil gelisimi gonadotropinden bagimsiz olup ilk olarak parakrin
ve endokrin faktorlerle saglanir. Bu faktorler oositin kendisi ve etrafindaki granulosa
hiicreleri tarafindan iiretilir ve koordinasyonu graniiloza hiicresi-oosit iligkisi ile
saglanir.
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Sekil 2.3.1.1. Primordiyal folikiil [16].

2.3.1.2. Bityiimekte Olan Folikiiller

Folikiillerin biiyiimesi esas olarak folikiil hiicrelerinin ve bununla birlikte primer
oositin ve folikiilii cevreleyen stromanin biiyliimesi ile olur. Oosit biiylimesinin en
hizl1 oldugu dénem folikiiler biiylimenin birinci evresidir. Bu esnada oositin ¢ap1
max. 125-150 um ye ulasir. Niikleus biiyiir ve bu durumu ile germinal vezikiil ismini
alir. Funikiil hiicreleri tek tabakali kiibik hiicreler haline geldiginde folikiile
unilaminer primer folikiil ismi verilir. Folikiil hiicreleri mitozla ¢ogalirlar ve ¢ok
katli folikiiler epitelyumu yada graniiloza tabakasini olustururlar. Folikiiliin bu haline
multilaminer primer folikiil ismi verilir ve folikiil hiicreleri arasinda gap junctionlara
rastlanir. Oositi ¢evreleyen kalin bir Ortii olan zona pellusidanin sentezinin hem
oositler hem de folikiil hiicreleri tarafindan yapildigi diisiiniilmektedir. Folikiil
hiicrelerinin uzantilar1 ile oosit mikrovilluslar1 zona pellusida i¢ine uzanirlar ve gap
junctionlar ile baglanti kurarlar. Bu degisiklikler olusmakta iken, folikiiliin
bitisiginde etrafin1 saran stroma farklilagma gostererek teka folikiiliinii olusturur.
Daha sonra bu tabaka, teka interna ve teka eksterna olarak farklilagir.

Folikiiliin bliylimesi esas olarak graniiloza hiicrelerinin biiyiikliigiiniin ve
sayisinin artmasi ile olur. Bu esnada hiicreler arasinda folikiil sivisi toplanmaya
bagslar. Siviy1 iceren bosluklar birleserek antrum adi verilen tek bir bosluk haline
gelirler. Bu 6zelliklerinden dolay: folikiile sekonder folikiil ismi verilir. Folikiil s1visi
plazma sizintilarini (transiidasyon) ve folikiil hiicreleri tarafindan salgilanan triinleri
icerir. Ayni zamanda glukozaminoglikanlar bazi proteinler (steroid baglayici
proteinlerde dahil olmak iizere ) ve yliksek konsantrasyonda steroidler (progesteron,
androjenler ve dstrojenler) mevcuttur. Graniiloza tabakasinin hiicreleri folikiil duvari
tizerinde belli bir yerde daha fazla yogunlasir. Burada hiicrelerden olusan kumulus
ooforus ad1 verilen kii¢iik bir tepecik olusur. Kumulus ooforus antrumun i¢ kismina
dogru uzant1 yapar. Bundan boyle oosit daha fazla biiyiiyemez. Graniiloza hiicreleri



FSH (Folikiil Stimiilan Hormon) reseptorleri tasir ve FSH’a cevap verir, olgunlasan
oositi destekleme ve beslemeye yonelik hiicrelere farklilagir. Hipotalamustan pulsatil
olarak GnRH (Gonadotropin Releasing Hormon) salgilanmasi hipofizden FSH ve LH
(lutein hormon) gonadotropinlerinin salgilanmasini uyarir.
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Sekil 2.3.1.2.a Tek tabakali ve ¢ok tabakali primer folikiil [16]

Sekonder folikiil
| (vezikiller)

04—- - Kan damarlari

L M)

Teka internanin
endokrin hicreleri ~

! Antrum olusumunun baslangicr. Antrum sivisi
+ (likbr folikil); hiyaluronat, steroitler, biyime

Teka eksterna (s i) (bag dokusuyla + faktGrleri ve gonadotropinlerden zengindir.

:devam eden stromal hilcreler).

Sekil 2.3.1.2.b Sekonder folikiil [16].

2.3.1.3. Olgun Folikiiller

Graaf folikiilleri yaklagik 2.5 cm ¢apindadir ve ovaryum yiizeyinden disar1 dogru
siskinlik yapan saydam bir vezikiil olarak goriilebilir. Sivi toplanmasinin bir sonucu
olarak, folikiil boslugunun genisliginde artis olur ve oosit graniiloza hiicreleri
tarafindan olusturulan bir sap ile folikiil duvarina baglanir. Graniiloza hiicreleri, sivi
toplanmasi ile orantili bir bi¢cimde ¢ogalma gostermedikleri i¢in graniiloza tabakasi
daha ince bir hale gelir.



Ovum etrafindaki ilk tabakay1 olusturan graniiloza hiicreleri zona pellusida ile
yakin temastadir. Bu hiicreler uzayarak korona radiatayir olusturur. Korona radiata
ovum ovaryumu terk ederken ona eslik eder. Korona radiata spermatazoonun ovumu
dolledigi zamanda dahi mevcuttur ve ovumun ovudukttan gegisi esnasinda da bir
miiddet kalir [17-19].
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Sekil 2.3.1.3. Olgun folikiil [16].

2.4. Sicanlarda Ostrus Siklusu

Sican &strus siklusu ortalama 4-5 giin siirmektedir. Ostrus siklusu laboratuar
kolonilerinde mevsimden bagimsiz olarak yil boyu siirmektedir [20]. Siklus
prodstrus, Ostrus, metostrus ve didstrus olmak lizere dort donemi kapsar. Korpus
luteum en yiiksek biiyiikliigiine erken didstrus doneminde ulasir ve en yliksek
progesteron degerlerine de Ostrus siklusunun 2. giiniinde ulasilir. Hormonal
salinimlar 6n hipofizden salinan ve vaginal sitolojik degisimler seklinde saptanabilen
ovaryum ve follikiiler degisimlere neden olan gonadotropinler tarafindan diizenlenir.
LH pulsatil olarak salmir. En yiiksek frekansa proostruste en diislige de Ostrusta
ulagir. LH atimi1 GnRH saliniminin yiiksekligine baghdir [21]. Prodstrus esnasinda
salinan LH dalgalar1 0,9-1,0 mm ¢apinda ki preovulatuvar follikiillerde ovulasyonun
meydana gelmesine ve corpora lutea sekillenmesine neden olur. iki adet
preovulatuvar FSH dalgas1 kiigiik follikiillerin gelisimini stimule eder [22].
Metaostrus boyunca, corpora lutea’dan progesteron salinir. Progesteron seviyesi
diostrusta azalir ve artan Ostradiol-17B’ya bagli olarak follikiiler gelisim tekrar
baslar. Siklus prodstrusta meydana gelen dstrojen piklerinin ovulasyona neden olan
gonadotropin salimimini indiiklemesi ile tamamlanir. Ratlarda 5 giin devam eden



Ostrus siklusu, 4 giinliik siklusa benzer fakat LH ve Ostrojen sekresyonu, luteolozis
ve uterus degisiklikleri 24 saat gecikmeli olarak meydana gelir [23].

2.4.1. Sicanlarda Ostrus Siklus Déneminin Belirlenmesi

Sicanlarda reprodiiktif performansi artirma amagli olarak Ostrus doéneminin
saptanmasi i¢in bir ¢ok ydntem kullanmilmaktadir. Onemli yontemler arasinda
davranigsal degisimlerin gozlenmesi, vaginal sitolojik baki, vaginanin elektrik
iletkenliginin &lgiilmesi sayilabilir. Ostrus siklusunun dstrus doneminin siiresi 9-15
saat siirmekte ve disinin erkegi kabul ettigi donem olarak tanimlanmaktadir. Bunun
yaninda Ostrustaki diside hareket artisi, bas ve sirta vuruldugunda kulaklarin
titretilmesi, pelvik stimiilasyon sonrasi lordozis hareketi (vertebral siitunda
dorsifleksiyon hareketi) goriiliir. Ostrus esnasinda vaginal duvar kuru ve vulva
O0demlidir. Vaginal sitolojik baki Ostrus siklusu doneminin saptanmasinda yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Etkili bir saptama i¢in vaginal sitolojik 6rneklerin
giin boyunca ayni saatte alinmasi gerekmektedir. Cekirdekli siiperfisiyal hiicrelerle
karakterize olan prodstrus donemi yaklasik olarak 12 saat slirmektedir. Prodstrus
doneminde oOzellikle prepubertal ratlarda uterus sivi ile doludur. Bu durum
hidrometra ile karistirilmamalidir. Ostrus doneminde vaginal sitolojik bakida
baslangigcta %75 c¢ekirdekli siiperfisiyal ve %25 keratinize siiperfisiyal hiicre
saptanirken donemin ortalarina dogru bu oran keratinize siiperfisiyal hiicreler lehinde
degisir. Donemin sonlarina dogru bu keratinize (kornifiye) hiicreler dejenere olur ve
epiteliyal bir yigint1 halini alir. Metadstrus donemi ovulasyondan sonra goriiliir ve
yaklasik 21 saat siirer. Donemde alinan sitolojik drneklerde c¢ekirdekli ve kornifiye
hiicreler etrafinda ¢ok miktarda l6kosit saptanir (Sekil 2.4.1). Didstrus en uzun
donemdir ve 57 saat kadar siirmektedir [24]. Sitolojik bakida dominant hiicre tipi
16kositlerdir [25]. Vaginal mukustaki elektriksel direncin 6lgiilmesi ydnteminde
vaginaya prob yerlestirilir. Prodstrusta direng pik yaparken, Ostrusta en diisiik
seviyeye geriler [26]
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Sekil 2.4.1. Siganlarda 6strus sikluslart sitolojisi
2.5. Ovaryumun Fizyolojisi

Kadin hormonal sistemi, bir digerini yoneten ii¢ ayr1 hormon grubundan olusur:
I. Hipotalamik-serbestlestirici hormon ( Gonadotropin- Releasing Hormon - GnRH)
Ii. Hipofiz 6n lobu hormonlari olan Folikiil Uyaran Hormon (FSH) ve Luteinlestirici

Hormon (LH)’dur. Bu hormonlarin her ikisi de hipotalamusta sentezlenen GnRH-
serbestlestirici hormon etkisiyle salgilanirlar.
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iii. Ovaryum hormonlari: Ostrojen ve progesteron. Bu hormonlar hipofiz &n
lobundan saliman FSH ve LH’ ye yanit olarak ovaryumlarca salgilanirlar. Kadinda
aylik menstriial dongii slirecinde, bu hormonlarin salinimlar1 degiskenlik gosterir.
Dongiiniin farkli evrelerinde salgilanma hizlar1 farkhidir.

Hipotalamustan GnRH salgis1 artma ve azalma seklinde biiyiikk degisiklikler
gosterirken bu artma ve azalmalar aylik dongili siirecinde daha azdir.Hormonlar
ortalama olarak her 90 dakikada bir salgilanirlar.

2.5.1. Gonadotropik Hormonlarin Ovaryum Uzerine Etkisi

Cinsel dongii siirecinde ovaryumdaki degisiklikler tamamen, On hipofiz
bezinden salgilanan gonadotropik hormonlar, FSH ve LH’ a baglidir. Gonadotropik
hormonlarla uyarilmayan ovaryumlar inaktif durumdadirlar. 9-12 yaslarinda hipofiz
giderek daha ¢ok FSH ve LH salgilamaya baslar, 11-15 yagslar arasinda aylik cinsel
dongiiniin baglamasi ile en yiiksek diizeye ulasirlar. Bu degisim donemine piiberte ilk
aybasi dongiisiine ise menars adi verilir. FSH ve LH molekiil agirliklar1 yaklagik
30.000 olan kiiciik glikoprotein yapisinda hormonlardir.

FSH ve LH overlerdeki hedef hiicrelerini, hiicre zarlarinda bulunan son derece
Ozgll reseptorlere baglanarak uyarirlar. Aktive olan reseptorler, bu hiicrelerde hem
salgi, hem de biiylime ve ¢cogalma hizini artirirlar. Bu uyarici etkilerin hemen hepsi
hiicre sitoplazmasindaki ikinci haberci siklik AMP (CAMP) sisteminin aktivasyonu
sonucu, cCAMP protein kinaz olusumuna ve cinsiyet hormonlarinin sentezini uyaran
cesitli anahtar enzimlerinin fosforilizasyonunun saglanmasina baglidir.
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Sekil 2.5.1. GnRH ile FSH iliskisi.
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2.5.2. Folikiil Gelisim Fizyolojisi

Cocukluk ¢ag1 boyunca graniilosa hiicreleri ovaryumun beslenmesini iistlenirler.
Ayni zamanda, oositlerin olgunlasmasini baskilayan bir faktor, oosit-matiirasyonu
inhibe edici faktorii salgilayarak ovumun mayozun profaz asamasinda, primordiyal
halde kalmasina yardimci olurlar. Piiberte sonrasinda, 6n hipofiz bezinin biiyiik
miktarda FSH ve LH salgilamas: ile her iki ovaryum folikiillerle birlikte biiyiimeye
baglar.

Aylik menstriiel siklusun her birinin ilk birka¢ giinii icinde FSH ve LH
konsantrasyonlari, hafif yada orta derecede artis gosterir. Bu donem igerisinde
FSH’1n artist LH’a gore biraz daha fazladir. FSH her ay 6 ila 12 primer folikiiliin
gelisimini  hizlandirir. Hormonun ilk etkisi graniiloza hiicrelerinin bodliinmesini
hizlandirmak ve pek ¢ok graniiloza hiicre tabakasinin olusumunu saglamaktir.

Primer folikiiliin antral folikiil haline dontlisiimii sirasinda erken fazda yalniz
FSH uyaris1 6nemlidir. Daha sonra biiylime olayr ¢ok hizlanir, antral folikiiliin
olusumu vezikiiler folikiil ad1 verilen ¢ok daha biiylik folikiillerin olusumuna neden
olur. Hizl1 biiylimeye yol agan etkenler sunlardir:

1-Folikiil icine serbestlenen Ostrojen, graniiloza hiicrelerinde FSH reseptor
sayisinin artmasina neden olur. Bu olay pozitif bir geri bildirim etkisi yaratir, ¢iinkii
graniiloza hiicrelerinin 6n hipofiz bezinden salgilanan FSH’a kars1, simdiye kadar hig
olmadig1 derecede duyarlilik kazandirr.

2-Hipofiz FSH ve 0strojenle birlikte, graniiloza hiicrelerinin yiizeyinde, ayni
zamanda LH reseptorlerinin yapmini hizlandirir. Bdylece bu hiicrelerde FSH
uyarisina ek olarak, LH uyarisida saglanmis olur ve folikiil sekresyonunun daha da
hizlanmasina yol acilir.

3-Folikiilde oOstrojen salgisinin  artmasi, 6n hipofizden salgilanan LH’in
yiikselmesi ile birlikte folikiiler teka hiicrelerinin proliferasyonuna neden olacak ve
ayni zamanda salgilarinin artmasina yol agacaktir [27].

Olgun folikiiliin graniiloza ve teka interna hiicrelerinden salgilanan steroid
hormonlar  hipotalamo-hipofiziyal sistemi etkileyerek gonadotrop hormon
salgilanmasini diizenler. Dongiiniin ilk yarisinda primer folikiillerin olusumu
gonadotrop hormonlardan bagimsizdir ancak daha sonraki gelisme icin FSH
gereklidir. Folikiiler evrenin baginda artan FSH salinimi primer folikiillerin
bliylimesini uyarir, graniiloza hiicrelerinde FSH reseptorlerinin sayisini artirir. Bu
etkiyle graniiloza hiicreleri ¢ogalir ve bu hiicrelerde aromataz enzimi yapilir. Yiiksek
Ostrojen diizeyi FSH’u azaltirken, LH’u artirir. LH reseptorleri teka interna
hiicrelerinde bulunur. Bu hiicrelerde kolesterolden androjenler sentezlenerek
salgilanir ve diflizyonla graniiloza hiicrelerine gecer, aromataz androjenleri
Ostrojenlere doniistiiriir.
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Ostrojen teka internaya gecer ve burada bulunan kilcal damarlarla genel
dolagima katilir. Artan Ostrojenler dogrudan hipofizi etkiler ve dolayli olarak da,
GnRH sentezini baskilayarak FSH salgilanmasimi kisitlar. Ostrojenler ovulasyon
oncesi LH salgisinin artmasini saglar ve ovulasyon gerceklesir. FSH ve dstrojenlerin
etkisiyle graniiloza ve teka hiicrelerinde LH reseptorleri artinca LH’un etkisi
gozlenir. Bu da luteal evrede progesteron yapimini artirip Ostrojen yapimini azaltir.
Progesteron endometriyum’u olas1 gebelige hazirlar, LH’u baskilar ve folikiil
gelismesine engel olur. FSH azalmasi folikiilleri olumsuz etkiler. En biiyiik folikiil
gelismeyi siirdiirse de digerleri gerileyip atrezi olurlar[27, 28].

2.5.3. Gonadotropin Serbestletici Hormon (GnRH)

GnRH 10 aminoasitli bir peptit olup, hipotalamusun nucleus arcuatus’unda
bulunur. Bu ndronlarin sonlanmalari baglica, hipotalamusun eminentia mediana
bolgesinde gerceklesir. Bu bolgedeki ndronlardan salgilanan GnRH, hipotalamo-
hipofiziyal portal sistemi damarlarina serbestlenir. Daha sonra, GnRH portal kan
yoluyla 6n hipofize tasinir ve iki gonadotropin, LH ve FSH’1n salgilanmasini uyarir.

GnRH agirlikli olarak 1-3 saatte bir, birka¢ dakika siireyle salgilanir. Hormonun
uyaricilik siddeti, salgilama dongiilerinin siklig1 ve her bir dongiide salgilanan GnRH
diizeyi olmak iizere iki olaydan etkilenir.

On hipofizden salgilanan LH da GnRH gibi déngiiler halinde, pulsatil olarak
salgilanir. Oysa FSH salgis1, GnRH diizeyindeki kii¢iik degisimlere baglh olarak ¢ok
hafif artis yada azalma gosterir. GnRH daki uzun siireli degisimlere karsin, FSH
birka¢ saatten fazla bir donem sonunda ¢ok yavas yanit verir. GnRH salgis1 ile LH
salgis1 arasindaki ¢ok yakin iliski nedeni ile, GnRH ayni zamanda serbestlestirici
hormon olarak kabul edilir [27].

Klasik olarak bilinen bu fonksiyonlar aslinda GnRH-I tarafindan
yiriitilmektedir ve santral sinir sisteminin hipotalamus disindaki alanlarinda ve
santral sinir sistemi disinda da bulunabilir [29].

GnRH-I’den 3 adet aminoasidle farklihk gosteren GnRH-II ise biitiin
omurgalilarda beyin seviyesinde bulunmustur ve viicutta baska bir¢ok yerde
izlenmektedir[30].

Beyinde bulunan GnRH-II gonadotropin salinimin1 salgisini artirarak tireme
davraniglari lizerine degisikliklere sebep olabilir. Gerek GnRH-1 gerekse de GnRH-I1
reseptorleri birkag tomiirde ve hiicre dizisinde izlenmis olup otokrin ve parakrin
olarak biiyiime iizerine olumsuz etkileri oldugu diistiniilmektedir [31-33].
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2.5.3.1. GnRH Agonistleri

Ik olarak Schally ve arkadaslar tarafindan 1971 yilinda bulunan [34] GnRH
aminoasidlerinin 6nemli fonksiyonlarinda gorev alanlar 1, 2, 3, 6 ve 10
pozisyonunda olanlardir. Pozisyon 6’daki aminoasidler enzimatik klivajda, pozisyon
2 ve 3’dekiler gonadotropin saliniminda, pozisyon 1,6 ve 10 da olanlar ise ii¢ boyutlu
yapinin korunmasinda gorev alirlar. iki-dért dakika kadar kisa bir yarilanma dmriine
sahiptirler ve bu o6zellikleri 5-6, 6-7 ile 9-10 numarali aminoasitler arasindaki
baglarin ¢cabuk yikilmasina baglidir. Altt numarali aminoasitin pozisyonunun veya C
terminaline glisin-amid yerlestirilmesi uzun yarilanma Omriine sahip GnRH
agonistlerinin iiretilmesini saglamaktadir.

GnRH agonistleri intramuskular, intranasal veya cilt alt1 seklinde uygulanirken
oral olarak kullamlamazlar. Ik uygulandiginda alevlendirici bir etkisi mevcuttur ve
bu déonemde dolasimda artmis FSH ve LH seviyeleri tesbit edilmektedir. Bu etki
ozellikle bireyin kendi yiiksek GnRH ve diisiik Ostrodiol seviyelerinin artmisg
gonadotropin uyarmmi1 yaptigi erken follikiiler donemde en yiiksektir. Ilag
uygulanmasindan yaklagik 1-3 hafta sonra ise hipogonadotropik hipogonad durum
olugmaktadir. Duyarsizlik siirecindeki ilk neden muhtemel reseptdr sayisindaki
azalma ve reseptorlerin effektdr sistemden ayrilmalaridir. ilging olarak bu dénemde
sadece c¢ok duyarli yontemlerle test edilebilinen biyolojik olarak inaktif
gonadotropinler halen iiretilmektedir; ancak seviyeleri oldukea diisiiktiir.

GnRH agonistleri ile tedavi sadece yardimci lireme teknikleri kapsaminda degil
endometriosis, erken puberte ve 6zel tibbi durumlarin varliginda (6rnegin hemorajik
diyatezler) artmis menstrual kanamay1 onlemek amaciyla da uygulanabilmektedir.
GnRH agonistlerine 6rnek olarak Leuprolide, Buserelin, Nafarelin, Histrelin,
Goserelin, Deslorelin, Tryptorelin verilebilir [35].

2.5.3.2. GnNRH Antagonistleri

Ovulasyon indiiksiyonunda amag, folikiiler biiylimeyi uyarmaktir. Cogu
klinisyen erken LH piklerini azaltmak i¢in hipofiz down-regulasyonunu
kullanmaktadir. 1971 yilinda GnRH yapisinin ortaya g¢ikmasindan sonra GnRH
analoglar1 sentezlenmeye baslandi [36].

Fertiliteyi arttiracagi umuduyla binlerce molekiil iretildi. 1978’de GnRH
analoglarinin tekrarlayan dozlarda uygulanmasi ile, seks steroidlerinde baslangicta
bir artis1 takiben ileri derecede bir diisiis oldugu ve gonadal fonksiyonlarda énemli
diizeyde bir azalma oldugu gozlenmistir [37].

1980’lerin sonuna dogru ozellikle yardimci iireme tekniklerinde kontrollii
ovaryen hiperstimulasyonunda (KOH) kullanilmak amaciyla GnRH agonistleri
piyasaya siirilmiis, ve diinyada bircok merkezde rutin KOH rejimleri i¢inde yerini
almistir. Yardimci lireme tekniklerinde ovaryum indiiksiyon protokollerinde GnRH
agonistlerinin kullanilmaya baslanmasiyla, klinik sonug¢larda 6nemli gelismeler
saglanmistir [38].
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GnRH-a klinik kullanima girmeden oOnce, in vitro fertilizasyon (IVF)
programlarinda erken LH pikine bagl siklus iptal oranlari %20’ler civarinda iken,
GnRH agonistlerinin kullanilmaya basglanmasiyla, bu oran %2 civarina inmistir.
Bunu, hipofizdeki gonadotrop hiicrelerdeki GnRH reseptorlerini down-regiile ve
desensitize edip, erken LH pikini 6nleyerek yapmaktadir[39].

Bir GnRH agonisti ile tedavide, analogun GnRH reseptorlerine baglanmasi ve
onlar1 uyarmasi sonucu, gonadotropin salgilanmasinda baslangigta bir artis meydana
gelir. Daha sonra reseptorlerin devamli uyarilmasi sonucu, desentizitizasyon
nedeniyle, FSH seviyelerinde daha az olmak iizere LH diizeylerinde ileri derecede
bir azalma meydana gelir. Agonistler birka¢ ay gibi uzun bir siire uygulanirsa LH
seviyeleri baskilanmis halde kalmaya devam ederken, FSH diizeyleri normale doner,
ve suprafizyolojik bir seviyeye ¢ikar.

GnRH antagonistleri 1972’lerde kesfedilmistir ve analoglardan farkli bir etki
mekanizmasina sahiptir. GnRH reseptorlerine yiiksek bir afiniteyle baglanirlar ve
etkisini kompetetif inhibitorler gibi gosterir. GnRH antagonistlerinin reseptdre
baglanma yerlerinin analoglardan farkli oldugu diistiniilmektedir [40, 41].

GnRH agonistlerinin klinik kullanimi, gonadotropin stimulasyon protokollerinde
siklikla g6zlenen, luteinizasyona ve normal folikiil ve oosit gelisiminde bozulmaya
neden olan erken LH pikini, hipofizden gonadotropin salinimini geri ¢evrilebilir bir
sekilde inhibe etmesine dayanmaktadir .

GnRH kadinlarda, overian siklusunun kontroliinde hayati bir role sahiptir. Bu
dekapeptitin molekiiler yapisin1 degistirerek elde edilen analoglar, 6n hipofiz
bezindeki gonadotropik hiicreler lizerinde agonistik veya antagonistik etkiye sahiptir.
GnRH antagonist ve agonistlerin etki mekanizmalari tamamen farklidir.

Agonistler, baglangicta stimulator etkilerinden sonra, gonadotropik hiicre
membranlar lizerinde ki GnRH reseptor sayisinda azalma ve desensitizasyona neden
olarak FSH ve LH saliniminda diismeye yol acarlar. Boylece androjen ve Ostrojen
yapiminda azalma meydana gelir. Antagonistler ise GnRH reseptorleri iizerinde hizl
bir inhibisyona yol acarlar[42] .

Ostrojen eksikligi yan etkilerinin olmamasi ve giivenli ve uygun doz
protokollerinin olmasi, antagonistlerle tedavi edilen kadinlar agisindan en 6nemli
avantajdir. Gonadotropin tedavisine baslamak i¢in 6nceden bir tedavi gerekmez ki
yapilan klinik ¢alismalar sonucu, GnRH antagonistleriyle tedavi protokollerinin daha
kisa oldugu, daha az enjeksiyon sayis1 ve daha az gonadotropin ihtiyact gerektirdigi
ortaya konmustur[43].

Fertilizasyon oranlar1 %60 dan biiyiik ve transfer basina gebelik oranlar1 %30
civarindadir. GnRH antagonist kullanimiyla estradiol salgilanmasinda ciddi diisiisler
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yoktur. Erken LH piki insidans1 %2 seviyelerindedir. Hipofizin gonadotropine cevap
verebilme yetenegi bozulmamaktadir [44] .

GnRH antagonisti kullaniminda en sik rastlanilan yan etki, enjeksiyon yerinde
eritem, kasinma ve sisme gibi hafif gecici lokal reaksiyonlardir. Nadiren asteni,
bulanti, kusma, basagrisi ve bas donmesi goriilmektedir. GnRH antagonist
kullaniminda ki artis ile beraber, elde edilen gebeliklerin bu ilaglara maruz kalma
daha da artmaktadir.

Jinekolojide GnRH antagonistleriyle ilgili ilk ¢alisma sonuclari, Reissmann ve
arkadaglarinca 1995 yilinda yaymlanmistir. Erken LH pikini 6nlemek amaciyla IVF
icin uygulanan KOH’ta cetroreliks kullanilmistir ve istenen basar1 saglanmistir[45].

GnRH antagonistleriyle androjenler kombine edildiginde etkili bir sekilde
spermatogenez baskilanmaktadir. Myoma uteri, endometriozis ve meme, ovaryum,
endometrium ve prostat kanseri gibi hormon bagimli kanserlerin tedavisinde faydal
olabilmektedir[46, 47]

2.5.3.3. Cetrorelix

Cetrorelix asidik komponenet igermeyen temel bir peptitdir. Molekiiler agirlig
1431.06 g/mol olarak hesaplanmistir [48]. GnRH membran reseptoriiniin antagonisti
olan ovaryum steroidegenezinde igsel etkisi olmayan dogal GnRH’in yapisal bir
analogudur [49]. Bu sentetik dekapeptit tek bir peptit bilesenlerinden olugsmustur ve
aksine dogal GnRHin 1, 2, 3, 6 ve 10 pozisyonlarindaki aminoasitlerden meydana
gelmistir.

o, -NH: HN__NH,
. T “‘T’
o ?:/@/0 e E‘J/H 2 %ﬁ
H, \Tﬁrufx »EN,QELQ,N%{-H N}jjﬁ DN \E [
@ @ I cH s
I% 37 QL

3
H CH,
Ac-D-Nal'-(p-Cl)-D-Phe’-D-Pal’-Ser*-Tyr*-D-Cit*-Leu’-Arg®-Pro®-D-Ala""-NH;

Sekil 2.5.3.3. Cetrorelix'in kimyasal yapis1 [48].

Cetrorelix, steril enjeksiyon suyunda (pH 5-8) ¢0ziinen liyofilize tuz
bileseninden 0.25- veya 3.0- mg derialt1 enjeksiyon ile uygulanir. Diliisyon orani 1
ml (0.25-mg flakon, 0.26 — 0.27 mg Cetrorelix asetat’a denktir) veya 3.0 ml (3-mg
flakon, 3.12 — 3.24 mg Cetrorelix asetat’a denktir) olarak hesaplanir [48].

Cetrorelix dogal GnRH ile birlikte hipofiz hiicreleri {izerindeki membran
reseptorlerine  baglanmak igin yaris igerisine girer. Cetrorelix reseptore
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baglandiginda, reseptor bloke edilir. Boylece LH ve FSH salinimi1 doza bagimli hale
gelir. 3 mglik doz verildiginde 1 saat, 0.25 mglk dozda ise 2 saat sonra LH
supresyonu olusmaya baslar. Supresyon stirekli Cetrorelix uygulamasi ile devam
ettirilir. LH supresyonu FSHa gore daha fazla telaffuz edilir. Cetrorelix muamelesi
kesildigi zaman LH ve FSH tizerine etkisi tamamen geri doniistimliidir [50, 51].

GnRH antagonistleri hipofiziyel GnRH reseptorleri iizerinde hizli ve doza
bagimli bir baskilamaya neden olurlar. Cetrorelix, endometriosis tedavisinde sancili
periodlar1 azalttig1 ve hastaligin niiksetmesini engelledigi i¢in iyi tolere edilebilinen
ve etkili bir téropatik se¢enektir [52, 53].

GnRH analoglar1 uzun siireli kullanimda kemik erimesi ates basmasi gibi
menopoz sonrasi goriilen yakinmalara neden olabileceginden Ostrojen igeren ilaglar
ile birlikte verilebilir. Add-back tedavi adi verilen bu durum tezat gibi goriilebilir.
Ancak amag¢ kan Ostrojen diizeyini endometriozisi baskilayacak kadar diisik ve
kemik erimesine neden olmayacak kadar yiiksek bir aralikta tutmaktir. Cetrorelix
muamelesinde add-back tedaviye ihtiyag duyulmaz ve hasta menopoz sonrasi
semptonlara maruz kalmaz [54].

2.6. Yag Dokusu

Yag dokusu bag dokusunun 6zel bir tipidir ve adiposit ad1 verilen hiicrelerden
olusur. Erkeklerde viicut agirliginin % 15-20’sini, kadinlarda ise viicut agirhigimin %
20-25’in1 yag dokusu olusturmaktadir. Farkli yerlesim, renk ve patoloji gosteren iki
tip yag dokusu vardir. Olgunlagmis unilokiiler yag dokusu (beyaz yag dokusu)
hiicreleri, sitoplazmalarinin ortasinda bir tek sar1 yag damlacigi igerirler. Cekirdek
kenara itilmistir. Multilokiiler yag dokusu (kahverengi yag dokusu) hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ise ¢ok sayida lipid damlacigi ve kahverengi mitokondriumlar
mevcuttur. Cok sayida kan damarlar1 ve mitokondrilerindeki renkli sitokromlardan
dolayr kahverengi goriiniirler. Beyaz yag dokusu viicutta homojen dagilim
gosterirken, kahverengi yag dokusu viicudun belli yerlerinde toplanmustir.

Beyaz yag dokusu, visseral yag ve deri alt1 yag dokusu olmak iizere iki kisimda
incelenir. Visseral yag, total viicut yagmin %10-20 kisminit olusturur. Deri alt1 ve
visseral yag arasinda hiicre hacmi, membran reseptorleri, kana yag asidi salgilama ve
yag depolama fonksiyonlar1 bakimindan farkliliklar vardir. Visseral yag dokusunun
vendz drenaji portal sistemledir ve salgilanan yag asitleri dogrudan karacigere gider.
Karacigerde lipoproteinlere doniistiiriilerek tekrar kana verilir [55-57].

Yag hiicreleri hamileligin 15. haftasindan sonra, fibroblastlarin mitozla ¢ogalip
preadipositlere doniisiimii ile olur. Yasamin ilk iki yilinda preadipositlerden yag
hiicreleri olusur, biiyiiklik ve say1 olarak en ¢ok bu zamanlarda degisime ugrarlar
[58, 59]. Puberteye kadar yag hiicre sayisi, ¢ogalarak artmaya devam eder.
Ergenlikten itibaren yag hiicresinde mitoz goriilmez. Hiicreler sayisal olarak artis
gostermez. Sadece biiyiikliikleri degisime ugrar [60].
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Yag hiicrelerinin biiylikliigi 10-200 mikrometre kadar olabilmektedir. Boylece
hiicre cap olarak 20 kat biiyliime gosterebilirken, hacim olarak biiyiime bin kata kadar
ulasabilmektedir [58, 59].

2.6.1. Adipokinler

Adipokin veya adipositokin olarak isimlendirilen bir ¢ok hormon yag dokusunda
salimmaktadir. Adipoz dokuyu olusturan matiir adipositler, pre-adipositler,
fibroblastlar ve makrofajlar gibi pek ¢ok hiicre tipinden bazilar1 adipokin
sekresyonunda aktif rol alirken bazilari pasiftir [1]. Adipokinlerin otokrin, parakrin
ve endokrin etkileri bulunmaktadir [61]. Adipositokinler obezite, insiilin direnci,
diabet ve kardiovaskiiler hastaliklarda rol oynamaktadirlar.

Adipokinleri, sitokin ve sitokin 6zelligi gosteren adipokinler, kemokin 6zellikte
ki adipokinler, akut faz proteinleri olan adipokinler ve pro-inflamatuvar ozellikte
olan adipokinler olarak da siniflandirmak miimkiindiir [62].

2.6.1.1. Sitokin ve Sitokin Ozelligi Gosteren Adipokinler

TNFa c¢esitli immiinolojik fonksiyonlar1 ile bilinen 6nemli bir sitokindir.
Onceleri timdr nekrozuna neden olabilecegi ve hatta kanser, enfeksiyon gibi
durumlarla da iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Obez kisilerde adipositlerde ve
vaskiiler bag dokusu hiicrelerinde TNFa reseptorlerinin sentezi artmaktadir [63].
TNFa bu etkileriyle obezite ve diyabette insiilin direncinin gelismesine katkida

bulunmaktadir. TNFa, insiilinin yag ve kas dokusu lizerindeki etkisini inhibe eder
[64].

16 kDa agirliginda olan leptin yag dokusundaki artisa bagli olarak artar. Deri alt1
yag dokusu basta olmak tizere pek ¢ok dokudan sentezlenip salinir. Leptin, ayrica
viicut lipit metabolizmasi, hematopoez [65], ovariyal hiicre fonksiyonu [66] gibi
farkli doku ve sistemler iizerine de etkilidir. Leptinin en 6nemli fonksiyonu viicuttaki
yag miktarini sabit tutmaktir [67]. Leptin ayrica sempatik sinir sisteminin aktivitesini
de arttirir.

Yag dokusu tarafindan sentezlenen ve 30 kDa biiyiikliigiinde bir polipeptid olan
adiponektin kollagen benzeri bir plazma proteinidir. Adiponektin makrofajlardan
TNFa salinimini ve makrofajlarin epitelyal makrofaj hiicrelerine doniistimiinii
baskilamaktadir. Ayrica adiponektin vaskiiler diiz kaslarda depolanir ve damar
duvarini koroner arter hastalig1 riskine kars1 korur [68, 69].

Interlokin (IL) 6, IL-1pB, IL-10, IL-18, Makrofaj Koloni Stimiile Edici Faktor
sitokin 0zelligi gosteren adipokinler grubunun diger tiyeleridir.
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2.6.1.2. Kemokin Ozelligi Gosteren Adipokinler

Kemokinler inflamasyon, infeksiyon, doku hasari, alerji, kardiyovaskiiler
hastaliklar, ayrica malign timdr patofizyolojisinde rol alan ve farkli hiicre tiplerini
aktive eden bir polipeptid smifidir. IL-8, Makrofaj Gogiinii Baskilayic1 Faktor,
Monosit Kemotaktik Protein-1 bu gruptaki adipokinlere dahildirler [70].

2.6.1.3. Akut Faz Proteini Ozelligi Gosteren Adipokinler

Yaslanma ve obezite ile birlikte artan Orosomukoid, hiperglisemik durumlarda
adipoz dokudan sentezlenen Serum Amiloid, C Reaktif Protein, Pentoksifilin,
Haptoglobulin akut faz proteini 6zelligi gosterirler.

2.6.1.4. Pro-inflamatuvar Ozellikte Olan Adipokinler
Bu grupta yer alan adipokinler direkt olarak inflamasyonun bir parcasi olmayip
inflamatuvar olaylar1 baslatici veya sonlandirict etkiye sahiptirler [62].

Adiponektin, yag dokusundan sentezlenen 30 KDa agirliginda antiaterojenik ve
anti-inflamatuvar bir adipokindir. Kollajen benzeri bir plazma proteini olan
adiponektin GBP28, AdipoQ, ACRP 30 olarak da bilinir. Adiponektin vaskiiler diiz
kaslarda depolanir ve damar duvarini koroner arter hastaligi riskine karsi korur [71].

Rezistin, 12.5 kDa agirliginda Fizz3 proteini olarak da adlandirilan bir
adipokindir. Yaglanma ile birlikte artan rezistin adiponektinin aksine Ozellikle
kemirgenlerde insiilin rezistansina ve tip 2 diyabete yol agabilmektedir. Rezistinin
insanlardaki asil kaynagi ise makrofajlardir [72].

Visfatin, Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii, Monobiitirin, Sinir Biiyilime
Faktorii, Adipsin, Apelin, Omentin pro inflamatuvar ozellikte olan adipokinlere
ornek olarak gosterilir.

2.6.2. Visfatin

Visfatin 2004 yilinda Fukuhara ve ark. tarafindan bulunan en yeni
adipokinlerden biridir. Ismini visseral yag dokusundan almaktadir. 52 KDa agirhigima
olan visfatin, 491 aminoasitten olusan bir gen dizilimine sahiptir [2]. Visfatin ilk
olarak, 1994 yilinda lenfositlerden tiireyen bir sitokin olarak tanimlanmis ve Pre B
cell colony enhancing factor (PBEF) olarak adlandirilmistir. PBEF'nin lenfosit
maturasyonu ve inflamatuvar regiilasyondan sorumlu oldugu rapor edilmistir [73,
74]. Daha sonra benzer bir yap1 nikotinamid adenin diniikleotit biyosentezinde rol
alan NAMPT (Nicotinamide phosphoribosyl transferase) olarak nitelendirilmis ve bir
enzim olarak kabul edilmistir [75]. Visfatin genellikle visceral ve omental yag
dokusundan eksprese olmaktadir. Ayrica deri alti yag dokusundan da c¢ok az
miktarda visfatin salindig1 goriilmektedir [76]. Visfatinin 16kosit ve adipoz dokudan
ayr1 olarak hepatositlerden [77], fotal zarlar ve kaslardan [78] eksprese oldugunu
belirten ¢alismalarda bulunmaktadir.
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Fukuhara RT- PCR kullanarak tanimladig1 Visfatinin subkutan6z yagdan ziyade
visseral yagdan eksprese oldugunu Dbelirtmistir. Insanda plazma visfatin
konsantrasyonlar1 visseral yag ile pozitif olarak iliskilendirilirken subkutanoz yag ile
negatif iliskilendirilmektedir [2]. Visfatin insiilinomimetrik bir adipokin olarak rapor
edilmesine ragmen, visfatin seviyesi ve insiilin duyarliligi arasinda herhangi bir
korelasyonun olmadigini ortaya koyan ¢alismalar da son donemlerde bulunmaktadir
[5, 79]. Fakat obez bireylerde kilo kaybina bagli olarak visfatin seviyelerinin azaldigi
da ortaya konulmustur [80, 81].

Insanlarda plazma visfatin oran1 obez bireylerde daha yiiksek seviyelerde
goriilmekte iken [82] buna baglh olarak kiitle viicut indeksi (BMI) ile de iliskilidir
[83]. Nitekim BMI ve visfatin diizeyleri arasindaki iliskiyi desteklemeyen ¢alismalar
da bulunmaktadir [84, 85].

Son yillarda adipoz dokudan salgilanan adipokinlerin, ovaryum ve dollenme
tizerine etkileri galisilmaktadir [3]. Adiponektin ve ovaryum folikiilleri arasindaki
iligki, adiponektinin ovaryum hiicreleri {izerine etkileri detayli bir sekilde ortaya
konulmustur. Adiponektin prostonoid sentezini indiktlemektedir. Adipoz doku,
ovaryum fonksiyonu ve dollenme arasindaki potansiyel mekanizmalarin birbirine
baglanmasini saglamaktadir [4].

Yeni bulunan bir adipokin olan visfatinin ovaryumdaki lokalizasyonu, ve genital
siklus evrelerindeki rolii bilinmemektedir. Elde edilen bulgular dogrultusunda,
instilin duyarlilig ile ilgili negatif bulgularin ortaya ¢ikmasi visfatinin hipotalamus-
hipofiz-ovaryum axisisinde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu c¢aligmanin
amaci visfatin ekspresyonu ve gonadal eksen arasindaki iligskiyi ortaya koymak,
visfatinin genital siklus fazlarinda ovaryumdaki lokalizasyonunu ve Cetrorelix bloke
folikulogenezde ki visfatin lokalizasyonunu ortaya koyabilmektir.
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GEREC ve YONTEM

3.1. Denekler

Calismada, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edilen
toplam 40 adet Rattus norvegicus (Wistar) tiirli, disi siganlar kullanildi. Tim
denekler standart laboratuar kosullarinda standart diyet ve musluk suyu ile beslendi.
Kafesleri i¢erisinde bulunan deneklere deney siiresince 6zel bir diyet uygulanmadi.

3.2. Gruplarin Olusturulmasi
Her bir grupta 8 denek olacak sekilde 5 grup olusturuldu.

l.grup Il.grup I11.grup IV.grup V.grup
Proostrus Ostrus Metostrus Diostrus Cetrorelix
blokaj grubu

Tiim gruplar i¢in, sicanlarin vaginal smir takipleri yapilarak genital siklus fazlar
belirlendi. Smir alinirken rat, kuyruk ve kuyruk kokiinden tespit edilip kaldirilarak
kafas1 asagiya gelecek sekilde tutuldu, vagina %0.2'lik serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra bagetle smir alindi. Vaginal sitolojik bulgular Schaberg 'in siklus
degisimlerine bagl olarak elde ettigi bulgular dogrultusunda 1tk mikroskobunda
degerlendirildi [86].

3.2.1. Cetrorelix Uygulamasi

Vaginal smir takipleri yapilan ratlardan prodstrus fazindaki 8 rat deney grubuna
dahil edildi. GnRH antagonisti olan Cetrorelix (Cetrotide 0.25/ Serono, Istanbul) her
bir rat icin 100 pg/pl olacak sekilde intraperitoneal olarak enjekte edildi. 14:00 da
enjeksiyon ve 19:00 da [87] dekapitasyon yapilarak deneklerden ovaryum, karaciger
ve kas dokusu 6rnekleri alindi.

3.3. Dokularin Elde Edilmesi

Tim gruplarda sag ovaryum immiinohistokimya, sol ovaryum western blot
analizleri i¢in alindi. Karacigerin sol lobu dissekte edildi. Kas dokusu i¢inde kolay
erisim nedeni ile alt ekstremite bacak kaslarindan soleus kasi tercih edildi. Alinan
dokular immunohistokimyasal islemler i¢cin %10 luk formalin soliisyonuna, SDS-
Page Western blot islemi igin ise sivi nitrojene alinarak -80 °C deki derin
dondurucuya yerlestirildi.
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3.4. Immiinohistokimyasal Goézlemler:

Parafin bloklardan almman 5um kalinhigindaki kesitler {izerinde Visfatin
proteininin ovaryum, karaciger ve kas dokusundaki dagilimlarin1 incelemek amaciyla
rutin immunohistokimyasal protokol (asagida belirtildigi gibi) uygulandi ve 11k
mikroskobu ile incelendi. Ayrica SDS-Page ve Western blot yontemi ile protein
bantlar1 fotograflandirilarak visfatin ekspresyonunun ortaya konulmasi amaclandi.

3.4.1. immiinohistokimyasal Protokol:

5 um kalinligindaki parafin kesitler, superfrost lamlar iizerine alinarak bir gece
56 derecelik etiivde bekletildi. Deparafinizasyon igin iki kere 10’ar dakika
ksilollerden gecirildi ve her birinde beser dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80,
%70’lik alkol serilerinden gegcirilerek rehidrate edildi. Daha sonra, distile suda
calkalandi ve fosfat tuzu tamponunda (PBS; pH: 7.2-7.4) ii¢ kere beser dakika
yikandi. Kesitler, antijenik maskenin giderilmesi i¢in 200 ml sitrat tamponuna
(pH:6.0) konularak mikrodalga firinda yedi dakika muamele edildi ve firin disinda
yirmi dakika sogumaya birakildi. Bunu takiben cevresi hidrofobik kalemle cizilen
kesitler, distile sudan ve PBS’ten gecirildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin
giderilmesi i¢in kesitler %3’liik hidrojen peroksit ile 20 dakika inkiibe edildi. Distile
suda c¢alkalanip PBS’te yikanan kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil
olmayan Immunoglobulin (Ig) baglanmalarini 6nlemek amaciyla bloklama serumu
(Large Volume Ultra V Blok, Labvision, UK) ile 20 dakika muamele edildi serumun
fazlas1 alinarak kesitler, tavsan poliklonal Visfatin-1(C-term) (Abbiotec, Katolog
No0:250539) ile 1:100 diliisyon oraninda, tavsan poliklonal Rabbit Anti-visfatin
(Phoenix, (H-003-084) ile 1:200 diliisyon + 4°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Kontrol kesitlerine primer antikor yerine PBS uygulandi. Kesitler inkiibasyon
sonunda PBS ile ii¢ defa beser dakika yikandi. Daha sonra sirasiyla, 20 dakika
biyotinli sekonder antikor (Dako, Glostrup, Denmark) ve 15 dakika streptavidin-
peroksidaz kompleksi ile inkiibasyon yapildi. Her iki uygulama sonrasinda da PBS
ile 3 defa beser dakika yikama yapildi. Ardindan sinyali gelistirmek i¢in dokular {i¢
dakika Diamino benzidin (DAB) kromojeni (Ultravision Detection system,
Labvision, UK) ile muamele edildi ve musluk suyunda yikandi. Dokular Mayer’in
Hematoksilen’inde (Dako, Glostrup, Denmark) 6-7 saniye zit boyama yapildiktan
sonra kapatma soliisyonu ile kapatildi. Boyanmis kesitler Zeiss-Axioplan 151k
mikroskobunda degerlendirilerek fotograflandirildi.

3.4.2. SDS - Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve Western Blot Metodu:
Tiim gruplara ait doku 6rnekleri, 0.2 gr dokuya 600ml lysis buffer ve 10 ml
proteaz inhibitor kokteyli olacak sekilde inkiibe edilerek sonikatér yardimi ile
homojenize edildi. Deneklerden alinan ovaryum, karaciger ve kas dokular1 15000
g’de, +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kistmlar1 —20°C’de saklanmak
lizere, protein lizatlar1 hazirlandi. Dokularin igerdigi protein miktarlart BCA kiti
kullanilarak tespit edildi. Elektroforezden once, 100°C’deki suda 6rnekler 5 dakika
kaynatildi. Jel elektroforezi i¢in %10’luk poliakrilamid jel hazirlandi. Her kuyucuga
20 mikrolitre 6rnek, protein miktarlar esit olacak sekilde konularak ve Mini protean
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sistem IV tankinin igine yerlestirildi. Mini protean sistem IV tankina elektroforez
solusyonu eklenerek, tank giic kaynagina baglandi. Proteinler gli¢ kaynag: araciligi
ile 100 Volt, 50 miliamperde 80-100 dakika elektroforez edildi.

Proteinler jelde yiirtirken, PVDF membran {istte ve altta 3’er adet filtre kagidi
olacak sekilde sandvi¢ bigiminde hazirlanarak, PVDF membran iizerine proteinleri
iceren jel konularak hazirlanan sandvi¢ Mini protean IV sistemindeki tank blot
igerisine alindi. Mini protean IV tankina transfer soliisyonu eklenerek +4 C’de gece
boyu proteinlerin membrana transfer olmasi saglandi. Proteinlerin PVDF membrana
transferinden sonra elde edilen membran, Tris tuz soliisyonu (TBS) ile hazirlanan %
5’lik yagsiz kuru siit tozu ile oda 1sisinda 1 saat calkalayict iizerinde bloklanda.
Bloklama soliisyonuna ayrica % 0.1 Tween-20 ilave edildi. Membran, {ireticinin
tavsiyesine gore hazirlanmig ve bloklama soliisyonu i¢inde dilue edilmis olan visfatin
primer antikor (Abbiotec, Katolog N0:250539) kullanilarak oda sicakliginda 1 saat
karistirict iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 1 saat boyunca
10 dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama yapildi. Membran, primer
antikor i¢in uygun olan ve bloklama soliisyonu ile dilue edilmis horseradish
peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikorla oda sicakliginda karistirici iizerinde 1
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 1 saat boyunca 10 dakikada bir
TBS-T  soliisyonu yenilenerek yikama yapildi. Membran SuperSignal
Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi ile 5 dakika inkiibe edildikten sonra
karanlik oda igerisinde membranlardaki sinyaller hiperfilme aktarildi. Film developer
ve fiksatif sollisyondan gegirilerek, distile su ile yikanip kurutuldu.

3.5. istatistiksel Analiz

3.5.1. Semikantitatif Degerlendirme

Tiim gruplarda pozitif immunoreaktif hiicrelerin immunoboyanma yogunluklari
semikantitatif olarak (0): Negatif; (+/-): zayif pozitif; +: Pozitif, ++: Kuvvetli pozitif;
+++: Cok kuvvetli pozitif, seklinde degerlendirildi. Primordiyal ve primer
folikiillerde oosit sitoplazmasi, Graff folikiillerinde oosit sitoplazmasina ek olarak
graniiloza hiicrelerinin de immiinboyanmasi dikkate alinmistir. Corpus luteumda ise
luteal hiicrelerin visfatin immiinreaksiyonu dikkate alinarak degerlendirme
yapilmugtir.

3.5.2. H Score Analizi

Calisma gruplarindaki visfatin immiinreaksiyonun degerlendirmesi H score
analizi ile yapildi. Kisaca, visfatin ile immiin boyanan corpus luteum kesitlerinde
Zeiss-Axioplan mikroskop kullanilarak degerlendirme yapildi. Bes farkli alan
belirlenerek X40 biiyiitmede immiinboyanma siddetine bakildi. Analiz iki arastirmaci
tarafindan gergeklestirildi [88]. Ayn1 zamanda gruplar arasinda yapilan Student t test
sonuglarina gore anlamh farklar ortaya konuldu.
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BULGULAR

4.1. immunohistokimyasal Bulgular

4.1.1. Bulgularin Semikantitatif Degerlendirmesi

Yaptigimiz immunohistokimyasal boyamalar sonucunda ¢alisilan visfatin
proteininin immunboyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirilerek
kontrol ve deney gruplarindaki immunoboyanma yogunluklar1 Tablo 1 de
Ozetlenmistir.

Proostrus | Ostrus | Metostrus | Didstrus Cetrorelix
Primordiyal | ++ + + + +/-
Primer ++ + + + +
Graaf ++ +++ ++ + +
Corpus +++ ++ ++ + +/-
Luteum

Tablo 4.1.1.: Sikluslar aras1 ve cetrorelix grubuna ait visfatin ekspresyonunun semikantitif
degerlendirmesi.( 0: Negatif, +/-: Zayif pozitif; +: Pozitif; ++: Kuvvetli pozitif;
+++:Cok kuvvetli pozitif)
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4.1.2. Bulgularin H-SCORE Analizi

Visfatin immiinboyanma pozitif hiicre sikligt H score analizine gore
degerlendirildiginde Prodstrus grubunda en yogun boyanmanin oldugu ve boyanma
yogunlugunun sirasiyla Ostrus, metostrus ve didstrus olacak sekilde azaldigi ortaya
konulmustur. Istatiksel olarak dstrus grubu ile metdstrus grubu arasinda anlamli bir
fark olmamakla beraber diger gruplar arasinda anlamli bir fark ortaya konulmustur.
Degerlendirme sonucunda oOzellikle cetrorelix grubunda oldukca  diisiik
immiinreaksiyon gézlemlenmistir.

250

I Proostrus
[ Ostrus
I Metostrus
[ Diostrus
I Cetrorelix

200 A

150 A

100 ~

visfatin H-SCORE
H

50 4

Sekil 4.1.2. Genital sikluslara ve cetrorelix grubuna ait visfatin ekspresyonunun H Score analizi.
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4.1.3. Karaciger Dokusu Visfatin iImmunboyanmalariin Sonuclari

Prodstrus grubuna ait deneklerden alinan karaciger dokusundaki yaygin visfatin
immunreaksiyonu hepatosit sitoplazmalarinda periniikleer yerlesimli olarak
gozlemlendi. Karaciger lobiilleri vena centralise gére merkezden perifere dogru Z3-
Z2-71 olarak bolgelere ayrilarak degerlendirilme yapildiginda anlamli bir farkin
olmadig1 ve visfatin ekpresyonunun homojen dagilim gosterdigi ortaya konuldu
(Sekil 4.1.3 a,b). Negatif kontrol kesitlerde visfatin immiinreaksiyonu goézlenmedi
(Sekil 4.1.3 a, kiicilik panel)

Sekil 4.1.3. (a) Proostrus grubuna ait karaciger dokusundaki visfatin ekspresyonu x40. (b) Prodstrus
grubuna ait karaciger dokusundaki visfatin ekspresyonu. X 100. Negatif kontrol
kesiti (Kiigiik panel), Santral ven (CV), Hepatositler (H).
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4.1.4. Cizgili Kas ve Diiz Kas Visfatin Immunboyanmalariin Sonuclar

Prodstrus grubuna ait deneklerin bacak bolgesinden alinan soleus kasi ile
ovaryum damarlarinin tunica media tabakasina ait diiz kas hiicrelerinde visfatin
immunreaksiyonu goézlemlendi.(Sekil 4.1.4.a,c). Her iki doku 6rneklerinin negatif
kontrol kesitlerinde immiinreaksiyon gortilmedi.(Sekil 4.1.4.b,d).

Sekil 4.1.4. (a) Proostrus grubuna ait deneklerin M.soleus kasindaki visfatin ekspresyonu X20.
(b) Negatif kontrol kesiti. X20. (c) Progstrus grubuna ait deneklerin ovaryum
kesitlerindeki damarlarin tunica media tabakasina ait diiz kas liflerindeki visfatin
ekspresyonu (0k). X20 d: Negatif kontrol kesiti X20.
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4.1.5. Probstrus Grubu Ovaryumlarin Visfatin immunboyanmalarinin
Sonugclari

Prodstrus evresindeki bir primordiyal folikiil incelendiginde immiinreaksiyonun
yogun oldugu gozlemlendi. Bu folikiillerin ¢evresini saran yassi graniiloza hiicre
tabakas1 net izlenmekle beraber sitoplazmalarinda immiinreaksiyon belirgin degildi.
Yiizey epitelinde de pozitif immiinreaksiyon gézlemlendi (Sekil 4.1.5.a).

Primer folikiil incelendiginde folikiillerin oosit sitoplazmalarinda reaksiyon
gozlemlenirken graniiloza hiicrelerinde daha yogun reaksiyon goriilmekteydi (Sekil
4.1.5.b-c).

Graaf folikiillerde oosit sitoplazmalar1 benzer immiinreaksiyon gosterirken,
graniiloza hiicrelerinin kumulus ooforus ve corona radiata tabakalarinda heterojen
bir boyanma gozlemlendi. Teka interna tabakasina baktigimizda olduk¢a yogun bir
visfatin immiinreaksiyonu s6z konusu idi (Sekil 4.1.5.c-d).

Prodstrus grubu kesitlerde tiim Iuteal hiicrelerde siddetli bir immiinboyanma

gozlemlendi. Immiinreaksiyonun yiizey epiteline yaklastikca daha da arttig1 goriildii
(Sekil 4.1.5.1).

Prodstrus grubu negatif kontrol kesitlerinde immiinboyanma gézlenmedi (Sekil
4.1.5.e ve kiigiik paneller) .
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Sekil 4.1.5. Proostrus grubuna ait ovaryumlarda visfatin immiin boyanmalari. a: primordiyal
folikiil (turuncu panel), yiizey epiteli (ok) 40X. b: primer folikiil c: sekonder folikiil
20X, d: sekonder folikiil 40 X. e: Primer ve sekonder folikiil negatif kesiti 20X.
f: Corpus luteum 20X. Negatif kontrol kesitleri (kii¢iik panel). Oositler (O),

Graniiloza hiicreleri (GR), Teka hiicreleri (T), Luteal hiicreler (L), Primer folikiil
(P), Sekonder folikiil (S)
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4. 1.6. Ostrus Grubu Ovaryumlarin Visfatin immunboyanmalarinin Sonuglar:

Ostrus evresindeki bir primordiyal folikiil incelendiginde immiinreaksiyonun
pozitif oldugu gozlenmektedir. (Sekil 4.1.6.a).

Ostrus evresindeki primer bir  folikiil incelendiginde folikiillerin oosit
sitoplazmalarinda reaksiyon gozlemlenirken graniiloza hiicrelerinde ise oldukga zayif
bir reaksiyon vardi. (Sekil 4.1.6.b).

Gelismekte olan folikiillerde oosit sitoplazmalari1 , graniiloza hiicreleri ve teka
interna tabakasina baktigimizda oldukca yogun bir visfatin immiinreaksiyonu s6z
konusu idi (Sekil 4.1.6.c).

Graaf agamaya ulagsmuis folikiillerde tek bir antral boslugun folikiil sivisi ile dolu
oldugu  ama visfatine bagli immiinreaksiyon gostermedigi goriildii. Oosit
sitoplazmalar1 immiinreaksiyon gosterirken oositin ¢evresini saran graniiloza
hiicrelerinin ~ kumulus ooforus ve corona radiata tabakalarinda da homojen bir
immiinboyanma go6zlemlendi.Teka interna tabakasinda da olduk¢a yogun bir
immiinboyanma goriilmekteydi (Sekil 4.1.6.d).

Ostrus grubu kesitlerde tiim luteal hiicrelerde siddetli bir immiinboyanma
goriiliirken immiinreaksiyon yiizey epiteline yaklastikca daha da siddetlendi (Sekil
4.1.6.e).

Ostrus grubu negatif kontrol kesitlerinde immiinboyanma gozlemlenmedi (Sekil
4.1.6.a,b,e kiiciik paneller) .
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Sekil 4.1.6. Ostrus grubuna ait ovaryumlarda visfatin immiin boyanmalar1. a: primordiyal
folikiil (turuncu panel), yiizey epiteli (ok) 40X. b: primer folikiil 40 X c: sekonder
folikiil 20X, d: graaf folikiilii 20 X e: Corpus luteum 20X. Negatif kontrol kesitleri
(kiigiik panel). Oositler (O), Graniiloza hiicreleri (GR), Teka hiicreleri (T), Antrum

(A), Luteal hiicreler (L).
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4.1.7. Metéstrus Grubu Ovaryumlarin Visfatin Immunboyanmalariin
Sonuclan

Metdstrus evresindeki bir primordiyal folikiil incelendiginde immiin reaksiyonun
pozitif oldugu gozlenmektedir. Bu folikiillerin g¢evresini saran yassi graniiloza
hiicrelerinin sitoplazmalarinda immiinreaksiyon belirgin degildi. (Sekil 4.1.7.a) .

Primer folikiil incelendiginde folikiillerin oosit sitoplazmalarinda ve graniiloza
hiicrelerinde zayif bir immiinreaksiyon reaksiyon vardi (Sekil 4.1.7.b) .

Graaf folikiillerde oosit sitoplazmalari, graniiloza hiicrelerinin kumulus ooforus,
corona radiata ve teka interna tabakalarinda preantral folikiillere nazaran daha yogun
bir visfatin immiinreaksiyonu gézlemlendi. (Sekil 4.1.7.c) .

Metostrus grubu kesitlerde tiim luteal hiicrelerde yogun bir immiinboyanma
gozlemlendi (Sekil 4.1.7.d).

Metdstrus grubu negatif kontrol kesitlerinde immiinboyanma gozlenmedi (Sekil
4.1.7.a,d- kii¢iik paneller) .
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Sekil 4.1.7. Metostrus grubuna ait ovaryumlarda visfatin immiin boyanmalari. a: primordiyal
folikiil (turuncu panel), 40X. b: primer folikiil (P) c: Graaf folikiil 20X, d: Corpus
luteum 20X. Negatif kontrol kesitleri (kiigiik panel). Oositler (O), Graniiloza
hiicreleri (GR), Teka hiicreleri (T), Luteal hiicreler (L).
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4. 1.8. Diéstrus Grubu Ovaryumlarin Visfatin Iimmunboyanmalarinin Sonuclar

Diostrus evresindeki bir primordiyal folikiil incelendiginde immiin reaksiyonun
pozitif oldugu gézlenmektedir. (Sekil 4.1.8. a) .

Primer folikiil incelendiginde folikiillerin oosit sitoplazmalarinda reaksiyon
gbzlemlenirken graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda olduk¢a zayif visfatin
immiinreaksiyonu vardi (Sekil 4.1.8.b) .

Graaf folikiillerde oosit sitoplazmalari, graniiloza hiicrelerinin kumulus ooforus
ve corona radiata tabakalar1 ve teka interna tabakasinda zayif visfatin

immiinreaksiyonu s6z konusu idi (Sekil 4.1.8.¢c) .

Didstrus grubu kesitlerde tiim luteal hiicrelerde zayif bir immiinboyanma
gozlemlendi (Sekil 4.1.8. d).

Diostrus grubu negatif kontrol kesitlerinde immiinboyanma gozlenmedi (Sekil
4.1.8. ¢, d- kiigiik paneller) .
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Sekil 4.1.8. Didstrus grubuna ait ovaryumlarda visfatin immiin boyanmalari. a: primordiyal
folikiil (turuncu panel) 40X, b: primer folikiil (P) 40X, c: Graaf folikiil 20X,
d:Corpus luteum 20X. Negatif kontrol kesitleri (kiigiik panel). Oositler (O),
Graniiloza hiicreleri (GR), Teka hiicreleri (T), Luteal hiicreler (L).
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4.1.9. Proostrus ve Cetrorelix Gruplarimin Visfatin immunboyanmalarinin
Karsilastirilmasi

Proestrus evresindeki bir primordiyal folikiil incelendiginde immiinreaksiyonu
yogun olarak gézlemledik. Cetrorelix grubunda, primordiyal folikiil sitoplazmalari
daha zayif immiinboyanma gostermektedir (Sekil 4.1.9.a-b) .Yassi graniiloza
hiicreleri gelisimle beraber kiibiklesmeye basladikca stoplazmalariin visfatine karsi
daha yogun immiinreaksiyon gosterdigini gozlemledik (Sekil 4.1.9.a- kiiglik panel)

Primer foliikiil incelendiginde her iki gruptaki folikiillerin  oosit
sitoplazmalarinda benzer reaksiyon gbzlemlenirken prodstrus grubuna ait kesitlerde
graniiloza hiicrelerinde daha yogun reaksiyon vardi (Sekil 4.1.9.c-d) .

Graaf agamaya ulagsmis folikiillerde oosit sitoplazmalar1 benzer immiinreaksiyon
gosterirken prodstrus grubunda graniiloza hiicrelerinin  kumulus ooforus ve corona
radiata tabakalarinda heterojen bir boyanma gozlemlendi. Cetrorelix grubunda ise
zaylf bir boyanma vardi. Her iki grubun teka interna tabakasina baktigimizda
cetrorelix grubunda immiinreaksiyon ¢ok zayif iken prodstrus grubunda oldukca
yogun bir immiinboyanma gozlenmekteydi (Sekil 4.1.9.c-d).

Cetrorelix grubuna ait corpus luteum alanlarinda az sayida hiicre ve zayif bir
immiinboyanma s6zkonusu iken prodstrus grubunda ise tiim luteal hiicrelerde yogun
bir immiinboyanma gézlemlendi. Immiinreaksiyon yiizey epiteline yaklastik¢a daha
da siddetlendi (Sekil 4.1.9.e-f)

Her iki grubun negatif kontrol kesitlerinde immiinboyanma gozlenmedi (Sekil
4.1.9.b-e kiigiik paneller) .
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Sekil 4.1.9. a, ¢, e Cetrorelix grubuna ait ovaryumlarda visfatin immiin boyanmalari. a: primordiyal
folikiil (turuncu panel) 40X. Kiibik primordiyal folikiil (*). c: primer folikiil (P) ve
sekonder folikiil, e: Corpus luteum . Negatif kontrol kesitleri (kiigiik panel).
Oositler (O), Graniiloza hiicreleri (GR), Teka hiicreleri (T), Luteal hiicreler (L).

b, d, f Pro6strus grubuna ait ovaryumlarda visfatin immiin boyanmalar1. b: primordiyal
folikiil (turuncu panel) 40X. Kiibik primordiyal folikiil (*). d: primer folikiil (P) ve
sekonder folikiil, f: Corpus luteum . Negatif kontrol kesitleri (kiigiik panel).
Graniiloza hiicreleri (GR), Teka hiicreleri (T), Luteal hiicreler (L).
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4. 1.10. SDS-PAGE Western Blot Sonuclar1

Immiinhistokimyasal ~ bulgularimizi  desteklemesi  amaciyla  yapmayi
diisiindiigimiiz Western Blot calismalarimizda deney prosediiri uygulanmasina
ragmen antikor caligmadi ve visfatin diizeyini gostermeyi amagladigimiz bantlar
ortaya koyamadik.
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TARTISMA

Adipoz dokunun sadece enerji kaynagi degil ayn1 zamanda, bir¢ok sitokin ve yag
dokusu kaynakli peptidleri salgilama yetenegi olan aktif bir organ olmasi nedeniyle,
yeni metabolik belirte¢lerin ~ varligim1  arastirmak i¢in ¢alismalara kaynak
olusturmaktadir. Ozellikle artan yag kitlesi ile tip 2 diyabet, metabolik sendrom,
hipertansiyon ve astim gibi pek c¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasi bu durumu
ispatlamaktadir. Yag dokusunun, salgiladig1 adipokinlerin miktarindaki degisiklikler
sonucunda bu hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir [89].

Visfatin, adipositokin ailesinin en yeni iiyelerinden biridir. Ilk olarak 1994
yilinda lenfositler tarafindan iiretilen bir sitokin olarak tanimlanmis ve pre-B cell
colony-enhancing factor (PBEF) olarak rapor edilmistir [90]. Daha sonralari NAD
biyosentezinin simnirlandirict enzimlerinden biri olarak tanimlanmis ve NAMPT
olarak isimlendirilmistir [77, 78]. 2004 yilinda Fukuhara ve ark. tarafindan 52 KDa
agirliginda 491 aminoasitlik gen dizilimine sahip bir protein oldugu bulunmus ve yag
dokusundan sentezlendigi diisiiniilerek (visseral fat) visfatin olarak isimlendirilmigtir
[2]. Yayinlanan ilk ¢alismalarin verilerinde, insanlarda ve farelerde obezite gelisimi
sirasinda plazma visfatin diizeyinin arttig1 , hiicre kiiltiirlerinde insulin-mimetik etki
gosterdigi ve farelerde plazma glikoz diizeylerini disiirdiigii bildirilmistir. Bu
bulgular, insulin direnci ve beraberindeki metabolik hastaliklarin patogenezini
aciklamada, alternatif tedavi seceneklerini yaratmada visfatinin yeni bir umut
olabilecegi fikrini dogurmustur [91].

Visfatin hormon gibi degil parakrin-otokrin ajan gibi rol oynamaktadir.
Arastirmacilar immiinblot analizi sonucunda Visfatini 52 kDa vel7 kDA olmak
lizere 2 bant halinde rapor etmislerdir. 17 kDA olan yapmin heniiz
isimlendirilmemis bir visfatin metaboliti ya da daha kiiciik bir formu olabilecegini
bildirmektedirler [92, 93].

Insiilin direngliligine baglh tip 2 diyabet [79, 94], obezite [80, 84] , gestasyonel
diabetus mellitus [95, 96] gibi bir takim hastaliklarda dolasimdaki visfatin seviyeleri
incelenmistir. Periferik visfatin konsantrasyonunun obez bireylerde yiikseldigi
goriiliirken farkli sonucglar da s6z konusudur. Tip 2 diyabetli hastalarda kandaki
visfatin konsantrasyonunda artis [97], azalma [98] ve herhangi bir degisikligin
olmadigini [99, 100] gosteren farkli sonuglar ortaya konulmustur.

Obez ve diyabet hastalar ile hamile bireylerde visfatin serum seviyelerinin
arttigimi rapor eden calismalar tespit edilmistir. Tartismali sonuglar burada da
karsimiza c¢ikmaktadir. Bazi arastirmacilar gruplar arasinda 6nemli bir farkin
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olmadigin1 rapor etmislerdir [80, 101, 102]. Hamile bireylerde serum visfatin
seviyeleri yiiksek iken obez ve zayif kontrol grubu arasinda o6nemli bir farkin
olmadigini belirtmislerdir.[93].

Saglikli bir kadinin normal hamileliginde insiilin duyarliligina bagli olarak
adipoz dokuda artig goriildigli bilinmektedir. Hamileligin ilk dénemindeki serum
visfatin oranlari, 2. donemdeki insiilin duyarliligini isaret ederken, 1.donemdeki
viicut yag orani, 2. donemdeki insiilin aktiviteleri ile negatif iligskilendirilmektedir
[92].

Sicanlarda yapilan bir c¢alismanin sonucglarina gére mRNA gestasyonun
21.glinlinde visfatin seviyesi yiikselirken, 7 ve 14. giinlerde visfatin
goriilmemektedir. Eger visfatinin glukoz metabolizmasina bir etkisi varsa hamileligin
son zamanlarinda goriilmesi gerekmektedir [103].

Adiponektin, visfatin/PBEF, omentin ve vaspin adi verilen dort adipokinin
instilin duyarhiligini artirdig1 icin yararli olarak nitelendirebiliriz. Adiponektinin
ovaryum ve plasentada fonkisiyonel rol oynadig1 bilinmektedir. Folikiilogenezin ge¢
sathalarin1 ve ovaryum folikiillerinde insiilin ve gonadotropinleri direkt olarak
etkiledigi dair giiglii deliller bulunmaktadir. Visfatin/PBEF, omentin ve vaspin'in
tiremedeki rolii heniiz ortaya konulmamaistir. Bu sitokinlerinde ovaryum fonksiyonun
tizerinde bir takim mekanizmalarda rol almalart muhtemeldir. [3].

Visfatin ile ilgili caligmalar gdézden gegirildiginde elde edilen bulgularin
birbirleriyle ¢elistigi goriilmektedir. Calismalarin neredeyse tamami sistemik kandan
serum seviyelerinde dl¢iim yolu ile elde edilen bulgulardir. Eger visfatin lokal etki
gosteren bir protein ise dolagimdaki kanmn visfatin seviyesini 6lgmek yeterli ve
saglikli bir yontem degildir. Bu nedenle visfatin ile ilgili olarak farkli bulgular ortaya
cikabilmektedir [104]. Bu farkli sonuglar daha spesifik, doku odakli histolojik
caligmalara gereksinim oldugunu agik¢a ifade etmektedir. Bu ¢alismanin sonuglari
ovaryum Visfatin korelasyonunun ortaya konulmasi amaciyla gergeklestirilen ilk
doku odakl1 bilimsel verilerdir.

Bu calismanin amagclarindan birisi de Ostrus siklusuna bagli olarak visfatin
ekspresyonunu ortaya koymakti. Primordiyal folikiil gelisimi gonadotropinden
bagimsizdir ve ilk olarak parakrin ve endokrin faktorlerle saglanir. Bu faktorler
oositin kendisi ve etrafindaki granulosa hiicreleri tarafindan iretilmektedir ve
organizasyon graniiloza hiicresi-oosit iliskisi ile saglanir. Calismadaki bulgular
visfatin  ekspresyonunun biitiin  folikiil evrelerinde gozlemlendigini ortaya
koymaktadir. Primordiyal folikiillerin oosit sitoplazmalarinda, primer folikiillerin
oosit sitoplazmalar1 ve kiibik graniiloza hiicrelerinde, antral folikiillerin oosit
sitoplazmalar1 ve graniiloza hiicrelerine ek olarak teka tabakasinda da visfatin
immiinreaksiyonu gozlemlendi. Primordiyal folikiillerde visfatin varliginin tespiti bu
adipokinin parakrin ve otokrin fonksiyonuna bagli olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Bilindigi tizere, folikiiler evrenin basinda FSH saliniminin artist primer
folikiillerin biiylimesini uyarir ve graniiloza hiicrelerinde ki FSH reseptorlerinin
sayisini artirir. BOylece graniiloza hiicreleri ¢ogalmaya baslar. Ortamdaki yiiksek
Ostrojen diizeyi FSH’u azaltirken, LH’u artirir ki LH reseptorleri teka interna
hiicrelerinde bulunur [16]. Elde edilen bulgulara gore graniiloza hiicrelerinde
gbozlemlenen immiinreaksiyon visfatin ile FSH arasindaki, teka tabakasinda
gozlemlenen immiinreaksiyon ise visfatin ile LH arasindaki baglantiyr ifade
etmektedir. Calismamizda en yogun visfatin immiinboyanmasi prodstrus grubu
deneklerden elde edilen kesitlerde goriilmekteydi. Ostrus, metdstrus ve didstrus
grubu deneklerden elde edilen kesitlerde de immiinreaksiyon ortaya konuldu.
Calisma sonucu elde edilen semikantitif degerlendirme goz Oniine alindiginda FSH
ve LH'un pik yaptigr 0Ostrus siklusundaki Graaf folikiillerinde, hem oosit
sitoplazmasinda hemde graniiloza hiicreleri ile teka tabakasinda en siddetli visfatin
immiinreaksiyonunu gozlemledik. Bu bulgular 1s18inda, visfatinin de adiponektin
gibi folikiilogenezde fonksiyonel rol oynayabilecegini diistinmekteyiz.

Polikistik over sendromlu hastalarda (PCOS) yapilan bir c¢alismada lutein
hormon (LH), folikiil stimulan hormon (FSH), prolaktin (PRL), testesteron (T), A4-
androstenoidin  (A4A), dehidroepiandrosterone siilfat (DHEA-S), 17a-OH-
progesteron, SHBG, glukoz, insiiliin ve visfatin seviyeleri 0l¢iilerek, obezite hastalari
ve normal kilolu kontrol gruplar karsilastiritlmistir. LH seviyeleri PCOS' lu hastalarda
daha yiiksek ¢ikarken FSH ve PRL seviyeleri arasinda bir fark gozlemlenmemistir.
T, A4A, DHEA-S, 17a-OH-progesteron seviyeleri PCOS' lu hastalarda daha yiiksek
cikmaktadir. 3 grubun glukoz seviyeleri arasinda bir fark gézlemlenemezken, plazma
visfatin seviyeleri ve LH seviyeleri arasinda pozitif korelasyon oldugu ortaya
konulmustur. SHBG ise digerlerinden bagimsiz olan tek degerdir. Sonug¢ olarak
PCOS lu zayif bayanlarda normal kontrol grubuna oranla daha yiiksek visfatin
seviyeleri gozlemlenmektedir. Yiikselen visfatin degerleri PCOS ile iliskilendirilen
hiperinsiilinemia ile direkt olarak ilgili degildir. Plazma visfatin ve LH degerleri
arasinda korelasyon PCOS'un nedenlerinden olan hipofiz-hipotalamus-ovaryum
axisinin arasindaki iliskiyi diisiindiirmektedir [105].

Bu diisiince dogrultusunda GnRH antagonisti olan Cetrorelix kullanilarak
disaridan folikiilogenez kontrol altina alinarak Visfatin ve hipofiz-hipotalamus-
ovaryum axisi arasindaki iliski ortaya konuldu. Cetrorelix muamelesi sonucu FSH ve
LH seviyeleri azaldiginda [87] visfatinin de immiinreaksiyonun azalmasi
beklenmekteydi. Sonuclar hipotezimizi destekler nitelikteydi. Hem semikantitatif
degerlendirme hem de H Score analizi sonucu Cetrorelix grubunda visfatin
immiinreaksiyonunun en zayif diizeyde oldugunu gozlemledik. Cetrorelix
uygulanmis deneklerde ki anlamli (p<0.05) H-Score azalist corpus luteum
alanlarindaki androjen biyosentezinin de etkilendigini gostermektedir.Deney
modelimiz  g¢ergevesinde  bulgularimizin  biyokimyasal = parametreler ile
desteklenmesinin yeni ¢calisma alanlar yaratacagi diisiincesindeyiz.

Calismanin karaciger kesitlerinden elde edilen sonuglar, bu proteinin karacigerde de

eksprese oldugunu, ozellikle graniilli endoplazmik retikulum alanlart olan
periniikleer alanlardaki visfatin immiinreaksiyonu, bu proteinin yogun bir sekilde bu
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bolgelerden salindigini diistinmemize yol agti. Bulgularimiz literatiirii destekler
nitelikte idi.

Visfatin, vaskiiler disfonksiyon ve bazi metabolik hastaliklar ile iliskili olarak
vaskiiler diiz kaslarda inflamasyona yol agmaktadir [106]. Artan visfatin seviyeleri
kolesterol, sigara kullanimi, hipertansiyon, diabet ve obeziteye baglh olarak koroner
arter hastaliklar1 ve akut koroner sendromlar ile iligkilendirilmistir [107]. Visfatinin
bagimsiz olarak karotis kalinlasmasina yol agtig1 ortaya konulmustur [108] . Visfatin
ekspresyonunun koroner atherosklerozis makrofajlarinda arttigi bildirilmistir. Plak
destabilizasyonunda rol alabilecegi disiiniilmektedir [109]. Aym1 zamanda
atherosklerotik iskemi reperfiizyon hayvan deney modelinde visfatinin kalbi koruyan
bir etkisinin bulundugu rapor edilmistir [110]. Calisma sonucu ortaya koydugumuz
ovaryum damarlarinin tunika media tabakasindaki diiz kaslarin visfatin ekspresyonu
literatiirii destekler niteliktedir.

Sporcularda, normal bireylerden daha yiiksek iskelet kast NAMPT goriilmesi ve
3 haftalik egzersiz sonucu normal bireylerin iskelet kast NAMPT seviyelerinin
yiikselmesi visfatin ve iskelet kasi arasinda dogru orantinin oldugunu ortaya
koymaktadir [78]. Calismamizda ki M.soleus kasindan alinan orneklerin visfatin
immiinboyanmalar1 kas dokusundaki visfatin lokalizasyonun ortaya koymaktadir.
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SONUCLAR

Visfatin ekspresyonu genital siklus evrelerine bagli olarak degisim
gostermektedir. Folikiillerin oosit sitoplazmalarinda, primer ve antral
folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve teka interna tabakasinda visfatin
immiinreaksiyonu pozitiftir. Corpus luteum, luteal hiicrelerinde visfatin
immiinreaksiyonu olduk¢a yogundur.

Primordiyal folikiillerdeki visfatin immiinreaksiyonu visfatinin otokrin ve
parakrin etkisini ortaya koymaktadir.

Ozellikle Graaf folikiillerdeki visfatin ekspresyonu yogunlugu FSH ve
LH' in pik yaptigi periyotda visfatinin ekspresyonunda arttigini ortaya
koymaktadir.

GnRH blokaji sonrasinda visfatin immiinreaksiyonun azalmasi visfatinin
hipotalama-hipofiz-ovaryum  aksisinde potansiyel rol oynadigini
diistindiirtmektedir

Karaciger, ¢izgili kas ve damar diiz kaslarinda visfatin lokalizasyonu

ortaya konulmustur.
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Abstract

Exposure to formaldehyde, which is an organic compound, disturbs the integrity of nasal mucosa. In this study, we aimed
to clarify the protein changes in the junctional complex of nasal mucosa of Wistar rats exposed to formaldehyde inhalation.

The study was performed in 20 female Wistar rats. Rats were divided into two groups randomly. Control rats were
allowed free access to standard rat chaw and tap water (7:10). Experimental group was exposed to formaldehyde vapor
at 15 ppm, 6 h/day, 5 days/week for 12 weeks (n:10). Histological evaluation of the experimental model was determined
by hematoxylin-eosin (HE) and periodic acid Schiff (PAS) stainings of paraffin-embedded nasal mucosa tissues and by
electron microscopy. The effects of formaldehyde inhalation on the distribution of occludin, E-cadherin, and y-catenin
were assessed by immunohistochemistry.

The nasal mucosa of the experimental group was correlated with hypertrophy in goblet cell, degeneration in basal
lamina, stratification of epithelium, and proliferation. Thickness of basal lamina and also local degenerative regions,
vacuole increase in cytoplasmic areas, irregular forms of kinocilium and loss of sharpness in the kinocilium membrane
were the findings at the ultrastructural level. The expressions of E-cadherin, occludin, y-catenin proteins in intercellular
junctional complexes of rat nasal mucosa were also decreased in experimental group compared to control group.

The findings of the present study indicated that formaldehyde vapor inhalation in the concentrations and duration
of exposure used in the present experiment significantly decreased the density of structural proteins of the junctional
complex in the nasoepithelium. It was suggested that, the formaldehyde inhalation could cause complete impairment of
intercellular junctional complexes and disturb the tissue integrity in nasal mucosa at higher concentrations.
© 2008 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Keywords: Formaldehyde inhalation; Occludin; y-catenin; E-cadherin; Rat

Introduction basement membrane by hemidesmosomes (Janqueira
and Carneiro, 1983).

Nasal mucosa cells connect with each other by The junctional complexes serve as sites of adhesion
intercellular junctions consisting of tight junctions, cell-cell and cell-basement membrane in the mucosa and
adherens junctions, desmosomes, and connects to the also act as seals to prevent the flow of materials through

the intercellular space. They also provide a mechanism
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membrane junctions is necessary for maintenance of
tissue integrity in adult organisms.

Zonula occludens (tight junctions) are the most apical of
the junctions and regulate the passage of ions and molecules
through the paracellular pathway and maintain the
polarized distribution of lipids and proteins at the plasma
membrane (Contreras et al., 1992; Furuse et al., 1993).

Desmosomes together with zonula adherens represent the
major adhesive cell-to-cell junctions in epithelial cells
(Kemler, 1993; Potter et al., 1999). Desmosomes are
especially abundant in tissues that experience mechanical
stress. In adherens junctions and desmosomes, Ca™ *-
dependent transmembrane glycoproteins of the cadherin
superfamily mediate specific cell-to-cell contacts. In adherens
junctions, the actin microfilaments in the cell cytoplasm are
linked to epithelial cadherin (E-cadherin) by the catenins
(Aberle et al, 1994; Jou et al., 1995; Pokutta and
Weis, 2000). The catenin complexes consist of o-catenin,
p-catenin, y-catenin and p120. This binding is essential for
the formation of stable cell-to-cell adhesion and is partly
regulated by o-catenin (Kemler, 1993; Potter et al., 1999).
E-cadherin—catenin complex is found at sites of cell-to-cell
contact, known as the zonula adherens and is the target of
many growth factor-dependent and hormone-dependent
signaling pathways that regulate its function and expression.
In addition, the cadherin—catenin complex itself may
modulate or initiate signaling events implicated in differ-
entiation and growth control (Kemler, 1993; Potter et al.,
1999).

Formaldehyde is a low molecular weight organic
compound that is often found in materials used in
occupational environments and domestic environments
(Kim et al., 2002) Additionally, it is well known as a
preservative in medical laboratories, as an embalming
fluid, and as a sterilizer (Bartone et al., 1968; Restani and
Galli, 1991). The industries or occupations of significant
formaldehyde exposure are medical specialties (autopsies,
hospital sterilizing staffs, and laboratory workers),
embalmers, industrial workers (formaldehyde synthesis,
resins, molding compounds, decorative laminates, plastic
moldings, photographic films), textiles, garment workers,
foundries, man-made mineral fibers, and wood workers
(plywood, particle board, and furniture).

Levels of endogenous formaldehyde in blood of
unexposed humans range from about 2 to 3 pg/g, and
similar levels have been found in rats (2.24 pg/g) and
monkeys (2.04 ug/g) (Heck et al., 1985; Casanova and
Heck, 1987). Exogenous formaldehyde is rapidly
and nearly completely absorbed by inhalation routes
and metabolized. Formaldehyde that is not metabolized
has the potential to produce toxicity (Collins et al., 2001).
Formaldehyde is a well-known upper respiratory tract
irritant. Accordingly, number of previous studies have
found a relation between the inhalation of low-level
formaldehyde and disorders of the respiratory organs
in humans, rats and mice (Kane and Alarie, 1977).

Inhalation studies on rats have also shown that long-term
repeated exposure to formaldehyde at concentrations of
6 ppm and above, induced rhinitis, degeneration, frank
necrosis, hyperplasia, and squamous metaplasia of the
ciliated and non-ciliated nasal respiratory epithelium
(Cassee and Feron, 1994).

It was suggested that formaldehyde induces changes
in nasoepithelial differentiation and cause disruption of
nasoepithelial integrity. Therefore, it seems important to
give insight into the level of proteins of intercellular
junctional complexes at the nasoepithelium in formal-
dehyde inhalation. Thus, in the present study, we aimed
to clarify the effects of formaldehyde on nasal mucosa
epithelial cell junctional complexes proteins including:
occludin, E-cadherin, y-catenin by using immunohisto-
chemical techniques combined with transmission elec-
tron microscopy.

Materials and methods
Animals

Female, adult, Rattus norvergicus (Wistar) rats weighting
230+ 10 g were obtained from Akdeniz University Animal
Care and Usage Unit. All rats were allowed free access to
standard rat chaw and tap water. Animals were separated
randomly into two group as control (n = 10) and experi-
mental groups (n = 10). The experimental group was
exposed to the formaldehyde vapor at a concentration of
15ppm for 6h (09.00-15.00) for five consecutive days per
week for 12 weeks. Control rats were exposed to room air
using the same protocol (Woutersen et al., 1987).

The experimental protocol was approved by the
Animal Care and Usage Committee of Akdeniz
University and was in accordance with the declaration
of Helsinki and International Association for the study
of pain guidelines.

Formaldehyde exposure

Rats were placed in a quadrangular chambers
(100 x 65 x 100cm?®) containing two holes for inflow
and outflow of air. The circulation of the air in the
chamber is fixed by air pumps. The formaldehyde was
generated by thermal depolymerization of paraformal-
dehyde (Merck AG, Darmstadt, Germany) according to
a method described by Chang et al. (1983) and was
pumped to the chamber.

Tissue processing

At the end of the experimental period the rats were
weighted and anesthetized with a mixture of Xylazin
HCl (Rompun, 15mg/kg IM, Bayer AG, Leverkusen,
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Germany) and Ketamin (Ketalar, 100 mg/kg IM, Parke
Davis, Istanbul, Turkey) solution via intraperitoneal
injection. For harvesting of the respiratory mucosa tip
of the nose was cut gently. Then, nasal bone was
separated and the nasal septum was approached. Subse-
quently, the respiratory mucosa was gently harvested by a
blunt dissection made under a stereomicroscope with
fiber optic illumination. Care was taken to harvest the
real respiratory mucosa located in the medial and inferior
walls of the nasal cavity. Additionally, the mucosa was
avoided from mechanic damage during dissection and
floated on a piece of paper. All specimens were divided
into two pieces: one piece was processed for immunohis-
tochemistry and the rest for electron microscopy.
Histological evaluation was performed by hematox-
ylin-eosin (HE) and periodic acid Schiff (PAS) staining.

Immunohistochemistry

For immunohistochemical assays, sections fixed by
10% formaldehyde were deparaffinized and blocked for
endogenous peroxidase activity with methanol contain-
ing 3% H,0; for 10min and for nonspecific binding
with universal blocking reagent (BioGenex, San Ramon,
CA, USA) for 10min at room temperature. Rabbit
polyclonal anti-occludin (Zymed, 71-1500), mouse
monoclonal anti-E-cadherin (Santa Cruz, (G-10):
sc-8426) and rabbit polyclonal anti-a-catenin (Santa
Cruz, (H-297): sc-7894) primary antibodies were applied
as 1:100 (2 pg IgG/ml), for overnight at +4 °C. Negative
control staining was performed by replacing the primary
antibodies with their non-immune isotypes at the same
concentrations. The signals were developed by an
avidin-biotin horseradish peroxidase complex using
Universal LSAB kit (Dako, Glostrup, Denmark). Anti-
body complexes were visualized by incubation with
diaminobenzidine (DAB) chromogen (BioGenex, San
Ramon, CA, USA). Sections were counterstained with
Mayer’s hematoxylin (Dako), for 30s, dehydrated,
coverslipped and examined by light microscopy.

Electron microscopy

Nasal mucosa tissue specimens for TEM technique were
prepared as described elsewhere. Briefly, samples of rat
nasal tissues were fixed by immersion in 4% glutaralde-
hyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4) at room
temperature for 4h and post-fixed in 1% phosphate-
buffered osmium tetroxide for 2h. Specimens were
dehydrated in ascending concentrations of ethanol and
embedded in araldite-epoxy resin. Semi-thin sections were
stained with toluidine blue. Ultrathin sections were
contrast stained with uranyl acetate and lead citrate and
examined with the help of a Zeiss EM Leo 906E
transmission electron microscope (Jena, Germany).

H-SCORE and semi-quantitative evaluations

The evaluations of the immunohistochemical staining
of preparations from both control and experimental
groups were done utilizing H-SCORE. Briefly, stained
sections were evaluated using an Axioplan microscope
(Zeiss, Oberkochen, Germany) with a special ocular
scale. From randomly selected three slides, each five
different fields at x 200 magnification were evaluated
for the analysis of immunohistochemical staining of
the antibodies. The staining was scored in a semi-
quantitative fashion that included the intensity of
specific staining in sections. The evaluations were
recorded as percentages of positive stained cells of
all type in each of four intensity categories which
were denoted as + (weak but detectable above control),
+ + (distinct), + + + (intense). For each tissue, an
H-SCORE value was derived by summing the percentages
of cells that stained at each intensity multiplied by the
weighted intensity of the staining (H-SCORE =S P;
(i+1), where i is the intensity score and P; is the
corresponding percentage of the cells). The H-SCORE
values were graphed.

The distributions of positively immunoreactive cells in
control and experimental group were also determined
semi-quantitatively (+:weak positive, + +:positive,
+ + +:dense positive) and presented in Table 1.

Statistical analysis

Values are presented as mean+SEM. Statistical
analyses of immunohistochemical quantifications were
performed by Kruskal-Wallis followed by Mann—
Whitney U test. p-Value <0.05 was considered significant.

Results

Clinical results

The initial body weights of the rats from both groups
were similar (230410 and 230410 for control and

Table 1. Semi-quantitative immunolabeling density distribu-
tion patterns of y-catenin, occludin, and E-cadherin in control
and formaldehyde inhalation groups

Protein type Control group Experiment
group
Occludin + 4+ + + +
E-cadherin ++ + +
y-catenin + + +

+ (weak but detectable above control), + + (distinct), + + +
(intense).
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experimental groups, respectively). However, at the end
of the experimental period, the mean body weight of
the experiment group was significantly lower (283+20g)
than those of control rats (296+10g, p<0.05). In
addition, there was yellow coloration of the fur after the

10th day of the experiment in formaldehyde-exposed
rats. Formaldehyde-exposed rats displayed behavioral
changes such as excessive licking and blinking of
eyes, sneezing, increase in nose cleaning, and a rest sleep
motion.

Fig. 1. (a) In control group, the respiratory epithelium is observed to be morphologically healthy in appearance. HE staining. X 40.
(b) In control group, the appearance of goblet cells (star) and the structural integrity of basal lamina (arrows) was normal. PAS
staining. X 40. (c, d) In experimental group, the stratification of the nasoepithelium (E) depending on the hyperplasia (Fig. c¢) and
basal lamina degeneration (arrow) was seen (Fig. b). HE staining. X 40. (e, f) In experimental group, hypertrophy in goblet cells
(stars in Fig. e) and basal lamina degeneration was seen (arrows in Fig. f). PAS staining. le: X100, 1f: X40.
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Histological evaluation of the formaldehyde
inhalation model by light microscopy

The nasal respiratory mucosal epithelium tissue
sections were normal in the control group. (Fig. la
and b). Specimens from experimental group displayed
marked, the thickness of the epithelium depending on
the hyperplasia (Fig. 1c), basal lamina degeneration

(Fig. 1d) and hypertrophy in the goblet cells of the
nasoepithelium, (Fig. le and f).

Immunohistochemical results

Semi-quantitative immunolabeling density distribution
patterns of occludin, E-cadherin and y-catenin in control
and formaldehyde inhalation groups of nasoepithelium

Fig. 2. (a—c) The immunostaining of occludin protein in control group (a) and in experimental group (b). Red arrows indicate the
immunopositivity of occludin protein between apical region of prismatic cells. Blue arrow indicates the reduction of
immunoreactivity between apical region of prismatic cells and arrow head indicates the reduction in basal compartment. Negative
control staining (c). X 40 (d—f) The immunostaining of E-cadherin protein in control group (d) and in experimental group (e). Red
arrows indicate the immunoreactivity in of E-cadherin which disperse whole region of nasoepithelium. Blue arrows indicate the
reduction of immunoreactivity in nasoepithelium. Negative control staining (f). X40. (g—i) The immunostaining of y-catenin protein
in control group (g) and in experimental group (h). Orange arrows indicate the immunoreactivity in of y-catenin which shows
immunoreactivity in adherens junctions disperse. Blue arrows indicate the reduction of immunoreactivity in nasoapithelium.

Negative control staining (i). X20 (g) and X40 (h, 1).
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Fig. 3. H-SCORE analysis of immunostaining in control group and experimental group.

were shown in Table 1. Briefly, the densities of
immunohistochemical staining of all three proteins were
decreased in experimental group when compared to
control group.

Occludin

In control group the occludin protein was immuno-
positive especially between apical region of prismatic
cells (red arrows) (Fig. 2a). In experimental group the
immunoreactivity of occludin protein was decreased
both between apical region of prismatic cells (red arrow)
and basal region of the cells (blue arrow head) when
compared to control rats (Fig. 2b). There was no
immunostaining in the negative control section of
occludin (Fig. 2c¢).

E-Cadherin

In control group, E-cadherin protein was immuno-
positive in all region of the nasal mucosa of respiratory
epithelium cells (red arrows) (Fig. 2d). Similar to the
occludin protein, the immunostaining density of the
E-cadherin was decreased in experimental group when
compared to control (blue arrows) (Fig. 2e). There
was no immunostaining in the negative control section

(Fig. 2f).

y-Catenin

In control group, the catenin immunoreactivity was
positive especially in zonula adherens of respiratory
epithelium (blue arrow) (Fig. 2g). Parallel to the other
junctional proteins, the immunostaining intensity of
y-catenin was decreased in experiment group when
compared to the control group (blue arrows) (Fig. 2h).
There was no immunostaining in the negative control
section (Fig. 2i).

H-SCORE analysis revealed that the immunostaining
densities of occludin, E-cadherin and y-catenin proteins

were significantly decreased in experimental group when
compared to control group (*: p<0.05) (Fig. 3).

Ultrastructural results

TEM results were undertaken to detail changes in the
nasoepithelial cells resulting from the formaldehyde
inhalation. The nasal respiratory mucosal cells of the
control group were in normal structure (Fig. 4a and b).
TEM results revealed stratification in the basal lamina
and locally degeneration regions and the vacuol increase
in cytoplasmic region (Fig. 4c and d), irregular forms of
kinocilium and loose of sharpness in the experimental
group (Fig. 4e and f). However, in experimental group,
nasal mucosa cells preserved their normal structure and
no separation was observed in the intercellular junctions
compared with control group (Fig. 4g-1).

Discussion

The findings of the present study indicated that
constant inhalation of formaldehyde vapor at 15ppm,
6 h/day, 5 days/week for 12 weeks caused clinical effects
in rats similar to those reported in other studies (Malek
et al., 2003; Morgan et al., 1986; Casanova and Heck,
1987; Appelman et al., 1988; Wilmer et al., 1989) which
are excessive licking and blinking of eyes, sneezing,
increase in nose cleaning, and a rest sleep motion
(Morgan et al., 1986; Casanova and Heck, 1987,
Appelman et al., 1988; Wilmer et al.,, 1989; Ozen
et al., 2005). Thus, the gross results obtained in
presented model, agree well with existing experimental
studies.

Formaldehyde stops the nucleic acid and protein
synthesis and causes loss of weight (Ma and Harris,
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Fig. 4. (a, b) TEM micrographs of control group. The thickness of basal lamina (arrows, in Fig. 4a) is normal and no cytoplasmic
vacuoles are observed (Fig. 4b). (c, d) TEM micrographs of experimental group. The stratification in the basal lamina and locally
degeneration regions (arrows in 4c) and the vacuol increase in cytoplasmic region (arrows in 4d) are seen. (e, f) Irregular forms of
kinosilium and loose of sharpness in the experimental group are seen. (g-1) The intercellular junctions are seen normaly in the
control and experimental groups. Zonula occludens(arrows), Zonula adherens (double arrows), Desmosom.(arrow heads).

1988). Accordingly, a reduction in body weights of
formaldehyde-exposed rats has been reported in recent
studies (Ma and Harris, 1988). In agreement, in the
present study we found that formaldehyde-exposed rats
gained significantly less weight than control rats.

Zwart et al. (1988) reported neutrophil infiltration,
mitochondrial degeneration and autophagic vacuoles,
hypertrophy in goblet and ciliary cells, loss of micro-
villus, nucleus separations and pycnotic changes in their
study.

The present study was conducted to determine the
immunohistochemical changes in junctional complexes
between nasoepithelial cells and to relate these changes
with staining intensity of E-cadherin, occludin, and
y-catenin after formaldehyde inhalation in rats. There-
fore, this study gives insight that exposure of formalde-
hyde affected the junctional complexes proteins in rat
nasal mucosa.

E-cadherin is localized on the surfaces of epithelial
cells in regions of cell-to-cell contact known as adherens
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junctions (Kemler, 1993; Potter et al., 1999). It is
essential for formation and maintenance of epithelia
and interacts with the actin cytoskeleton through linker
molecules (Kemler, 1993; Okegawa et al., 2002).
Structurally, the desmosome is similar to the adherens
junction and is composed of a transmembrane cadherin
and proteins that link the cadherin to the intermediate
filaments of the cytosceleton. Adherens and desmosomal
junctions are known as cadherin-related junctional
complexes. In our study, we observed marked reduc-
tions in immunostaining intensity of E-cadherin, occlu-
din and o-catenin proteins in nasoepithelium of
formaldehyde exposed rats, suggesting that formalde-
hyde may cause degeneration in adherens, desmosomal
and tight junctions of nasoepitelium. These results
indicate that formaldehyde, an irritant to the respiratory
tract, induces the down-regulation of E-cadherin,
occludin, and y-catenin in nasoepithelial cells.

In our study, formaldehyde inhalation caused histo-
pathological nasal changes in rats varying from epithe-
lial disarrangement to epithelial hyperplasia and goblet
cells hypertrophy restricted to a small area of the
anterior part of the nose which is normally covered with
respiratory epithelium.

Transmission electron microscopic examination did
not reveal signs of degeneration or separation in
junctional complexes. Epidemiological studies of occu-
pational exposure have suggested possible links between
concentration and duration of exposure and elevated
risks of formaldehyde (Hauptmann et al., 2003). In our
study it is obvious that the concentration of FA used in
our study reduces the level of proteins in junctional
complexes but not separate the junctional complex
structure completely.

In conclusion, this study was conducted to investigate
the effect of formaldehyde on nasoepithelial junctional
complex proteins. Our immunohistochemical results are
the first that indicated the altered immunostaining
density of nasoepithelial junctional complex proteins
after formaldehyde inhalation. The effects of formalde-
hyde inhalation on nasoepithelial cells seem to be
important in junctional complexes. It is possible that
altered E-cadherin, occludin, and y-catenin expression
due to upper-dose formaldehyde inhalation may be
involved in disintegration of the cell-cell adhesion
system of nasoepithelium moreover, may disturb the
tissue integrity.
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Abstract Accessory ossicles are the skeletal variations of
the ankle and foot that can cause painful syndromes. The
accessory navicular bone is one of the most common acces-
sory ossicle of the foot (4-21%) and is also known as os
tibiale, os tibiale externum and os naviculare secundarium.
This bone can be adjacent to the posteromedial tuberosity
of the navicular bone or can be separated and may cause
various diseases in the foot and mimic fractures of foot
bones. The aim of this study was to document a detailed
investigation of incidence and types of accessory navicular
bones of Turkish subjects according to sex in both extremi-
ties. The accessory navicular bone was detected (11%) via
the posterior—anterior radiographs of 650 subjects in the
radiological examination. The incidences of accessory
navicular bones were identified as 6.1-4.9% in female and
male participants. Accessory navicular bones were classi-
fied into three groups as Type I, Type II and Type III and
the incidences of these bones were determined as 3.3, 3.1,
4.6%, respectively. Each group was also divided into sub-
groups. The incidences of the subgroups are as Type la
0.6%, Type Ib 1.5%, Type Ic 1.2%, Type I1A/a 0.8%, Type
ITA/b 0.4%, Type I1A/c 0%, Type 1IB/a 1.1%, 1IB/b 0.3%,
[IB/c 0.5%, Type Illa 1.5%, Type IlIb 1.4%, Type Illc
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1.7%. Finally, the types of accessory navicular bones were
discussed and the imaging modalities for diagnosis were
presented.

Keywords Accessory navicular bone - Normal variant -
Incidence - Foot - Radiography

Introduction

Accessory ossicles are the developmental variations and
appear from secondary ossification center which originate
from the main bone. They might be found adjacent to the
main bone or might be separated which is often confused
with avulsion fractures. As a result of painful fractures,
these bones might be infected or dislocated and the fracture
of the bone can also cause connective tissue diseases [2, 10,
11, 14, 17].

The accessory navicular bone is one of the most common
accessory ossicles of the foot and considered as a normal
anatomic and radiographic variant [1]. Thereupon, numer-
ous names have been indicated in the literature for this
accessory bone including os scaphoidea accessoria, o0s
naviculare accessorium, prehallux, os naviculare secunda-
rium, and os tibiale externum. Three types of accessory
navicular bone have been described (Fig. 1). Type I is a 2—
3 mm sized sesamoid bone in the posterior tibial tendon and
is known as “os tibiale externum”. Type II exists from the
secondary ossification center of the navicular bone and this
type also referred to “prehallux”. The ossicles in Type II is
seen triangular or heart-shaped, approximately 9 x 12 mm
in size, with its base situated 1-2 mm from the medial and
posterior aspects of the navicular bone. It is connected to the
navicular tuberosity by a fibrocartilage or a hyaline cartilage
layer. This type frequently becomes symptomatic and is

@ Springer


hp
Text Box
      EK - 2


Surg Radiol Anat

Accessory

navicular @

bone

o

Type Il A

i

Type Il B

[ —

c

Fig. 1 Schematic illustration showing types of the accessory navicu-
lar bone: modified classification of Coughlin [2]

occasionally mistaken as a fracture of the tuberosity of the
navicular bone [2, 4, 6]. Sella and Lawson [19] have sepa-
rated Type II accessory navicular bones into two groups.
Type II A is connected to the talar process by a less acute
angle, whereas with Type II B is situated more inferiorly.
Type III accessory navicular bones are united by a bony
ridge producing a cornuate navicular [2].

Clinical presentation and several case reports of acces-
sory navicular bones are available in the literature [4, 5, 7—
9, 21]. However, the number of studies with large sample
sizes reporting the incidence on the types of accessory
navicular bones in the anatomic and orthopedic literature is
insufficient. In the present study, we aimed to document a
detailed investigation of the incidence and types of the
accessory navicular bones in Turkish subjects symmetri-
cally according to sex by radiography.

Materials and methods

In the present study, radiographs of 650 cases (334 women,
316 men, age range 18-94 years) obtained from the Radiol-
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ogy and Orthopaedics Departments of Akdeniz University
Faculty of Medicine, between the years 2005 and 2008
were studied. The radiographs of the feet with accessory
navicular bone are selected incidentally. Dorsoplantar and
oblique foot radiographs were examined with regard to
presence, incidence and types of the accessory navicular
bones in both extremities. All the types and subgroups are
determined according to the Coughlin’s classification [2].
The small accessory navicular bone (2-3 mm sized, round
or oval shaped) without attachment to the navicular bone is
determined as Type 1. The triangular or heart-shaped bone,
approximately 9 x 12 mm in size, with its base situated 1—
2 mm from the medial and posterior aspects of the navicu-
lar bone is defined as Type II and additionally Type III
accessory navicular bones are united by a bony ridge pro-
ducing a cornuate navicular.

Results

Accessory navicular bone was determined in 72 cases
(11%) of the 650 cases. These bones were seen in 40
female participants and 32 male participants. Accessory
navicular bones were detected in 38% bilateral, in 31% uni-
lateral right and in 31% unilateral left in 72 cases (Table 1).

The classification of the accessory navicular bones were
as Type I, Type II and Type III and each group were also
divided into the subgroups (Fig. 1). Type I was identified in
3.3% of 650 cases (Fig. 2). The incidence of the subgroups
of the Type I determined as Type Ia 0.6%, Type Ib 1.5%
and Type Ic 1.2%.

The rate of the Type II was detected as 3.1% (Type IIA
1.2% and Type IIB 1.9%) in 650 cases (Fig. 3). Type Ila
and Type IIb were also divided into the subgroups. The
incidence of Type IIA/a was 0.8%, Type IIA/b was 0.4%
and Type IIA/c was 0%. The incidence of Type IIB were
determined as Type I1IB/a 1.1%, Type IIB/b 0.3% and Type
IIB/c 0.5%.

Incidence of the Type III was determined as 4.6% in 650
cases (Fig. 4). Type III divided into three subgroups as Type
IIIa, Type IIIb and Type Illc. And the incidence of these sub-
groups were determined as 1.5, 1.4, 1.7%, respectively.

Table 1 Types of the accessory navicular bone

Accessory Sex Side
navicular bone

Female Male Bilateral Unilateral Unilateral
right left
Type I 9 13 9 6 7
Type ITA 6 -
Type IIB 10 2 12 - -
Type III 15 15 6 12 12
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Fig. 2 Dorsoplantar radio-
graphs of Type I accessory
navicular bones in different sub-
groups (arrows). a 32-year-old
woman and b 27-year-old
woman

Fig. 3 Dorsoplantar radiograph
shows Type II accessory navicu-
lar bones in different subgroups.
a 25-year-old woman-bilaterally
b 37-year-old woman

Fig. 4 Subgroups of the Type
III accessory navicular bone (36-
year-old man, bilateral). a The
black arrowhead and white ar-
row shows the accessory navicu-
lar bone. Small black arrows
shows the bony ridge. b A cor-
nuate navicular bone (24-year-
old woman)

Discussion

An accessory navicular bone was first described in 1605 by
Bauhin. Haglund noticed a bony structure adjoining the
tuberosity of the navicular bone by looking at X-ray images

in 1906. He first interpreted it as a fracture but later identi-
fied it as an accessory navicular bone [6, 15, 20].

Most of the accessory navicular bones are asymptomatic
and these bones do not cause any complaint. Generally they
are determined in routine radiologic examinations after a
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trauma or overuse leading to degenerative changes or pain
[3, 6, 14, 21]. Symptomatic accessory navicular typically
develops in young athletes. The symptoms are exaggerated
during exercise or walking, affecting the sports perfor-
mance of adolescent athletes [16]. An accessory navicular
bone might be symptomatic in childhood or early adult-
hood. Symptoms are usually caused from pressure of the
accessory bone against the shoe in children. Sometimes the
condition is associated with progressive flattening of the
longitudinal arch. In adults, symptoms particularly develop
after trauma of the foot, often resulting from a twisting
injury. Physical examination often reveals tenderness over
the prominence on the medial aspect of the instep [2, 4, 12,
13].

The incidence of the accessory navicular is 4-21% in
general populations [2, 13, 14, 17]. In the present study, the
incidence of the accessory navicular bones was 11% paral-
lel to the literature.

Mellado et al. [14] described three types of accessory
navicular bone, based on radiographic appearance and also
Coughlin [2] added the subgroups to the Mellado’s classifi-
cation. Type I is generally asymptomatic and this type’s
incidence is approximately 30% of all accessory navicular
bones [2, 6, 14]. In our results, this rate is 31% of all acces-
sory navicular bones. Additionally, 41% bilaterally, 27%
unilaterally right and 32% unilaterally left accessory navic-
ular bones were detected.

The most frequent symptoms are seen in Type II acces-
sory navicular bone because of traumatic or arthritic
changes of the synchondrosis [12, 16, 18, 19]. Occasion-
ally, Type II accessory navicular might become painful,
and cause the so-called symptomatic accessory navicular.
This clinico-radiological entity is believed to be caused by
osteonecrosis of the accessory navicular. Type II accessory
navicular bones should be distinguished from Type I sesa-
moid bones within the distal segment of the posterior tibial
tendon synchondrosis [1, 2, 6, 14]. Type II accessory navic-
ular is usually larger and well-corticated, generally presents
bilaterally, and the line of separation from the adjacent
bone is commonly smoother than in a true avulsion frac-
ture. It presents more commonly in middle-aged women
and causes pain and tenderness in the medial aspect of the
foot. Because of these properties, Type II accessory navicu-
lar bone should be remembered for radiographic distinction
[1, 17]. Type II is identified approximately in 50-60% of
accessory navicular bones. According to our results, Type
II is 28% in all cases with accessory navicular bone. Sella
and Lawson [19] divided the Type II accessory naviculare
bone in to two subdivisions. Type IIA accessory navicular
bone was connected with the talar process with a less acute
angle, whereas Type IIB was situated more inferiorly. The
two types can only be distinguished radiographically [19].
According to our results, Type IIA was unilateral in all
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cases. Parallel to the literature Type IIB was bilateral in all
cases and was most common in woman.

The accessory navicular may unite with the navicular
tuberosity, thus forming the so-called Type III accessory
navicular bone, also known as the cornuate navicular bone.
The cornuate navicular bone may occasionally associate
with painful conditions, adventitial bursa formation or flat-
foot deformity [14]. Type II and Type III include 70% of
accessory naviculare bone deformities. The incidence of the
Type III was determined as 4.6% in the present study.

In conclusion, the present study represents the first
detailed report of the incidence types of accessory navicular
bones in Turkish subjects. The incidence of the subdivi-
sions are first reported by the present study. We think that
types of accessory navicular bones should be kept in mind
and could help clinicians in the radiological diagnosis.
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