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OZET

Deneysel Obezite Olusturulmus Ratlarda, Kuersetin’in Ovaryum Dokusu
Uzerine Etkilerinin Isik ve Elektron Mikroskobunda Incelenmesi

Amag¢: Bu calismada; obezitenin ovaryum dokusunda meydana getirdigi
degisikliklerin gosterilmesini, flavonoidler grubundan dogal bir madde olan ve
antioksidan, antienflamatuar, antikanserojenik bircok fonksiyonu olan Kkuersetinin
dokuda olusan hasarin  giderilmesinde olusacak etkinligini  histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik metotlarla incelenmesini amagladik.

Materyal ve Metot: Calismada 24 haftalik Sprague-Dawley irki 24 adet disi rat
kullanilmistir. Tiim hayvanlar her bir grupta 6 adet hayvan bulunan 4 gruba ayrildi.
Birinci grup olan kontrol grubuna higbir uygulama yapilmadi. Ikinci gruptaki
hayvanlara 15 giin boyunca her giin 50 mg/kg dozunda kuersetin oral yolla verildi.
Ugiincii grubu yagli diyetle beslenerek obezlestirilmis ratlar olusturdu. Dérdiincii grupta
ise obezlestirilmis ratlara 50 mg/kg dozunda kuersetin oral yolla 15 giin boyunca
verildi. Deney sonunda elde edilen ovaryum dokulart 151k mikroskobik ve elektron
mikroskobik yontemler kullanilarak degerlendirmeye alindi.

Bulgular: Hem elektron mikroskobik hem de 1sik mikroskobik agidan
degerlendirildiginde kontrol gruplarina kiyasla obezite grubunda bariz bir sekilde
parankim i¢inde yag dokusu birikimi tespit ettik. Ozellikle yag birikimi olan yerlerde
lenfatik hiicrelerin infiltrasyonunu, folikiillerin graniiloza hiicre tabakasinin inceldigini
ve hiicrelerde apoptotik ve piknotik degisimlerin olustugunu gozlemledik. Obezite +
kuersetin uygulanmis grupta ovaryum dokusu igerisinde yag birikiminin obezite
grubuna nazaran Onemli derecede azaldigini tespit ettik. Gelismekte olan farkl
folikiilerle birlikte preovulatuar folikiilerde graniiloza hiicre tabakasinin kalinlig1 normal
olarak izlenmekte ve daha Once obezite grubunda izledigimiz apoptotik hiicreler
bulunmamaktaydi.

Sonug: Obezitenin infertilitede 6nemli olan ovaryum dokusunda hasarlara neden
oldugunu ve olusan hasarlarin kuersetin kullanilarak diizeltilebilecegini gosterdik.
Kuersetinin dokuda hem folikiil gelisimini hem de obeziteye bagli hasar1 pozitif yonde
etkiledigini 151k mikroskobik ve ultrastriiktiirel parametrelerle gostermis olduk.

Anahtar Kelimeler: Kuersetin, obezite, ovaryum, rat.



ABSTRACT

Light and Electron Microscopic Investigation of the Effects of Quercetin on
Ovarian Tissues of the Experimentally Created Obese Rats

Aim: In this study we aimed to investigate ovarian tissue alterartions caused by
obesity and elimination of damage by quercetin activity, wich is a natural substance
from the flavonoids group and has many functions as well as antioxidant, anti-
inflammatory, anti-carcinogenic effects, by using histochemical, immunohistochemical
and electron microscopic methods.

Material and Method: Twenty-four-24-week-old Sprague-Dawley female rats
were used in this study. A total of rats were divided into 4 groups which consist of 6
rats. Any application was performed in the first (control) group. 50 mg/kg quercetin was
orally administered during 15 days to the second group animals. The third group
constitute high-fat fed obese rats. The fourth group of animals (obese rats) were orally
administered 50 mg/kg quercetin during 15 days. At the end of the experiment obtained
ovarian tissues were evaluated by light microscopy and electron microscopy methods.

Results: Both the light microscopic and electron microscopic evaluation
revealed accumulation of adipose tissue within the parenchyma of the obesity group
compared to the control group. Infiltration of lymphatic cells, thinning of the granulosa
cell layer of follicles and apoptotic and pyknotic changes were detected especially in the
areas of the fat accumulation. In obesity + quercetin applied group accumulation of
adipose tissue within the over parenchyma was considerably reduced compared to the
obesity group. In preovulatuar follicles as well as in developing various follicles the
thickness of the granulosa cell layer was appeared as normal and apoptotic cells were
absent which previously observed in the obesity group.

Conclusion: As a result, we have shown that obesity cause damage in ovarian
tissues which is important in infertility and formed damage can be improved by using
quercetin. Also positive influence of the quercetin in both follicle development and
obesity induced damage has been pointed out by light microscopy and ultrastructural
parameters.

Key Words: Obesity, ovary, quercetin, rat.
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1.GIRIS
Obezite; iilkelerin gelisim diizeylerine bakmaksizin, geng yash, erkek kadin
ayrimi bulunmayan diinyada hizla yayilan, komponenti oldugu metabolik sendrom

ile daha fazla 6nem kazanan, morbidite ve mortalitede onemli rol oynayan saglik

sorunlarindan biridir.

Obezite olusumunda ¢evresel ve genetik etkenler rol oynar. Cevresel sebepler
icinde ailenin egitim ve gelir diizeyi, beslenme sekli, 6glin sayilari, fiziksel aktivite
yetersizligi ve teknolojik aletler karsisinda oturarak gecirilen siire sayilabilir.
Cocukluk caginda meydana gelen obeziteyi annenin bilingli olmasi Onleyebilir,
6rnegin bu konuda yapilan bazi ¢alismalar annenin egitim diizeyi', annenin gebelikte
sigara kullanmasi® ile cocukluk obezitesi arasinda baglant1 oldugunu gostermektedir.
Yapilan bagka caligmalarda ise fiziksel aktivitenin obeziteye % 67. 5 gibi 6nemli bir
etkisinin oldugu saptanmustir.® Deney hayvanlar kafeslerde, limitli fiziksel aktiviteye
ragmen diisiik yagli diyetle beslendiginde obezitenin gelismedigi arastirilmistir.
Fakat bizim ¢alismamizda da oldugu gibi yiiksek yagli diyetle beslendiginde,
hayvanlarin viicut yaginin artti1 ve obezite gelistigi goriilmiistiir. Insanlarda yapilan
caligmalarda da yiliksek yagh diyetin yag depolanmasinda artisa neden oldugu
bildirilmektedir.* Ulkemizde obezitenin 6nlenmesi agisindan hem anne hem de
cocuklara faydali olunsun diye televizyonlarda zorunlu kamu spotu yaymlar
diizenlenmekte ve bu yayinlarla obezite ile miicadeleye cocuklar dahil edilmektedir.
Boylece obezitenin neden oldugu bir¢ok hastaligin baslamadan 6nlenmesi

istenmektedir.



Obezite multimorbiditeye yol acan tedavi edilebilen kronik bir hastaliktir. Bu
olumsuz etkisini insulin direnci ve hipertansiyon gelisimi, trigliserit (TG), diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) ve kolesterolde artisi, yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) kolesterolde diisiisii, fibrinojen artisi ve endotelyal disfonksiyon ile

gostermektedir.

Obezlerde; fazla besin alimiyla metabolik yiik olusur ve asir1 yiiklenen
metabolik yolaklarda serbest radikal olusumu artar. Sonrasinda buna bagh
antioksidan savunma enzimlerinde azalma veya artis gergeklesir ve boylece viicutta
oksidatif stres meydana gelir. Bu nedenle obezitenin viicutta enflamasyon ve kronik

oksidatif strese neden oldugu belirtilmektedir.> ®

Flavonoidler bircok sebze ve meyvede bulunan dogal maddeler olmalarinin
yant sira bir¢ok sistem tiizerine faydali etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Kuersetin
bu flavonoid tiirlerinin en onemlilerinden olup antienflamatuar, antikanserojenik,
antiviral ve antialerjik etkileriyle bircok sistem iizerine etkili oldugu bildirilmistir.
Son yapilan arastirmalarda ozellikle antioksidan etkinlii vurgulanmaktadir. Farkli
dokularda antioksidan etkisiyle doku hasarini onardig: literatiirde yer almaktadir.
Obezite de viicutta oksidatif strese neden oldugundan, ovaryum dokusunda
obezitenin olusturdugu hasar ve kuersetinin bu hasar iizerine etkilerinin belirlenmesi

amaciyla bu tez olusturulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezite

Obezite; genetik ve ¢evresel etkenlere bagli, yasam kalitesini ve siiresini
olumsuz yonde etkileyen multifaktoriyel bir hastaliktir. Obezite neredeyse tiim yas
ve sosyoekonomik gruplarda goriilen, ciddi sosyal ve psikolojik boyutlari olan, tehdit
edici saglik durumudur.” 1995 yilinda, diinya ¢apinda tahmini olarak 200 milyon
obez yetiskin ve 18 milyon bes yas alt1 ¢cocuk kilolu olarak siniflandirilirken, 2000
yili itibariyle obez yetiskinlerin sayist 300 milyonun iizerindedir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) verilerine gore; 2014 yilinda, 1,9 milyar yetiskin asir1 kilolunun 600

milyonu yani diinyanin yetiskin niifusunun yaklasik %13 obezdir.

Obezite tedavisi bilinen, fakat tedavisi bir¢cok faktére bagli oldugundan
tedavide basar1 orani diisiik olan kronik bir hastaliktir. Gelisen diinyanin 6nemli
sorunlarindan biri olan obezite, olusumunda hem genetik alt yapt hem de cevresel
faktorlerin rol oynadigi 6nemli bir durumdur. Obezitenin prevalansindaki artisin
nedenlerine modern yasamin bize sagladigi yeni beslenme aligkanliklar1 ve
teknolojinin hayatimiz1 kolaylastirmak i¢in fiziksel aktivitelerimizi azaltmasi

sayllabilir.8

Obezite, bilinenin aksine fazla kiloluluk degildir. Viicutta sagligi bozabilir
diizeyde, gereginden fazla yag miktarinin artmasidir.? Kilo artis1 ise yag artiginin
fiziksel olarak goziikmesidir. Bir bagka tanima gore, alinan besinlerin kalori degeri
ile harcanan enerji arasindaki mevcut dengenin, besinlerden alinan enerji tarafina

dogru kaymasi ile ortaya ¢ikar.®



Saglikli viicut yapisinda belirli oranda yag dokusu vardir ve kadinlarda
erkeklere oranla yag dokusu daha fazla bulunmaktadir. Viicuttaki yag dokusu
oranlar1 ¢esitli yontem ve cihazlarla 6l¢lilebilmektedir. Bu 6l¢iimler direkt ve indirekt
Olclim yollar1 olarak iki grupta incelenmektedir. Direkt Glgiim yollari; kimyasal
analiz ile 6lglim, toplam viicut elektriksel gegirgenliginin saptanmasi, dual-enerji- X
1511 absorpsiyometresi (DEXA), viicuttaki potasyum miktarinin 6l¢iilmesi,
biyoelektriksel impedans analizi, viicut suyunun izotop dilusyonu ile saptanmasi,
ultrason, bilgisayarli tomografi, toplam viicut nitrojeninin o&lgiilmesi, viicut
dansitesinin 6l¢iilmesi, niikleer magnetik rezonans ile yag kalinliginin 6l¢tilmesidir.

Fakat bu yontemlerin ¢ogu laboratuvar ortaminda sinirli kalmistir.*®

Indirekt yontemler; boy-yas-Cinse gore diizenlenmis agirlik cetvelleri, viicut
kitle indeksi, abdomen /gluteus oran1 (AGO), deri kivrimi kalinligmin 6lgiilmesi,
viicut yag yiizdesinin hesaplanmasidir. Viicut kitle indeksi en ¢ok kullanilan obezite
belirleme yontemidir; viicut agirliginin kg olarak, boyun metre olarak karesine
oranlanmasi ile elde edilir. Indeksin 25-30 arasi olmasi fazla kilolu, 30-40 arasi obez

ve 40’ dan fazla olmasi asir1 obez olarak kabul edilir.*?

Obezitenin morbiditede etkili oldugu ve neden oldugu komplikasyonlarla

mortaliteye sebep oldugu bilinmektedir. Bu komplikasyonlarin bazilar1 sunlardir:

Kardiyovaskiiler Sistem: Hipertansiyon, koroner kalp hastaligi, derin ven
trombozu, varikdz venler, serebrovaskiiler hastalik, hiperkolesterolemi,

hipertrigliseridemi.

Solunum Sistem: Pick-Wick Sendromu, uyku apnesi, primer alveoler

hipoventilasyon, pulmoner fonksiyon bozukluklari.



Gastrointestinal Sistem: Hiatus hernia, hemoroid, herni, kolorektal kanser,

karaciger yaglanmasi Ve Siroz, safra kesesi hastaliklari.
Immun Sistem: Azalmis hiicresel immiinite.

Urogenital Sistem: Proteiniiri, gogiis kanseri, jinekomasti, endometrial

kanser, servikal kanser, prostat kanseri.

Deri: Mantar enfeksiyonlari, selliilit, lenfédem, akantozis nigrikans, fragilis

kutis inguinalis.

Kas iskelet sistemi: Blount hastaligi, gut, osteoartritis, kapital femoral epifiz

kaymasi.

Metabolik Sendrom: Hiperlipidemi, insulin direnci, diyabetes mellitus, hiper

i g y 1 7,13
aridrojenizasyon, menstruel diizensizlikler.

Obezitenin kadinlarda en ¢ok neden oldugu problemler; fertilitede azalma,
erken menars ve menopoz, libido ve potenste azalma, polikistik over hastaligi
(PCOS) ve menstriiel bozukluklaridir. Obezitenin reprodiiktif sistem tizerindeki
etkisi erken yaglarda meydana gelen puberte ile baslayip menopozdan sonrada da
devam eder. Bu etkilerini daha ¢ok hormonlarla gostermektedir. Viicutta yag orani
artig1 seks steroidlerinde dengesizlige neden olur bunu da androjenlerin strojene
aromatizasyonu ile yapar. Obezitede; adrojen doniisiimii hizlandik¢a, androjen
sentezi de artar. Bunula birlikte dstrojen/ androjen oran1 da artmaya devam eder ve
artan hormon diizeyini baskilamak i¢in seks hormon baglayici globiilin (SHBG)
azaldigindan, buna bagli serbest Ostrojen ve testesteron miktari da artmis olur. Sonug

olarak; kadinlarda menstriiel diizensizlikler olusur.



Obezitenin olusumunda bircok mekanizma rol alir. Ozellikle santral obezite
gelisiminde hormonlar daha etkili rol alir. Bu hormon degisikliklerinin en 6nemlisi
hipotalamus-pituiter-adrenal aksdan (HPA) Kortikotropin salgilatici hormon (CRH)
salgilanmasi ile olur. CRH; gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) ve biiyiime
hormonu salgilatici hormonu (GHRH) baskilar ve sonug olarak seks hormonu ve
biiyiime hormonunun sentezinde azalma olur. Kadinlardaki infertilite ve menstruel
diizensizlige, yiiksek androjen ve diislik progesteron diizeyleri de yol acabilir. Artan
testosteron miktar1 glikojen sentezini ve glukoz transportunu etkileyerek insiilin
direncine yol agar. Obez bireylerde kortizol sekresyonunda artig da kanitlanmigtir.™
Kortizol, insiilin direncine karacigerde glukoneogenezi artirarak, kas dokusunda
glikojen sentezini ve glukoz tasiyicilarin1 bloke ederek neden olur. Kortizol ayni
zamanda dokularda lipoprotein lipaz aktivitesini artirarak yag birikimine neden olur.
Biiylime hormonu gibi testosteron da lipid mobilizasyonunu etkileyerek lipoprotein
lipaz aktivitesini azaltir. Yani bu iki hormondaki azalma yag birikimine neden olur.”
Dolasimdaki serbest yag asitleri (SYA), siklik adenozin monofosfat (AMP)-bagimli
hormon sensitif lipaz (HSL) araciligiyla adipoz dokuki trigliseritleritlerin ve diger
dokularda ise lipoprotein lipaz araciligiyla lipoproteinlerdeki trigliseritlerin
indirgenmesi ile olugmaktadir. Portal vende SYA’ larin ¢ogalmasi karacigerde
glukoneogenezi uyararak glukoz miktarimi artirir, insiilin miktarim1 azaltir ve
karacigerden kana VLDL ( ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein) salinimi artar. Artmig
SYA, iskelet kasinda ise glukoz alimini, glukoz oksidasyonunu ve glikojen sentezini
azaltir ve pankreasin insiilin cevabii baskilayarak insiilin salinimini azalttir. SYA
oksidasyonu ile olusan asetil CoA, piriivat dehidrogenazi inhibe eder ve glukoz

kullantmin1 azaltir. Diger taraftan adipoz dokudan salgilanan tiimor nekroz faktor



alfa (TNF-a), reseptor tirozin kinazlari inhibe eder, glukoz tasiyici protein GLUT-
41in ekspresyonunu azaltir ve bu yolla insiilin direncine yol agar. Obezlerde insiilin
direnci olusumu ile beraber, aktive olan M1 makrofajlarinin hem adipoze dokuda
insiilin direncini tetikledigi hem de diisiik dereceli sistemik enflamasyona yol a¢tig
belirtilmektedir. Diisiik yogunlukta inflamasyonun da sistemik insiilin direncinde
etkili oldugu belirtilmektedir ve bu sebeple de insiilin direnci ve Tip 2 diyabet gibi

16 17 Obezitede yag

metabolik komplikasyonlarin gelisimine katkida bulunur.
dokusunda olusan enflamasyon makrofajlarin doku i¢inde infiltrasyonu ve
aktivasyonu ile karakterizedir. Doku icine gé¢ etmis makrofajlar sitokin iiretimini

16-20

arttirarak dokuda enflamatuar yanitlar1 da siddetlendiriyor. Makrofajlarin artmis

aktivasyonu TNF-q, interlokin-6 (IL-6) gibi proenflamatuar sitokinlerin saliniminin

artisina neden olmaktadir.'” 19

Kemokinler reseptorlere baglanarak kemotaktik
aktivite artisini ortaya ¢ikarir, makrofajlarin/monositlerin hem migrasyonunu hem de
onlarin aktivasyonunu tesvik eder.”t ? Endotoksinle-uyarilabilir C-C kemokin
ailesine mensup, makrofaj enflamatuar protein 1a/ kemokin (C-C motif') ligand1 3’iin
(MIP-1a /CCL3), monositlerin kemotaksisi olayinda kilit rol oynayan karakteristik
bir kemokin oldugu gdsterilmistir.”® ** Adipoz doku kaynakli kemokin, MCP-
1/CCL2, yag dokusu iginde makrofajlarin infiltrasyonunu uyardigi ve makrofajlar

aktive ettiginden yag dokusunda enflamatuar yanitlarin genisletilmesinde ¢ok dnemli

konuma sahiptir.

Obezlerde fazla besin alimina bagli metabolik yiik artigi ve buna bagli olarak
reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumu artar.® Obezlerde meydana gelen oksidatif stres
artisin1 aciklayan farkli mekanizmalar vardir: lipit ve glukoz metabolizmasinin

degisimi, Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH) oksidazlardan



stiperoksit olusumu, oksidatif fosforilasyon, gliseraldehid oksidasyonu, protein kinaz
C (PKC) etkinligi ve poliolhekzamin yolu kronik enflamasyon, doku disfonksiyonu,
hiperleptinemi ve anormal ROT olusumu bunlardan bazilaridir. Obezitede Snemli
rolii olan oksidatif stres, ROT ile hiicrenin antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengesizlikten ortaya ¢ikar. Asir1 artisi ile metabolik sendroma neden olan oksidatif
stres preadiposit ¢ogalmasini, adipositlerin farklilasma seviyesi ve biiyiikligiint
arttirdigindan, adipoz doku ile orantilidir.”®> Obezitede TNF-o, Niikleer faktor-kappa
B (NF-kB), interlokin gibi birgok sitokinin sentezlenmesi dokularda lipid
peroksidasyonunu artirarak ROT {iretimini stimiile eder. ROT arttiginda ve
antioksidan sistemi yetersiz kaldiginda deoksiriboniikleik asit (DNA), protein ve

lipitlerin oksidasyonu ile hiicre zedelenmesi, nekroz ve apoptozis olusur.

2.2. Ovaryum

2.2.1. Ovaryum Anatomisi

Ovaryumlar; insanda uterusun her iki tarafinda lateral pelvik duvarlara yakin

6 QOvaryumlar; 2,5-5 cm

konumda fossa ovarika iginde konumlanmiglardir.
uzunlugunda, 1,5-3 cm genisliginde, 0,7-1,5 cm kalinliginda ve 4-8 gr

agirh glndadlr.27

Facies lateralis ve facies medialis olarak iki yiizii, margo liber ve margo
mesovaricus olmak iizere iki kenari, extremitas tubaria ve extremitas uterina olarak

iki ucu vardir.

Ovaryumun arterleri, abdominal aortadan ¢ikan sag ve sol a.ovaricalar’dir.”®



Ovaryumun venleri, hilum ovarii’den ¢ikar ve plexus pampiniformis denilen

vendz ag1 meydana getirdikten sonra v.ovarica’y1 olustururlar.”® %

Ovaryumun lenfatikleri, nodi lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aortici

lateralis’lere a<;111rlatr.29

Ovaryumun sinirleri, plexus hypogastricus inferior ve a.ovarica’nin

cevresindeki plexus ovaricus’dan gelir.?*°

Organa damar ve sinirlerin girip ¢iktig1 bélge olan hilus, mezovaryum dokusu
ile uterusun yan kenarlarinda uzanan ligamentum latuma asilidir.®*  Renkleri
pembemsi-gri olan ovaryumlarin yiizli puberteye kadar peritonla 6rtiilii oldugundan
diiz ve parlaktir. Puberteden sonra periton o6zelligini yitirdiginden matlasir.

Ovulasyon ve dogurmaya bagl olarak da iizeri piirtiiklii bir goriiniim alir.*

2.2.2. Ovaryum Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen spermin tiiriine bagl olarak
dollenme sirasinda belirlenmis olmasia ragmen, yedinci haftaya kadar gonadlar

erkek ve disi olarak farklllasmamlstlr.33’ 3

Cinsiyetin farklilasmasinda bir¢ok gen rol oynar ve karmasik bir siiregtir. Y
kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlestigi saptanan SRY geni, Testis
belirleyici faktor (TDF) igin gereklidir. Bu faktoriin var olmasi durumunda fetiisiin

cinsiyeti erkek, olmamasi durumunda ise kizdir.*®

Memeli ovaryumu somatik hiicreler ve germ hiicreleri olmak tizere genel iki
hiicre populasyonu igerir. Ovaryumun somatik unsurlart embriyonik genital
kabartidan gelisir.36 Gametleri olusturacak primordiyal germ hiicreleri ise gelisimin
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ikinci haftasinda epiblastan kdken alir ve ameboid hareketlerle vitelliis kesesinden
g0¢ ederler.® Primordiyal germ hiicreleri daha sonra embriyonun kaudalinde yerlesik
ekstra embriyonik mezodermde goriiliirler. Dordiincii haftada da son bagirsagin
mezenterinin  dorsali boyunca ilerleyerek, besinci haftanin basinda gonadal
kabartilara ulasirlar. Altinc1 haftada ise genital kabartida gdzlenirler. izlenen bu yola

germ ¢izgisi adi verilir.®®

Gonada girdikten sonra bdliinerek oogonia olarak
isimlendirilen germ hiicreleri ile ileri gelisimi desteklemede yardimci fonksiyon
goren somatik (pregroniiloza) hiicreler birbirine karigirlar.” Tek bir hiicre
(progenitdr hiicre), boliinerek 2" sayida birbirine sitoplazmik kdpriilerle bagh hiicre

kiimeleri meydana getirir 3

Primordial germ hiicreleri gé¢ etmeden biraz once ya da gogcleri sirasinda,
gonad kabartisinin sélom epiteli tekrar cogalarak mezensime yayilip diizensiz
primitif seks kordonlarini olustururlar. Yedinci haftadan oOnce, her iki cinsin
gonadlar1 birbirine benzer ve farklanmamis gonadlar olarak adlandirlirlar.®
Farklanmamis gonad dista yer alan bir korteks ve igte yer alan bir medulladan
olusmaktadir. Eger embriyo XX kromozomuna sahip ise, farklanmamis gonadin
korteksi ovaryuma farklilagir, medullasi ise geriler. Embriyo XY kromozoma
sahipse, medulla testise differe olur, korteks ise bazi kalintilar1 disinda gerileyerek

dejenere olur.>*3°

Disi embriyolarinda, X kromozomlar1 ovaryum gelismesi i¢in genler tasirken,
ovarian organogenez’de otozomal bir geninde etkili oldugu belirlenmistir.>>
Ovaryumlar, histolojik olarak onuncu haftaya kadar ayirt edilemezler. Primitif seks

kordonlar1 erkek embriyonlarda, disi embriyonlarinkinden daha belirgindirler.

Disilerde bu kordonlar, gonadlarin medullasina kadar uzanirlar ve rete ovari’yi
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olustururlar. Kortikal kordonlar denilen ikinci cinsiyet kordonlari, erken fotal
donemde, gelismekte olan gonadin yiizey s6lom epitelinden baslayarak altindaki
mezensime dogru gelismeye baslarlar. Kortikal kordonlar kalinlagmasi sélom

epitelinin cogalmastyla olur ve oogonyumlar bu kordonlarin igine karigirlar.*" #2

Oogonyumlarin ¢ogunlugu mitozla bolinmeyi siirdiirirken, bir kismi
boliinmesini 1. Mayoz bolinmenin profazin diploten evresinde durdurarak primer
oositlere farklilasir. Gelisimin besinci ayinda ovaryum igindeki germ hiicrelerinin
sayist pik yaparak ortalama yedi milyona ulasir. Bu evreden sonra hiicre 6liimii
baglar ve yiizeye yakin yerlesmis birka¢ oogonyum disinda ¢ogu dejenere olup
atretik hale gelir. Hayatta kalan primer oositler, tek sira yassi folikiil hiicre
katmaniyla ¢evrelenirler. Primer oosit, gevresindeki yassi epitel hiicreleriyle birlikte
primordiyal folikiil adim alir.** ** Dogumdan sonra ovaryumun yiizey epiteli diizlesir
ve tek tabakali hale gelen hiicreler, ovaryum hilumunda, periton mezoteli ile
devamlilik kazanirlar. Ovaryum folikiilleri olusurken yiizey epiteliyle olan
baglantilarim1  kaybederler. Yiizey epiteliyle ovaryum korteksi arasinda tunica
albuginea denilen ince fibroz bir kapsiil gelisir. Mezonefroz gerilerken ovaryum

ondan ayrilir ve mezovaryum denilen kendi mezenteriyle viicut duvarina astlirr. >

2.2.3 Ovaryum Histolojisi

Ovaryum; tek kath yassi epitelden, kiibik epitele kadar degiskenlik gosteren
bir epitel ve epitelin hemen altindaki tunika albugina denilen bir bag dokusu
katmaniyla cevrelenmistir.”® Peritona bakan epitelin yiiziinde mikrovilluslar ve az
sayida kinosilyalar bulunur. Hiicre sitoplazmasi da mitokondriyum ve pinositoz

vezikiillerinden zengindir.44
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Kesitlerde her bir ovaryumun i¢te medulla, dista korteks olarak iki boliimii
ayirt edilir. Bu katmanlar arasinda kesin bir smir yoktur.* *® Ovaryumun merkezi
olan medulla biiyiik kan, lenf damarlar1 ve sinir lifleri icerir ve gevsekge oOrgi
olusturan kollajen ve elastik lifler ile fibroblastlar iceren bag dokusundan olusur.
Folikiiler atrezi sirasinda graniiloza hiicreleri ile oositler dejenerasyona ugrarken,
teka interna hiicreleri etkin steroid salgi yapmayi siirdiiriirler. Medulla da yerlesik bu
epiteloid hiicrelere ‘interstisyel hiicreler’ denir. Bu hiicreler, kiimeler olusturmak
lizere bir araya gelirler ve ‘interstisyel bezleri’ olustururlar. Islevlerini puberteden
baslayip menapoza kadar siirdiiriirler ve 0Ostrojen salgllarlar.30 Hilus hiicreleri
ovaryum medullasindaki diger epiteloid tip hiicrelerdir. Bu hiicreler testislerdeki
Leydig hiicreleriyle ayn1 miktarda organel igerigine ve sitoplazmik 06zellige

sahiptirler. Ayrica androjenleri salgilarlar.®® **

Korteks, stroma ve gesitli gelisim evrelerindeki ovaryum folikiillerinden
olusur. Stroma, kollajen ve elastik lifler, retikiiler lif aglar1 ve ig bi¢imli bag doku
hiicrelerinden (fibroblastlar) yapilmistir. Bu fibroblastlar, hormonal uyarilara diger
organlarin fibroblastlarindan farkli yanit verir. Korteksin bu interstisyel bag dokusu

epitel altinda sikilasarak tunika albuginea’y: olusturur, 3 434447

Kortekste stroma iginde ¢esitli gelisim evrelerinde folikiiller yerlesmistir.
Ovaryum folikiilleri, ortada iri bir germ hiicresi (oosit) ile bunu ¢evreleyen folikiil

epitelinden olusan yapilardir ve gelisimin farkli evrelerinde farkli isimler alirlar.”®

Ovaryumun erken folikiiler gelisimi, birbirleriyle oldukca koordineli ¢alisan,
ovaryuma spesifik faktorler, lokal biiyiime faktorleri, ovaryum steroid hormonlari ve

muhtemelen gonodotropinler araciligiyla diizenlenir.*® *°
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Primordiyal folikiil, gelisimin 3. ay1 itibariyle ovaryumlarda goriilen ilk
folikiildiir.*® Erken dénemde oogonium hiicrelerinin sayis1 mitozla artar, bu artigla
baz1 hiicreler primer oositleri meydana getirirler. Oositlerin pregraniiloza hiicreleriyle
baglanti kurmasi sonucu primordiyal folikiiller sekillenir.>*>3 Primordiyal folikiiliin
olusmasi sirasinda, apoptozisi TNF-a uyarirken, B-hiicre lemfoma 2 (Bcl-2) da germ

hiicrelerinin korunmasini saglar.*® >*°°

Primer folikiil; pubertenin baslamasiyla, her menstrual dongiide 5- 15 arasi
primordiyal folikiiliin olgunlagsmasiyla olusur. Biiyiimenin ilk igareti yass1 folikiil
epitel hiicrelerinin kiibiklesmesi sonucu tek tabakali (unilaminar) primer folikiil
olusmasidir. Ilerleyen asamalarda folikiil hiicrelerinin gogalmasiyla ¢ok tabakali
(multilaminar) primer folikiil olusur. Cogalan folikiil hiicreleri de graniiloza hiicreleri
adin1 alir. Graniiloza hiicreleri ile oosit arasinda oluklu baglantilar (neksus) olusur.
Bunlar besleyici maddelerin, iyonlarin ve diizenleyici molekiillerin gegisine olanak

saglar.30’ 44,87

Graniiloza hiicreleri ¢ogalirken cevredeki stroma hiicreleri de folikiilii bag
dokusundan olusmus bir kilifla sararak teka folikiill katmanini olusturur. Teka
katmam gelistikce iki tabakaya ayrilir. Igte teka interna denilen oldukca damarls,
kiibik salgi hiicrelerinden olusan kat yer alir. Bu kiibik hiicreler farklilasarak steroid
hormon iireten hiicrelere doniisiirler. Luteinlestirici hormon (LH) reseptorii tasiyan
hiicreler Ostrojen onciilii androjenleri salgilarlar. Teka interna katmani fibroblastlar,
kollajen lifler ve kii¢iik damarlardan olusur. Dista bulunan kat ise teka eksternadir.
Icerdigi kollajen demetler ve diiz kaslariyla daha ¢ok bir kapsiil gorevi goriir. Teka

eksterna katmani ile ovaryumun stromasi arasindaki smir tam olarak belirgin
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olmamasina karsin teka interna ile graniiloza katmani arasindaki sinir burada bulunan

bazal lamina (membrana limitans eksterna) ile oldukga iyi belirlenmistir.

Oosit, folikiil gelisimi sirasinda kendi ¢evresinde, glikozaminoglikan ve
glikoproteinlerden zengin bir katman olan zona pellusidayr (ZP) olusturur. ZP,
homojen, asidofilik, Periyodik Asit Schiff soliisyonuyla (PAS) pozitif ve oldukga iyi
boyanan jel kivaminda bir yapidir. Zona pellusida ZP1, ZP2 ve ZP3 denilen 3 farkli

glikoproteinden olusur.

Cok katmanli primer folikiillerin gelisimi ilerledik¢e graniiloza hiicrelerinin
arasinda i¢i sivi dolu bosluklar olusur ve bu bosluklar kisa siirede birbirleriyle
birleserek yarim ay seklinde folikiil antrumunu meydana getirir. Sekonder folikiiliin
graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi hipofizin 6n lobundaki bazofil hiicrelerden salinan
folikiil uyaran hormona (FSH) baghdir. FSH’nun etkisi altinda graniiloza
hiicrelerinin sayis1 artar ve hiicrelerarasi bosluga folikiil sivist birikir. Bu sivi
glikozaminoglikan, proteoglikan ve hormon baglayici proteinlerden zengin plazma
benzeri yapidadir. Ayrica folikiil stvist hormonlardan progesteron, dstradiol, inhibin,

folliostatin ve FSH ile LH’ 1n salinimin diizenleyen aktivin igerir.

Graaf veya preovulatuar folikiil; zamanla graniiloza hiicreleri yeniden
diizenlenmeye baslar ve primer oosit bir miktar graniiloza hiicresiyle birlikte antrum
boslugu icinde bir kenara toplanir. Bu yapiya kumulus ooforus denir. Zona pellusida
cevresinde gevsek yerlesmis kiibik ya da algak boylu prizmatik graniiloza hiicreleri
sitoplazmik uzantilariyla oosit ile baglantilarini slirdiirmektedirler. Primer oosit’i
cevreleyen bu tek sirali graniiloza hiicre katmanina korona radiata denir. Diger

graniiloza hiicreleri poligonal sekillidirler. Oosit sitoplazmasinda mitokondriyumlar
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¢ekirdek yakiinda toplanirlar. Sitoplazmada protein-lipit yapisinda vitellus
olusmaya baslar. Bu evrenin sonuna dogru stromal hiicreler genislemeye baslar ve

teka interna yaygin ag olusturmus kapillerle beslenir.

Atretik folikiiller; ovaryum iginde atretik olmus folikiillere de bulunmaktadir.
Bu folikiiller; farklilasmamis primordiyal folikiiller olabilecegi gibi liitealizasyonu

tamamlamis korpus luteumlar da olabilirler.

Korpus luteum; Oviilasyonun gergeklesmesi ile birlikte i¢ teka hiicreleri ve
graniiloza hiicrelerinin tamami, korpus luteum olarak isimlendirilen steroid hormon
salgilayan bir beze farklanmaya baslar. Eger dollenme gerceklesmemisse korpus
luteum geriler. Bu olay luteoliz da olarakta bilinir. Daha sonra folikiil fibrotik

dokuya degisir ve bu yapiya da korpus albikans denir.>® *°

2.3.Kuersetin

Obeziteye bagli oksidatif stres ve kronik enflamasyona karst etkili
farmakolojik tedaviler daha da gelistirme asamasinda oldugundan, viicudun
antioksidan ve antienflamatuar kapasitesitelerini arttiracak dogal bilesiklerin
aragtirtlmast  son zamanlarda biiyik ilgi ¢ekmektedir. Diyetle alinan
antioksidanlardan olan polifenolik bilesikler kanser, koroner kalp hastaligi,
ateroskleroz gibi oksidatif stres ile iliskili bircok hastaligin patogenezine karsi
potansiyel koruyucu etkilere sahibler. Flavonoidler dogal olarak biitiin bitkilerde
mevcut olan, diisiik molekiil agirlikli polifenolik bilesiklerin biiylik bir grubunu
olusturmaktadir. Bir flavonoid tiirii olan kuersetin (3,3,4,5,7-pentahidroksiflavon),
genellikle sekerin aglukon ile birlesmis glikozidik formu olup, bitkisel gidalarda ¢cok

genis bulundugundan giinliik diyetle degisik oranlarda alinmaktadir.®” ®* Kuersetinin
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antienflamatuar, antikanserojenik ve antiviral, antialerjik etki gibi biyolojik
fonksiyonlarin genis bir yelpazesini etkiledigi farkli ¢alismalarda Vurgulanmlstlr.62
Ayrica, in vitro birgok c¢alismada kuersetinin antioksidan aktivitesi gosterilmistir.
Son yapilan calismalarda kuersetinin izole si¢an adipositlerinde glikoz alimini
engelledigi ve epinefrine sinerjik bir etki ile de lipolizi arttirdigi gosterilmistir.
Bununla birlikte hiicre proliferasyonunu azaltarak hiicre dongiisiinii duraklattigi,
preadipozitler dahil, ¢esitli hiicre hatlar1 ile yapilan in vitro deneylerde apoptoza

neden oldugu da literatiirde yer almugtir.®*®’

Kuersetinin  antiobezite etkileri arastirihirken, kuersetin  tedavisinin
preadipositlerin diferansiyasyonunu doza bagimli inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu
tiir inhibisyon genis transkripsiyon faktorleri ag1 ve adipogenezisle ilgili enzimler
tarafindan diizenlenmektedir. Bahsi gegen bu ¢alismada kuersetin tedavisinin farkli
transkripsiyon faktorlerini inhibe ederek, preadipositlerin adipositlere doniigiimiinii
engelledigi vurgulanmistir.”® ® Kuersetin adenozin monofosfat-aktive protein kinaz
(AMPK) aktivasyonunu aktive ederek, substratlarin fosforilasyonuna neden oluyor.
Fosforile edilerek inhibe olan substratlar sonu¢ olarak adipogenezin inhibisyonunu
tetikler.”? Bu konuda ¢ok dikkat ¢ekici diger bir olay kuersetinin apoptotik
etkisiyle ilgilidir. Kuersetinin olgun adipositlerde apoptotik aktiviteyi arttirdigi
gosterilirken, kuersetin —indiiklii apoptozisin kaspaz aktivasyonuyla kontrol edildigi
gosterilmistir. Kuersetinle -indiiklenmis apoptoz pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri,
Bax ve preadipositlerde kaspaz-3 aktivasyonu ile iliskilidir.®® Kuersetinin apoptozu
uyarict mekanizmalari mitogenle-aktive edilmis protein kinazi (MAPK), o6zellikle
ekstraselliiler sinyal- regiilasyonlu kinazi (ERKs) icermektedir. MAPK yolagi TNF-a

ve NF-kB’nin énemli aktivatériidiir ve kronik enflamasyonda anahtar rol oynar.”
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ERK yolag1 oncelikle mitojenler ve biiylime faktorlerine kars1 duyarlt olup, hiicre
¢ogalmasi ve diferansiasyonunda 6nemli rol oynar. ™ Tiimér hiicre hatlarinda ERK
sinyalizasyonu inhibisyonunun apoptozu giiclendirdigi bildirilmistir.”” Bu sonuclarla
uyumlu farkli bir calismada ise kuersetin tedavisinin fosfo- ERK diizeylerini azalttig1
bildirilmistir.”* c-Jun N-terminal kinaz (JNK), MAPK’m alt-grubunu olusturan
protein olup, enflamasyonun 6nemli bir diizenleyicisidir ve ayn1 zamanda da insiilin
aktivitesini etkiler. Son zamanlarda, JNK aktivasyonunun obezite ve insiilin direnci
ile iligkili oldugu géstermistir ve buna istinaden JNK inhibitorlerinin diyabet ve diger
metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanimi artmaktadir.”®"® Kuersetin tedavisinin

fosforile olmus JNK seviyelerini diisiirmesi, kuersetinin antiobezite etkisini JNK

yolaginin inhibisyonu aracihigiyla gergeklestirdigini gostermektedir.’

Metabolik hastaliklar yag dokusu i¢inde kronik inflamasyon ile baglantili
oldugundan kuersetinin obeziteyi antienflamatuar aktivitesi ile iyilestirecegini de
aciklanmistir. Metabolik hastaliklarin tedavisinde kuersetinin giindeme gelmesi
cesitli kemokinlerin salinimimi inhibe edici etkisine bagli ortaya c¢ikmustir.
Enflamasyonun ileri evresi olarak kabul edilen obezite leptin seviyelerinde
degisiklikler ve adipositlerden sitokin salinimi ile karakterizedir.”> Bu durum
enflamasyon sinyal iletim yolaklarinin, 6rnegin NF-kB aktivasyonu yolagi, aktive
edilmesiyle olusur. Olaylar zincirinin devaminda bir¢ok enflamatuar proteinlerin
sentezlenmesi artar.’® Kuersetin sitokin iiretimi ve fonksiyonlarini selektif bigimde
etkiler. Ornegin, TNF-a Ve IL-6 salinimini inhibe ederek ve ayni1 zamanda interldkin-
10 (IL-10) salimimini uyararak antienflamatuar etki gosterir ve bu etkisini
1, 8

lipopolisakkaridlere bagimli yolagi inhibe ederek azalttigi bilinmektedir.®

Kuersetinin antienflamatuar etkilerinin bircok mekanizmayla agiklanmasina ragmen
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bunlar arasinda en Onemli olanlar1 adipositlerde ERK fosforilasyonunun
baskilanmasi, makrofajlarda NF-kB aktivasyonunun inhibisyonu ile ilgilidir.”> & 8
NF-kB aktivasyonunun inhibisyonu hem NF-kB/IkB kompleksinin stabilizasyonu,
hem de TNF-o dahil proenflamatuar sitokinerin baskilanmasiyla gerceklestirilir.®
Obezite adipoz dokularda TNF-o olusumda artis ve adiponektin gibi antienflamatuar
adipositokinlerin plazma konsantrasyonlarinin azalmasi ile karakterize bir durumdur.
Kuersetin tedavisi TNF-a. olusumunun ve azot oksitleri (NOx) seviyelerinin
azalmasina ve adiponektin yogunlugunun artisina neden olarak direk yolla

85-87 Bircok metabolik bozuklukta

proenflamatuar durumu iyilestirmektedir.
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) iiretimi proenflamatuar sitokinler tarafindan
uyarildigindan NOx’in plazma seviyelerindeki artig iNOS tarafindan nitrik oksit

(NO)’nun agir1 iiretimini yansitmaktadir.?®

Bu yiizden proenflamatuar sitokinlere
bagli iNOS iiretimini inhibe eden tedavilerin metabolik sendromlardaki degisiklikleri
iyilestirecegi beklenmektedir. Son yapilan calismalarda kuersetinin obez ratlarda
INOS ekspresyonunu, NO ve TNF-a salinimini diizenleyerek, NF-kB yolagi
inhibisyonu gerceklestirdigi ifade edilmistir.®* ® MAPK ve Toll-benzeri reseptor
sinyalizasyonu NF-kB, TNF-a, IL-1p and IL-6 gibi erken adipogenik ve enflamatuar
faktorleri uyararak adipogenezisi stimule ettigi de bilinmektedir. % Kuersetin erken
adipogenezde MAPK sinyal ekspresyonu inhibe ederken, NF-kB, TNF-a ve IL-6 gibi
sitokinlerin inhibisyonuna neden olan adiponektinleri uyararak da lipid birikimini

baskilar. %4 %

Obezitede organ yetmezligi oksidatif stres ve enflamasyona bagh gelisiyor. %
Obezitye bagli enflamatuar yanitlar oksidatif stres, endoplazmik retikulum (ER)

stresi, hipoksi gibi ¢ok yonlii hiicresel olaylara baghdir. ¥ % Obezitenin gelisimi ve
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ilerlemesinde oksidatif stresin kritik 6neme sahip olmasi, obezite tedavisinde
antioksidanlarin terapotik ajan olarak kullanimi hipotezine 151k tutuyor ve
antioksidanlar arasinda, yan etkilerinin ¢ok az olusu dikkatleri polifenolik bilesiklere
yonlendiriyor. Kuersetin ROT ve nitrojen bilesiklerine (RNS) karst kuvvetli
antioksidan ve radikal temizleyici 6zelligi bulunan dogal maddedir.® Serbest
radikalleri ve lipit peroksitleri direkt baskiladigi, non-enzimatik antioksidanlarin
olusumunu dolayli olarak arttirdifi ve in vivo kosullarda antioksidan enzimlerin
aktivitelerini arttirdigi yapilan ¢alismalarda vurgulanmistir.”® Oksidatif stres ve
enflamasyon gostericilerinden olan, niikleer faktorle -ilgili faktor 2 (Nrf2),
hemoksijenaz-1 (HO-1) ve NF-kB’nin ekspresyonunu onarmasi yag dokusu tizerinde
antienflamatuar  etkilerinn  desteklemektedir.’®® Adipoz dokularda metabolik
degisimlerin diizenlenmsesi ROT ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi bilesimlerin
kaynagini olusturur. Siirekli olusan ROT superoksid dismutaz (SOD) ve katalaz gibi
endojen hiicresel antioksidan mekanizmalar tarafindan kontrol altinda tutulur. ROT
tiretimi ve hiicresel antioksidan savunma sistemi arasinda oransizlik oksidatif stres
olusumuna neden olur.% Yag hiicrelerinde, asir1 ROT {iretimi ER ve mitokondri
fonksiyonlarmi ve aymi zamanda hiicre sinyal yolaklarini degistirerek, dokuda
enflamasyon olusumunu uyarlyor.loz’ 183 ROT bagimli enflamatuar sitokinlerin
olusumu ilk basamakta TNF-o salimmiyla iligkilidir. TNF-a insiilin direncinin
olusumunda ©nemli bir rol oynayarak, obezite yag dokusunda enflamasyon
gelisiminde ikincili 6nemli mediator islevini goriir. TNF-a NF-kB yolagini aktive
ederek IL-6 gibi proenflamatuar sitokinlerin salimmina neden olur.*® 1% 1% Opezite,
ayn1 zamanda kronik ve diisiik dereceli enflamasyon gelisimine katkida bulunan, IL-

6 ve TNF-a gibi proenflamatuar sitokinlerlerin iiretiminin artigt ile iligkili bir
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durumdur.® % TNF-q enflamasyonu baslatarak serin/treonin kinaz fosforilasyonunu
uyarir ve bu kaskad MAPK, ERK ve JNK ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna neden olur.’1% By proteinler indirekt yolla enflamatuar genlerin
transkripsiyonunu uyararak ve peroksizom proliferasyonunu aktive eden 7y
reseptoriinii (PPARy ) antagonize ederek, veya dogrudan insiilin reseptor substratini
(IRS) azaltarak insiilin sinyalizasyonu bozar ve boylece insiilin direncinin gelisimine
neden olur.”” 1% Oksidatif strese bagl olarak NF-kB ekspresyonu atrarken, kuersetin

tedavisinin bu artis1 baskilamas: antienflamatuar 6zelliklerini dogrulamaktadir.'®
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul, Deneklerin Temini ve Deney Gruplari

3.1.1. Etik Kurul Onay1

“Deneysel obezite olusturulmus ratlarda, Kuersetin’in ovaryum dokusu
tizerine etkilerinin 11k ve elektron mikroskobunda incelenmesi” adli ¢caligsma Atatiirk
Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanliginin 2015-

174 sayili karariyla etik kurallara uygun olduguna karar verilmistir.

3.1.2. Deneklerin Temini ve Ozellikleri

Calismada kullanilan toplam 24 adet sican (Sprague-Dawley) ortalama 200-
300 gram agirliginda disi denek, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nden (ATADEM) temin edilerek kullanilmustir.

3.1.3. Caliymanin Deney Gruplar:

Calismada, 4 ayr1 grup olusturuldu. Olusturulan gruplar sirasiyla asagidaki

gibi adlandirildi.
1.Grup (6 hayvan) - Kontrol
2.Grup (6 hayvan) - Kontrol + Kuersetin
3.Grup (6 hayvan) - Obez
4.Grup (6 hayvan) - Obez + Kuersetin
Obez grup; yagh diyet (%32.6 lipit, %43.8 kh, %23.5 protein) yedirilerek

agirlik ortalamasi %40 artan hayvanlardan olusturuldu. Kuersetin uygulanan

21



gruplara, 15 giin boyunca misir yagi ig¢inde ¢6zdiiriilen 50 mg/kg dozunda kuersetin

(Q4951; Sigma, SL, ABD) gavaj yolu ile verildi.

Cikarilan her iki ovaryumdan bir tanesi histopatolojik inceleme igin % 4'luk
formaldehit icerisinde, diger ovaryum ise %3’lik 0,2 M fosfat tamponlu

gluteraldehit soliisyonu igerisine histoloji laboratuarina gotiiriildii.

3.2. Calismanin Degerlendirilmesinde Kullanilan Uygulamalar

3.2.1. Isik Mikroskobik Islemler

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Laboratuarlarinda Konvansiyonel 151k mikroskobu islemlerinin tiimii gerceklestirildi.

Tiim gruplardaki siganlardan alinan ovaryum dokulari1 numalandirilarak
icinde % 4’liik formaldehit olan siselere konuldu. Hem 151k mikroskobik bulgular
icin hemde immiinohistokimyasal boyama i¢in aym doku takibi yontemi

kullanilmistir ve asagida anlatilan sira ile 72 saat sonra isleme baslanilmistir.

3.2.1.1.Doku Takip Islemleri

Dokular akar suda 4 saat yikandiktan sonra asagidaki sira ile takip baslatilir;

1. —%70’lik Alkolde (Merck) ® 1 gece,
2. —%380’lik Alkolde 1 saat,
3. —%96’lik Alkol’de 1 saat,
4. —%96’lik Alkolde 1 saat,

5. —%100’lik Alkolde 1 saat,

22



(o2}

. —%100’liik Alkolde 1 saat bekletildi.

~

Ksilende (Merck)®10 dakika,
8. Ksilende 10 dakika bekletildi.
9. Ksilen + boncuk parafin (Merck) ® karisiminda 60°C*lik etiivde 1 saat,
10. Boncuk parafinde 60 C‘lik etiivde 1 saat,
11. Boncuk parafinde 60 C lik etiivde 2 saat bekletildi.
12. Dokular parafin bloklara gomiildii ve kesit alinmasi iglemlerine hazir
hale getirildi.

13. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile ayni hiicreyi
icerecek 5 um’lik seri kesitler alindi. Tiim doku blokundan 50 mikron aralikla alinan
8 seri kesit elde edildi. Elde edilen bu seri kesitler H&E ile boyanarak ayni kesit
ylizeyine diisen ayni hiicrenin karakteri belirlenmis oldu. Tiim boyamalarin
mikroskobik fotograflari, gruplarin degerlendirmelerinin objektif olmasi i¢in, ayni

151k ayarlarinda ¢ekildi.

3.2.1.2.Hematoksilen ve Eosin Boyama Islemi

1. Deparafinizasyon islemi yapildiktan sonra

2. Ksilolde (20 dak.) bekletme

3. Ksilolde (10 dak.) bekletme

4. 1ki ayr1 %96°lik Alkol serisinde (5 dak.) bekletme

5. %80’lik Alkol (10 dak.) bekletme ve boyamadan 6nce akan suda yikama

6. Hematoksilen boyasinda (1 dak.) bekletme
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7. Asit-Alkol karisimina batirilip ¢ikarma

8. Eozin soliisyonunda (1 dak.) bekletme

9. Suda (1 dak.) yikama

10. %80’lik Alkolde (10 dak.) bekletme

11. iki ayr1 %96°1lik Alkol serisinde (10 dak.) bekletme
12. Ksilol serilerinde (20 dak.) bekletme

13. Entellan ile kapatma islemi yapildi.

Kesitlerden Goriintii Elde Edilmesi; Gruplara ait kesitlerin fotograflar Olympus

BH 40 marka kamera atagmanli 151k mikroskobu altinda analiz edilerek ¢ekildi.

3.2.2. Immunohistokimyasal Boyama Islemi

Immunohistokimyasal analizler igin parafine gomiilen dokulardan mikrotom
(Leica DSC2) ile 5 um’lik kesitler pozitif sarjli cam lamlar {izerine alindiktan sonra
asagida siralanan islemlere tabi tutularak NF-kB p65 boyama islemi gergeklestirildi.
Pozitif sarjli lamlara alinan 5 mikron kalinliginda kesitler Ventana BENCHMARK
GX otomatik immiinohistokimya boyama cihazina yerlestirildi. Primer antikor (NF-
kB-p65 Santa Cruz, sc-8008, mouse monoclonal, 200 pug/ml,) sulandirma orani 1/80)
kullanilan immiinohistokimyasal boyama protokoliinde diger tiim islemler benzer

olarak yapildi. Cihaz tarafindan asagidaki islemler sirasiyla gergeklestirildi.
1. Kesitler 75°C’de 4 dk inkiibe edildi,
2. EZPrep uygulanarak 4 dk inkiibe edildi,

3. Reaction Buffer ile yikandi,

24



4. EZPrep uygulanarak 4 dak. inkiibe edildi,

5. Reaction Buffer ile yikandi,

6. EZPrep uygulanarak 4 dak inkiibe edildi,

7. Reaction Buffer ile yikandi,

8. Kesitler 75°C’de 4 dak inkiibe edildi,

9. Reaction Buffer ile yikandi (3 tekrar ile),

Kisa 8 dk iyilestirme:

10. Kesitler 95°C’de CC uygulanarak 8 dak inkiibe edildi,

Yumusak 30 dk iyilestirme:

10. Kesitler 100°C’de EZPrep/CC uygulanarak 30 dak inkiibe edildi,

Standart 60 dk iyilestirme:

10. Kesitler 100°C’de EZPrep/CC uygulanarak 60 dak inkiibe edildi,

11. Reaction Buffer ile yikandi,

12. Kesitler 37°C’de 2 dak inkiibe edildi,

13. Reaction Buffer ile yikandj,

14. Kesitler ultraView (UV) Inhibitor (3% H,0,) ile 4 dak inkiibe edildi.

15. Reaction Buffer ile yikandi,
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16. Kesitler Amplifier (NF-KB p65) A “Ventana (Kat No: 5266114)” ile 8 dak inkiibe

edildi.

17. Reaction Buffer ile yikandi,

18. Kesitler Amplifier B “Ventana (Kat No: 5266114)’ ile 8 dak inkiibe edildi,

19. Reaction Buffer ile yikandi,

20. Kesitler UV HRP UNIV MULT “Ventana (Kat No: 5269806)’ ile 8 dak inkiibe

edildi,

21. Reaction Buffer ile yikandi (3 tekrar ile),

22. Kesitler UV DAB ve UV DAB H,0; ‘Ventana (Kat No: 5266157)” ile 8 dak

inkiibe edildi,

23. Reaction Buffer ile yikandj,

22. Kesitler UV Copper ile 4 dak inkiibe edildi,

23. Reaction Buffer ile yikands,

24. Kesitler Hematoksilen ‘Ventana (Kat No: 5266726)’ ile 8 dak inkiibe edildi,

25. Reaction Buffer ile yikands,

26. Kesitler Bluing Reagent © Ventana (Kat No: 5266769)’ ile 4 dak inkiibe edildi,

27. Reaction Buffer ile yikandj,

28.% 99 alkol’de 2 dak bekletildi,

29.Ksilol’de 2 dak bekletildi,

26



30

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

.Entellan ile kapatma yaptirildi.

3.2.3 Transmisyon Elektron Mikroskobik Islemler

Elde edilen ovaryum o6rnekleri elektron mikroskobik takip igin sirasiyla;

(+4°C°de),

. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi,
. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi,
. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi,
. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi,
. Post fiksasyon 0,2 M fosfat tamponlu OsO, soliisyonunda 1 saat bekletildi,
. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi,
. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi,

. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi,

0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikandi,
% 35 etil alkolde 15 dakika bekletildi,

% 50 etil alkolde 15 dakika bekletildi,

% 70 etil alkolde 30 dakika bekletildi,

% 95 etil alkolde 20 dakika bekletildi,

% 100 etil alkolde 20 dakika bekletildi,

% 100 etil alkolde 20 dakika bekletildi,

% 100 etil alkolde 20 dakika bekletildi,
Propilen oksitde 20 dakika bekletildi,
Propilen oksitde 20 dakika bekletildi,

1 kisim Propilen oksit + 1 kisim Aralditte 1 saat bekletildi,

. %3’lik 0,2 M fosfat tamponlu gluteraldehit soliisyonunda 1saat bekletildi
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21. 1 kisim Propilen oksit + 2 kisim Aralditte 1 saat bekletildi,
22. Saf Aralditte 4 saat bekleme islemlerinden gegirildi.

Daha sonra araldit kapsiillere dokiildii, parcalar kapsiillere yerlestirildi ve 1
gece desikatorde bekletildi. Ertesi giin pargalar sentralize edilerek 45°C1 saat, 50 °C
1 saat, 55 °C 1 saat, 62 °C 48 saat bekletilerek bloklar elde edilmis oldu.

Araldit bloklara gomiilen dokulardan, bir ultramikrotom (LKB NOVA,
Bromma, Sweden) yardimiyla 70—80 nm kalinliga sahip kesitler elde edildi. Elde
edilen kesitler gridlere (S 162 -PELCO) alinarak asagidaki diger islemlere gecildi.

1. Gridler 30 dakika uranil asetat boyasinda boyandi.

2. Distile su ile yikama 1 dak

3. Distile su ile yikama 1 dak

4. Distile su ile yikama 1 dak

5. Gridler kurutma kagidi lizerine konularak kurutuldu.

6. Gridler 5 dakika kursun sitrat ile boyandi.

7. Distile su ile yikama 1 dak

8. Distile su ile yikama 1 dak

9. Distile su ile yitkama 1 dak

10. Gridler kurutma kagidi lizerine konularak kurutuldu.

Yukarida siralanan tiim iglemler tamamlandiktan sonra, 6rnekler bir transmisyon
elektron mikroskobu yardimiyla (100 SX Jeol, Tokyo, Japan) goriintiilenerek

incelenmeye hazir hale getirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobu Bulgulari

Kontrol grubuna ait preparatlar incelendiginde ovaryumlarin yiizeyi tek kath
yassi epitelle sarilmaktaydi. Germinal epitelin altinda, siki1 bag dokusundan olusan
tunika albuginea iyi ayirt edilirken, korteks tabakasinda primordiyal, primer ve
sekonder folikiiller gibi gelisimin farkli asamasindaki bir¢ok folikiil bulunmaktaydi.
Graniiloza tabakasiyla birlikte teka tabakasi da gelismekte olan sekonder folikiillerde
normal goriinimde izlenmekteydi. Ayrica korteks bolimiinde ovule olmus
folikiillerden kalan ¢ok miktarda korpus luteum mevcuttu. Ovaryumlarin

medullasinda bulunan arter ve venler de saglikli bir goriinimdeydi (Sekil 4. 1.A-D).

Sekil 4. 1. A-D:Kontrol grubuna kesitler; A: antrum, GH:graniiloza hiicresi, KL: korpus luteum,
LH: luteal hiicre, OD: ovaryum damarlari, OK: ovaryum korteksi, OM: ovaryum medullasi, PMF:
primordiyal folikiil, PO: primer oosit, SF: sekonder folikiil, TA: tunika albuginea, ZP: zona pelisuda.
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Kontrol + Kuersetin grubuna ait preparatlar1 degerlendirdigimizde kortekstin
stromasinda ve parankimasinda herhangi bir patolojik duruma rastlanmamaktaydi ve
genel morfolojik 6zellikler bakimindan kontrol grubu ile benzerlik gostermekteydi

(Sekil 4.2.A-D).

i) SN AN ¢ Sy A 4 e " N -

Sekil 4. 2. A-D: Kontrol + Kuersetin grubuna kesitler; KL: korpus luteum, OM: ovaryum medullas,
PF: primer folikiil, PMF: primordiyal folikiil, SF: sekonder folikiil.
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Obezite grubuna ait preparatlarda ozellikle kortekstte yag birikimi
izlenmekteydi. Ayrica yag birikimi alanlarinda lenfatik hiicreler normale gore daha
fazla bulunmaktaydi. Obezite gelistirilmesi sonucu izlenen sekonder folikiillerin ve
Graaf folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde goriilen apoptotik bulgular ve hiicrelerde
piknotik goriintimlii niikleuslarin varligi bulgularimiz arasinda dikkat c¢ekiciydi.
Folikiillerin antral bosluklarinda graniiloza hiicre artiklari ile apoptotik cisimlerden

olusmus materyal da izlenmekteydi (Sekil 4. 3. A-F).

P
{
A
’

Sekil 4. 3. A-F: Obezite grubuna ait kesitler; AH: apoptotik hiicre, L: lenfatik hiicre, YB: yag
birikimi.
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Calismamizin  obezite + kuersetin uygulanmig grubunun bulgularina
bakildigimizda ise obezite grubunda gozlenen korteksteki yag birikiminin bu grupta
onemli derecede azaldigi, yine bu gurupta yag birikim alanlarinda lenfatik hiicrelerin
seyrek olarak bulundugu goriilmekteydi. Ote yandan obezite grubunda dikkat ¢eken

folikiil igindeki apoptotik degismeler bu grupta izlenmedi (Sekil 4. 4. A-D).

Sekil 4. 4. A-D: obezite + kuersetin grubuna ait kesitler; AH: apoptotik hiicre, GF: graaf folikiil. L:
lenfatik hiicre, PO: primer oosit, YB: yag birikimi.

32



4.2. immiinohistokimyasal Boyama Bulgular

Calismamizin immiinohistokimyasal boyama preperatlar1 incelendiginde
kontrol ve Kontrol + kuersetin gruplarinda korteks ve medulla da NF-kB immiin
pozitif reaksiyon gozlenmekteydi. Fakat obezite olusturulmus deney grubunda NF-
kB immiin pozitifligin belirgin sekilde kortekste ve medulla da azaldigini tespit ettik.
Kontrol gruplariyla benzer olarak, obezite + Kkuersetin grubuna ait preperatlara
bakildiginda da immiin pozitifligin obezite grubuna goére belirgin sekilde arttigi

goriilmekteydi (Sekil 4. 5).
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Sekil 4. 5. NF-kB immiinohistokimyasal boya kesitleri; A-B: kontrol, C-D: kontrol + kuersetin, E-
F: obezite, G-H: obezite + kuersetin grubuna ait kesitler.
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4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait elektron mikroskobik incelemerde tek katli yassi folikiil
hiicreleri primordial folikiillerin oositlerini ¢evrelemekteydi. Oositlerin sitoplazmasi
igerisinde mitokondriler tiim alanlarda Golgi kompleksi ve lizozomlar ile birlikte
normal goriiniimde ayirt edilmekteydi. Gelisimin daha ileriki sahfalarinda olan
folikiillerde graniiloza hiicrelerindeki mitotik degisimler dikkat ¢ekmekteydi. Bu
oositlerin sitoplazmasinda diiz ER ve ¢ok miktarda serbest ribozom bulunmaktaydi
(Sekil 4.6). Graniiloza hiicrelerinin 6kromatik ve ¢entikli bir ¢ekirdek i¢inde belirgin
bir ¢ekirdekcige sahip oldugu goriilmekteydi. Teka interna tabakasindaki hiicrelerde
ise bol miktarda lipit damlaciklari, mitokondriler ve diiz ER bulunmakla birlikte, bu

hiicreler steroid sentezleyen tipik hiicre 6zelligi sergilemekteydi.

Sekil 4. 6. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobik gériintii. Biiyiitme: X25000. gh:
graniiloza hiicresi, n: nukleus, ok basi: golgi kompleksi, ok: mitokondri, th: teka hiicresi.
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Kontrol + kuersetin grubundaki folikiillerinde bulunan hiicreleri kontrol
grubu ile kiyaslandigimizda bu gruptaki hiicrelerin sitoplazmik ultrastriiktiirel
yapilariin kontrol grubuyla kiyasladigimizda onemli bir farklilik goéstermedigini

tespit ettik (Sekil 4.7).

Sekil 4. 7. Kontrol + kuersetin grubuna ait elektron mikroskobik goriintii. Bilyiitme: X25000.
gh: graniiloza hiicresi, n: nukleus, th: teka hiicresi.
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Obezite grubuna ait folikiilleri inceledigimiz zaman hiicrelerde dejeneratif
bozukluklar bariz bir sekilde izlenmekteydi. Folikiillerin graniiloza hiicrelerinde
vakuolizasyonlarla birlikte apoptotik graniiloza hiicreleri dikkat ¢ekmekteydi. Bu
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kromatin materyalinin kondanse oldugu gozlemlendi.
Obezite grubuna ait folikiillerin teka hiicre tabakasindaki hiicrelerde de graniiloza
hiicrelerindeki gibi ultrastriiktiirel degisimler goriilmekteydi. Teka hiicrelerinin
membran yapilarinin degisime ugradigi, diizensiz yapiya doniistiigli obezite

grubunda buldugumuz dikkat ¢ekici bulgular arasindaydi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Obezite grubuna ait elektron mikroskobik goriintii. Biiyiitme: X25000. Asteriks:
apoptotik hiicre, gh: graniiloza hiicresi, n: nukleus, ok: mitokondri, p¢: piknotik g¢ekirdek, th: teka
hiicresi, vd: vakuoler dejenerasyon.
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Obezite + kuersetin grubuna ait preparatlart degerlendirdigimizde
folikiillerdeki apoptotik goriiniimlii graniiloza hiicrelerinin obezite grubuna gore
bariz olarak azaldigi goriilmekteydi. Obezite grubundaki graniiloza hiicrelerinin
sitoplazmasinda izledigimiz vakuoler dejenerasyonalar ¢ok az miktarda devam
ederken, hiicre i¢i organeller normal yapida izlenmekteydi. Folikiillerinin teka
tabakasindaki hiicreler yer yer degisim gosterirken, genel olarak teka hiicrelerinde
ultrastriiktiirel seviyede kontrol grubuna gore 6nemli bir farklilik bulunmamaktaydi
(Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Obezite + kuersetin grubuna ait elektron mikroskobik goriintii. Biiyiitme: X25000.
gh: graniiloza hiicresi, th: teka hiicresi.
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5. TARTISMA

Obezite tiim diinyada gittikge artmakta olan bir saghk sorundur. DSO
verilerine gore 1 milyardan fazla kisinin asir1 kilolu oldugu, 300 milyon kisinin ise
sismanlik kriterlerine sahip oldugu tahmin ediliyor ve obezite rakamlarindaki artis
yas, cins farkliligi gostermeksizin maalesef artmakta devam etmektedir. Kadinlar
arasinda obezitenin artisi da ayn1 zamanda birgok {iilkenin endiselendigi saglik
sorunlar1 arasinda olup, gittikce daha da onem kazanmaktadir. Kompleks bir
metabolik bozukluk olan obezite, diger sistemlerdeki degisimlerle birlikte tireme

109, 110 q* . —
Ureme lzerine obezitenin olumsuz

sisteminin bozukluklar: ile de iliskilidir.
etkileri, PCOS da dahil olmak iizere yumurta kalitesinin diisiisi, dogurganligin
azalmasi, ayn1 zamanda dogum defektleri ve 6lii dogum riski gibi sorunlarla
iligkilidir. ' Obez kadinlar obez olmayanlara kiyasla 3 kat daha fazla farkli
derecelerde infertiliteye sahipler ve sikluslar1 diizenli olsa bile gebelik sorunlari
yasamaktalar. 20-39 yaslar arasinda gebe kalamayan infertil kadinlarin %29’ u
obezite tanisi ile takip ediliyor. Bunlarin yani sira obezite ovaryumlarda steroid
hormonlarin ekspresyonu ve aktivitesini de degistirerek, potansiyel olarak hormon

112

sentezi ve metabolizmasin1 da etkilemektedir. Diger bir bakis acisindan

baktigimizda ise, obezite viicutta diisiik de olsa sistemik enflamasyona neden olarak

infertiliteyi tetiklemektedir.**®

Enflamatuar mediatérler ve yolaklar ovaryum
fonksiyonlarmin modiilasyonunda rol almaktalar ve ovaryum folikiil gelisiminde,
steroid hormonlarin yapiminda, ovulasyonda ve atrezide ¢ok onemli molekiillerdir."**

Bu yiizden obezitede proenflamatuar sitokinlerin salinimi ovaryum fonksiyonlarini

ve dogurganligi ileri derecede etkilemektedir.
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Bizim calismamizda kontrol grubuna ait ovaryum dokusu incelendiginde,
dokuda bulunan folikiiller normal goriinlimde izlenmekteydi. Kontrol grubuyla
benzer olarak, kontrol ve kontrol + kuersetin grubuna ait preparatlarda da patolojik
bulguya rastlanmamaktaydi. Bu grubun ovaryum dokularinda gelisimin degisik
evrelerinde olan hem primer oosit, hem sekonder oositler, hem de ovulasyonun
simgesi olan korpus luteumlar izlenmekteydi. Kontrol gruplarindaki bulgulardan
farkli olarak obezite grubunda bariz bir sekilde parankim i¢inde yag dokusu birikimi
tespit ettik. Yag dokusunun biriktigi alanlarda lenfatik hiicrelerin infiltrasyonu ile
birlikte, obezite gelistirilen hayvanlarin ovaryum dokusundaki folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde apoptotik ve piknotik degisimler dikkat c¢ekici bulgulardandi. Bu
bulgularimiz elektron mikroskobik incelemelerimizle de paralellik gostermekteydi.
Obezite grubunun ovaryum dokularini elektron mikroskobik inceledigimizde folikiil
hiicrelerinde dejeneratif bulgulara rastladik. Graniiloza hiicrelerindeki vakuoler
dejenerasyon ve apoptotik degisimlerle birlikte teka hiicrelerinde de bulunan

ultrastriiktiirel degisimler 151k mikroskobik bulgularimizi desteklemekteydi.

Obezitede yag dokusunda olusan enflamasyon, makrofajlarin doku iginde
infiltrasyonu ve aktivasyonu ile karakterizedir. Doku igine gé¢ etmis makrofajlar
sitokin @iretimini arttirarak dokuda enflamatuar yanitlari da siddetlendiriyor.'*®
Makrofajlarin artmig aktivasyonu TNF-a, IL-6 gibi proenflamatuar sitokinlerin
salimminin artisina neden olur.**® Daha sonraki asamada kemokinler reseptorlere
baglanarak kemotaktik aktivite artigin1 ortaya cikarir, makrofajlarin/monositin hem
migrasyonunu hem de onlarin aktivasyonunu tesvik eder. Obezite grubunda yag

dokusu igerisinde lenfatik hiicrelerin yogunlukla goriilmesi bu bulgulari

desteklemekteydi.
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Obezite grubunda gordiigiimiiz degisimler sadece doku igerisine infiltrasyonla
sinirlt degildi. Boyle ki, doku igerisinde buldugumuz kistik folikiillerin graniiloza
hiicre tabakasi oldukga incelmisti ve 6zellikle de graniiloza hiicreleri arasinda degisik

apoptotik ve piknotik hiicreler de ayirt edilmekteydi.

Folikiil maturasyonu, ovulasyon gibi siiregler bir¢ok faktoriin etkisi altinda
olan karmagik bir siiregtir. Oosit gelisimi ve ovulasyon dokuda tekrar yenilenme
stirecleri ile birlikte bag doku elemanlarmin migrasyonu, doku mediatorleri,
diizenleyici sitokin ve proteazlarin aktif salinimimi gerektiren kompleks olaylar
zinciridir. Obezite bir taraftan biiylik 6l¢lide makrofaj fonksiyonalarin1 ve kismen de
lipid metabolizmasin1 degistirirken, diger taraftan da enflamasyonu attirarak
interseliiler sinyal yolaklarmin da bozulmasina neden olur ve sonu¢ olarak doku
disfonksiyonunun gelisimini saglar.'’ Lokal ve sistemik enflamasyon ve immiin
yanit Ozellikle graniiloza hiicreleri basta olmakla bir¢ok hiicrede IL-1f aracili leptin
yamtinin gelisimine neden olur.**® Hiicre kiiltiirii galismalarinda IL-1p estradiol
sentezini inhibe ederek ve sfingomielin hidrolizini arttirarak O6zellikle graniiloza
hiicrelerinde apoptozu gelistirdigi bildirilmistir.*® Bir baska ¢alismada ise yagli diyet
uygulanmig ratlarin pankreatik-beta hiicrelerinde apoptozis gelistigi rapor edilmistir
ve bu durumun gelismesinde asir1 liretilen NO miktarlarinin apoptoza sebebiyet
verdigi vurgulanmustir.'® Fakat graniiloza hiicrelerinde obeziteye bagli apoptozun
gelisiminde NO miktarlariin degil, daha ¢ok enflamasyonla ilgili apoptotik effektor
genlerinin rolii daha ¢ok one siiriilmektedir. Gonadotropin kaynakl: folikiiler biiylime
ve yasam siiresi kismen antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin ekspresyonu ile
iliskili bulunmakla birlikte, 6nemli derece proapoptotik Bax mRNA’nin azalmasiyla

bag;rlantlhdlr.121 Hiicrenin hayatta kalma siireci karsilikli olarak pro-apoptotik
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genlerin ve farkli yolaklarin sinyalizasyonu ile dengelenir. Hiicrenin 6liim ve yasam
arasindaki dengesi bir¢ok transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel faktorlerle kontrol
edilir. Mitokondri ile olan iliskisinden dolay1, antiapoptotik genlerin antioksidan bir
etkiye sahip oldugu ve boylece oksidatif stresin neden oldugu apoptozisi
baskilayabildigi bulunmustur. Viicutta obeziteye bagli oksidatif stresin artmasini
durumunda bu genlerin ekspresyonu graniiloza hiicrelerindeki apoptozisi daha da
arttirdig1 hipotezi daha fazla kabul gormektedir ve obezite grubunda graniiloza
hiicreleri  tabakasinda  apoptotik  hiicrelerin  izlenmesi de bu bilgileri

desteklemekdeydi.

Obezite + kuersetin uygulanmig grubun ovaryum dokularini inceledigimizde
doku igerisinde yag birikiminin obezite grubuna nazaran 6nemli derecede azaldigini
tespit ettik. Gelismekte olan farkli folikiilerle birlikte preovulatuar folikiilerde
graniiloza hiicreleri kalinlii normal olarak izlenmekte ve daha Once obezite
grubunda izledigimiz apoptotik hiicreler bulunmamaktaydi. Obezite doku icerisinde
kronik enflamasyon ile baglantili oldugundan, biz bu g¢alismamizi kuersetinin
obeziteyi antienflamatuar aktivitesi ile iyilestire bilecegi hipotezine istinaden
tasarladik. Disiik dereceli enflamasyonun seyrettigi obezite adipositlerden sitokin
salmimi ile baghdir ve bu durum enflamatuar sinyal yolaklarini aktive ederek,
enflamatuar proteinlerin  salinimini arttirir.™®  Obezitede kuersetin  kullanimi
enflamasyona bagl sitokin tretimi ve fonksiyonlarini bir¢ok yonden etkiler. Bu
mekanizmalar arasinda en dikkat c¢ekenlerden biri de makrofajlarda NF-kB
aktivasyonunun inhibisyonuyla ilgilidir.*® % Kuersetinin NO ve TNF-o salinimini
diizenleyerek, NF-KB yolagini inhibe ettigi bidirilmisitr. NF-kB aktivasyonunun

inhibisyonu bir taraftan NF-kB/IKB kompleksinin stabilizasyonuna neden olurken,
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diger taraftan proenflamatuar sitokinlerin baskilanmasina ve buna bagh
enflamasyonun da baskilanmasina neden olur. Diger taraftan obezitede enflamasyona
bagli oksidatif stresin gelisimi ve ilerlemesi doku yetmezligine neden olan faktorleri
daha da arttirmaktadir. Oksidatif stres obezite silirecinde kritik 6neme sahip
oldugundan, tedavi de dikkatimizi ¢eken yonlerinden biri de kuersetinin antioksidan
etkilerinin de bulunmasi idi. Kuersetin ROT ve RNS’ ne kars1 kuvvetli antioksidan
Ozelligi bulunan dogal madde oldugu icin daha Once yapilan calismalarda
antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdigi onaylanmus,” aym zamanda NF-kB
ekspresyonuna etki ederek yag dokusu iizerinde antienflamatuar etki gosterdigi
Vurgulanmlstlr.loo Nitekim kuersetin uygulanmig gruba ait ovaryum dokusu
kesitlerinde de doku igerisinde adiposit birikimlerinin azalmasi kuersetinin
antioksidan ozelliklerini vurgulamaktaydi. Bu asamada biz ¢alismamizi daha da
ileriye gotiirerek, ovaryum dokularinda NF-kB ekspresyonunu goéstermek igin
immiinohistokimyasal boyamalar yaptik. Caligmamizdaki gruplara ait dokularin
immiinohistokimyasal boyama preperatlarin1 incelendigimizde kontrol ve kontrol +
kuersetin gruplarinda NF-kB immiin pozitif reaksiyonun fazla oldugunu tespit ettik.
Fakat obezite grubunda NF-kB immiin pozitifligi belirgin sekilde azalmaktaydi.
Dikkat c¢ekici bulgularimizdan bir digeri ise obezite + Kkuersetin gubuna ait
preteratlarda immiin pozitifligin obezite grubuna gore belirgin sekilde arttif1 ve

kontrol grubuna benzer olmasi idi.

NF-kB p65 ve p50 alt birimden olusan bir heterodimer olarak, hemen hemen
biitiin hiicrelerde sitoplazmada inhibitdr proteini olan IkB’ye baglanmis sekilde
inaktif formda bulunur. Sitokinler gibi c¢esitli uyaranlar 1kB’yi fosforilize eden

protein kinazlan tetikleyerek, NF-kB’nin aktiflesmesine neden olur. Aktive olmus

43



NF-kB sitoplazmadan ¢ekirdege gecerek cesitli hedef genlerin aktivasyonunu
saglar.122 NF-kB yolagmin enflamatuar olaylara yanit olarak aktive edildigi
bilindiginden,'®® biz bu diisiinceden yola ¢ikarak NF-kB pozitif immiin reaktivitenin
obezite grubundaki enflamatuar sinyalleri ifade edecegini diisiindiik. Enflamatuar
sinyaller ROT ve oksidatif stresin gelisimine neden olarak, ovaryumlarda steroid
hormon sentezi ve ovulasyonu baskilar ve sonug olarak dokuda fonksiyon yetmezligi

ve infertiliteye neden olur** %

NF-kB’nin normal etkilerine apoptozun
baskilanmasi, hiicre proliferasyonunun indiiklenmesi,'® timor gelisimiyle baglantili
gd¢c eden ve invaziv hiicrelerin tetiklenmesi etkisi gibi c¢esitli fonksiyonlar
siralanabilir.*®’ Literatiirde bulunan ¢ok farkli arastirma ve derlemeyi iyice
arastirdiktan sonra sunu ifade edebiliriz ki, aslinda NF-kB ve ikB proteinleri hiicre
dongiisii ve apoptoz iizerine etkileri bazi yolaklarin biiyiime ve hiicre 6liimii {izerine
etkisi seklinde basit¢e ifade edilemez. Nitekim yapilan farkli caligmalar bu etkinin
doku tiirii ve hiicre tipine gore de degise bilecegini vurgulamaktadir. Mesela,
epidermal epitelial hiicreler ve degisime ugramis hiicrelerle yapilan ¢aligmalardan
elde edilen sonuclar bu etkilerin hiicre tiirtine gore farklilik gosterdigini agik¢a ima
etmektedir. NF-kB 1 ve Rel-A’nin epidermal epitelial hiicrelerde asir1 ekspresyonu
gelisimi desteklemek yerine tam tersine bu hiicrelerin gelisimini baskilarken, NF-
kB’nin inhibisyonu ayni hiicre gruplarinda hiicre hiperplazisine neden oluyor.128
Yapilan farkli diger ¢aligmalarin sonug raporlarini inceledigimizde ise bu durumun
zitt1 olarak pek ¢ok hiicre ve doku tipi i¢in normal biiyime ve NF-kB aktivasyonu
arasindaki iligkinin diiz orantili oldugunu goérmekteyiz. Baldwin ve arkadaslar
fibroblastlar iizerinde yaptiklari bir arastirmada, GO/G1 gegisi sirasinda NF-kB

129

ekspresyonunun artigini ifade etmisler.” FitzGerald ve arkadaglarimin yaptigi bir
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diger farkli ¢alismada ise parsiyel hepatoektomi sonrasinda NF-kB aktivasyonunun
hepatositlerin proliferasyonunun baslangic1 ile baglantili oldugu bildirilmistir ve
hiicre proliferasyonu ile birlikte NF-kB akitivasyonunun artisi gésterilmistir.lso’ 131
Bu calismalara paralel olarak, diiz kas hiicrelerinde proliferatif aktiviteye bagli olarak
NF-kB ekspresyonunun artist epidermal biiylime faktorii, fibroblast epidermal
bliylime faktorii, insiilin-benzeri epidermal biiyiime faktorii, trombosit kaynakli
epidermal bliylime faktorii gibi birgok biiyiime faktoriiniin indiiksiyonuyla
iliskilendirilmistir.**> Farelerde NF-kB sinyalizasyon yolaginda etkili homozigot
genlerin delesyonu NF-kB faktorlerinin normal biiyiime ve hiicrenin hayatta kalma
stiresi i¢in gerekliligi kanitin1 saglamistir. NF-KB faktorlerinin diizgiin ¢alismasi igin
gerekli c-Rel genleri susturulmus farelerde B ve T lenfositlerin proliferasyonunda
hata gén’ilijlrken,133 Rel-A genlerinin delesyonu hepatositlerde hiicre 6liimiine neden

olmustur.134

Bu konuda daha radikal goriinen en son teorilerden biri de hiicreye
0zglin NF-kB indiiksiyonu kullanildiginda NF-kB’ nin aktifleserek normal hiicreleri
radyoterapinin sitotoksik etkilerinden korurken, tiimor hiicrelerinde ayni etkiyi

olusturmayacagi hipoteziydi.**®

Bu tiir koruma seklinin normal hiicrelerde etkili olup,
timor hiicrelerinde ise etki goOstermeyecegi oOngoriilerek, bahsi gecen koruma
seklinin kemoterapi yontemlerine uygulanmasinin yiiksek doz veya farkli terapotik
kombinasyonlarin kullanilmasinin normal hiicreler tarafindan iyi tolere edilirken,
tiimoriin ortadan kaldirilmasinda daha etkili olacag: bildirilmistir. Literatiirde mevcut
bu bilgilere paralel olarak bizim ¢aligma gruplarimizda NF-kB’nin kontrol, kontrol +
kuersetin ve obezite + kuersetin gruplarinda giicli immiin reaktivite gostermesi

ovaryum dokusunda folikiil gelisimi siirecinde gordiigiimiiz hiicre proliferasyonuna

bagli olarak gelistigi kanaatindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz calismanin sonuglar1 arasinda; oncelikli olarak ovaryum dokusuna
obezitenin verdigi zarar gosterildi. Obezite ovaryum dokusunda hafif dereceli
enflamatuar etki gostererek sitokinin salinimi artirdi ve ROT olusumuna neden oldu.
Kullandigimiz bir¢ok olumlu etkisi kanitlanmis olan kuersetinin ise antienflamatuar
ve antioksidan aktivitesi ile obeziteyi iyilestirdigi kanisindayiz. Ovaryum dokusu
reprodiiktif sistem i¢in en Onemli organlardan biridir ve yapisindaki bozulmalar
infertiliteyi etkileyeceginden yapisinin korunmasi ve hasar gelisimi durumunda ¢ok
zaman kaybetmeden onarilmasi gerekmektedir. Calismamizda kuersetinin ovaryum
dokusunda olumlu etkileri gosterilmis oldu. Yapilan ¢alismada literatiire istinaden
kuersetinin farkli dokularda uygulanan doz miktarindan faydalanilmistir. Fakat
calismada kullanilan dozun ovaryum dokusunda tam bir iyilesme yapmadigi, yer yer
yetersiz kaldigi goriildiigiinden farkli miktarlarda yeni doz ayarlamalari denenerek

tekrar diizenleme yapilabilir.
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