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Resim 6.7

Resim 6.8

Resim 6.9

Viicud Agirliklart. KG ile karsilastirildiginda YFMS ve
STZ gruplarinda anlamli (P<0,001) bir azalma oldugu
gorildi.

AKS. YFMS ve STZ uygulanan gruplarda AKS’i belirgin
(p<0,001) olarak yiikseldi. YDKH uygulama sonrasi
YFMS uygulanan gruplarda AKS’inde anlamli (p<0,001)
diisiis saptandi.

KG o6rneklerinde H-E boyamasi goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, D), medulla (F), korpus luteum (C) germinal
epitel (E) histolojik bulgularinda normal bir morfoloji
gozlendi.

YFMS grubu 6rneklerinde uygulama sonrast 1. Ay H-E
boyamasi goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D) ve
medulla (C, F), tunika albuginya (E). histolojik
bulgularinda gelisme geriligi gosteren folikiiller ve oosit
olusamama durumu ve oOzellik ile medullada konjesyon
gosteren vaskiiler yapilar izlenmekte.

YFMS grubu o6rneklerinde uygulama sonrast 2. Ay H-E
boyamasi goriintillerinde genel (A), korpus luteum
(B, )korteks (C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F)
histolojik bulgularinda artmis korpus luteum ve daha hafif
konjesyon gosteren vaskiiler yapilar gozlenmekte.

STZ grubu orneklerinde uygulama sonrast 2. Ay H-E
boyamasi goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (C, F),
histolojik bulgularinda biiyiik kistik Graf folikiil ve atrezik
folikiiller izlendi. Medullada normal bir morfoloji gbzlendi.

YFMS$+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay H-E
boyamasi1 goriintiilerinde genel (A), korpus luteum (B),
korteks (C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F)
histolojik bulgularinda 1iyi gelismis graf folikiil ve
konjesyon 0Ozelligi gosteren vaskiiler iceren medulla
6zlendi.

YFMS+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay H-E
boyamas1 goriintiilerinde genel (A), korpus luteum (B),
korteks (C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F)
histolojik bulgularinda 1yi gelismis Graf folikiil, hafif
kanlanma gosteren medulla morfolojisi gézlendi.

STZ+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrast 1. Ay H-E
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Resim 6.10

Resim 6.11

Resim 6.12

Resim 6.13

Resim 6.14

Resim 6.15

Resim 6.16

Resim 6.17

Resim 6.18

boyamasi goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F) histolojik
bulgularinda iyi gelismis Graf folikiil ve normal bir
morfoloji gosteren medulla gozlendi.

STZ+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi1 2. ay H-E
boyamasi goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F) histolojik
bulgularinda azalmis Graf folikiil gozlendi.

Yiiksek fruktoz ve STZ uygulanma sonras1 H-E boyamalari
ile  over dokusu iizerindeki histolojik etkilerinin
morfometrik analizinde tiim Ornekler incelendiginde
ozellikle YFMS grubunda overin olduke¢a etkilendigini
goriildii.

oksidatif stress durumunun belirlenmesinde KG over
dokular1 e-NOS icin boyamalarda genel (A), korteks (B,
D), tunika albuginya (E) ve medulla (C, F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS igin
boyamalarda YEMS orneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay
kesit goriintiillerinde genel (A), korteks (B, C, D), tunika
albuginya (E) ve medulla (F). Medullada ve germinal
epitelde artmis e-NOS boyamasi izlendi.

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS igin
boyamalarda YFEMS orneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay
kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS igin
boyamalarda STZ orneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay
kesit gorintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS igin
boyamalarda YFMS+YDKH o6rneklerinde uygulama
sonrast 1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B,
D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla

(F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS igin
boyamalarda YFMS+YDKH o6rneklerinde uygulama
sonrast 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korpus luteum
(B), korteks (C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS igin

boyamalarda STZ+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi
1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D),
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Resim 6.24

Resim 6.25

Resim 6.26

Resim 6.27

korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS igin
boyamalarda STZ+YDKH orneklerinde uygulama sonrasi
2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, C, D),
tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS ve STZ uygulanma sonrast oksidatif stres icin e-
NOS boyamalar1 ile over dokusu {iizerindeki etkilerinin
morfometrik analizinde tiim Ornekler incelendiginde
ozellikle YFMS grubunda overin oldukga etkilendigini ve
YDKH uygulamas1 ile birlikte e-NOS ekspresyonun
azaldig goriildii.

oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin
boyamalarda KG orneklerinde uygulama sonrast 1. Ay
kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), germinal epitel (E) ve medulla (F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin
boyamalarda YFMS orneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay
kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, C, D), tunika
albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin
boyamalarda YFMS orneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay
kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin
boyamalarda STZ orneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay
kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin
boyamalarda YFMS+YDKH o6rneklerinde uygulama
sonrast 1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B,
D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla

(F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin
boyamalarda YFMS+YDKH o6rneklerinde uygulama
sonrast 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B,
D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla

(F).

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin
boyamalarda STZ+YDKH orneklerinde uygulama sonrasi
1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D),
korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).
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Resim 6.32

Resim 6.33

Resim 6.34

Resim 6.35

Resim 6.36

Resim 6.37

Oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin
boyamalarda STZ+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi
2. Ay Kkesit gorintilerinde genel (A), korteks (B, D),
korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Uygulama sonrasi tiim gruplarin i-NOS ekspresyonu
incelendigi morfometrik analizinde o6zellikle YFMS$
grubunda overin olduk¢a etkilendigini ve YDKH
uygulamasi ile birlikte i-NOS ekspresyonun azaldigi
gorildii. STZ wuygulanmasinin tiim gruplarda 1-NOS
tizerine etkisinin hafif oldugu saptandi.

Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF i¢in
boyamalarda KG orneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde
genel (A), korteks (B, D), germinal epitel ve tunika
albuginya (E) ve medulla (C, F).

Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF i¢in
boyamalarda YFMS  orneklerinde 1. ay  Kkesit
gortintiilerinde genel (A), korteks (B, C, D), tunika
albuginya (E) ve medulla (F).

Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF i¢in
boyamalarda ~YFMS  oOrneklerinde 2. ay  kesit
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum
(C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF i¢in
boyamalarda STZ o6rneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde
genel (A), korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika
albuginya (E) ve medulla (F).

Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF i¢in
boyamalarda YFMS+YDKH o6rneklerinde 1. ay Kkesit
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum
(C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF i¢in
boyamalarda YFMS+YDKH orneklerinde 2. ay kesit
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum
(C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin
boyamalarda STZ+YDKH oOrneklerinde 1. ay Kkesit
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum
(C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF i¢in
boyamalarda STZ+YDKH orneklerinde 2. ay Kkesit
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Resim 6.39

Resim 6.40
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Resim 6.43

Resim 6.44

Resim 6.45

Resim 6.46

goriintiilerinde genel (A), korteks (B, C, D), tunika
albuginya (E) ve medulla (F).

Uygulama sonrasi tiim gruplarin VEGF ekspresyonu
incelendigi morfometrik analizinde o6zellikle YFMS
grubunda VEGF ekspresyonun arttigt ve YDKH
uygulamasi ile birlikte ekspresyonun azaldigi goriildii. STZ
uygulanmasinin tiim gruplarda VEGF iizerine etkisinin
daha az oldugu saptandi.

Apoptozun belirlenmesi i¢in TUNEL boyamalarinda KG
orneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks
(B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla
(F). Gelismis folikiilde ve korpus luteumda az sayida
pozitif boyama goriildii.

Apoptozun belirlenmesi i¢cin TUNEL boyamalarinda
YFMS grubu 6rneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel
(A), korteks (B, C, D), tunika albuginya (E) ve medulla
(F). Baz1 sekonder ve graf folikiillerde, germinal epitel ve
medullada TUNEL pozitif hiicreler izlendi.

Apoptozun belirlenmesi icin TUNEL boyamalarinda
YFMS grubu 6rneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde genel
(A), korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya
(E) ve medulla (F).

Apoptozun belirlenmesi i¢in TUNEL boyamalarinda STZ
grubu orneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve
medulla (F).

Apoptozun belirlenmesi i¢cin TUNEL boyamalarinda
YFMS+YDKH grubu Orneklerinde 1. ay  Kkesit
gortintiilerinde genel (A), korpus luteum (B), korteks (C,
D), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Apoptozun belirlenmesi i¢cin TUNEL boyamalarinda
YFMS+YDKH grubu Orneklerinde 2. ay  Kkesit
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum
(C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Apoptozun belirlenmesi i¢cin TUNEL boyamalarinda
STZ+YDKH grup orneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde
genel (A), korteks (B, D), korpus luteum ve tunika
albuginya (C, E) ve medulla (F).

Apoptozun belirlenmesi i¢cin TUNEL boyamalarinda

STZ+YDKH grup 6rneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde
genel (A), korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika
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albuginya (E) ve medulla (F).

Uygulama sonrasi tiim gruplarin TUNEL boyama sonuglari
incelendigi morfometrik analizinde hem YFMS grubunda
hem STZ grubunda TUNEL pozitif ekspresyonun arttigi
ancak STZ grubunda bu artisin daha belirgin oldugu
saptandi. Her iki ugulama grubuda YDKH uygulamasi ile
apoptoz engellendi.
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1.0ZET

Amag: Son zamanlarda sekerli beslenme toplum sagligi acisindan 6nemli bir
problem olusturmakta 6zellikle misir surubu gibi ucuz sekerlerden yapilan tatlilardan
sismanlik ve seker hastaligini da iceren iireme sagligini etkileyen hastaliklara neden
olmaktadir. Kok hiicrenin rejeneratif tip alaninda kullanimi tedavi bigimini almis ve
bircok farkli hastaliklar icin de deneysel olarak incelenmeye baslanmistir. Bu
calisgmada Yag Doku Kaynakli Kok Hiicre (YDKH) uygulamasinin Yiiksek
Fruktozlu Misir Surubu (YEMS) ile si¢can over dokusunda olusan hasar sonrasi

iyilesme siirecine olan etkisini belirlemek amaglandi.

Gereg¢ ve Yontem: Calismada Wistar disi siganlar kullanildi. Her grupta 4 hayvan
olacak sekilde siganlar 6 gruba ayrildi. 1.Grup: Kontrol grubu; 2.Grup: YEMS grubu;
3.Grup: STZ grubu; 4.Grup: Sham grubu; 5.Grup: YFMS + YDKH grubu; 6.Grup:
STZ + YDKH grubu. Kontrol ve STZ uygulanan gruplar disinda diger gruplar
YFMS igeren icme suyu ile beslendi. YDKH uygulanan gruplara haftada bir kez
1x10%ml YDKH intraperitoneal olarak enjekte edildi. Sham grubuna esit miktarda
hiicre kiiltiir besiyeri enjekte edildi. Deney Oncesi ve sonrasi hayvanlarn agirliklari
Olctildii. Aclik kan sekerleri (AKS) deney 6ncesi ve 4 haftada bir kez 6l¢iildii. Deney
sonrast hayvanlarin over dokular1 toplandi. Histolojik degerlendirmeler ve oksidatif
stres agisindan eNOS, iNOS antikorlar1 ile, damarlanma durumunun belirlenmesi i¢in
VEGF antikoru ile apoptoz agisindan TUNEL boyamalarinda immiinohistokimya

degerlendirmeleri yapildi. Istatistiksel analizler igin ANOVA testi yapild.

Bulgular: Calismamizda YFMS ve STZ uygulanan siganlarin viicut agirliklarinin
istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) azalis gosterdigi bulundu. YFMS uygulama
sonras1 siganlarin kan sekeri ortalama yiiksek olup kontrol gruptaki ortalama
diizeyden anlamli (p<0,001) olarak arttig1 gozlemlendi. YDKH uygulama sonrasi
YFMS ile beslenen siganlarin agirhiklart YDKH uygulanmayan grup ile
karsilastirildiginda belirgin (p>0,05) bir fark gostermez iken AKS diizeylerinde



anlamli (p<0,001) bir diisiis saptandi. STZ uygulanan gruplarda da YDKH uygulama
sonrast AKS diizeyi belirgin (p<0,001) bir diisiis gosterdi. Histolojik incelemede
YFMS ve STZ uygulanan gruplarda folikiil sayisinda azalma, konjesyon gosteren
stroma gibi patolojik sonuglar bulundu. Immiinohistokimyasal incelemeler sonucu
YFMS ve STZ uygulanan gruplarda oksdatif stres agisindan eNOS ve iNOS
ekspresyonlarin arttigi, VEGF ekspresyonun arttigi bunun ile beraber ozellik ile
YFMS uygulanan gruplarda bu artiglarin daha belirgin (p<0,001) oldugu saptandi.
Apoptozun belirlendigi TUNEL boyamalarinda STZ uygulanan gruplarda daha
belirgin (p<0,001) bir hiicre Slimiiniin ortaya ¢iktigi anlasildi. YDKH uygulama

sonrasi patolojik degisikliklerin azaldigi bulundu.

Sonuc¢: YFMS tiiketilmesinin deneysel sican modelinde hiperglisemiye yol agtigi
ayn1 zamanda over dokusunda patolojik bozukluklara neden oldugu gosterildi. Bu
patolojik bozukluklarin serbest radikallerin ve ona parelel hiicre 6liimiiniin artmasi
ile ortaya c¢iktigr gosterildi. YDKH’nin YFEMS ve STZ uygulama sonrasi olusan
metabolik ve patolojik bozukluklara iyilestirme etkisinin oldugu bunu oksidatif stres
ve beraberinde gelisen apoptozu azaltip damarlanmanin azalmasi ile gergeklestirdigi

saptandi.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu, Yag Doku Kaynakli Kok

Hiicre, Over, Insiilin Direnci, Oksidatif Stress, Apoptoz.
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2. SUMMARY

Purpose: Consumption of high sugar diet becoming a major health problem
among society recently. Especially consumption of foods using cheap sweetners such
as corn syrup is leading to diseases like obesity and diabetes which relates to
reproduction functions. Stem cells have taken the form of treatment to use in
regenerative medicine and have started to be studied experimentally for many
different diseases. Aim of this study is to investigate the effects of Adipose Drived
Stem cells (ADSCs) on the healing period of rat ovary damaged with High Fructose
Corn Syrup (HFCS) diet.

Materials and Methods: Wistar female rats were used in this study. Rats divided
into 6 groups with 4 animals in each group. Group 1: Control group; Group 2: HFCS
group; Group 3: STZ group; Group 4: Sham group; Group 5: HFCS + ADSC group;
Group 6: STZ + ADSC group. Except the control group and STZ group all other
three groups fed with HFCS containing drinking water. ADSCs injected weekly in
1x108/ml doses intraperitoneally to ADSC treated groups. Equal amounts of cell
culture media was injected into the sham group. The weights of the animals were
measured before and after the experiment. Fasting blood glucose (FBG) test were
measured before the experiment and once in 4 weeks. Ovaries of all animals
collected at the end of the experiment and used to histological and
immunohistochemical examination. In terms of oxidative stress in the ovary, indirect
immunohistochemical staining is applied using the primary antibodies with eNOS,
INOS for oxidative stress, VEGF for vascularization and TUNEL staining is applied
for apoptosis. Statistical analysis was performed by ANOVA test.

Results: In our study, body weights of HFCS and STZ treated rats are found to
decrease significantly (p <0,001) compared to the control group. HFCS treated rats
had more FBG level which is significantly (p <0,001) higher than that of control group.
Body weights of rats in HFCS + ADSC group show no difference (p >0,05) compared to
not ADSC treated HFSC group but FBG levels were significantly (p <0,001) dicreased after



ADSC application. In STZ treated group FBG levels also significantly (p <0,001) decreased
with ADSC application. In histological examinations of ovary sections it was shown that
reduced follical numbers were found in HFCS and STZ treated groups as well as a
congestion in the stroma. Immunohistochemical staining showed increased eNOS, iINOS
expression in HFCS and STZ treated groups which indicates increased oxidative stress,
VEGF expression is also increaced. We observed that these increased expressions are more
significant (p<0,001) in HFCS group. In TUNEL immunohistochemical staining it turns out
that significantly higher cell death occured in STZ treated group and the pathological

changes are deceased with the ADSC treatment.

Conclusion: It showed that HFCS consumption leads to hyperglycemia as well as
pathological disoders in ovarian tissues in rats. Formation of these pathological and
metabolic disoders may related to the increased free radicals and followed cell death.
ADSC application to HFCS and STZ treated rats improved the metabolic and
pathological disoders by reducing oxidative stress and apoptosis as well as

decreasing increaced vascularization.

Key Words: High Fructose Corn Syrup, Ovary, Insulin Resistance, Oxidative
Stress, Adipose Drived Stem Cells, Apoptosis.



3. GIRIS

Infertilite herhangi bir dogum kontrolii ydntemi uygulamaksizin, 1 yil siireyle,
diizenli iliskiye ragmen gebe kalamama durumudur (Zegers-Hochschild 2009).
Infertilite nedenlerinin %30’u kadina ait sebeplerden ortaya ¢ikmaktadir ve bunun da
overdeki bozukluklar nedeni ile ortaya ¢ikan ovulasyon bozukluklar1 kadin
infertilitesinin %30’unu olusturmaktadir (Unuane 2011). Modern diinyada infertilite
giderek artan bir problem olmaktadir. Infertilitedeki bu artisa cevresel faktorlerin
Ozellikle tatlandirici kullanilan gidalarin tiikketimin artmasinin neden oldugu
diistiniilmektedir. Bu gidalarin tiiketimi iireme organlar1 ve hiicreleri lizerine gittikce
artan bir sekilde olumsuz etki gostermektedir. Bu durum giiniimiizde artan
infertiliteyi etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Goziikaya 2013; Chaffin ve ark. 2014;
Yaakov 2014).

Fruktoz ve fruktoz bazli tatlandiricilar glinlimiizde yiyecek ve iceceklere en fazla
eklenen tatlandiricilardir. Uretiminin kolay ve maliyetinin ucuz olamasi nedeni ile
son yirmi otuz yilda gida sektoriinde tercih edilen tatlandirici olarak kullanilmaktadir.
Ancak insan ve hayvan calismalar1 fruktozun asir1 tiiketilmesinin metabolizmay1
olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir. Fruktozun asrir1 tiiketimi ile obezite ve
diyabet olanlarin artiginin iligkili oldugunu diisiinen arastirmacilar fruktoz kullanim
zamanin, dozunun ve diger sekerler ve yaglar ile etkilesiminin fruktozun etki
mekanizmasinin ortaya ¢ikmasi i¢in 6nemli oldugunu ileri siirmektedir. Daha da
onemlisi dogum Oncesi ve erken postnatal donemlerde tatlandiric1 eklenen yiyecek
ve igeceklere maruz kalan bebek sayisi artmaktadir ve bu durum perinatal
maruziyetin uzun siireli etkilerini vurgulamaktadir. Ancak tatlandirict kullanilan
yiyecek ve icecek tiiketiminin kotii gebelik sonuglart ile olan iligkisini gozlemleyen
veya kontrol eden insan calismalari heniiz mevcut degildir. Hayvan deneyleri bu
diyet tarzinin artan gastasyonel diyabet, maternal, fotal ve yeni dogan metabolik
fonksiyon degisikliklerine yol actigini gostermistir (Memon ve Kumar 2013).
Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu (YFMS) glikozun fruktoza izomerizasyonu ile elde
edilmistir. %90 fruktoz, %10 glikoz i¢eriren YFMS-90 bir¢ok tatlandirilmis igecekte
yaygin olarak kullanilir. Son zamanlardaki calismalar 6zellikle fruktoz eklenmis
yiyecek ve igeceklerin tiikketiminin metabolik sendroma ve insiilin rezistansina yol

acmasi ve bu hastaliklarin overdeki patolojik bozukluklara yol agtigini 6zellikle



polikistik over sendromunda merkezi rol oynadigini ortaya koymustur (Regnault
2013).

Giliniimiizde ¢esitli infertilite nedenlerine baglh olarak farkli tedavi yontemleri
uygulanmakta olsa bile en yeni olarak In Vitro Fertilizasyon (IVF) ve
Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ISSI) yontemleri kullanilmaktadir. iSSi
yonteminde canli bebek orani maalesef %16~%22 civarindadir (Sherins ve ark. 1995;
Kyrou ve ark. 2011). Bu neden ile yeni tedavi yoOntemleri gelistirilmeye
calisilmaktadir. Kok Hiicre (KH) uygulamalar1 giiniimiizde yeni ortaya ¢ikan tedavi
yontemidir. KH organizmanin kendi biinyesinde bulundurdugu kolayca elde edilen
ve faktorler aracilig ile farklilastirilabilen onciil hiicrelerdir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda bu KH’ler i¢in bizatihi kendilerinin disinda salgiladig: faktorler ile nis
olusturarak ozellikle kanser hiicrelerinde olmak iizere diger hiicreleri olumlu yonde
etkiledikleri bildirilmektedir. YDKH erisebilirliginin kolay olmasi ve kaynagin fazla
olmasi agisindan avantajlidir. embriyonik KH (EmKH) gibi etik problemler yoktur.
Bu neden ile ¢alismamizda YDKH tedavi amagh olarak kullanilmistir (Lauritano D
2014).

Calismamizda yetiskin disi sicanlara 2 ay boyunca YFMS eklenen icme suyu
verilerek sican over dokusunda olusturdugu hasarin belirlenmesi amaglandi. Bu
olusan hasar sonrasinda YDKH’nin overdeki hasarin iyilesme periyoduna ve bu
sirada gerceklesen oogeneze etkisi incelenerek yeni tedavi yontemlerin ortaya

cikmast ileri siirtildii.



4. GENEL BILGILER

4.1 Fruktoz

Fruktoz onemli bir besinsel monosakkarittir. Kimyasal formiili CsH1206 olup
glikozdan farklidir (Sekil 4.1.1). Tatlandirici olarak kullanilan esas sekerdir. Fruktoz;
meyve sekeri olarak da bilinir. Meyvelerde, balda, disakkarit olan sukrozda ve
YFMS’de bulunur (Memon ve Kumar 2013). En 6nemli fruktoz kaynagi hazir gida
tiretiminde yaygin olarak kullanilan YFMS’dir. Fruktoz glikoz ile ayni enerji yiikiine
sahiptir. Aclik kan fruktozu 1 mg/dL diizeyindedir (Bulut ve Mir 2011).
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Glukoz Fruktoz

Sekil 4.1.1. Glikoz ve Fruktozun kimyasal yapisi (Lab Cat 2009.
https://cdavies.wordpress.com/2009/01/27/simple-sugars-fructose-glucose-and-
sucrose/).

Fruktozun absorbsiyonunda karbonhidratlar intestinal brush border hidrolaz
enzimleri ile monosakkaritler olan glikoz, galaktoz ve friiktoza pargalanirlar ve daha
sonra absorbe edilirler. Fruktoz genel olarak glikoz veya sukroz ile beraber alinir ve
daha iyi absorbe edilir (Laughlin 2014). Fruktoz apikal membrandan enterositlerin
yiizeyindeki tastyict GLUT-5 araciligiyla kolaylastirilmis difiizyonla (Sekil 4.1.2)
almir (Uldry 2004). Bu islem ATP hidrolizi gerektirmez ve sodyum emiliminden
bagimsizdir. GLUT-5in diisiik afiniteli fakat yiliksek kapasiteli bir friiktoz tasiyici
oldugu bildirilmistir (Jones ve ark. 2011). Glikoz ve galaktozun aksine, fruktoz
gastrik bosalmayi geciktirerek gida alimini inhibe edebilir ve yavas bir sekilde
absorbe olmasina oOnciilik eder. Glikoz vel/veya fruktoz GLUT-2 mRNA



ekspresyonunu artirabilir. Oysa GLUT-5 mRNA transkripsiyonu sadece fruktoz
tarafindan artirilir ve bdylece fruktoz kendi absorbsiyonunu artirir. Glikoz ve/veya
galaktozun fruktoz absorbansinmi artirdigi calismalarda gosterilmistir. Mekanizmasi
net olarak anlasilamasa da glikoz varliginda iki monosakkaritin disakkaridaz iliskili
transport sistemi ile kombine olarak absorbe oldugu ileri siiriilmektedir. Bazi
caligmalar glikozun pasif difiizyon yoluyla fruktoz emilimini artirdigini savunurken,
digerleri intestinal liimende artan fruktoza yanit olarak brush border membrana

GLUT-2 destegi yapildigin1 savunmaktadir (Mueckler 2013).
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Sekil 4.1.2. Intestinden Fruktoz emilimi (Jones ve ark. 2011).

Ozetle fruktoz glikozdan farkli bir transport sistemi kullamir ve hem glikoz
varliginda hem de fruktoz varlifinda fruktoz emilimi artar. Bu veriler 6zellikle
YFMS, sukroz ve bal gibi hem glikoz hem fruktoz iceren gidalarin sindirimi
sirasinda fruktoz emiliminin daha fazla olabilecegini diisiindiirmektedir (Erejuwa
2012).

Fruktoz Metabolizmasinda transport ve metabolizmasi insiilin bagimli degildir,
metabolizmast hizlidir ve bobrek esik degeri diisiiktiir. Biiyiik bir kism1 karacigerde
olmak {izere bagirsak, kas ve yag dokusunda metabolize edilir. Genel olarak fruktoz

iki farkl sekilde glikolitik yola girer (Sekil 4.1.3).
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Sekil 4.1.3. Fruktoz metabolizmasi (Tappy ve Kim-anne 2010).

Birinci yol olarak karacigerde fruktoz fruktokinaz tarafindan fosforillenerek
fruktoz 1-fosfat’a cevrilir. Fruktoz 1-fosfat daha sonra fruktoz-1 fosfat aldolaz
(Aldolaz B) tarafindan dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehite c¢evrilir.
Dihidroksiaseton fosfat bir izomeraz etkisi ile gliseraldehit 3-fosfata doniisebildigi
gibi, gliseraldehit bir kinaz etkisiyle de gliseraldehit 3-fosfata doniisebilir. Daha
sonra bu iki trioz fosfat aldolaz enzimi ile birlestirilir ve sirasiyla frutoz 1,6-bifosfat,
fruktoz 6-fosfat ve glikoz 6-fosfat olusturur. Fruktoz 1-fosfatin glikoliz ara
maddelerine doniisiimiinde heksokinaz ve fosfofruktokinaz 1 reaksiyonlar1 devre dig1
kaldig1 i¢in fruktoz karacigerde glikoza oranla ¢ok daha hizli metabolik degisime
ugramaktadir (Laughlin 2014; Tappy ve Kim-anne 2010).

Ikinci yol olarak ise karaciger ve kas yakit olarak oncelikle glikozu kullanir.
Heksokinazin fruktoza olan ilgisi, glikoza olan ilgisinin 1/20’si kadar oldugu igin

karacigerde ve kaslarda ¢ok az fruktoz-6 fosfat olusur. Yag dokusu bu nedenle daha



fazla fruktoza maruz kalir ve bu dokuda fruktoz heksokinaz tarafindan fruktoz 6-
fosfata doniistiiriilerek fosforillenir (Memon ve Kumar 2013). Fosforilasyon
sirasinda adenozin trifosfat (ATP) tlikenir ve intraselliiler fosfat diizeyi azalir. Bu
basamak glukokinaz ila olan glikozun fosforilasyonundan farklidir. Glikoz
metabolizmasinda, ATP tiikkenmesi ve asir1 fosforilasyon bir feedback sistemi olarak
hiz kisitlayici enzim araciligiyla 6nlenir (Havel 2005). Fruktoz ise glikozdan farkli
olarak; devam eden reaksiyonlar ile ya glukoneogenez ile glikoz olusumuna ya da de
novo Trigliserid (TG) sentezine yonlendirilir. Bu durum glikoz metabolizmasina
gore farklidir (Tappy ve Kim-anne 2010). Fruktozun fruktoz-1-fosfata doniisimii
asamasinda hiz kisitlayict enzim etkisi yoktur. Bu nedenle fruktoz kaynakli ara
metabolitler glikoliz yoluna dahil olarak gliserol ve yag asidi sentezinde kullanilir ve
trigliserid olusumuna neden olurlar. Yiiksek miktarda fruktoz tiiketimi sonucunda da;
serum yag asiti diizeyleri artar ve insiilinden bagimsiz yag depolanmasina neden
olarak obesiteye 6zellikle de abdominal bolgede yaglanmaya neden olur (George ve
ark. 2004; Forshee ve ark. 2007). Ayrica karacigerde piruvat ve laktat iiretimini
artirir, glikoz toleransini diisiiriir, insiilin direncincini artirir ve serbest yag asitlerinin
dengesini oksidasyondan esterlesme yoniine c¢evirerek Cok Diisiik Yogunluk
Lipoprotein (VLDL) sekresyonunu artirir. Fruktozun metabolize edilmesi sirasinda
intraselliiler ATP azalmasi goriiliir ve adenozin monofosfat (AMP) sonunda iirik
asite doniislir. Fruktoz alimindan sonraki 30-60 dakika igerisinde iirik asit yalnizca
hiicre igerisinde degil ayn1 zamanda dolasimda da artar (Tornheim ve Lowenstein
1976; Sun ve Empie 2012).

4.2 Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu

YFMS sukroza alternatif olarak tiretilen siv1 bir tatlandiricidir. YFMS sukrozdan
daha ucuzdur ve baz1 gidalara arzu edilen 6zellikleri kazandirmaktadir. Bu nedenle
de gazli ve meyveli icecekler, c¢ikolata, kek, sekerleme, recel, marmelat ve jole gibi
bir¢ok islenmis {iriinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. 1970°den gilintimiize
YFMS tiiketimi 6nemli derecede artmistir. Kimyasal ve enzimatik hidroliz teknikleri
kullanilarak sivilagtirma, pargalama ve izomerizasyon asamalar1 ile misir

nisastasindan tretilmektedir (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1. YFMS iiretimi (Karaoglu 2011).

Karmagik bir islem sonunda farkli fruktoz igeriklerine sahip 3 farkli surup elde
edilir (Parker ve ark. 2010). YFMS-90 %90 fruktoz, %5 glikoz, YEMS-55 %55
fruktoz, %42 glikoz, YEMS-42 %42 fruktoz,% 53 glikoz (Karaoglu 2011) igerir
(Tablo 4.2.1).
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Tablo 4.2.1. Sekerlerdeki glikoz ve friikktoz oranlari (Karaoglu 2011).

Seker Glikoz fruktoz Diger
Sukroz %50 %50 %0
YFMS-90 %5 %90 %5
YFMS-55 %42 %55 %3
YFMS-42 %53 %42 %5
Bal %43 %49 %5

YFMS’nun kalan kismini bagh glikoz, maltoz (di-glikoz) ve maltotrioz (tri-
glikoz) olusturur (White 2008). Hem YFMS-55 hem YFMS-42 farkli tathilik
dereceleri nedeni ile gesitli yiyeceklerde kullanilmak {izere gida iireticileri tarafindan
kullanilmigtir. Sukrozdan daha fazla fruktoz igermesi nedeniyle daha lezzetli olan
YFMS-55 ozellikle gazli icecekler, meyve sulari, ¢ikolata, kek, sekerleme, recel,
marmelat ve j6le gibi genis bir kullanim alan1 bulmustur. YEMS-42 ise daha hafif bir
tatlandirict oldugundan ve dogal tatlar1 maskelemediginden baharat, sos, corba,
konserve meyve gibi islenmis gidalarda daha yaygin kullanilmaktadir (Parker ve ark.
2010). 1960’larin ortasina kadar sukroz (%50 fruktoz, %50 glikoz) yiyecek ve igecek
endiistrinde en sik kullanilan tatlandiriciyken, takip eden yillarda gida endiistrinin
gelismesi ve YFMS dretimindeki artisla birlikte YFMS islenmis gidalardaki

sukrozun yerini almigtir (Melanson ve ark. 2008).

YFMS’ nin tatlandirici olarak tanitilmasindan c¢ok kisa silire sonra genis bir
kullanim alan1 bulmasindaki ilk etken fiyatinin sukrozdan daha ucuz olmasi
sayilabilir.  Gilinlimiizde Amerika’da tatlandirici  kullanilan  yiyecek  ve
iceceklerin  %40’inda tatlandiric1 olarak YFMS bulunmaktadir. Sukrozda esit
miktarda glikoz ve fruktoz birbirine glikozitik baglarla baglidir, metabolizmasi
sirasinda bu baglar koparak monosakkarit bilesenlerine doniiserek metabolize edilir.
Oysa YFMS serbest fruktoz ve glikoz igerdiginden viicutta daha hizli metabolize
olmaktadir. Fruktoz sukrozdan daha tathidir (Tablo 4.2.2). Tathilik derecesi sukroz
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icin 1,0 kabul edildiginde, glikozun tathilik derecesi 0,56, fruktozunki ise 1,3’tiir
(Parker ve ark. 2010).

Tablo 4.2.2. Baz1 seker soliisyonlari (%5) ve iliskili tatlilik dereceleri (Parker ve
ark. 2010).

Sekerler Iliskili tathhk dereceleri
Sukroz 1,0
Invert seker 0,85-1,0

Glikoz 0,56
Fruktoz 1,3
Galaktoz 0,4-0,6
Maltoz 0,3-0,5
laktoz 0,2-0,3

Ancak YFMS tatlilik derecesi sukrozdan daha diisiikk olan glikoz igerdiginden
hem YFMS-42 hem YFMS-55 sukrozdan daha az tathidir. White (2008) YFMS ile
ilgili yazdig1 derlemede de referans olarak kristalize sukrozun tatliligini 100
aldiklarinda kristalize fruktozun tathiligint 117, YFMS-55’in tathiligint 99
bulmuslardir. I¢inde sukroza gore daha fazla fruktoz bulunmasina ragmen YFMS-

55’in tadinin sukrozdan daha az olmasini anlamak zordur (George ve ark. 2004).

2008 yilinda Amerika’da ABD Tarim Bakanligi (United States Department of
Agriculture, USDA) verileri incelenerek yapilan ¢alismada 1970 ile 1999 yillar
arasinda YFMS tiiketiminin %1000 artis gosterdigi saptanmustir. 2 yas ve iizeri
Amerikalilarda giinliik YFMS tiiketimi kisi basina 50g veya kisi basina 189kcal
olarak gosterilmistir. Amerikada diyetle alinan fruktozun ana kaynag YFMS’dir

(Parker ve ark. 2010).

2006 yil1 itibar ile diinyada yiiksek fruktozlu misir surubu {iretimi yaklasik 12,5
milyon ton iken, Tiirkiye’de 2010 yili itibar1 ile 400 bin ton civarmndadir. Avrupa
Birligi tilkelerinde nisasta bazli seker icin ortalama %?2’lik kota bulunurken, seker
pancarindan seker iiretiminde birinci ve ikinci siray1 paylasan iilkelerden Fransa’da
bu oran %0,42, Almanya’da ise %0,89’dur. Tiirkiye’de ise 2001 yilinda ¢ikarilan

Seker Yasasi ile nisasta bazli seker kotast %10 olarak belirlenmis ve Bakanlar
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kuruluna bu miktar1 %50 artirma ve azaltma yetkisi verilmistir. Bakanlar Kurulu da

bu yetkiye dayanarak nisasta bazli seker kotasini %15’e ¢ikarmistir (Karaoglu 2011).

YFMS tiiketimindeki artis ve buna ek olarak artan obezite ve diger metabolik
hastaliklar arastirmacilart YFMS’nin saglik acisindan olast olumsuz etkilerini
arastirmaya itmistir. Son otuz yilda obezite, kardiyovaskiiler hastalik ve metabolik
sendrom insidansi artisina YFMS tliketimindeki artisin sebep oldugunu ileri siiren
calismalar son 10 yil iginde yaymlanmistir. Ancak YFMS ve sukrozun metabolik
etkileri arasindaki farkin net olarak ortaya konmadigimni, YFMS’nin dogrudan
obeziteye sebep olmadigini, asil problemin genel popiilasyonun yiiksek kalorili besin
tilketmesi ve hareketsiz yasam siirdiirmesi oldugunu bildiren yaymlar da mevcuttur

(Parker ve ark. 2010).

Cok sayidaki ¢alismada YFMS ile obezite, diyabet ve metabolik sendrom iligkisi
arastirilmistir. Bu ¢alismalarin en 6nemli bulgular1 sunlardir; kilo alim1 ve obezite,
insiilin direnci gelisimi, lipogenez ve trigliserid artisi, non alkolik yagli karaciger
hastaligi, gerekenin iizerinde kalori alimi sonucu leptin direnci ve diizenlenme
yetenegi azalmis doygunluk, glikolizasyonu artan proteinler ve olasi tip 2 diyabet
asir1 fruktoz tiiketimi ile iligkili bulunmustur. Ancak yayinlanan bilimsel makalelerin
deney tasarimlarinda ¢ok fazla gesitlilik mevcuttur. Baz1 ¢alismalarda saf fruktoz
kullnilir iken baz1 ¢alismalarda fruktoz glikoz karisimi kullanilmisitir. Ozellikle saf
fruktoz kullanilan hayvan tabanli g¢alismalarda ¢ok olumsuz metabolik etkiler
saptanmistir ~ (Elliot ve ark. 2004; Faeh ve ark. 2005; Gross ve ark. 2004;
Sheludiakova ve ark. 2012).

YFMS$’ nin sukroza oranla avantajlarindan biri ucuz olmasidir. Fruktoz icerigi
yiksek olan YFMS-90 sukrozdan daha tathidir. Farkli tat derecesine sahip olan
YFMS-42 ve YEMS-55 gesitli yiyeceklerin tadlarina gére kullanilabilir. YFMS daha
iyl ¢oziinebilirlige sahiptir. Stabilitesi daha yiiksektir. Surup olarak uzun siire
kristalize olmadan saklanabilir. YFMS siv1 formda oldugundan tasinmas ve 6zellikle
stv1 igeceklerde kullanilmasi daha kolaydir. YFMS asidik karakterli oldugu igin
koruyucu etkiye sahiptir, kullanildiginda diger koruyucularin fazla kullanilmasi
gerekmemektedir. YEMS, dogal tat vererek tatlandirma &zelligine sahip oldugu i¢in
aromal1 gidalarda yaygin bir sekilde kullanilabilir. YFMS iirlinlerin lezzet ve tiikketim

kalitesini artirmaktadir (Sheludiakova ve ark. 2012).
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Dezavantajlar1 igersinde absorbsiyon sonrasi pankreastan daha az insiilin
salgilanmasina neden oldugundan doyma hissini etkilemektedir. Asir1 fruktoz
tilketilmesi durumunda, fazla fruktoz hizli bir sekilde trigliseride ¢evrilmekte ve esas
olarak yag dokusunda depolanmaktadir. Genetigi degistirilmis misirdan {iretilen
YFMS’u, genetigi degistirilmis iiriinlerden duyulan endigeleri YFMS kullanilan
tirtinlere de tagimaktadir. YFMS u gidalarin lezzet ve tiikketim kalitesini artirmakla
birlikte asir1 gida tiiketimine de neden olmaktadir. Baslica obezite olmak {izere,
insiilin direnci, hipertrigliseridemi, metabolik sendrom, non alkolik yagli karaciger
hastalig1 gibi birgok saglik sorununa yol agtigi ileri siiriilmektedir (Parker ve ark.
2010; Karaoglu 2011).

4.3 Obezite ve Metabolik Sendrom

Obezitenin hastalik olarak siniflanmasinin iizerinden heniiz 50 yil ge¢cmigken
giiniimiizde bir epidemi haline gelmistir. Ozellikle ¢ocuk ve adolesanlarda hizla
artmasi yeni ¢evresel faktorlerin soruna dahil olabilecegini diisiindiirmiistiir. Epidemi
halini almasindaki g¢evresel ana etmen fazla kalori alimi ve hareketsizlik olarak
gosterilmektedir. Fruktoz eklenen gidalar son zamanlarda fazla kalori alimimim
etkileyen faktorlerden biri olmustur. Bununla birlikte fruktoz igerigi yiiksek islenmis
gidalarin asir1 tiiketilmesi patojenik sonuglara yol acabildiginden bu konuda
arastirmalar yapilmaktadir. Epidemiyolojik ¢calismalar fruktozdan zengin gidalarin ve
seker tliketiminin artisi ile obezite insidansinin artis1 arasinda korelasyon oldugunu
gostermistir (George ve ark. 2004; Shapiro ve ark. 2008). Yiiksek fruktozlu diyetle
beslenen sicanlarda yapilan pek ¢ok c¢alismada metabolik  sendrom,
hipertrigliseridemi, bozulmus glikoz toleransi, insiilin direnci, hiperiirisemi,
endotelyal disfonksiyon, hipertansiyon ve viicut agirhiginda artis saptanmistir. Ayni
miktarda glikozla beslenen siganlarda ayni durum gézlenmemistir. Bununla ilgili bir
takim mekanizmalar ortaya konulmustur. Akut fruktoz tiiketimi insiilin ve leptin
salinimini uyarmamakta, postprandial ghrelin supresyonu da yapmamaktadir. Uzun
donemde ise yiiksek fruktozlu gidalarla beslenmek kalori alimini artirarak kilo alimi
ve obeziteye neden olmaktadir. Sican ve insan caligmalarinda kronik fruktoz
tiiketiminin leptin diizeylerini artirdig1 gosterilmistir (Elliot ve ark. 2004; Al-Rasheed
ve ark. 2014). Bu durumun leptin direncinin bir gostergesi oldugunu ve obezitenin

altinda yatan ana mekanizma oldugunu ileri siirmiislerdir. Ozellikle fruktoz eklenen
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iceceklerin kati fruktoza gore daha cok kilo alimin etkiledigi diisiiniilmektedir. Bu
neden ile sade fruktoz iceren %50 den fazla oranda fruktoz igeren YFMS gibi
tatlandiricilarin  eklendig igeceklerin bu artisa sebep oldugu diisiiniilmektedir.
1970’lerde artan YFMS igeren igeceklerin tiiketimi obezitedeki hizli artis ile iligkili
olabilmektedir (Havel 2005).

“Metabolik sendrom” termi 1920’lere kadar uzanmaktadir ve 1970’lerin sonunda
genel olarak kullanilmaya baslamistir. Metabolik sendrom viicudun enerji kullanimi
ve depolamasinda olusan bir bozukluktur. Insulin rezistansi, abdominal obezite,
dislipidemi, endotelyal disfonksiyon, genetik yatkinlik, hipertansiyon, hiperkoagulat
durumu ve kronik stres gibi durumlar metabolik sendromu olusturan faktorlerdendir.
Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi, Metabolik Sendrom Calisma
Grubunun onerdigi, Metabolik Sendrom Tami Kriterlerine (2005) gore diyabetes
mellitus veya bozulmus glikoz tolerans veya insiilin direnci parametrelerinden en az
biri; Hipertansiyon (sistolik kan basinci >130 mmHg, diyastolik kan basinci >85
mmHg veya antihipertansif kullaniyor olmak), Dislipidemi (trigliserid diizeyi > 150
mg/dl veya yiiksek yogunluk lipoprotein (HDL) diizeyi erkekte < 40 mg/dl, kadinda<
50 mg/dl), Abdominal obezite (Viicut Kitle Indeks > 30 kg/m2 veya bel cevresi:
erkeklerde > 94 c¢m, kadinlarda> 80 ¢cm) bulunmasi olarak tanimlanmaktadir (Arslan
ve ark. 2009).

Metabolik sendromun kardiyovaskiiler hastalik ve diyabet gelisme riskini
artirdigi bilinmektedir (Kaur 2014). Metabolik sendromu olanlarda tip Il diyabet
gelisme olasilig1 olmayanlara gore 5 kat fazla olarak saptanmistir (Grundy 2008).
Diinya capinda yas ve yer farkliliklarina gore %10-%84 arasinda degisen
popiilasyonda metabolik sendrom bulunmaktadir. Son zamanlarda modern yasam
degisikliklerinden dolayr metabolik sendroma yakalanan kisilerin sayis1 artmaktadir.
Bu artisa neden olan ana faktorler gelismis toplum bireylerinin hareketsiz yasamlari,
beslenme sekillerinde degisiklikler ve ¢evresel unsurlarin yaninda genetik faktorler

etkili olmaktadir (Aydin A 2009).

Tatlandirict  eklenen iceceklerin asir1 tiiketilmesi obeziteye bagili olan
intrahepatik yag birikimi ve metabolik sendrom gibi bozukluklara neden olmaktadir.
Fruktozun YFMS’unda oldugu gibi “serbest” monosakkarit halinin disakkarit

sukrozdaki “bagimli” haline gore kilo artisi ve metabolik bozukluklara yol agma
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olasiligimin daha fazla oldugu diistintilmektedir. Sheludiakova ve arkadaslar1 (2012)
yaptig1 bir ¢alismada 56 giin boyunca yliksek fruktoz ve sukroz igeren igeceklere ve
yiyeceklere maruz kalan si¢anlarin metabolik indeksleri degerlendirilmistir. Calisma
sonu sicanlarin abdominal yag oraninda artis, yiiksek trigliserid diizeyi ve
insulin/glikoz homeostazinda bozukluk saptanmustir. Diger bir ¢alismada da %10
fruktoz eklenen icecek ile beslenen siganlarda 8.hafta sonu viicut agirliklari, LDL
seviyesi, aclik kan sekeri, trigliserid seviyesi ve kolesterol seviyesinde artig gozlenir
iken HDL ve laktat dihidrogenaz (LDH) seviyelerinde diisiis oldugu gosterilmistir.
Dolaysiyla fruktoz igeren igeceklere maruziyet, deneysel hayvan modellerinde
diyabetis mellitus riskini artirmaktadir. Hayvanlarin aglik kan sekeri ortalama
130mg/dl diizeye ulasmustir (Al-Rasheed ve ark. 2014).

4.4 Fruktoz ve insiilin direnci

Fruktozun insiilin araciligi ile diger organlarda olusan patolojik hasara yol agtig1
diisiiniildiigiinden fruktoz ve insiilin direnci iligkisi énem kazanmaktadir. Insiilin
pankreastaki langerhans adaciklarinin beta-hiicreleri tarafindan iiretilen ve salgilanan,
molekiiler agirhigr 5,8 kDa olan, 21 amino asitlik A zinciri ile 30 amino asitlik B
zincirinden olusmus bir polipeptit hormondur (Sekil 4.4.1). Insiilin karacigerde
glikoz iiretimini baskilayarak, kas ve yag dokusunda glikoz alinimini stimule ederek
insan ve hayvanlarda kan glikoz seviyesinin homeostazisi saglamaktadir. Insiilin ayn1
zamanda bir¢cok onemli anabolik islevleri diizenlemekte 6rnegin kas ve karacigerde
protien ve glikojen sentezinin kolaylastirilmasi, karaciger ve yag dokusunda lipid
sentezinin ve depolanmasinin artirilmasi, insiiline cevap olusturabilen dokularda yag
asidi oksidasyonunun, glikojenolizizin ve glikoneojenezin inhibisyonu gibi. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda insiilin sinyal yolagindaki onemli bilesenlerin
farmakolojik veya genetik manipiilasyonlart sonucu insiilin direnci, metabolik
disfonksiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar ortaya ¢iktig1 gdsterilmistir (Havel 2005;
Zhang ve Liu 2014).

Viicuttaki hiicrelerin ¢ogunlugu insiilin aracilifi ile glikoz kullanarak enerji
ithtiyacimi karsilarlar. Yeterince enerji oldugunda insiilin sinyali ile glikoz karaciger
ve yag dokusunda depolanir. Insiilin direnci, insiilinin glikoz kullanimmi stimule

etmesindeki defekt olarak tamimlanir. Insiilinin etkisinin azalmasi kanda glikozun
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artmasi ve dolaysiyla kan glikoz homeostazisin korunmasi i¢in pankreasin insiilin
salimimi i¢in uyarilmasi ile sonuglanir. Boylece hiperglisemi ve hiperinsiilinemi
olusur. Dokularda insiilin direnci gelismesi hepatik steatosis, endotelyal disfonksiyon

ve kardiyovaskiiler bozukluklara yol agabilmektedir (Shawky ve ark. 2014).

Klinikte Insiilin direncinin belirlenmesi icin bircok testlerin bir arada
degerlendirilmesi gerekmektedir. Genel olarak kan glikoz seviyesinde artis,
trigliserid ve LDL kolesterol seviyesinde artis ve HDL kolesterol seviyesinde azalma
insiilin direncini isaret etmektedir. Laboratuvar testleri olarak: Oral glikoz tolerans
testi (OGTT), Hemoglobulin Alc (HbAlc) testi, Lipid profil testi ve Homeostatik
model degerlendirme testi (HOMA testi) yapilmaktadir. HbAlc testi 3 ay icindeki
kan glikoz ortalamasini gosterebilmektedir. Lipid profil testinde trigliserid, HDL,
LDL ve kolesterol seviyeleri d¢lilmektedir. Trigliserid ¢ok yiiksek diizeyde ise direkt
LDL (DLDL) olgiilmektedir. HOMA testinde beta hiicrelerin insiilin iiretme ve

insiiline duyarlilig: 6lgtilmektedir (Lowndes ve ark. 2014).

Diger ek testler aglik insiilin seviye testi, Yiiksek-sensitivite C-reaktif Protein
(hs-CPR) testi, LDL partikiil testi, Kantitatif Insiilin Sensitivitesi Kontrol Indeks
(QUICKI) ve Insiilin Tolerans Testini (ITT) icermektedir. hs-CPR testi kardiyolojik
riskleri ortaya koyabilmektedir. LDL partikiil testinde ¢esitli LDL partikiilleri tespit
edilebilir. ITT insiilin sensitivitesinin belirlenmesinde kullanilir ve genel olarak obez
ve polikistik over sendrom (PCOS) olanlarda tercih edilir (Lab test online.
https://labtestsonline.org/understanding/conditions/insulin-resistance/start/1).
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Sekil 4.4.1. Insan insiilin hormon yapisi. Mavi boyanan A zinciri ve yesil
boyanan B zinciri (Meyts 2012).

Deneysel modellerde saf fruktoz verilerek veya YFMS i¢gme suyuna karistirilarak
insiilin direnci olusturulmaktadir (Goziikaya 2013; Al-Rasheed ve ark. 2014).
Hayvanlarda fruktoz lipojenezisi stimiile etmekte ve hepatik ve ekstrahepatik insiilin
direncine, dislipidemi’ye ve hipertansiyon’a yol agmaktadir. Insiilin direncinin
ektopik lipid birikmesi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarda kisa-siireli agir1
fruktoz tiiketilmesi de-novo lipojenezisi ve kan trigliserid diizeyini artirmakta ve
hepatik insiilin direnci olusturmaktadir. Fruktoz tarafindan indiiklenen insiilin
direncinin molekiiler mekanizmas1 tam olarak agiklanmamakla birlikte yliksek-yag
ile indiiklenen instilin direnci ile benzerlik gosterdigi diisiiniilmektedir. Yiiksek-
fruktoz ve yiliksek-yagli gidalar kas hiicrelerindeki insiilin sinyal yolagmnin aym
basamaklarina miidahele etmektedir ve her iki ornekte tiazolidinedion ile tedavi
edildiginde insiilin sensitivitesi artmistir (Le ve Tappy 2006; Shawky ve ark. 2014,
Babacanoglu ve ark. 2013).

Fruktozun insiilin direncini olusturma mekanizmalar1 arastirilmis ¢alismalarda

fruktozun hiicresel stres cevabini aktive ettigi ortaya konulmustur (Sekil 4.4.2). Bu
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caligmalarin birinde hiicresel stres yolagi ile iligkili olan c-jun NH(2)-trminal kinaz
(JNK) aktivitesinin arttigt ve bu hayvanlarin fruktoza cevap olusturarak hepatik
insiilin direnci gelistirdigi bildirilmistir. Bu hayvanlarin hepatositleri primer kiiltiire
alindiginda insiilin reseptor substrat-1 (IRS-1) fosforililasyonun insiiline kars1 cevap
olusturmasinin azaldigr gozlemlenmistir. Fruktoz ile indiiklenen JNK aktivitesi
lipoksijenaz inhibitorii ile tedavi edilebilmistir ve bu sonu¢ fruktozun metabolik
etkisinin karaciger hiicrelerinde inflamatuar yolagin aktiflesmesi ile iligkili oldugunu
gosterir. JNK aktivitesi hiicresel stres cevabinda anahtar rol oynayan faktorlerdendir
ve timor nekrozis faktor-a (TNF-a) gibi inflamatuar sitokinleri veya reaktif oksijen
tirlerini (ROS) tetikler. Sonu¢ olarak fruktozun insiilin direncini olusturma
mekanizmasi lipidinki ile benzerlik gosterir ve hiicresel strese yol acar (Wei ve

Pagliassotti 2004).

Ftuktoz/lipid
metabolizmasi

Protein Kinaz Reaktif Oksijen
IKKB Tiirleri (ROS)

|

Transkripsiyon
Faktér NFxB

|

Inflamatuar Hiicresel Stres
Sitokin TNF-a. —_—

N

Sekil 4.4.2. Fruktozun insiilin direnci olusturma mekanizmasi. (Le ve Tappy
2006).

Fruktoz/glikoz 50/50 %10 oraninda igme suyuna eklenen arti diyete fruktoz
eklenerek serbest fruktozun Wistar sicanlarda olusturdugu metabolik etkiler
arastirildigr bir ¢caligmada ellialtinc1 giin boyunca beslenme sonucu viicut agirliklari

ve kalori alinimi, insiilin duyarliligi ve glikoz homeostazisi, yag orani, hepatik
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trigliserid ve kan lipid diizeyleri degerlendirilmistir. Deney sonunda seker eklenen su
ile beslenen hayvanlarin normal diyet ile beslenen kontrol gruba gore %20 oranda
daha fazla kalori aldig1 ancak kilo aliniminda farkliliklarin olmadigi saptanmustir.
Fakat bu hayvanlarda abdominal yag birikimi, yiiksek hepatik trigliserid diizeyi ve
bozulmus glikoz/insiilin homeostazisi gelismistir. Fruktoz/glikoz grubunda sukroz

grubuna gore artmigs aglik glisemi tespit edilmistir (Sheludiakova ve ark. 2012).

4.5 Ovaryum

Kadin genital organlart dis genital organlar ve i¢ genital organlar olamak {izere
ikiye ayrilirlar. I¢ genital organlar ovaryum, tuba uterina, uterus ve vajinadir. insanda
ovaryum 3 c¢m uzunlugunda 1,5 cm genisliginde 1 cm kalinliginda badem seklinde
pembemsi bir organdir. Ovaryum’lar pelviste sagda ve solda kendilerine ait
cukurcuklara (fossa ovarica) yerlesiktirler. Tuba uterina’nin arka ve alt kisminda
bulunan ovaryum’lar, ligamentum latum uteri i¢inde bulunurlar. Uzun ekseni hemen
hemen vertikal yondedir. Pembemsi renkli olan ovaryum’larin yiizii ergenlik ¢agina
degin periton’la ortiilii olup diiz ve parlaktir. Puberteden sonra periton 6zelligini
yitirmesi ve matlagsmast ile beraber ovulasyon ve dogurmaya baglh olarak
ovaryumlarin tizeri piirtiikli bir gériintim alir. Ovaryum ovaryan ligament ile uterusa,
suspensor ligament ile pelvik duvarma tutunarak pelvik boslugunda yer alir.
Fimbrica ovarica ad1 verilen tuba uterinadin uzanan uzanti ile tuba uterinaya baglanir
(Sekil 4.5.1). Ovaryumlarin damar ve sinirleri hilustan organa girip ¢ikarlar (Paulsen
ve Waschke 2011).
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Suspensor Ligament
Mezosalpenks
: b, Ovariyan Ligament

Uterus Fundus

Uterus

Sekil 4.5.1. Ovaryumun anatomik yerlesimi (F. Netter 2013.
http://marielea.over-blog.com/).

Ovaryum aorta abdominalis’in bir dali olan arteria ovarica ve arteria uterina’nin
bir dali olan ramus ovaricus’un anastomuz yapmasi ile olusan arter tarafindan
beslenir. Arter hilum ovarii’den organa girer ve medulla-korteks siirinda
olusturdugu pleksustan dagilan dallariyla, folikiillerin ¢evresini saran zengin kapiller
aglart olusturur. Plexus ovaricus’tan ¢ikan venler birleserek az boliimii plexus
uterovaginalis’e, ¢ogu ise ligamentum ovari suspensonum igerisindeki vena
ovarica’ya agilirlar. Vena ovarica, arteria ovarica’larla birlikte uzanirlar. Sol taraftaki

vena renalis’e, sag taraftaki ise vena cava inferior’a acilir (Paulsen ve Waschke

2011).

Histolojik olarak ovaryum dista korteks i¢te medulla olmak iizere iki kisimdan
olusmustur. Distan tek kath kiibik veya yasst olan ovaryum yiizey epiteli ile
ortiiliidiir ve bu epitele germinal epitel adi verilir. Germinal epitelin altinda tunika
albuginya denilen bag dokusu bir tabaka ile gevrelenmistir. Medulla: merkeze
yerlesmistir, gevsek bag dokusu, biiyiik kivrintili kan damarlari, lenfatik damarlar ve
sinir dokusu igerir. Korteks: perifere yerlesmistir ve hiicrelerden zengin bag dokusu
icinde gelismekte olan ovaryan folikiiller igerir. Folikiil ertafinda diiz kas lifleri
bulunur (Ross ve Pawlina 2011).
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Sekil 4.5.2. Ovaryumun histolojik 6zelligi (Benjamin 2004). (a) ovaryum korteks
ve medullanin yapisi. Ovulasyon ve sonrasi gelisen korpus luteum ve korpus albicans.
(b) ovaryumun hemotoksilen-eozin boyamasinda Graaf folikiil ve primer folikiil.

Germinal epitelyum tek katli kiibik veya yassi epiteldelden olusmustur. Tunika
albuginya bag doku yapisindadir. Primordiyal folikiillerde oosit ve folikiiler hiicreler
birbiri ile yakin temestadir. Oosit 30 um biiyiikliiglinde, belirgin ¢ekirdegi ve
¢ekirdek¢ik bulunur. Primer folikiilde oosit 50-80 pm biiyiikliigiindedir. Oosit
etrafinda zona pelusida tabakasi bulunur ve folikiiler hiicreler tek veya ¢ok katli
kiibige doniiserek graniiloza hiicreleri olusturmustur. Graniiloza tabakasini stromal
hiicreler c¢evrelerler ve teka tabakasi adi verilir. Sekonder folikiilde graniiloza
hiicreleri 6-12 kata ulasmistir ve graniiloza hiicreleri arasinda antrum adi verilen
bosluklar bulunur. Oosit 125 um biiyiikliigiindedir. Graaf folikiilde antrum c¢ok
belirgindir folikiil biiyiikliigli 10mm’ye ulagmistir. Graaf folikiilden oosit atirlir ve
korpus luteum adini alir. Korpus luteum dejenerasyona urarak korpus albikans gelisir
(Ross ve Pawlina 2011).

Ovaryumun iki esas fonksiyonu vardir: gamet iiretmek ve steroid hormon
tiretmek. Menstuel siklus ile es zamanl olarak ovaryumda da ovaryan siklusu
gerceklesir. Ovaryan siklusu ovaryumdaki folikiillerin gelisip olgunlagma siirecidir
ve li¢ evreden olusur: folikiiler evre, ovulatuar evre ve luteal evre. Folikiiler evrede
primordiyal folikiilden graaf folikiil gelisir ardindan graaf folikiil ovulasyon ile bir
oosit atar ve ovulatuar evre gerceklesir. Ovulasyon sonrasi ger¢eklesen degisimler
luteal evre olarak tanimlanir. Ovulasyon gerceklestikten sonra luteanizasyon olayi ile

folikiil teka interna ve graniiloza hiicreleri teka luteal ve graniiloza luteal hiicrelerine
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farklilanirlar. Bu hiicrelerin i¢inde lipid damlaciklart olugur ve hiicreler hacim olarak
biiyiir. Folikiil i¢i bag dokusu ile doldurulur ve sonug olarak korpus luteum olusur.
Korpus luteumun sar1 gorliniimii hiicre elemanlarindaki lipid damlaciklar
sebebindendir. Graaf folikiil asamasina ulasamayan folikiiller graniiloza hiicrelerin

apoptozisi sonucu atreziye urar (Ross ve Pawlina 2011).

Folikiil gelisimi ovulasyon i¢in segilen folikiil ile koordineli olarak rol oynayan
cesitli endokrin, parakrin ve otokrin mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir.
Folikiil gelisimi yani folikiilogenez, oosit gelisimi ve gerekli steroid hormonlarin
saglanmasinda rol oynadigindan, normal fertilite ve sekonder seks karakterlerinin
gelisimi icin gereklidir. Ovulasyon ile disi gamet hiicresi olan oosit fertilizasyonun
gerceklesmesi igin tuba uterinaya atilir. Ovulasyonun gerceklesmesi i¢in gereken
faktorler: Folikiil stvi hacimin ve basincin artmasi, Plazminojen tarafindan folikiil
duvarinda enzimatik proteolizisin aktivasyonu, Oosit-kumulus kompleksi ve stratum
graniilozum glikozaminoglikanlarin hormonal pozisyon degisikligi, Prostaglandin

tarafindan taka eksterna tabakasi diiz kaslar kasilamasidir (Ross ve Pawlina 2011).

Korpus luteum gorevi: Progesteron ve Ostrojen iireterek uterusun biiylimesi ve
sekrasyon aktivitesini tetiklemek, hCG salgilamak, fertilizasyon gerceklesirse
gebeligin 6.ayina kadar islev goriir, Gebelik gergeklesmezse korpus luteum dejener
olarak korpus albikansa doniistir, Korpus albikans: Ovulasyondan 10-12 giin sonra
Korpus luteumun dejenerasyonu hCG azligina baglh olarak progesteron ve Ostrojen
iiretimin azalmasi sonucu ortaya ¢ikar. Korpus albikans dejenere olan luteal hiicreleri
arasinda hiyalin materyallerin toplanmas:i sonucu ortaya cikmistir. Kortekisin

derinlerinde yerlesir ve birkag ay iginde tamamen ortadan kayip olur (Celik 2012).

Overde tiretilen steroid hormonlar dstrojen ve progesterondur. Over fonksiyonu
hipotalamus-hipofiz-ovaryan sistem tarafindan diizenlenir (Sekil 4.5.3). Hipotalamus
dis etkenlere cevap olarak gonadotropin salgilayict hormon (GnRH) salgilar ve
hipofize yonlendirir. GnRH etkisi ile hipofizden lutenizasyon hormon (LH) ve
folikiil stimule edici hormon (FSH) salgilanir. LH ve FSH gonadotropin hormonlari
denir ve disilerde overi uyararak iireme islevinin ve steroid yapili cinsiyet
hormonlarinin sentezinin kontrol edilmesini saglar. Ostrojen ve progesteron iireme
organlarin gelisimini ve olgunlasmasini, ikinci cinsiyet karakterlerinin gelisimini ve

stirdiiriilmesini, menstruel siklusu kontrol etmektedir, ayni zamanda gebeligin
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gerceklesmesi ve siirdiiriilmesi, laktasyonun diizenlenmesi gibi olaylarda da rol
oynamaktadir. Bu hormonlar degisik dokular {iizerinde giiclii anabolik etkiler
meydana getirebilmektedir. Ozellik ile cilt, kemik, kas ve kan dokularinda anabolik
reaksiyonlar1 uyararak bu dokularin gelismesini saglamaktadir. Disilerde adrenal bez
sentezledigi androjenlerin (testosteron, androstenodion) 6nemli bir kisminin perifer
dokularda Gstrojenlere doniistiirilmesinden dolayr énemli Ostrojen kaynagi olarak

gorev yapmaktadir (Celik 2012).

Disi Hipotalamus-Pitliter-Ovaryan aks

s

Y4 Hipotalamus

Anterior
/» Pitiiter

o/I® @@

— Overler

OstrOJen /Progesteron

OI®

Sekil 4.5.3. Disi Hipotalamus-Pitiiiter-Ovaryan aks. Hipotalamustan salgilanan
GnRH, hipofizden FSH ve LH salgilanmasin1 artirir. FSH graniiloza hiicrelerine etki
yaparak, LH teka interna ve luteal hiicrelerine etki yaparak Ostrojen ve progesteron
iiretimini tetikler. Ostrojen ve progesteron da hipotalamusa negatif feedback yaparak
GnRH salinimini kontrol eder (UNSW Embryology 2012.
https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:HPG_female axis.]

pQ).

4.6 Kadin infertilitesi

Infertilite genel anlamda saglikli popiilasyona goére daha az gebe kalabilme

kabiliyeti olarak tanimlanirken 6zgiin anlamda bir ¢iftin korunmasiz 1 yil diizenli
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cinsel iligkiye ragmen gebelik elde edememeleri seklinde tarif edilir. Ciftlerin
yaklagik 9%10-15’1 infertilite tanist almaktadir. Normal fertil ¢iftlerde aylik
konsepsiyon oran1 %20’dir. Infertilitenin en sik nedenleri tubal-peritoneal patoloji
(%30-40), anovulasyon (%15) ve erkek faktordiir (%30-40) ve geri kalan boliimiinii
aciklanmamais infertilite grubu olusturmaktadir. Normal semen analizi, ovulasyon
variligl, normal uterin kavite ve bilateral tubal agiklik varliginda agiklanmayan
infertilite tanis1 konur (44). %81 infertil kadinlarda genel olarak tanimlanan infertilite
nedenleri : ovulasyon bozuklugu (%25), endometriosis (%15), pelvik adhezyon
(%11), tubal tikaniklik (%11), diger tubal abnormaliler (%11) ve
hiperprolaktinemi’dir (%7). Infertilite igin gergeklestirilecek ilk tamisal testler:
ovillasyon  dokiimantasyonu, tubalarin  acikligt ile uterus kavitesinin

degerlendirilmesi ve semen analizidir (David ve ark. 2011).

Endokrin agidan hipotalamus, hipofiz, tiroid, adrenal bez ve ovaryum kaynakli
kadin infertilitesi s6z konusudur. Amenore ve ovulasyon yetmezligine bagl olarak
GnRH salgilanma bi¢imindeki bir degisiklik sonucu hipotalamik amenore ortaya
cikar. Asirt ekzersiz, besin yetmezligi ve psikolojik sorunlar fonksiyonel hipotalamik
amenoreyi meydana getirir. Infiltratif bozukluklar ve tiimérler gibi hipotalamik
lezyonlar da azalmis GnRH salgilanmasi ve amenoreye neden olabilir (Gordon

2010).

Fonksiyonel pitiiiter adenomlar 6rnegin prolaktinom, akromegali ve cushing
hastalig1 pitiiiter kaynakli kadin infertiliteyi olusturabilmektedir. Prolaktinom
hastalarinda genel olarak abnromal mestruel siklus, galaktore goriiliir ve ortalama
%10 oranda infertilite saptanabilir olabilir (Gordon 2010). Akromegali kadinlarin
%50’den fazlasinda zayiflamis fertilite ve mestruel disfonksiyon goriilmektedir.
Bunun nedenleri ¢esitli olmakla birlikte gonatoroflarin baskilanmasi ve yikimi
sonucu ortaya c¢ikan hipopitiiitarizm ve gonadotropin rezervinin azalmasi ve
hipotalamus-hipofiz-over aks disfonkisyonu olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Katznelson L ve ark. 2001). Cushing hastas1 olan kadinlarda menstruel diizensizlik
ve fertilite problemleri siklikla ortaya ¢ikmaktadir. Adrenokortikotropik hormon
(ACTH) bagimli Cushing hastalig1 olan 45 kadin ile yapilan bir ¢alismada kadinlarin
%80 oraninda menstriiel diizensizlik saptanmistir ve 14’{inde oligomenore, 15’inde

anemore ve 4’tinde polimenore gozlemlenmistir (Lado-Abeal ve ark. 1998).
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Hipertiroidizm hastalarinda kan Ostrodiol seviyesi yiikselir buna bagli olarak
menstruel abnormalite ve primer veya sekonder infertilite problemleri ortaya
cikmaktadir. Hipotriodizm olan kadinlarda da serum 6strodiol seviyesinin azalmasina
bagli olarak menstruel siklus bozukluklar1 ortaya ¢ikmaktadir ve hipotriodizm

siddetine gore bozukluk derecesi de artmaktadir (Krassas ve ark. 2010).

Konjental adrenal hiperplazi (KAH) ve Addison hastaligi gibi adrenal bez
bozukluklar1 da kadin infertilitesine neden olmaktadir. KAH olan kadinlar genital
anomaliler, homoseksiiel olma olasiligin yiiksek olmasi, PCOS ve hiperandronejizim
gibi nedenlerden dolayr dogum i¢in standardize insidans orani ortalama 0,21
olmaktadir (Nermoen ve ark. 2010). Addison hastaligi olan kadinlarin fertilite
problemleri ile ilgili net bir bilgi olmasa da %7’sinin prematiir over yetmezligi (POF)
oldugu bildirilmistir (Erichsen ve ark. 2009). POF 40 yas altindaki kadinlarda
ovaryan fonksiyonun kayb1 olarak tanimlanir ve 40 yas kadinlar1 1:100 oranda, 35
yas kadinlar1 1:250 oranda etkilemektedir. PCOS ve POF over kaynakli kadin
infertilitesinin esas nedenlerindendir. PCOS olan kadinlarda oligo- veya
anovulasyon, kliniksel veya kimyasal hiperandrojenizm ve ultrason veya direkt
muayenede polikistik over gibi problemler goriilmektedir. PCOS hastalarinin
%A40’1nda fertilite problemleri ortaya ¢ikmaktadir. POF hastalar1 genel olarak over
veya oosit virtifikasyonu veya oosit bagisi ile gebe kalabilmektedir (Gordon 2010).

Tatlandiric1 eklenen gida tiikketiminin ve fertilite poblemlerinin es zamanl
olarak artmasi, arastirmacilari bu ikiSi arasinda bir korilasyonun oldugunu
diistindiirmektedir. Chaffin ve arkadasglar1 (2014) rhesus macaque’lar {izerinde
yaptig1 bir ¢alismada, yetigkin digsi maymunlar 6 ay boyunca bati diyet desenine
uygun diyet ile beslenmistir ve sonra ovulasyon indiiklenerek maymunlarin
oositlerini toplamistir. Toplanan oositlerin morfolojik testleri yapilarak in vitro
fertilizasyonu saglanmigtir. Graniiloza hiicreleri, komulus hiicreleri ve MII oosit
mikroarray analizi yapilmistir. Ilgi ¢eken bir sonug olarak yiiksek-seker igeren
yiyecek ile beslenen maymunlarda olgun oosit oran1 %18,5 olarak kontrol
grubundaki %86 orana gore ¢ok diisiik olarak saptanmistir (Chaffin ve ark. 2014).
Yiiksek sekerli diyetlerin glikoz tolereansini etkileyerek oosit maturasyonunu
etkiledigi diisiiniilmektedir. Tip II diyabet olusturulan farelerde yapilan bir ¢alismada

farelerden toplanan oositler IVM i¢in inkiibe edildiginde yiiksek glikoz ortamina
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alan, diyabetik farelerden alinan, oositler kontrol gruba gore daha yiiksek

maturasyon orani gostermistir (Yaakov 2014).

Fruktoz iceren i¢ecek ile beslenen sicanlar lizerinde yapilan diger bir ¢alismada
disi sicanlar ¢iftlestirilerek maternal fruktoz tiiketiminin fetusa olan etkisi
arastirtlmistir. Disi si¢anlar 28 giin boyunca ve gebelik doneminde normal diyet ve
%10 fruktoz igeren igme suyu ile beslenmistir ve beslenmenin 14.giinii ve
gastasyonel donemin yirminci glinii kan Ornekleri alinarak kan seker, trigliserid,
esterlestirilmemis yag asidi, kolesterol ve insiilin diizeyleri test edilmistir. Fruktoz ile
beslenen gebe olmayan gruptaki siganlarin agirliklart deney sonrasi azalmigtir ancak
kan seker, kolesterol ve trigliserid diizeyleri kontrola gére artmis bulunmustur. Gebe
kalan sicanlarda fetus agirliklar1 kontrol gruba gore daha diisiik saptanmistir. Tuzlu
ve fruktoz igeren diyet ile beslenen siganlar diger gruplara gore daha zor gebe
kalmistir (Gray ve ark. 2013).

Newell-Fugate ve arkadaslar1 (2014) ossabaw domuzlari iizerinde yaptigi bir
caligmada yiiksek-fruktoz, yiiskek-kolesterol, yiiksek-yag ve asirt kalori diyet
tilketiminin metabolik parametreler ve fertilite ilizerine etkisini arastirmistir. Disi
domuzlar 13 ay boyunca 6zel diyet ile beslenmistir ve son 4 aymda overlerin
ultrasonu yapilmistir, kan ornekleri alimmistir ve agiliklar1 Ol¢iilmiistiir. Sonra
domuzlar ovulasyon indiiksiyonu yapilarak siklus siiresi ve androstenedion, total
testosteron, progesteron, Ostradiol, FSH, LH, insiilin, fruktozamin, lipid ve glikoz
diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Kontrol gruba gore 06zel diyet ile beslenen domuzlar
hiperglisemik ve hiperinsiilinemik bulunmustur ve total kolesterol, trigliserid ve
leptin diizeylerinde artis ve abdominal yag birikimi saptanmgtir. Ozel diyet ile
beslenen gruptaki hayvanlarda daha uzun Osterus siklusu, daha yiiksek serum
androstenedion ve daha yiiksek luteal faz serum LH diizeyi saptanmistir. Kontrol
grup hayvanlarda luteal fazda daha kii¢iikk ovaryan folikiil gozlenir iken deney
grubunda orta boy, ovulatuar ve kistik ovaryan folikiiller gézlemlenmistir. Bu
besinler hayvanlarda obeziteye, metabolik sendroma ve abnormal {ireme fonksiyonun

gelismesine neden olmustur (Newell-Fugate ve ark. 2014).
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4.7 Streptozotosin

Streptozotosin (STZ) kati1 halde iken stabil degildir ve dondurulmus olarak
saklanir. Kimyasal formulasi CgHisN3O7 (Sekil 4.7.1) olup yapisindaki glikoz
molekiiliiniin konumuna gore o ve B izomerlerin karisimi seklindedir. pH 4-4.5 olan
asidik ortamda stabilitesi en iyi korunabilir. Deneysel ¢alismalarda tip I diyabetin
olusturulmasi i¢in kullanilir. STZ pankreas B hiicrelerine direkt toksik etki yapar.
Yapisinda bulunan bir glikoz molekiilii sayesinde plazma membranindaki glikoz
tasiyici1 proteine baglanarak hiicre igine girer ve toksisite gosterir. STZ sadece
GLUT?2 tarafindan hiicre i¢ine taginir. STZ beta hiicrelerin glikoz ile uyarilan insiilin
salgilamasini bloke eder (Vardi ve ark. 2003). STZ esas olarak niikkleer DNA’ya etki
yapar. Hiicre i¢inde STZ dekompozisyona ugrar, bu sirada oldukca reaktif karbon
iyonlar1 olusur ve bu iyonlar DNA bazlarinin alkilasyonuna neden oldugu icin
ardindan DNA tamir mekanizmasi baslar. Bu sirada poli ADPino; Sentetaz aktivitesi
artar dolaysiyla NAD* tiiketimi artar, hiicredeki NAD" depolari bosalir, NAD*

tiikenmesi sonucu hiicre 6liimii ger¢eklesir (Coskun ve ark. 2005).

OH
HO O
HO OH
NH
0
N—CH,
O=N

Sekil 4.7.1. STZ kimyasal yapis1 (Wikipedia).

STZ, ilk kez 1960 yilinda Streptomyces achramogenes adli bir mantardan elde
edilmigstir. Antibiyotik olarak kullanim sirasinda diyabetojenik o6zelligi ortaya
cikmigtir. STZ’nin insiilin salgilayan hiicrelere olan toksik etkisi nedeniyle
arastirmalarda diyabet modelleri olusturmak amaciyla kullanilmaya baslamistir

(Coskun ve ark. 2005).

Deneysel sigan modellerinde tek doz STZ (50-80 mg/kg) intraperitoneal veya

intravendz yolla uygulanarak 3 giin gibi kisa bir siirede diyabet olusturmak
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mimkiindiir. Ancak vaskiiler bozukluklarin goriilebilmesi i¢in 2-12 hafta
beklenilmesi gerekmektedir (Degirmenci ve ark. 2005). STZ ile diyabet olusturulan
siganlarda STZ uygulamasindan 3 giin sonra aglik kan sekeri ortalama 400mg/dl
seviyesine ulasabilmektedir (Dagdelen H 2011).

Koyunlarda yapilan bir c¢alismada, over dokusu ototransplante edilen disi
koyunlara sistemik veya direkt ovaryan olarak glikoz, fruktoz ve galaktoz infiizyonu
yapilmistir ve infiizyon sonrast bu monosakkaridlerin olusturdugu insiilin cevabi ve
over fonksiyonuna olan etkisi aragtirilmistir. Sistemik fruktoz infiizyonundan sonra
akut bir insiilin cevabin olusmadig1 ancak dolasimdaki FSH seviyesinin baskilandig:
(P<0,05) ve infiizyonun bitiminden hemen sonra FSH ve insiilin diizeyinde gegici bir
artis (P<0,05) oldugu saptanmistir. Ve bu gegici artisin ovaryan 0Ostrodiol ve
androstenedion sekresyonun artisi ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Glikoz ve
galaktozun sistemik inflizyonun ovaryan steroidogenezisi etkilemedigi saptanmistir.
Sonug olarak bu ¢alismada fruktozun koyunlarda ovaryan fonksiyonu etkiledigi ve
bunu indrekt olarak periferdeki insiilin ve/veya gonadotropin seviyesini degistirirerek

gerceklestirdigi ileri siiriilmustiir (Campbell ve ark. 2010).

4.8 Kok Hiicre ve Hiicresel Tedavi

KH kendilerini yenileme 6zelligine sahip, 6zellesmis hiicrelere farklilagabilen,
viicut i¢inde veya laboratuvar ortaminda uygun sartlar saglandiginda bir¢ok farkl
hiicre tipine doniisebilen farklilasmamis hiicrelerdir. Somatik hiicrelerde, her hiicre
boliinmesinden sonra kromozomlarin {i¢ kismindaki telomer adi verilen DNA
zincirinin boyu yaklasik 100 baz ¢ifti kadar kisalir. Telomerlerin kisalmasi hiicre
yaslanmasi ile dogrudan iliskilidir. Telomeraz telomerleri sentezleyen ve koruyan bir
ters transkriptaz enzimidir. Insan germ hiicreleri, timér hiicreleri ve EmKH
telomeraz etkinliginin bu hiicre tiplerinin sinirsiz bir sekilde kendini yenileyebilme
kapasitesinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Buna dayanarak, sinirsiz telomeraz

etkinligi KH i¢in bir belirteci olarak da kabul edilebilir (Karacz ve Ovali1 2004).

KH 6zellesmis hiicreler gibi islev gormezler. Bir KH kalp kas hiicresi gibi kani
pompalamak icin komsulariyla beraber c¢alismaz, eritorsitler gibi oksijeni dokulara
tastyamaz veya sinir hiicreleri gibi doku ve organlara gerekli olan elektrokimyasal

sinyalleri iletemez. Fakat 6zellesmemis KH, kalp kas1 hiicreleri, kan hiicreleri veya
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sinir hiicreleri gibi 6zellesmis hiicrelere kaynaklik edebilirler. KH birden fazla hiicre
tipine farklilasabilirler (Sekil 4.8.1). Buna en iyi 6rnek zigottur, zigot viicuttaki tiim
hiicre tipine donilisebilme Ozelligine sahiptir. KH farklilasma potansiyelinin
farkliligina gore totipotent, pluripotent ve multipotent diye adlandirilir. Totiopotent

bir KH yeni bireyi olusturabilme potansiyeline sahiptir (Celik 2012).

i¢ hiicre
| kitlesi
0 —> —> —> L} —>
'y |
Fertilizasyon Totipotent Blastosist Fetus

hiicreler

Sekil 4.8.1. Totipotent hiicrenin yeni bireye kaynaklik etme potansiyeli
(https://www.prismnet.com/~hcexres/power_tools/audience_task/define_needs.html)

KH i¢in 6zellesmemis olarak kalmalarini saglayan usurlar ve sartlar, bilim
insanlarin ilgisini ¢ekmektedir ve laboratuvar ortaminda KH’nin diger hiicrelere
dontisgmeden kiiltiir ortaminda yetistirilmesi uzun yillar calismalar gerektirmistir.
Fare EmMKH izolasyonu ve iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucu 1998 yilinda ancak
insan KH’sinin laboratuvar ortaminda izolasyonu ve ¢ogaltilmasi ger¢eklesmistir.
Normal ortamlarda KH organizmada farklilasmadan kalmaktadir ve tamirat gereken
durumlar ortaya c¢iktiginda farklilagsmaktadir ve bu olayin gerceklesmesi i¢in gereken
sinyallar giinlimiize kadar 6nemli bir arastirma konusu olmaktadir. 2003 yilinda
hematopoetik KH’nin farklilagmadan kalmasi i¢in Wnt sinyalinin 6nemli rol
oynadigi ortaya konulmustur (Reya ve ark. 2003). Ayni zamanda KH’i tanimlamak
icin KH yiizey belirtecleri belirlenmistir. Ornegin Mezenkimal Kok Hiicre
(MKH)’lerine 6zgilin olarak CD105, CD73, CD90, STRO-1 gibi hiicre yiizey
antijenleri ve peptidler tanimlanmistir (Ullah ve ark. 2015). Embriyonik KH Oct4,
Nanog, Sox2 ve Foxd4 gibi transkripsiyon faktorleri eksprese etmektedir. Bunlara
kars1 antijenlerin kullanilmas1 sonucu farkli KH tanimlamak miimkiindiir (Stewart ve
ark. 2006).
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KH farklilagsma 6zelliklerine ve elde edildikleri kaynaklara gore EmKH ve
Erigskin Kok Hiicre (ErKH) olmak iizere iki baslik altinda incelenir. Yeni giindeme
gelen KH kaynag: ise indiiklenebilir pluripotent kok (IPS) hiicrelerdir. EmKH
olabilmek icin gereken 6zellikler: immortalite ve telomeraz ekspresyonu; pluripotent
Ozellik ve teratoma olusumu; in vitro alt-kiiltiirler siiresince stabil karyotip; klonal
ozellik; Oct4 ve diger pluripotent belirteg ekspresyonu; kimera olusturabilmektir
ancak etik problemlerden dolay:r insan EmKH’lerinde kimera olusturulmaz. EmKH
yeni ilaglar i¢in gen hedeflerinin tanimlanmasi, gelisimsel biyolojide teratolojik ve
toksik bilesiklerin tanimlanmasi, gen tedavilerinde ve hiicre esasli tedavilerde
kullanilmak tiizere hiicrelerin ve dokularin iretilmesinde kullanilabilmektedir

(Petersen ve Teroda 2001).

ErKH farklilasmis dokular igerisinde yer alan hiicrelerdir ve KH i¢in temel
Ozellikleri olan kendini Yyenileyebilme ve Ozellesmis hiicrelere farklilasabilme
Ozelliklerine sahip hiicrelerdir. Ancak ErKH’nin kendini yenileme ve farklilagma
potansiyelleri EmKH’den ¢ok daha diisiiktiir ve genel olarak multipotent hiicrelerdir.
Bu tlir hiicreler her yas grubundaki insanlarda bulunabilmektedir. Giiniimiizde
beyin, kemik iligi, periferik kan, iskelet kasi, epidermis, sindirim sistemi, dis pulpast,
karaciger, retina, kornea ve pankreas gibi dokularda eriskin KHin varlig
belirlenmistir. ErKH etik problemlerin daha az olmasi ve teratom olusturma
yeteneginin diisiik olmasi agisindan Klinikte daha tercih edilmektedir. Buna en iyi
ornek olarak hematolojide kullanilan kan veya kemik iligi nakli verilebilir. Kan ve
kemik iligi naklinde dokudaki hematopoetik KH hasarin tamir edilmesi i¢in harekete

gecmektedir (Minguell ve ark. 2001).

Glinlimiizde en sik arastirilmakta olan ErKH tipi ise MKH dir. MKH’ler bag
dokunun ana hiicreleri olup ilk kez 1976 yilinda Friedenstein ve arkadaslari
tarafindan bulunmustur. Friedenstein ¢alismasinda kemik iligi kiiltiirlerinde adezyon
yetenegi gosteren, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin
bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip
olduklarmi gdstermistir. Ilerleyen arastirmalar sonucu farkli dokulardan morfolojik
ve biyolojik olarak benzer ozellikler gosteren MKH’ler izole edilmistir ve kiiltiir

ortaminda ¢ogaltilmistir (Celik 2012).
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MKH tanimlamasinda yaygin olarak kullanilan baslica 6zellikler; Plastik
yiizeye yapigmasi (plastik adherens), stromal karakterde ylizey antijenlerinin
ekspresyonu ve multipotent farklilasma potansiyelidir. Plastik  yiizeylere
baglanabilen insan ilik dokusundan alinan aspiratin %30’unu ilik stromal hiicrelerin
olusturdugu disiinilmektedir (Prockop 1997). Eriskin MKH’ler in vitro ortamda
gelisgmekte ve uygun sartlar saglandiginda kemik, kikirdak, tendon, kas, yag
hiicrelerine farklilasabilmektedir. Bu neden ile doku miihendisligi ve gen terapi
uygulamalarinda MKH’ler cekici hale gelmistir (Elgin 2003). Bunlarin disinda
MKH’lerin miyosit ve kardiyomiyosite ve mezodermal olmayan hiicrelerden
hepatosit ve noronlara da farklilasabildikleri de bildirilmistir (Petersen ve ark. 1999;
Jiang ve ark. 2002; Schwartz ve ark. 2002).

MKH’ler hastalardan dogrudan elde edilebilir dolayisiyla bir immiin
reaksiyonun olusturmaz. Organizmanin en zengin KH kaynaklarindan biri olan
kemik iligi, MKH’ler i¢in ana kaynak sayilabilir. Kemik iliginde, mezodermden
koken alan hematopoetik, endotelyal ve mezenkimal projenitér hiicreler
bulunmaktadir. Kemik iligi disinda bir¢ok dokudan da MKH izole edilebilmektedir.
Enzimatik yontemler ile solid dokudan hiicre izolasyonu yapilmaktadir. Kemik/
periost, dis pulpasi, karaciger, kordon kani, kordon stromasi, yag dokusu hatta
periferik kandan da adezyon Ozellikleri nedeniyle MKH’lerin ayrigtirilmasi
miimkiindiir (Ullah ve ark. 2015). Bu dokulardan KH elde etmede 6nemli olan
MKH’ler ile fibroblastlar1 ayrit etmektir. Kiiltiir ortaminda dokulardan elde edilen
hiicreler iginde fibroblastlar ilk olarak plastik yiizeye yapistig1 i¢in ayristirmanin ilk
saatlerinde yapisan hiicreler degil sonra yapigan hiicreleri MKH olarak kabul etmek
daha saf KH eldesi i¢in 6nemlidir. MKH’lerin farklilasma kapasitesi ve fonksiyonel
ozellikleri koken aldig1 doku tipine gore bazi degisiklikler gdsterebilmektedir. Bu
neden ile spesifik bir dokunun onarimi igin, o bdlgeden elde edilen KHin

kullaniminin avantajli olacagi giindeme gelmistir (Alhadlaq ve Mao 2004).

MKH’ler kiltiir ortaminda yiiksek diizeyde sitokin, kemokin, matriks
proteinleri ve biiyiime faktorii sentezlerler; bunlar: KH faktorii (c-kit ligand),
interlokin-6 (IL-6), IL-7, IL-8, IL-11, IL-11, IL-15, Degisici Biiyiime Faktorii
(transforming growth factor, TGF-B), cofilin, galectin-1, laminin-reseptorii-1,
cyclophilin A, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2)’dir (Helena 2013; Alhadlaqg ve
Mao 2004). MKH’lerin ¢esitli belirtegler eksprese etmektedir. Bunlardan CD105,
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CD73, CD90 ve STRO-1 hiicre yiizey antijenleri ve peptidlerdir; CD166, CD54,
CD102, CD121ab, CD123, CD124, CD49 adhezyon molekiilleri ve sitokin biiyiime
faktori reseptorleridir (Ullah ve ark. 2015; Roche ve ark. 2006).

MKH’nin bir¢ok alanda klinik kullanim potansiyeli mevcuttur. Kemik
dokularinin tamiri, Osteoporoz, Kikirdak dokusu tamiri, Dejeneratif noron
hastaliklari, Kardiyak rejenerasyon, Kemik iligi transplantasyonlari, Konjental
genetik hastaliklar bu alanlarin baglicalaridir (Celik 2012). Allojenik ve otolog
hematopoietik KH nakillerinde MKH inflizyonunun noétrofil ve trombosit
engrafmanini hizlandirdig1 gosterilmistir (Ko¢ ve Lazarus 2001). Diinya genelinde
reptodiiktif tip uygulamalarinin yaklasik %10-15’inde gamet hiicresi yoklugu ve
tiretimi ile ilgili problemler ve iireme organlarindaki konjenital veya idiyopatik
nedenlere bagli olusan eksiklik/hasar neticesinde uygulamalar yetersiz kalmakta veya
tedaviden sonu¢ alinamamaktadir. KH, fonksiyonel hiicre ve dokulara doniisiim

potansiyelleri sayesinde reprodiiktif tip uygulamalari i¢in son derece 6nemli bir

kaynak olabileceklerdir (Celik 2012).

2003 yilinda Hubner ve arkadaslari yesil floresan protein yayan embriyonik KHi
kullanarak germ hiicreleri elde etmisitir. Farklilasan bu hiicreler primordiyal germ
hiicre (PGC) belirtegleri c-kit, fare vasa homolog (MVH) protein ve Scp3’i
barmdirmaktaydi. Ustelik ¢aligmanin devam eden kiiltiirlerinde oosit benzeri yapilar,
Ostrojen yapimi ve zona protein olusmus goézlemlenmistir (Hubner 2003). 2004
yilinda fetal domuz deri KH’leri kiiltiir ortaminda bazi germ hiicre belirteclerini
eksprese eden hiicrelere dontistiiriilmiisgtiir. 30-40 giinliik kiiltiir sonunda bu hiicreler
oosit benzeri yapilara doniismiis ve bir kismi1 kumulus hiicreleri ile kaplanmis ve
gonadotropin uyaris1 sonucu Ostrodiol ve progesteron yapimi izlenmistir. KH
tedavileri ovaryan rejenerasyonu ve oosit iiretimi acisindan kadin infertilitesi

tedavilerinde gelecek vaad edicidir (Dyce ve ark. 2006).

4.9 Nitrik Oksit Sentetaz

1987 yilinda Endotel Kaynakli Gevseme Faktorii (endothelium-derived relaxing
factor, EDRF) olarak bilinen maddenin Nitrik Oksit (NO) oldugu anlasilmistir
(Palmer ve ark. 1987). NO {izerine yapilan ¢alismalar daha sonraki yillarda artmis ve

organizmada bir¢ok Onemli roliiniin kesfedilmesi nedeni ile 1992°de NO yilin
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molekiilii olarak tanimlanmigtir (Ribeiro ve ark. 1992). Bugiin Endotel kaynakl
nitrik oksidin hem deneysel ¢alismalarda hem insanlarda siirekli vaskiiler tonusun
fizyolojik diizenleyici oldugu ortaya konulmustur. Basta endotel hiicreleri olmak
tizere birgok hiicrenin NO sentezledigi ve vaskiiler tonusun diizenlenmesinin yani
sira bir mediator olarak norotransmisyon, immiin direng ve hiicresel adezyonun
diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda birincil gorevi oldugu bildirilmistir

(Moncada ve Higgs 2002).

NO, yart 6mrii 2-10 saniye olan renksiz bir gaz seklinde bulunan inorganik
serbest bir radikaldir. Sentezlendikten kisa bir siire sonunda hemoglobin, metilen
mavisi ve siiperoksit anyonu tarafindan noétralize edilerek nitrat ve nitrite dondisiir.
NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok o6nemli fizyolojik islevlerde rol oynamaktadir.
Yar1 esansiyel bir aminoasit olan L-arjinin’in terminal guanidin grubunun NOS
enziminin katalize ettigi bir reaksiyon sonucu sentezlenmektedir (Siasos ve ark.
2013).

NOS izoenzimleri yapisal (konstitiitif) ve uyarilabilir (indiiklenebilir) olmak
tizere iki grup altinda toplanmaktadir. Yapisal NOS endotel ve néronal NOS’u
icermektedir ve devamli bir sekilde var olan, vaskiiler tonus ayarlanmasinda ve
ndrotransmisyonda rolii olan, kiiciik miktarlarda nitrik oksit {iretimini saglayan
enzimlerdir. Esas olarak nodronlarda, vaskiiler endotel hiicrelerinde, endokard,
myokard ve trombositlerde bulunmaktadirlar. Endotel kaynakli NOS, NOS-3 olarak
da bilinir, arteriyel ve vendz endotel hiicrelerinde bulunan membrana bagl bir
enzimdir ve eNOS aktivitesi asetilkolin, adenozin trifosfat (ATP), elektriksel uyari
ve sivi akimiyla uyarilabilir. Uyarilabilen NOS, NOS-2 olarak da bilinmektedir ve
fonksiyonel olarak Ca*? bagimsizdir (Thiemmerman 1994). Uyarilabilen NOS
endotel hiicreleri disinda 6zellikle diiz kas hiicreleri ve makrofajlarda bulunmaktadir.
Makrofajlarin, notrofillerin, mast hiicrelerinin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
sitokinlerle uyarilmasindan sonra hiicreler biiyiik miktarda NO sentezi
yapilabilmektedir. Makrofajlar disindaki hiicrelerde iNOS aktivitesinin rolii tam
olarak anlasilmamistir. Ancak endotelde bulunan iNOS konjestif kalp yetmezligi gibi
artmis sitokinlerin bulundugu durumlarda 6nemli olabilmektedir ve sitotoksik rol
oynarak immiin cevapta, antimikrobiyal ve antineoplastik aktivitede onemlidir
(Marletta ve Olken 1993; Tejero ve Stuehr 2013).
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Insan ve siganlarin overlerinde NOS proteini ve aktivitesi tespit edilmistir (Van
Voorhis ve ark. 1995; Van Voorhis ve ark. 2013). Enfeksiyon ve inflamasyona yanit
olarak asir1 NO biyosentezi folikiil stabilitesi ve fonksiyonunda bozulmaya neden
olabilmektedir. Nitrik oksitle fertilizasyon yetenegi arasinda bir iliski oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. NO sperm ile ovum arasindaki iliskide de rol oynar

(Agarwal ve ark. 2005).

Endotelyal NOS folikiil gelisim sirasinda teka hiicreleri, graniiloza hiicreleri ve
oositin ylizeyinde eksprese olmaktadir. Patolojik durumlarda ki NO sentezinde
indiiklenebilir NOS 6nemli rol oynayabilmektedir (Lee ve ark. 2000). NO’in folikiil
gelisimi, graniiloza hiicrelerin gelisimi, ovulasyon ve lutenizasyona olan etkisinin
Siklik Guanozin Monofosfat (cGMP) aracilig: ile sekonder haberci olarak veya ROS
olusturarak gerceklestirdigi ileri siiriilmektedir. Noronlar, kan damarlar1 ve immiin
sistem hiicreleri lireme organlarin ayrilmaz pargalaridir ve NO bu sistemlerde 6nemli
fonksiyonlara sahip oldugundan iireme fizyolojisi ve biyolojisinin diizenlenmesinde
ki 6nemli diizenleyicidir. Son immiin efektor olarak iNOS tarafindan iiretilen NO,
patojenleri ve abnormal hiicreleri 6ldiirme kapasitesine sahip olmak ile beraber,
iNOS’un siirekli ekspresyonu normal doku hiicrelerin zarar gérmesine de neden

olabilmektedir (Agarwal ve ark. 2005).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Deney Grubu

Calismamizda, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Unitesinden temin edilen agirliklar1 200+10g arasinda degisen eriskin 24 adet disi
Wistar albino cinsi sican kullanilmistir. Temin edilen hayvanlarin daha oOnce
ciftlesmemis ve herhangi bir deneysel calismada kullanilmamis olmasina dikkat
edilmistir. Sicanlarin laboratuvar kosullarina adaptasyonu amaciyla 22°C 1sida 12
saat aydinlik/12 saat karanlik siklusu uygulanarak sican yemi serbest olarak (ad
libitum) verilmistir. Deneysel uygulamalar, deney hayvanlarinin bulundugu ortamdan
uzak ve sessiz bir ¢alisma ortaminda yapilarak ve uygulamalar sirasinda sert ve ani
hareketlerden kaginilarak stres yaratilmamaya g¢alisilmistir. Arastirmamizda her bir
grupta 4 disi sican olacak sekilde 6 grup olusturularak gruplara asagida belirtilen

uygulamalar en az 8 hafta siire boyunca uygulanmstir:

1.Grup: Kontrol grubu (KG), 6zel diyet uygulanmayan grup, n=4

2.Grup: YFMS grubu (YMSF), YFMS suyu ile beslenen grup, n=4

3.Grup: YFMS+YDKH grubu (YDKH + YFMS, YFMS+300 ul BY iginde/
1.000.000, PPD enjektorii ile YDKH), n=4

4.Grup: Sham grubu (Taklit grubu, TG, YEMS+300 ul BY , PPD enjektorti ile),
n=4

5.Grup: STZ grup, 25 pg/ml sitrat tampon igerisinde 45mg/kg STZ, n=4

6.Grup: STZ + YDKH grubu (sitrat tamponu i¢inde 45mg/kg i.p STZ+300 nl
BY i¢inde/ 1.000.000 hiicre, PPD enjektorii ile), n=4

Tim gruplarda ki hayvanlarin sekeri deney oncesi ve 4 haftada bir 6l¢iildii.
Kontrol gruba higbir islem yapilmadi. STZ grubuna baslangigta intraperitoneyal
olarak 45mg/kg dozla STZ enjekte edildi. YFMS grubu sadece YFMS igeren igme
suyu ile beslendi tedavi yapilmadi. Tim gruplarda ki hayvanlarin yaris1 deneyin 4.
haftasinda kalan yaris1 ise deneyin 8. haftasinda yiiksek doz anestezi ile dldiiriilerek
over dokular1 alind1 ve histolojik olarak incelenmek tizere formaldehid ile fiksasyonu

takiben parafin kesitleri alinarak H-E ile boyand1 (Dagdelen H 2011).

KH erigkin disi sicanlarin yag dokusundan toplandi ve yapigsma 6zelliklerinden

yararlanarak kiiltiir ortaminda c¢ogaltildi, konfluent olmus hiicreler toplanarak

37



transferleri yapildi. YDKH uygulanacak olan gruplara haftada bir, 300 ul medyum
icinde 1x10° hiicre olacak sekilde KH interperitoneal olarak enjenkte edildi (Chen ve
ark. 2014).

Gruplar arasindaki farklar alinan goriintiilerin dijital ortama aktarilmasi
sonrasinda morfometrik olarak analiz edilecek ve istatiksel olarak farklar ortaya
cikartildi. Gruplar arasinda oksidatif stres agisindan indirek immunohistokimyasal
yontemle eNOS ve iNOS i¢in primer antikorlar kullanilarak boyanan preparatlar

TUNEL ile de apoptosis i¢in karsilastirildi (Firat F 2013).

5.2 Hayvanlarm Agirhk Olgiimii

Deney gruplarinda, hayvanlarin baslangi¢ ve 8 haftalik deneyin sonunda olmak
tizere iki kez agirhiklar1 o6lgiildii. Deney hayvanlarinin son agirliklaryla ilk

agirliklarinin fark: yiizde degisim olarak hesaplandi.

5.3 Hayvanlarin Achk Kan Seker Ol¢iimii

Deney gruplarindaki hayvanlarin aglik kan sekerleri bir giin 6nceden hayvanlar
12 saat siire boyunca ag birakildiktan sonra kuyruk kismindan kan 6rnekleri alinarak
ol¢iildii. Tlim gruplarin aclik kan sekerleri deney oncesi, STZ ve YFMS uygulama
sonras1 4.hafta ve 8.hafta olmak {iizere ii¢ kez 6l¢iildii. Toplam {i¢ kez Slgiilen kan

seker degerleri istatistiksel analizler ile karsilastirlidi.

5.4 Yag Dokusu Kaynakh Kok Hiicre Kiiltiirii

Sicanin dorsal kiitanoz dokusunun altindan elde edilen yag dokusu alfa-MEM
mediumu igerisinde mekanik ayristirma yontemi ile ayristirildi ve eksplant kiiltiir
yontemi ile kiiltiir edildi. 25 cm?lik hiicre kiiltiir kab1 icinde kiiltiir meydumuna
alinan hiicreler 37°C’de ve %5 CO: kosulunda inkiibe edildi (HeraCell, Kendro
Laboratory, Almanya). Kiiltiir kabinde ki ylizeye tutunmayan hiicreler besi ortaminin
alinmasi ile uzaklastirildi ve hiicre kiiltiir kabinin yilizeyine tutunmus olan hiicrelere
alfa-MEM eklenerek cogaltildi. Hiicreler konfulent oldugunda tripsin eklenerek
pasajlandi. Deneyde 3.pasajdan sonraki hiicreler kullanildi (Deng ve ark. 2014).
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5.5 Vaginal Yayma Preperatlar1 Hazirlanmasi ve Gruplarin Olusturulmasi

Sicanlardan vaginal yayma preperati, yayma fircalar1 ile vaginal siiriintii
yapilarak alindi. Alinan siiriintii lama diizgiin bir sekilde yayilarak metanol ile 5
dakika Siireyle tespit edildi. Ardindan Giemsa boyasi ile 10 dakika boyandi. Musluk
suyu ile yikanan ornekler kurumaya birakildi. Daha sonra, lamel ile kapatilarak,

mikroskop altinda incelenerek agagida belirtilen gruplarin ayrilmasi saglandi.

Prodstrus grubu yaymanin parlak renkte oldugu, intermedier hiicrelerin yogun,
parabazal hiicrelerin ve mukusun nadir oldugu, l6kositlerin gézlenmedigi preperatlar
olarak belirlendi. Ostrus grubu yaymanin ayri1 ayr1 bulunan keratinlesmis siiperfisiyal
hiicrelerden olustugu, gruplar halinde sekillendikleri preperatlar olarak belirlendi.
Metostrus grubu bir kisminda sitoplazmik vakuollerin yer aldig: sikica paketlenmis
cok sayida niikleuslu epitel hiicresi ve ¢ok sayida artmis notrofil gozlenen grup
olarak belirlendi. Didstrus yaygin olarak lokositlerin ve aralarinda parabazal ve

intermedier hiicrelerin izlendigi preperatlar olarak belirlendi (Goziikaya 2013).

5.6 Parafin Doku Takibi

Formaldehit ile tespit edilen over dokulari, fiksatiflerin uzaklastiriimalar
amaciyla 1 gece akar su altinda yikandiktan sonra dehidratasyon amaciyla 30’ar
dakika % 60’dan % 95’e artan etil alkol serilerinden gecirildi ve 1’er saat olmak
tizere %100 alkolden gecirildi. Ardindan 30 dakika 1:1 oraninda ksilen-alkol
karisimina ve seffaflastirma amaciyla 50’er dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu ve
60°C’lik etiiv icersinde 30 dakika 1:1 oraninda ksilen-parafin uygulanip 1’er saat
parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar igerisine gomiildii.

Dokularin 6zelliklerine gore etiketlendi (Tablo 5.6.1).

Tablo 5.6.1. Parafin doku takip protokolii:

ISLEM KIMYASALLAR SURE

DOKU FIKSASYONU % 10 Formalin 24-48 saat
Akar su 24 saat

DEHIDRASYON % 60 Alkol 30 dakika
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% 70 Alkol 30 dakika
% 80 Alkol 30 dakika
% 95 Alkol 30 daikka
% 100 Absolii alkol 1 saat
% 100 Absolii alkol 1 saat
SEFFAFLASTIRMA Alkol:Ksilen (1:1) 30 dakika
Ksilen | 1 saat
Ksilen 11 1 saat
INFILTRASYON Ksilen-parafin (1:1) 30 dakika
Parafin | 1 saat
Parafin |1 1 saat
GOMME Parafin

5.7 Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Tiim grubta ki over doku 6rneklerinden H-E ve immiinohistokimya boyamalari
icin Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alinan Spm’luk parafin kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiive birakildiktan sonra, 30’ar dakika
iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi igin 2’ser
dakika %95’den %60’a azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 5 dakika akar su
altinda yikandi. 2 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan uzaklastirilmasi
icin 5 dakika akarsuda yikanan kesitler asit alkola batirilip ¢ikarildiktan sonra tekrar
5 dakika akarsuda yikandi ve 30 saniye eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter
Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Ayn1 sekilde 5 dakika akar su altinda
yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %95°lik alkol serilerinden gegirilip
havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende
tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi
(Tablo 5.7.1).
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Tablo 5.7.1. Hematoksilen-eozin boyama protokolii:

ISLEM
DEPARAFINIiZASYON
DEPARAFINIZASYON

REHIDRATASYON

YIKAMA

BOYAMA

YIKAMA
DIFERANSIYASYON
YIKAMA

BOYAMA

YIKAMA

KURUTMA

KAPAMA

60°c Etiivde
Ksilen |
Ksilen 11

% 95 Alkol
% 80 Alkol
% 70 Alkol
% 60 Alkol
Akar su
Hematoksilen
Akar su
Asit-Alkol
Akar su
Eozin

Akar su

% 80 Alkol
% 95 Alkol

Havada veya Etiivde

Ksilen

Entellan

SURE

1 gece

30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
5 dakika
5 dakika
5 dakika
1-2 saniye
5 dakika
3 dakika
5 dakika
1 dakika
1 dakika

1 saat

5.8 Indirekt immunohistokimya Boyamasi:

Alman kesitler immunohistokimyasal boyama i¢in bir gece 60 °C’lik etiivde
tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan % 95°ten % 60’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Dakopen (IM3580,
Immunotech, France) ile sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin soliisyonu ic¢inde oda
sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek
amaciyla 5 dakika %3’lik H202 uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon
soliisyonu (PBS; Posphate buffer solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1
saat bloklama solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele edildi.

Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar eNOS (sc-
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651, Santa Cruz Biotechnology, Germany), iNOS (sc-654, Santa Cruz Biotechnology,
Germany) ve VEGF (sc-7269, Santa Cruz Biotechnology, Germany) ile bir gece
inkiibe edildi. Ertesi giin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan Kesitler, anti-mouse
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain
kit San Francisco, USA) ile 30’ar dakika boyandi. Yine {i¢ defa 5’er dakika tampon
solusyonu soliisyonu ile yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal
reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla Diaminobenzidin (DAB) ile 5 dk
boyandi. Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile artalan
boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu
(AMLO060, Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatildi. Immunohistokimyasal
degerlendirme incelenerek zayif veya yok ile (+1) ile siddetli (+5) olarak

degerlendirenin gruplar1 bilmedigi sekilde degerlendirildi (Goziikaya 2013).

5.9 TUNEL immunohistokimyasi

TUNEL Yontemi ile apoptotik hiicre &liimiiniin belirlenmesinde DeadEnd
Colorimetric TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanilarak 5 pm kalinligindaki
parafin bloklardan alinmis kesitlere uyguldi. Kesitler 1 gece 60°C’lik etiivde 1s1 ile
deparafinize edildi. Ardindan 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinize edildi. Azalan
alkol serileri ile 2’ser dakika (%95, %80, %70, %60) rehidratasyon uygulandiktan
sonra dokular serum fizyolojik ile oda 1sisinda 5 dakika (%0.85 NaCl) muamele
edildi. 5 dakika PBS ile oda 1sisinda yikandi. Doku kesitleri %4 paraformaldehit ile
15 dakika oda 1sisinda fiske edildi. 5 dakika PBS ile oda isisinda yikandi. 1/500
oraninda PBS ile diliie edilen 20-pg/ml proteinase K 20 dakika doku Kesitlerine
uygulandi. PBS ile yikamay1 takiben %4’liik paraformaldehit ile 5 dakika yeniden
fiksasyon yapildi. 5 dakika PBS ile oda sisinda yikandi. Kesitler 5- 10 dakika
Equilibration buffer ile oda 1sisinda tutuldu. TdT-enzimi ile nemli atmosferik
ortamda 37 °C de 60 dakika plastik cover slipler kesitleri kapatacak sekilde konarak
tutuldu. 15 dakikalik SSC yikamasmin ardindan 5 dakika PBS ile oda isisinda
yikandi. 3- 5 dakika hidrojen peroksit uygulanmasi sonrast 5 dakika PBS ile oda
1s1sinda yikandi ve 1/500 oraninda PBS ile hazirlanan Streptavidin HRP soliisyonu
ile 30 dakika oda 1sisinda inkiibasyona tabi tutuldu. 5 dakika PBS ile oda 1sisinda
yikandiktan sonra DAB ile boyama yapildi ve birka¢ kere distile su ile yikandi.
Artalan boyamasi Mayer’s Hematoksileni ile yapildi. Kér yontemle TUNEL pozitif
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hiicreler saptanmaya calisildi. Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine PBS
kullanildi. Immunohistokimyasal degerlendirmede preperatlara boyanin yogunlugu
ve dagilimina gore + (1) ile + (5) olarak korlemesine semi-kantitatif puanlama

yapildi. Ortalamalar istatiksel olarak degerlendirildi (Firat F 2013).

5.10 istatistiksel Analizler

Viicut agirhigi ve TUNEL ile boyanmis primordiyal, primer, sekonder folikiiller,
korpus luteum ve kistteki apoptoz gosteren hiicre sayilar1 Kruskal-Wallis testi ile
karsilastirildi. Gruplar arasinda fark belirlendiginde hangi gruplar arasinda fark
oldugunu anlamak i¢inde Mann-Whitney U testi kullanildi. Antral folikiil sayilar1 ve
antral folikiildeki TUNEL ile boyanmis apoptoz gdsteren hiicrelerin sayis1 tek yonlii
varyans analizi kullanilarak karsilagtirildi. Gruplar arasinda fark belirlendiginde

hangi gruplar arasinda fark oldugunu anlamak i¢in Tukey HSD testi ile karsilastirildi.

Verilerin  kaydedilmesi ve istatistiksel degerlendirmeler icin Graphpad
programindan yararlanildi. Gruplar arasi farkliligin arastirilmasinda Kruskal Wallis
varyans analizi kullanildi. Anlamli bulunmasi iizerine post hoc ikili karsilastirmalar
icin Bonferroni diizeltmesi yapilarak Mann-Whitney U testi kullanildi. Degiskenlerin
tanimlayict istatistikleri icin minimum, maksimum ve medyan degerleri verildi.
Sonuglar %95 giiven araliginda degerlendirdi. Tiim analizlerde istatiksel anlamlilik
sinir1 p<0,05 degeri olarak kabul edildi (Goziikaya 2013).

5.11 Histolojik boyamalarin skorlanmasi

Histolojik inceleme i¢in H-E, immiinohistokimya ve TUNEL boyama
preparatlar1 boyama sonrasi skorlama yapildi. H-E boyamalar1 folikiil say1si, folikiil
morfolojisi, oosit morfolojisi, stromadaki kanlanma durumu, germinal epitel kalinlig
ve tunika albuginya kalinhigi agisindan degerlendirildi. Belirgin oosit ve zona
pelusidaya sahip folikiile 5 puan, oosit yok veya morfolojik olarak degisim gostermis,
zona pelusidadan yoksun foliliille 1 puan verildi. Tek katli kiibik hiicrelerden olusan
greminal epitele 5 puan, algak prizmatik veya prizmatik hiicreler iceren germinal
epitele 1 puan verildi. Kanlanmanin orta diizeyde fibroz yapilar az veya yok olan

stromaya 5 puan, kanlama artmis fibroz dokularin belirginlestigi stromaya 1 puan

verildi (Tablo 5.11.1).
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Tablo 5.11.1, H-E boyama sonrasi skorlama kriterleri.

5 puan 1 puan

Folikiil

Germial

epitel

Stroma

Immiinohistokimya ve TUNEL boyama skorlamalar1 preparatlaridaki boyanan
hiicrelerin sayimi ile gergeklestirildi. Pozitif boyali hiicrelerin oran1 < 1/100 ise 1;
1/100 ile 1/10 arasinda ise 2; 1/10 ile 3/10 arasinda ise 3; 3/10 ile 1/3 arasinda ise 4;
2/3’den fazla ise 5 verildi (Yilmaz Dilsiz 2012).
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6. BULGULAR

Deneklerde deney boyunca enfeksiyon veya benzeri bir durum saptanmadi ve
YFMS veya STZ uygulamasina bagl olarak herhangi bir patoloji ya da olim
goriilmedi. KG viicud agirliklar1 (Resim 6.1) deney dncesi ve sonrasi degismez iken
YFMS ve STZ gruplarinda azalma izlendi ve bu degisim istatistiksel olarak anlaml
(P<0,001) bulundu (Tablo 6.1).

Tum Gruplarin Agirhik Degisim

Verileri
M Deney Oncesi/g Deney sonrasi/g
250
200 1
n - = I =
wv 150 I
+
B
o 100
50
0

Kontrol Grup ~ YFMS Grup STZGrup  YFMS$+BY Grup YFMS+YDKH STZ+YDKH
Grup Grup

Resim 6.1 Viicud Agirliklari. KG ile karsilastirildiginda YFMS ve STZ
gruplarinda anlamli (P<0,001) bir azalma oldugu goriildi.

Tablo 6.1 Deney Gruplarinin VA Verilerinin Istatistigi

Comparison Difference q P value

DO-KG vs DS-KG
DO-YFMS vs DS-YFM$
DO-STZ vs DS-STZ

6.000 1.404 ns P>0,05
-6,000 1,404 ns P>0,05
49,670 11,621 *** P<0,001

DO-YFMS+BY vs DS-YFMS+BY
DO-YFMS+YDKH vs DS-YFMS+YDKH
DO-STZ+YDKH vs DS-STZ+YDKH
DS-KG vs DS-YFMS

DS-KG vs DS-STZ

DS-KG vs DS-YFMS+BY

DS-KG vs DS-YFMS+YDKH
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27,000 6,317 ** P<0,01

33,330 7,798 *** p<0,001
35,340 8,268 *** P<0,001
11,000 2,574 ns P>0,05

54,000 12,634 *** p<0,001
35,000 8,189 *** p<0,001
41,660 9,747 *** p<0,001



DS-KG vs DS-STZ+YDKH 39,000 9,125 *** P<0,001
DS-YFMS vs DS-YFMS+YDKH 30,660 7,173 *** P<0,001
DS-STZ vs DS-STZ+YDKH -15,000 3,509 ns P>0,05

Deneklerde AKS diizeylerine bakildiginda (Resim 6.2) KG degismez iken
YFMS ve STZ uygulamasina bagli olarak artan ayrica YFMS ile karsilagtirildiginda
STZ i¢in daha da anlamli (p<0,001) bir yiikkselme bulundu (Tablo 6.2). YEMS ve
STZ wuygulanan gruplarin kendi aralarinda 4.hafta ve 8hafta AKS’1
karsilastiririldiginda AKS’indeki yiikselis istatistiksel olarak anlamli (p>0,05) fark
gortermedi. YDKH uygulama sonrasi hem YFMS grubu hem STZ grubunda
AKS’inde diisiis saptandi ancak bu diisiis sadace YFMS uygulanan grupta
istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bulundu.

Tim Gruplarin A¢lik Kan Seker Degisim

Verileri
W AKS deney dncesi/mg/dl W 4 hafta/mg/dI 8.hafta/mg/dl
300
250
I
200 1
wv
u
= 150
(=4 T I
(@]
100 Eiz
I
) '
0
Kontrol Grup YFMS Grup STZ Grup YFMS+BY Grup YFEMS+YDKH  STZ+YDKH Grup

Grup

Resim 6.2 AKS. YFMS ve STZ uygulanan gruplarda AKS’i belirgin (p<0,001)
olarak yiikseldi. YDKH uygulama sonrast YFMS uygulanan gruplarda AKS’inde
anlamli (p<0,001) diisiis saptandi.

Tablo 6.2 Deney Gruplarmin AKS Verilerinin Istatistigi

Comparison Difference q P value
DO-KG vs DO-YFMS -0,6600 0,2245 ns P>0,05
DO-KG vs DO-STZ 0,3400 0,1157 ns P>0,05
DO-KG vs DO-YFMS+BY 1,340 0,4559 ns P>0,05
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DO-KG vs DO-YFMS+YDKH
DO-KG vs DO-STZ+YDKH

DO-KG vs 4h-KG

DO-KG vs 8h-KG

4h-KG vs 8h-KG

DO-YFMS vs 4h-YFMS

DO-YFMS vs 8h-YFMS

4h-YFMS vs 8h-YFM$

DO-STZ vs 4h-STZ

DO-STZ vs 8h-STZ

4h-STZ vs 8h-STZ

DO-YFMS+BY vs 4h-YFMS+BY
DO-YFMS+BY vs 8h-YFMS+BY
4h-YFMS+BY vs 8h-YFMS+BY
DO-YFMS+YDKH vs 4h-YFMS+YDKH
DO-YFMS+YDKH vs 8h-YFMS+YDKH
4h-YFMS+YDKH vs 8h-YFMS+YDKH
DO-STZ+YDKH vs 4h-STZ+YDKH
DO-STZ+YDKH vs 8h-STZ+YDKH
4h-STZ+YDKH vs 8h-STZ+YDKH
4h-STZ vs 4h-STZ+YDKH
4h-YFMS+BY vs 4h-YFMS+YDKH
4h-YFMS+YDKH vs 4h-STZ+YDKH
4h-STZ+YDKH vs 8h-STZ+YDKH
8h-KG vs 8h-YFM$

8h-KG vs 8h-STZ

8h-KG vs 8h-YFMS$+BY

8h-KG vs 8h-YFMS+YDKH

8h-KG vs 8h-STZ+YDKH
8h-YFMS vs 8h-STZ

8h-YFMS vs 8h-YFMS+BY
8h-YFMS vs 8h-YFMS+YDKH
8h-STZ vs 8h-STZ+YDKH
8h-YFMS+BY vs 8h-YFMS+YDKH
8h-YFMS+BY vs 8h-STZ+YDKH
8h-YFMS+YDKH vs 8h-STZ+YDKH
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1,000 0,3402 ns P>0,05
2,670 0,9084 ns P>0,05
-3,660 1,245 ns P>0,05
-5,330 1,813 ns P>0,05
-1,670 0,5682 ns P>0,05
-55,340 18,827 *** P<0,001
-58,000 19,732 *** p<0,001
-2,660 0,9050 ns P>0,05
-158,67 53,981 *** P<0,001
-162,00 55,114 *** P<0,001
-3,330 1,133 ns P>0,05
-57,670 19,620 *** P<0,001
-57,670 19,620 *** P<0,001
0,000 0,000 ns P>0,05
-50,330 17,123 *** P<0,001
-29,000 9,866 *** P<0,001
21,330 7,257 *** P<0,001
-149,33 50,804 *** P<0,001
-135,00 45,929 *** P<0,001
14,330 4,875 ns P>0,05
11,670 3,970 ns P>0,05
7,000 2,381 ns P>0,05
-97,330 33,113 *** P<0,001
14,330 4,875 ns P>0,05
-53,330 18,143 *** P<0,001
-156,33 53,185 *** p<0,001
-51,000 17,351 *** p<0,001
-22,670 7,713 *** p<0,001
-127,00 43,207 *** P<0,001
-103,00 35,042 *** P<0,001
2,330 0,7927 ns P>0,05
30,660 10,431 *** P<0,001
29,330 9,978 *** P<0,001
28,330 9,638 *** P<0,001
-76,000 25,856 *** P<0,001
-104,33 35,494 *** P<0,001

KG ig¢in si¢anlarin uygulama sonrasi 1 ve 2 aylik ovaryumundan elde edilen ve
H-E ile boyanmis Kesitleri inceledigimizde morfolojik olarak benzer durumda
olduklar1 goriildii. Organin diginda tek katl kiibik epitel ile epitelin altinda ise yogun
olarak bag dokusu lifleri ve hiicrelerinden olusan tunika albuginea goriildii. Ovaryum
kesitlerinde iki bolge ayirt edildi. Ovaryumda tunika albuginea altinda yer alan
korteks bolgesinde, ¢esitli sayr ve tipte folikiillerin oldugu gozlendi. Folikiillerin
arasinda stromada yer alan hiicreler gruplar halinde oval sekilli, biiylik niikleuslu ve
sitoplazmalar1 bazofilikti. Folikiillerin etrafinda ayrica diiz kas demetleri ve bag

dokusu lifleri goriildii. Kortekste damar kesitlerine az sayida rastlandi. Ovaryum



korteksinde ¢ok sayida primordiyal folikiil gozlendi. Primordiyal folikiillerde igte
oosit ve oositin ¢evresinde tek katli yassi graniiloza hiicreleri yer almisti. Oosit
bliyiik 6kromatik bir niikleusa sahip olup niikleolusu belirgindi. Primer folikiillerde
oosit ¢evresinde tek katli kiibik sekilli graniiloza hiicreleri gozlendi. Oosit ile
graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida olusmaya baslamisti. Sekonder
folikiillerde oositin etrafinda ¢ok katli epitel goriiniimiindeki graniiloza hiicreleri ile
oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida belirgin olarak gdzlendi.
Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri disinda teka folikiilii olusmaya basladig:
goriildii. Antral folikiillerde cok tabakali graniiloza hiicreleri arasinda diizensiz
bosluklar vardi. Bazi antral folikiillerde bosluklar birleserek antrum olusturmustu.
Ayrica antrumun i¢ kisimlarina dogru oosit ve graniiloza hiicrelerinin birlikte

kiimiiliis ooforusu sekillendirmisti (Resim 6.3 A).

Bu folikiillerde zona pellusida olduk¢a belirgindi. Folikiilii distan saran teka
folikiilii iki tabakali olarak go6zlendi. Teka internada fibroblastlar, kiiclik kas
demetleri ve kan damarlari goriildii. Teka eksternada ise diiz kas demetleri ile birlikte
kollajen lifleride gozlendi. Kortekste ayrica korpus luteum ve i¢i sivi ile dolu bir
boslugu olan iki ii¢ sirali graniiloza hiicrelerinin ¢evreledigi folikiil kistleri gézlendi.
Korpus luteumun orta kisimlarinda biiyiilk okromatik niikleuslu ve sitoplazmalari
acik renkte boyanmis hiicreler ile kenar kisimlarinda ise daha kiiciik hiicreler
gozlendi. Ayrica korpus luteumun orta kisimlarinda kan damarlar1 da yer almaktaydi.
Ovaryumun medullasinda kortekse gore daha az sayida hiicre olmasina karsin
damarlanmanin fazla oldugu goriildii. Medulladaki hiicrelerin niikleuslar1 merkezde
olup sitoplazmalari ise bazofilik boyanmisti. Ayrica bag dokusu hiicreleri de goriildii.
Bununla birlikte medulladaki lif ve kas demetleri de kortekse gore daha belirgin
olarak gozlendi (Resim 6.3 B, C, D, E, F).
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Resim 6.3 KG o6rneklerinde H-E boyamasi goriintiilerinde genel (A), korteks (B,
D), medulla (F), korpus luteum (C) germinal epitel (E) histolojik bulgularinda
normal bir morfoloji gozlendi.

YFMS grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. Ay ovaryumundan elde edilen ve H-
E ile boyanmis kesitleri inceledigimizde genel olarak kortekste folikiil ve korpus
luteumun yer aldigi, medullada ise konjesyon 6zelligi gosteren vaskiiler yapilarin yer
aldig1 bulundu (Resim 6.4 A). YFMS siganlarin ovaryumundan elde edilen ve H-E
ile boyanmis kesitleri inceledigimizde kortekste ¢esitli ¢aplarda primer, sekonder ve
Graaf follikiilleri ile korpus luteumun izlendi. Poligonal eozinofilik boyanan
graniiloza ve teka hiicreleri folikiil ¢evrelerinde oldukga belirgin bigimde izlendi.
Dista tek sirali kiibik germinal epitel, altinda siki bag dokusu yapisinda tunika
albuginea izlendi. Oosit etrafinda zona pellusida, graniiloza hiicrelerinin aralarinda
antrumun gelismesi ile sekonder ve Graaf follikiillerinin olustugu, follikiillerin bag
dokusuna komsu kisminda siki bag dokusu yapisinda teka eksterna ve i¢ kisminda
kan damarlarindan zengin teka interna yapisi gozlendi. Medullada stromal elemanlar
ile beraber konjesyon ozelligi gosteren vaskiiler yapilar artmis sekilde gozlendi.
(Resim 6.4 B, C, D, E, F). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda patolojik bulgular
olarak artmis konjesyon ve kanlanma, gelisme geriligi gosteren folikiiller ve oosit
olusamama durumu, kapsiilde kalinlagma ile parankim ve stromada fibrosis belirtileri

izlendi.
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Resim 6.4 YFMS grubu orneklerinde uygulama sonrast 1. Ay H-E boyamasi
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D) ve medulla (C, F), tunika albuginya (E).
histolojik bulgularinda gelisme geriligi gosteren folikiiller ve oosit olugamama
durumu ve 6zellik ile medullada konjesyon gosteren vaskiiler yapilar izlenmekte.

YFMS grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. Ay ovaryumundan elde edilen ve H-
E ile boyanmis Kesitleri inceledigimizde genel olarak kortekste gesitli boyutlarda
folikiiller ve artmis korpus luteumun yer aldigi, medullada ise stromal elemanlarin
yer aldigi gozlendi (Resim 6.5 A). YFMS siganlarin ovaryumundan elde edilen ve
H-E ile boyanmis kesitleri inceledigimizde ovaryumun distan tek katli kiibik epitel
ile sarili oldugu ve epitelin hemen altinda siki bag dokusu yapisinda tunika
albuginyanin yer aldig1 izlendi. Korteks gesitli boyutlarda primer, sekonder ve Graf
folikiil igermekle beraber 6zellik ile ¢ok sayida korpus luteumun icerdigi gozlendi ve
medullada 1.aya gore daha hafif konjesyon gosteren vaskiiler yapilar izlendi (Resim
6.5 B, C, D, E, F). YEMS grubu 2.ay histolojik bulguar ile YFMS grubu l.ay
bulgular karsilastirildiginda medullada daha hafif konjesyon gosteren vaskiiler

olmasina ragmen iyi gelismis Graf folikiil sayisinin azaldigi gézlemlendi.

50




Resim 6.5 YEMS grubu 6rneklerinde uygulama sonrast 2. Ay H-E boyamasi
goriintiilerinde genel (A), korpus luteum (B, )korteks (C, D), tunika albuginya (E) ve
medulla (F) histolojik bulgularinda artmis korpus luteum ve daha hafif konjesyon
gosteren vaskiiler yapilar gozlenmekte.

STZ siganlarin uygulama sonrasi 2. Ay ovaryumundan elde edilen ve H-E ile
boyanmis Kesitleri inceledigimizde genel olarak kortekste artmis atrezik folikiiller ve
korpus luteumun yer aldigr gozlendi, medullanin normal histolojik yapida oldugu
bulundu (Resim 6.6 A). STZ siganlarin ovaryumundan elde edilen ve H-E ile
boyanmis kesitleri inceledigimizde korteks biiyiik kistik yapida Graf folikiil ve ¢ok
sayida atrezik folikiiller gozlemlendi. Folikiil etrafindaki teka hiicrelerinde artis
oldugu gozlendi. Tek katli germinal epitelin algcak prizmatige doniistiigii izlendi.
Medulla kontrol gruba gore belirgin bir fark gostermedi (Resim 6.6 B, C, D, E, F).
STZ grubunda ki siganlarin over doku 6rneklerinde H-E ile boyanma sonrasi 1.ay ile
2.ay kesitler benzer bulundugundan 1.ay kesit resimleri verilmedi. STZ grubu
histolojik bulgulart ile YFMS grubu bulgulart karsilastirildigida STZ grubunda
folikiil gelisimin daha cok hasar gordiigli ancak stromal kanlanmanin YFMS

grubunda daha fazla artis gosterdigi saptandi.
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Resim 6.6 STZ grubu orneklerinde uygulama sonrast 2. Ay H-E boyamasi
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve
medulla (C, F), histolojik bulgularinda biiyiik kistik Graf folikiil ve atrezik folikiiller
izlendi. Medullada normal bir morfoloji gézlendi.

YFMS+BY grubu siganlarin uygulama sonrasi ovaryumundan elde edilen ve H-
E ile boyanmis kesitleri inceledigimizde 1. ve 2.ay sonuglar YFMS grubu sonuglar

ile benzer bulundu ve bu neden ile ayriyetten resim konulmadi.

YFMS$+YDKH grubu sicanlarin uygulama sonrast 1. Ay ovaryumundan elde
edilen ve H-E ile boyanmuis kesitleri inceledigimizde genel olarak folikiil yapilarin ve
korpus luteumun kortekste yer aldigi ve medullada stromal elemanlarin yer aldigi
gozlemlendi (Resim 6.7 A). YFMS+YDKH si¢anlarin ovaryumundan elde edilen ve
H-E ile boyanmis kesitleri inceledigimizde korteks ¢ok sayida primer, sekonder ve
Graf folikiil gozlendi. Dista tek katli kiibik epitel ve onun altinda tunika albuginya
tabakasi izlendi. Folikiillerin graniiloza ve teka tabakalar1 belirgin olarak izlendi.
Oosit normal morfolojide ve etrafinda pembe boyanan zona pelusida ile dosenmis
sekilde bulundu. Medullada konjesyon 6zelligi gosteren vaskiiler yapt disinda normal
stromal elemanlarin yer aldigi bulundu (Resim 6.7 B, C, D, E, F). YFMS grubu ile
karsilarstirlldiginda Graf folikiil sayisinin daha fazla oldugu, gelisme geriligi

gosteren folikiillerin daha az oldugu saptandi.
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Resim 6.7 YFMS+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrast 1. Ay H-E boyamasi
goriintiilerinde genel (A), korpus luteum (B), korteks (C, D), tunika albuginya (E) ve
medulla (F) histolojik bulgularinda iyi gelismis graf folikiil ve konjesyon 6zelligi
gosteren vaskiiler iceren medulla 6zlendi.

YFMS+YDKH siganlarin uygulama sonrast 2. Ay ovaryumundan elde edilen ve
H-E ile boyanmus kesitleri inceledigimizde genel olarak folikiil yapilarin kortekte yer
aldig1 ve medullada hafif kanlanma gosteren damarlarin oldugu bulundu (Resim 6.8
A). YFMS+YDKH siganlarin ovaryumundan elde edilen ve H-E ile boyanmis
kesitleri inceledigimizde kortekste ¢cok sayida Graf folikiiliin bulundugu ve bunun ile
beraber yeni gelismekte olan korpus luteumun yer aldigr gozlemlendi. Korteksi
distan saran tek katli kiibik epitel belirgin olarak izlendi. Medullada g¢ok hafif
konjesyon gosteren vaskiiler bulundu (Resim 6.8 B, C, D, E, F). Bu bulgular
YFMS+YDKH grubu l.ay kesitler ile 2.ay kesitlerin bulgular1 karsilastrildiginda
2.ay kesitlerde daha hafif stromal kanlanma oldugu gozlendi. Graf folikiiliin 1.ay

kesit bulgulara gére daha iyi gelismis oldugu saptandi.
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Resim 6.8 YFMS$+YDKH orneklerinde uygulama sonrast 2. Ay H-E boyamasi
goriintiilerinde genel (A), korpus luteum (B), korteks (C, D), tunika albuginya (E) ve
medulla (F) histolojik bulgularinda iyi gelismis Graf folikiil, hafif kanlanma gdsteren
medulla morfolojisi gézlendi.

STZ+YDKH siganlarin uygulama sonrasi 1. Ay ovaryumundan elde edilen ve H-
E ile boyanmis kesitleri inceledigimizde genel olarak kortekste folikiiller ve korpus
luteumun bulundugu ve medullanin normal morfoloji gosterdigi saptandi (Resim 6.9
A). STZ+YDKH sicanlarin ovaryumundan elde edilen ve H-E ile boyanmig kesitleri
inceledigimizde kortekste iyi gelismis Graf folikiil ile beraber atrezik folikiiller de
gbzlendi. Germinal epitel tek katli kiibik hiicrelerden olusmus olarak izlendi.
Medulla normal mofoloji gosterdi (Resim 6.9 B, C, D). STZ+YDKH grubu STZ
grubu ile karsilastirildiginda 1yi gelismis Graf folikiiller artmis olarak bulundu.
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Resim 6.9 STZ+YDKH o&rneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay H-E boyamasi
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve
medulla (F) histolojik bulgularinda iyi gelismis Graf folikiil ve normal bir morfoloji
gosteren medulla gozlendi.

STZ+YDKH siganlarin uygulama sonrasi 2. Ay ovaryumundan elde edilen ve H-
E ile boyanmis kesitleri inceledigimizde genel olarak folikiil yapilar ve korpus
luteum igeren korteks ve normal morfolojide medulla bulundu (Resim 6.10 A).
STZ+YDKH sicanlarin uygulama sonrasi 2.ay ovaryumundan elde edilen ve H-E ile
boyanmis Kesitleri inceledigimizde korteks gelismekte olan sekonder folikiil ve
atrezik folikiiller gézlendi. Ayn1 zamanda vakuoller iceren yeni gelismekted olan
korpus luteum izlendi. Korteks distan tek kath kiibik epitel ile dosenmis olarak
bulundu. Medulla normal morfoloji gosterdi (Resim 6.10 B, C, D, E, F).
STZ+YDKH grubu 1.ay kesitler ile 2.ay kesitlerin H-E boyama sonrasi ovaryumlari
karsilastirildiginda 2.ay preparatlarda Graf folikiil sayisinin daha az oldugu saptandi.
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Resim 6.10 STZ+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi 2. ay H-E boyamasi
goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve
medulla (F) histolojik bulgularinda azalmis Graf folikiil gézlendi.

Omeklerin H-E boyamalarinda KG ile karsilastirildiginda YFMS ile artan ve
istatiksel olarak anlamli (p<0,05) bir bi¢imde kontrole gore artmis histopatolojik
bulgularin oldugu skorlama ile yapilan (Resim 6.11) morfometrik analiz ile bulundu
(Tablo 6.3).
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Resim 6.11 Yiiksek fruktoz ve STZ uygulanma sonrast H-E boyamalari ile over
dokusu iizerindeki histolojik etkilerinin morfometrik analizinde tiim Ornekler
incelendiginde 6zellikle YFMS grubunda overin oldukea etkilendigini goriildii.

Tablo 6.3 Calisma gruplarin H-E ile boyama sonrasi incelenen Kesitlerin
morfometrik analiz sonras istatistik verileri.

Comparison Difference q Pvalue

KG 1.ay H-E vs YFMS l.ay

KG 1.ay H-E vs STZ 1.ay

KG 1.ay H-E vs YFMS+BY 1.ay
KG 1.ay H-E vs YFMS+YDKH 1.ay
KG 1.ay H-E vs STZ+YDKH 1.ay
KG 1.ay H-E vs KG 2.ay H-E
YFMS 1.ay vs STZ 1.ay

YEMS 1.ay vs YEMS+BY 1.ay

1,760 47,931 *** p<0,001
2,210 60,186 *** P<0,001
1,740 47,386 *** P<0,001
1,190 32,408 *** p<0,001
1,850 50,382 *** P<0,001
-0,4700 12,800 *** P<0,001
0,4500 12,255 *** p<0,001
-0,02000 0,5447 ns P>0,05

YFMS 1.ay vs YFMS+YDKH 1.ay
YFMS 1.ay vs YFMS 2.ay

STZ 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay
STZ 1.ay vs STZ 2.ay

YFMS$+BY 1.ay vs YFMS$+YDKH 1.ay

YFMS$+BY 1.ay vs YEFMS+BY 2.ay

YFMS$S+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay
YFMS$S+YDKH 1.ay vs YFMS+YDKH 2.ay

STZ+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 2.ay
KG 2.ay H-E vs YFMS 2.ay

-0,5700 15,523 *** p<0,001
0,7500 20,425 *** p<0,001
-0,3600 9,804 *** P<0,001
0,03000 0,8170 ns P>0,05

-0,5500 14,978 *** p<0,001
0,9900 26,961 *** P<0,001
0,6600 17,974 *** p<0,001
-0,2800 7,625 *** P<0,001
0,3800 10,349 *** p<0,001
2,980 81,155 *** P<0,001



KG 2.ay H-E vs STZ 2.ay 2,710 73,802 *** p<0,001

KG 2.ay H-E vs YFMS+BY 2.ay 3,200 87,147 *** p<0,001
KG 2.ay H-E vs YFMS+YDKH 2.ay 1,380 37,582 *** p<0,001
KG 2.ay H-E vs STZ+YDKH 2.ay 2,700 73,530 *** P<0,001
YFEMS 2.ay vs STZ 2.ay -0,2700 7,353 *** p<0,001
YFMS 2.ay vs YFMS+BY 2.ay 0,2200 5,991 ** P<0,01
YFMS 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay -1,600 43,573 *** P<0,001
STZ 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,01000 0,2723 ns P>0,05
YFMS+BY 2.ay vs YFMS$S+YDKH 2.ay -1,820 49,565 *** P<0,001
YFMS+YDKH 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay 1,320 35,948 *** P<0,001

Oksidatif stres i¢in yapilan immunohistokimyasal incelemelerde e-NOS igin
boyama sonrasi KG Kesitlerinde foliikiillerde granulosa ve teka hiicrelerinin
boyandigi ancak korpus luteum ile g¢evresindeki parankimde boyamanin daha da
arttig1 izlendi (Resim 6.12). Germinal epitelde de az miktarda pozitif boyamalarin
oldugu gozlemlendi (Resim 6.12 E). Immunohistokimyasal boyamalarda e-NOS KG
i¢in uygulama sonrasi 2.ay sonuglar 1.ayinki ile benzer olarak saptandi ve bu neden

ile resimler verilmedi.

Resim 6.12 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde KG over dokular1 e-
NOS i¢in boyamalarda genel (A), korteks (B, D), tunika albuginya (E) ve medulla (C,
F).
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YFMS si¢anlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde edilen e-NOS i¢in
boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde folikiillerde graniiloza ve teka hiicrelerinde
hafif boyama ancak stroma ve germinal epitelde artmis e-NOS ekspresyonu saptandi
(Resim 6.13). YFMS grubu 1.ay e-NOS i¢in immiinohistokimya boyamalar1 KG ile
karsilagtirildiginda korteks elemanlari benzer boyama oOzelligi gosterir iken

medullada stromal elemanlarda ve germinal epitelde artmis boyama izlendi.

Resim 6.13 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS i¢in boyamalarda
YEMS orneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay Kesit goriintiilerinde genel (A), korteks
(B, C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F). Medullada ve germinal epitelde
artmis e-NOS boyamasi izlendi.

YFMS si¢anlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen e-NOS i¢in
boyama Kkesitlerini inceledigimizde folikiillerde graniiloza ve teka hiicrelerinde
artmig boyanma gozlendi ve yeni gelismekte olan korpus luteum ve g¢evresindeki
parankimde boyanmanin daha fazla oldugu goézlemlendi. Medulla ve germinal
epitelde de boyanmanin arttig1 izlendi (Resim 6.14). YFMS grubun l.ay ve 2.ay e-
NOS i¢in boyama sonuglari karsilagtirildiginda 2.ay kesitlerde korteks elemanlar1 ve

medullada e-NOS ekspresyonun 1.aya gore arttig1 tespit edildi.
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Resim 6.14 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS i¢in boyamalarda
YFMS orneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks
(B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ siganlarin uygulama sonrast 2. ay ovaryumundan elde edilen e-NOS igin
boyama kesitlerini inceledigimizde folikiillerde teka hiicrelerinin boyandigini bunun
ile beraber korpus luteum ve onun etrafinda ki parankimde ve medullada artmis
boyanmanin oldugu izlendi. (Resim 6.15). Germinal epitelde hafif boyanma izlendi
(Resim 6.15 E). STZ grubu siganlarin e-NOS i¢in boyama sonrasi 1. ve 2. ay
sonuglar benzer oldugundan sadece 2.ay fotograflar verildi. STZ grubu e-NOS igin
immiinohistokimya boyamalart YFMS grubu ile karsilastirildiginda medulla ve
germinal epitelde ki boyanmalarin daha hafif oldugu tespit edildi.
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Resim 6.15 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS i¢in boyamalarda
STZ o6rneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay kesit gortintiilerinde genel (A), korteks (B,
D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS+BY grup sicanlarin uygulama sonrasi ovaryumundan elde edilen e-NOS
i¢cin boyama sonrasi kesitleri inceledigimizde YFMS grubu ile benzer sonuglar ortaya

¢iktigindan kesit resimleri verilmedi.

YFMS+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde
edilen e-NOS i¢in boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde graniiloza ve teka
hiicrelerinde boyanma izlendi ayn1 zamanda korpus luteum ve onun g¢evresindeki
parankimada da boyanma izlendi (Resim 6.16). Medulla ve germinal epitelde hafif
boyanma izlendi (Resim 6.16 E,F). YFMS+YDKH grubu 1.ay kesitlerin e-NOS i¢in
immiinohistokimya boyama sonrasi sonuglar YFMS grubu l.ay sonuglar ile
karsilastirildiginda YDKH uygulama sonrasi medulla ve germinal epiteldeki e-NOS

ekspresyon artiginin azaldig1 saptandi.
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Resim 6.16 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS i¢in boyamalarda
YFMS+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde
edilen e-NOS i¢in boyama sonrasi kesitleri inceledigimizde folikiillerde grantiloza ve
teka hiicrelerinde pozitif boyama izlendi (Resim 6.17). Yeni gelismekte olan korpus
luteumun luteal hiicrelerinde belirgin bir e-NOS ekspresyonu gozlemlendi.
Medullada ¢ok hafif bir boyanma izlenir iken germinal epitelde daha artmis bir
boyama gozlendi (Resim 6.17 E, F). YFMS+YDKH grubu e-NOS i¢in boyama
sonrasi 1. ve 2.ay kesitler karsilastirildiginda 2.ay kesitlerde e-NOS ekspresyonun
daha da hafifledigi ancak germinal epitelde ekspresyonun ¢ok farklilik gostermedigi
tespit edildi.
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Resim 6.17 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS i¢in boyamalarda
YFMS+YDKH orneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korpus luteum (B), korteks (C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde edilen
e-NOS igin boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde folikiillerde graniiloza ve teka
hiicrelerinde pozitif boyanma, korpus luteum ve onun c¢evresindeki parankimde
artmig ekspresyon izlendi (Resim 6.18). Medulla ve germinal epitelde de hafif
boyanma gozlendi (Resim 6.18 E, F). STZ+YDKH grubu ve STZ grubu e-NOS i¢in
boyama sonrasi kesitler karsilastirildiginda YDKH uygulama sonrasi medulla ve

germinal epiteldeki e-NOS ekspresyonun azaldigi goriildii.
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Resim 6.18 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS i¢in boyamalarda
STZ+YDKH orneklerinde uygulama sonrast 1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen
e-NOS i¢in boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde folikiillerde graniiloza ve teka
hiicrelerinde, medulla va germinal epitelde artmis bir e-NOS ekspresyonu izlendi
(Resim 6.19). STZ+YDKH grubu e-NOS igin boyama sonrasi 1.ay ve 2.ay kesitler
karsilastirildiginda 2.ayda e-NOS ekspresyonun 1.aya gore hafif bir sekilde arttigi
ancak YDKH uygulanmayan STZ grubuna gore ekspresyonun azaldigi izlendi.
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Resim 6.19 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde e-NOS i¢in boyamalarda
STZ+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stres i¢in e-NOS i¢in boyamalar incelenen immiinohistokimya
goriintiilerin skorlama (Resim 6.20) ile yapilan morfometrik analizinde YFMS ve
STZ uygulamasinin sigan over dokularinda e-NOS ekspresyonu artirdigi ancak
YFMS etkisinin daha fazla dolugu ve bu sicanlara YDKH uygulandiginda e-NOS
ekspesyonun azaldigr bulundu. Ancak STZ gruplarna YDKH uygulama sonrasi
birinci ay daha iyi etki gosterir iken ikinci ayda etkisinin azaldig1 saptandi (Tablo
6.4).
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Resim 6.20 YFMS ve STZ uygulanma sonrast oksidatif stres ig¢in e-NOS
boyamalar1 ile over dokusu iizerindeki etkilerinin morfometrik analizinde tiim
ornekler incelendiginde ozellikle YFMS grubunda overin oldukga etkilendigini ve

Tim Gruplarin Uygulama Sonrasi
e-NOS ekspresyonu

l.ay e-NOS m2.ay e-NOS

w

N

[

YFMS G

0 I I I I I I

STZG

YFEMS$+BY G YFMS+YDKH G STZ+YDKH G

YDKH uygulamasi ile birlikte e-NOS ekspresyonun azaldig: goriildii.

Tablo 6.4 e-NOS boyama sonras1 morfometrik analiz istatistik verileri.

Comparison

Difference q

P value

KG 1.ay eNOS vs YFMS 1.ay

KG 1.ay eNOS vs STZ 1.ay

KG 1.ay eNOS vs YFMS+BY 1.ay

KG 1.ay eNOS vs YFMS+YDKH 1.ay
KG 1.ay eNOS vs STZ+YDKH 1.ay
KG 1.ay eNOS vs KG 2.ay

YFMS 1.ay vs STZ 1l.ay

YFMS 1.ay vs YEMS+BY 1.ay

YFMS 1.ay vs YFMS+YDKH 1.ay
YFMS 1.ay vs YFMS 2.ay

STZ 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay

STZ 1.ay vs STZ 2.ay

YFMS$+BY 1.ay vs YFMS$+YDKH 1.ay
YFMS+BY 1l.ay vs YFMS+BY 2.ay
YFMS+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay

YFMS+YDKH 1.ay vs YFMS$S+YDKH 2.ay

STZ+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 2.ay
KG 2.ay vs YFMS 2.ay

KG 2.ay vs STZ 2.ay

KG 2.ay vs YFMS+BY 2.ay
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-0,7300 24,493 *** P<0,001
-0,1600 5,368 * P<0,05
-0,6200 20,802 *** P<0,001
-0,2300 7,717 *** P<0,001
0,2100 7,046 *** P<0,001
0,2900 9,730 *** P<0,001
0,5700 19,124 *** p<0,001
0,1100 3,691 ns P>0,05
0,5000 16,776 *** P<0,001
-0,5900 19,795 *** P<0,001
0,3700 12,414 *** p<0,001
-0,1200 4,026 ns P>0,05
0,3900 13,085 *** p<0,001
-0,5800 19,460 *** P<0,001
0,4400 14,763 *** p<0,001
0,3400 11,408 *** P<0,001
-0,2800 9,394 *** P<0,001
-1,610 54,018 *** p<0,001
-0,5700 19,124 *** P<0,001
-1,490 49,992 *** p<0,001



KG 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay -0,1800 6,039 ** P<0,01

KG 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,3600 12,079 *** P<0,001
YFMS 2.ay vs STZ 2.ay 1,040 34,894 *** p<0,001
YFMS 2.ay vs YFMS+BY 2.ay 0,1200 4,026 ns P>0,05
YFMS 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay 1,430 47,979 *** P<0,001
STZ 2.ay vs YFMS+BY 2.ay -0,9200 30,867 *** P<0,001
STZ 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay 0,2100 7,046 *** P<0,001
YFMS+BY 2.ay vs YEMS+YDKH 2.ay 1,310 43,952 *** p<0,001
YFMS+YDKH 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,1800 6,039 ** P<0,01

Oksidatif stres i¢in yapilan immunohistokimyasal boyamalarda i-NOS KG ig¢in
1.ay kesitler incelendiginde e-NOS ile benzer boyama 6zelligi gosterdigi ancak daha
az boyandig1 izlendi (Resim 6.21). immunohistokimyasal boyamalarda i-NOS KG
icin uygulama sonras1 2.ay sonuglar l.ayinki ile benzer oldugundan resimler

verilmedi.

Resim 6.21 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS igin boyamalarda
KG orneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B,
D), korpus luteum (C), germinal epitel (E) ve medulla (F).

YFMS siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde edilen i-NOS igin
boyama sonras1 kesitleri inceledigimizde e-NOS boyamalarina gore graniiloza ve
teka hiicrelerinde artmig bir boyama izlendi (Resim 6.22). Medulla ve germinal
epitelde de i-NOS ekspresyonun daha fazla oldugu izlendi (Resim 6.22 E, F). YEMS
grubu i-NOS i¢in immiinohistokimya boyamalar1 KG ile kiyasla daha fazla boyama
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gosterdi. Bunun ile beraber e-NOS ekspresyonuna gore artmis bir ekspresyon

gosterdigi gozlemlendi.

Resim 6.22 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS i¢in boyamalarda
YFMS orneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks
(B, C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen i-
NOS i¢in boyama sonrast Kesitleri inceledigimizde folikiillerde graniiloza ve teka
hiicrelerinin boyama gosterdigi, korpus luteum, medulla ve germinal epitelde de i-
NOS pozitif boyanmanin oldugu bulundu (Resim 6.23). YFMS grubu 1. ve 2.ay i-
NOS i¢in boyama sonrasi ovaryum kesitlerde genel olarak i-NOS ekspresyonu tespit
edildi ve 2.ayda pozitif boyamanin graniiloza ve teka hiicrelerinde daha ¢ogunlukla

oldugu izlendi.
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Resim 6.23 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS i¢in boyamalarda
YFMS orneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks
(B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen i-NOS
icin boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde graniiloza hiicreleri ve teka
hiicrelerinde hafif boyanma ancak luteal hiicrelerde daha ¢ogunlukla boyanmanin
oldugu izlendi (Resim 6.24). Germinal epitel ve medulla da ¢ok az pozitif boyama
gozlemlendi (Resim 6.24 E, F). STZ grubu siganlarin i-NOS i¢in boyama sonrasi 1.
ve 2. ay sonuglar benzer saptandi ve bu neden ile sadece 2.ay fotograflar verildi. STZ
grubu i-NOS i¢in boyama sonuglart YFMS grubu ile karsilastirildiginda daha hafif
bir i-NOS ekspresyonu saptandi.
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Resim 6.24 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS i¢in boyamalarda
STZ o6rneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B,
D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS+BY grup siganlarin uygulama sonrast ovaryumundan elde edilen i-NOS
icin boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde YFMS grubu ile benzer boyama

ozelligi gosterdigi izlendi ve bu neden ile resimleri verilmedi.

YFMS+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde
edilen i-NOS i¢in boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde YFMS+YDKH grubu
l.ay e-NOS boyamalar1 ile benzer ancak daha fazla boyama gosterdigi bulundu
(Resim 6.25). Immiinohistokimya incelemelerinde i-NOS igin boyama sonrasi
YFMS+YDKH grubu 1.ay kesitleri ile YFMS grubu 1.ay kesitleri karsilastirildiginda
YDKH uygulama sonrasit i-NOS ekspresyonun graniiloza ve teka hiicrelerinde

azaldig1 gézlemlendi.
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Resim 6.25 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS i¢in boyamalarda
YFMS+YDKH o6rneklerinde uygulama sonrasi 1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS+YDKH siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen i-
NOS i¢in boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde graniiloza ve teka hiicrelerinin
hafif i-NOS eksprese ettigi gézlendi bunun ile beraber luteal hiicreler ve germinal
epitelde de pozitif boyama bulundu (Resim 6.26). YDKH uygulama sonrast YEMS

ile beslenen siganlarin over dokularinda i-NOS ekspresyonun azaldig: tespit edildi.
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Resim 6.26 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS i¢in boyamalarda
YFMS+YDKH orneklerinde uygulama sonrast 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ+YDKH siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde edilen i-NOS
icin boyama sonras1 kesitleri inceledigimizde YDKH uygulanmayan STZ grubu i-

NOS boyamalari ile benzer boyanma 6zelligi gosteridigi bulundu (Resim 6.27).
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Resim 6.27 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS i¢in boyamalarda
STZ+YDKH orneklerinde uygulama sonras1 1. Ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ+YDKH siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen i-NOS
icin boyama sonras1 kesitleri inceledigimizde STZ grubu ve STZ+YDKH grubu i-
NOS boyamalari ile bezer 6zellik gosterdi (Resim 6.28). STZ uygulanan gruplarda i-
NOS cekspresyonu YFMS grubuna gore daha az olarak saptandi. STZ uygulanan
gruplarda YDKH uygulamasi sonrasi i-NOS ekspresyonunda belirgin bir fark

gozlemlenmedi.
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Resim 6.28 oksidatif stress durumunun belirlenmesinde i-NOS i¢in boyamalarda
STZ+YDKH orneklerinde uygulama sonrasi 2. Ay kesit goriintiilerinde genel (A),
korteks (B, D), korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Oksidatif stres i¢in i-NOS i¢in boyamalar incelenen immiinohistokimya
goriintiilerin skorlama (Resim 6.29) ile yapilan morfometrik analizinde YFMS
uygulamasinin sican over dokularinda i-NOS ekspresyonu artirdigi ancak STZ
uygulamasinin i-NOS {izerinde daha hafif bir etkisinin dolugu bulundu. YFMS
grubuna YDKH uygulama sonrasi i-NOS ekspresyonun azaldig:1 saptandi. Ancak
STZ gruplarinda i-NOS ekspresyonun kontrola gore belirgin bir fark gostermedigi
aynt zamanda YDKH uygulama sonrasi i-NOS ekspresyonunda da anlamli bir

degisiklik olmadig tespit edildi (Tablo 6.5).
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Tum Gruplarin Uygulama Sonrasi1 i-NOS
ekspresyonu

l.ayi-NOS m2.ayi-NOS

w

N

=

0 I I I I I I

YFMS G STZG YFM$+BY G YFMS$+YDKH G STZ+YDKH G
Resim 6.29 Uygulama sonrasi tiim gruplarin i-NOS ekspresyonu incelendigi
morfometrik analizinde 6zellikle YFMS grubunda overin oldukga etkilendigini ve
YDKH uygulamasi ile birlikte i-NOS ekspresyonun azaldigi goriildii. STZ
uygulanmasinin tiim gruplarda i-NOS {izerine etkisinin hafif oldugu saptandi.

Tablo 6.5 i-NOS boyama sonrasi morfometrik analiz istatistik verileri.

Comparison Difference q Pvalue

KG 1.ay iNOS vs YFMS 1l.ay

KG 1.ay iNOS vs STZ 1.ay

KG 1.ay iNOS vs YFMS+BY 1.ay
KG 1.ay iNOS vs YFMS+YDKH 1.ay
KG 1.ay iNOS vs STZ+YDKH 1.ay
KG 1.ay iNOS vs KG 2.ay

YFMS 1.ay vs STZ 1.ay

YEMS 1.ay vs YEMS+BY 1.ay
YFMS 1.ay vs YFMS+YDKH 1.ay
YFMS 1.ay vs YFEMS 2.ay

STZ 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay

STZ 1.ay vs STZ 2.ay

YFMS$+BY 1.ay vs YFMS+YDKH 1.ay
YFMS$+BY 1.ay vs YFMS+BY 2.ay

YFMS$S+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay
YFMS$+YDKH 1.ay vs YFMS+YDKH 2.ay

STZ+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 2.ay
KG 2.ay vs YFMS 2.ay

KG 2.ay vs STZ 2.ay

KG 2.ay vs YFMS+BY 2.ay
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-2,050 44,436 *** p<0,001
-0,9600 20,809 *** P<0,001
-1,890 40,968 *** P<0,001
-1,550 33,598 *** p<0,001
-1,010 21,893 *** p<0,001
-0,4100 8,887 *** P<0,001
1,090 23,627 *** P<0,001
0,1600 3,468 ns P>0,05
0,5000 10,838 *** p<0,001
-0,6400 13,873 *** P<0,001
-0,05000 1,084 ns P>0,05
0,010000 0,2168 ns P>0,05
0,3400 7,370 *** P<0,001
-0,6600 14,306 *** P<0,001
0,5400 11,705 *** P<0,001
0,3900 8,454 *** p<0,001
-0,09000 1,951 ns P>0,05
-2,280 49,421 *** p<0,001
-0,5400 11,705 *** P<0,001
-2,140 46,387 *** P<0,001



KG 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay -0,7500 16,257 *** P<0,001

KG 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,6900 14,956 *** P<0,001
YFMS 2.ay vs STZ 2.ay 1,740 37,716 *** P<0,001
YFMS 2.ay vs YFMS+BY 2.ay 0,1400 3,035 ns P>0,05
YFMS 2.ay vs YEMS+YDKH 2.ay 1,530 33,164 *** P<0,001
STZ 2.ay vs YFMS+BY 2.ay -1,600 34,682 *** p<0,001
STZ 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,1500 3,251 ns P>0,05
YFMS$S+BY 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay 1,390 30,130 *** P<0,001
YFMS$S+YDKH 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay 0,06000 1,301 ns P>0,05

Damarlanma diizeyini belirlemek i¢in VEGF ic¢in immiinohistokimya
boyamalarda KG igin 1. ay kesitlerde VEGF pozitif hiicrelerin medullada damar
epitelinde, yeni gelismekte olan korpus luteum ve onun gevresindeki parankimde,
folikiillerde graniiloza hiicrelerinde de mevcut oldugu gorildii (Resim 6.30).
Immunohistokimyasal boyamalarda VEGF KG igin uygulama sonrasi 2.ay sonuglar

1.ayinki ile benzer bulundu ve sadece 1.ay resimleri verildi.

Resim 6.30 Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin boyamalarda
KG o6rneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), germinal epitel
ve tunika albuginya (E) ve medulla (C, F).

YFMS grubu si¢anlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde edilen
VEGEF i¢in boyama sonras1 Kesitleri inceledigimizde gelismis folikiillerde, korpus

luteum ve onun etrafindaki parankimde ve medullada VEGF eksprese eden hiicreler

76



bulundu (Resim 6.31). YEMS grubu l.ay ovaryum Kesitleri VEGF i¢in boyama
sonrasi sonuglar KG ile karsilagtirildiginda VEGF pozitif hiicrelerin arttigr goriildii.

Resim 6.31 Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin boyamalarda
YFMS orneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, C, D), tunika
albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen
VEGF i¢in boyama sonrasi kesitleri inceledigimizde 1.ay boyamalar ile benzer ancak
azalmis bir boyama izlendi (Resim 6.32). YFEMS grubu 1. ve 2. ay VEGF igin
boyama sonuglar karsilastirildiginda VEGF ekspresyonun 1.ayda daha fazla oldugu
izlendi. Ancak YFMS 2. ay kontrol grubuna gore artmis bir VEGF ekspresyonu

goriildil.
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Resim 6.32 Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin boyamalarda
YFMS orneklerinde 2. ay kesit gortintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen VEGF
i¢cin boyama sonras1 Kesitleri inceledigimizde graniiloza hiicreleri ve germinal epitel
hiicrelerinde az sayida pozitif boyama oldugu, luteal hiicrelerde ise daha fazla pozitif
boyama oldugu bulundu (Resim 6.33). STZ grubu si¢anlarin VEGF i¢in boyama
sonrasi 1. ve 2. ay sonuglar benzerlik gosterdi ve sadece 2. ay fotograflar verildi.
STZ grubu damarlanma durumun belirlenmesi i¢in VEGF boyama sonuglart YFMS
grubu ile karsilagtirldiginda daha az pozitif boyama izlendi. Ancak kontrol gruba
gore VEGF ekspresyonun daha fazla oldugu goriildii.
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Resim 6.33 Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin boyamalarda
STZ orneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum
(C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS+BY grup si¢anlarin uygulama sonrast ovaryumundan elde edilen VEGF
i¢cin boyama sonrasi kesitleri inceledigimizde YFMS grubu ile benzer sonuglar ortaya
¢ikt1 dolayst ila kesit resimleri verilmedi.

YFMS+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde
edilen VEGF i¢in boyama sonrasi Kkesitleri inceledigimizde pozitif boyanmanin
YEMS grubu ile benzer ancak daha az boyanma &zelligi gosterdigi bulundu (Resim
6.34).
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Resim 6.34 Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin boyamalarda
YFMS+YDKH o6rneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D),
korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde
edilen VEGF i¢in boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde graniilza ve luteal
hiicreler, medullada damar epiteli ve germinal epitelde VEGF ekspresyonu saptandi
(Resim 6.35). YFMS+YDKH grubu ile YDKH uygulanmayan YFMS grubu VEGF
icin boyama sonrasi 2.ay kesitler karsilastirildiginda pozitif boyamnin YDKH

uygulama sonrasi azaldigi bulundu.
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Resim 6.35 Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin boyamalarda
YFMS+YDKH o6rneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D),
korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde edilen
VEGEF igin boyama sonrasi kesitleri inceledigimizde STZ grubu ile benzer boyanma
ozelligi gosterdigi bulundu (Resim 6.36).
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Resim 6.36 Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin boyamalarda
STZ+YDKH orneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D),
korpus luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen
VEGF igin boyama sonrasi kesitleri inceledigimizde l.ay kesitlere benzer ancak

artmis VEGF ekspresyonu goriildii (Resim 6.37).
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Resim 6.37 Damarlanma durumunun belirlenmesinde VEGF igin boyamalarda
STZ+YDKH orneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, C, D),
tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Damarlanma durumu i¢in VEGF i¢in boyamalar incelenen immiinohistokimya
goriintiilerin skorlama (Resim 6.38) ile yapilan morfometrik analizinde YFMS
uygulamasinin sigan over dokularinda VEGF ekspresyonu artirdigi ancak STZ
uygulamasinin VEGF {izerinde daha hafif bir etkisinin dolugu bulundu. YFMS
grubuna YDKH uygulama sonrast VEGF ekspresyonun azaldigi saptandi. Ancak
STZ gruplarinda VEGF ekspresyonun kontrole gore daha az fark gosterdigi ayni
zamanda YDKH uygulama sonrast VEGF ekspresyonunda da anlamli bir degisiklik
olmadig tespit edildi (Tablo 6.6).
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Resim 6.38 Uygulama sonrasi tiim gruplarin VEGF ekspresyonu incelendigi
morfometrik analizinde 6zellikle YFMS grubunda VEGF ekspresyonun arttigi ve
YDKH uygulamast ile birlikte ekspresyonun azaldigi goriildii. STZ uygulanmasinin

tiim gruplarda VEGF iizerine etkisinin daha az oldugu saptandi.

Tablo 6.6 VEGF boyama sonrasi morfometrik analiz istatistik verileri.

Comparison

Difference q

P value

KG 1.ay VEGF vs YFMS 1.ay

KG 1.ay VEGF vs STZ 1.ay

KG 1.ay VEGF vs YFMS+BY 1.ay

KG 1.ay VEGF vs YFMS+YDKH 1.ay
KG 1.ay VEGF vs STZ+YDKH 1.ay
KG 1.ay VEGF vs KG 2.ay

YFMS 1.ay vs STZ 1.ay

YFEMS 1.ay vs YEMS+BY 1.ay

YFMS 1.ay vs YFMS+YDKH 1.ay
YFMS 1.ay vs YFMS 2.ay

STZ 1.ay vs YFMS+BY l.ay

STZ 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay

STZ 1.ay vs STZ 2.ay

YFMS$+BY 1.ay vs YFMS$+YDKH 1.ay
YFMS+BY l.ay vs STZ+YDKH 1.ay
YFMS+BY 1l.ay vs YFMS+BY 2.ay
YFMS+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay

YFMS$S+YDKH 1.ay vs YFEMS+YDKH 2.ay

STZ+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 2.ay
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-1,730 53,602 *** p<0,001
-0,4400 13,633 *** P<0,001
-1,650 51,123 *** p<0,001
-1,200 37,181 *** p<0,001
-0,5300 16,421 *** P<0,001
0,1200 3,718 ns P>0,05
1,290 39,969 *** p<0,001
0,08000 2,479 ns P>0,05
0,5300 16,421 *** p<0,001
0,6100 18,900 *** p<0,001
-1,210 37,490 *** pP<0,001
-0,09000 2,789 ns P>0,05
-0,09000 2,789 ns P>0,05
0,4500 13,943 *** p<0,001
1,120 34,702 *** P<0,001
0,4600 14,253 *** p<0,001
0,6700 20,759 *** p<0,001
0,5200 16,112 *** p<0,001
-0,07000 2,169 ns P>0,05



KG 2.ay vs YFMS 2.ay -1,240 38,420 *** P<0,001

KG 2.ay vs STZ 2.ay -0,6500 20,140 *** P<0,001
KG 2.ay vs YFMS+BY 2.ay -1,310 40,589 *** p<0,001
KG 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay -0,8000 24,787 *** P<0,001
KG 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,7200 22,308 *** P<0,001
YFMS 2.ay vs STZ 2.ay 0,5900 18,280 *** P<0,001
YEMS 2.ay vs YEMS+BY 2.ay -0,07000 2,169 ns P>0,05
YFMS 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay 0,4400 13,633 *** P<0,001
STZ 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,07000 2,169 ns P>0,05
YFMS+BY 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay 0,5100 15,802 *** p<0,001
YFMS+YDKH 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay 0,08000 2,479 ns P>0,05

Apoptozun belirlenmesi igin TUNEL boyamalarinda KG igin 1. ay kesitlerde
genel olarak gelismis folikiillerde, korpus luteum ve etrafindaki parankimde az
sayida TUNEL pozitif hiicreler saptandi (Resim 6.39). Germinal epitel ve medullada
pozitif hiicre bulunmadi (Resim 6.39 E). Immunohistokimyasal TUNEL
boyamalarinda KG igin uygulama sonras1 2.ay sonuglar 1.ayinki ile benzer olarak

bulundu ve sadece 1.ay resimleri verildi.

Resim 6.39 Apoptozun belirlenmesi i¢in TUNEL boyamalarinda KG
orneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum (C),
tunika albuginya (E) ve medulla (F). Gelismis folikiilde ve korpus luteumda az
sayida pozitif boyama goriildii.
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YFMS grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde edilen
TUNEL boyama sonras1 kesitleri inceledigimizde gelismis folikiil ve baz1 sekonder
folikiillerde pozitif boyama izlendi (Resim 6.40 B, C). Germinal epitel ve medullada
da az sayida TUNEL pozitif hiicreler bulundu (Resim 6.40 E, F). YEMS grubu
TUNEL immiinohistokimya boyamalarinda 1.ay kesitler KG ile karsilastirildiginda

apoptotik hiicrelerin arttig1 goriildii.

Resim 6.40 Apoptozun belirlenmesi i¢in TUNEL boyamalarinda YFMS grubu
orneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, C, D), tunika albuginya
(E) ve medulla (F). Bazi sekonder ve graf folikiillerde, germinal epitel ve medullada
TUNEL pozitif hiicreler izlendi.

YFMS grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen
TUNEL boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde 1.ay kesitler ile benzer ancak
medulla ve germinal epitelde artmis TUNEL pozitif ekspresyonu bulundu (Resim
6.41).
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Resim 6.41 Apoptozun belirlenmesi i¢in TUNEL boyamalarinda YFMS grubu
orneklerinde 2. ay kesit gorlintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum (C),
tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen TUNEL
boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde genel olarak TUNEL pozitif ekspresyonun
arttig1 goézlemlendi (Resim 6.42). STZ grubu siganlarin TUNEL boyama sonrasi 1.
ve 2. ay sonuglari benzer oldugundan sadece 2.ay fotograflart verildi.
Immiinohistokimyasal TUNEL boyamas: i¢cin STZ grubu kesitler YFMS grubu
kesitler karsilastirildiginda STZ grubunda apoptotik hiicrelerin daha fazla oldugu

goriildii.
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Resim 6.42 Apoptozun belirlenmesi i¢in TUNEL boyamalarinda STZ grubu
orneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum (C),
tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS+BY grup sicanlarin uygulama sonrasi ovaryumundan elde edilen TUNEL
boyama sonrasi kesitleri inceledigimizde YFMS grubu ile benzer sonuglar ortaya
¢ikt1 dolaysi ila resimler verilmedi.

YFMS+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde
edilen TUNEL boyama sonrasi kesitleri inceledigimizde YFMS grubu 1.ay kesitlerin
TUNEL boyamalari ile benzer ancak medullada azalmis boyama 6zelligi gosterdigi
bulundu (Resim 6.43).
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Resim 6.43 Apoptozun belirlenmesi i¢in TUNEL boyamalarinda YFMS$+YDKH
grubu orneklerinde 1. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korpus luteum (B), korteks
(C, D), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

YFMS+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde
edilen TUNEL boyama sonrasi Kesitleri inceledigimizde genel olarak TUNEL pozitif
hiicrelerin bliylik oranda azaldigr goriildii. TUNEL pozitif hiicreler gelismis
folikiillerde ve korpus luteumda izlendi ve germinal epitel ve medullada ¢ok az
miktar boyama gorildii (Resim 6.44). YEMS+YDKH grubu uygulama sonrasi
overlerden alinan 1. ve 2.ay kesitlerde TUNEL boyama sonuglari karsilastirildiginda

pozitif boyamanin belirgin bir sekilde azaldig1 bulundu.
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Resim 6.44 Apoptozun belirlenmesi i¢in TUNEL boyamalarinda YFMS$+YDKH
grubu orneklerinde 2. ay kesit gorintiillerinde genel (A), korteks (B, D), korpus
luteum (C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

STZ+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 1. ay ovaryumundan elde edilen
TUNEL boyama sonrast kesitleri inceledigimizde genel olarak TUNEL pozitif
boyamalarin azaldigi gozlemlendi (Resim 6.45). STZ+YDKH grubu siganlarin 1.ay
ovaryumdan elde edilen TUNEL boyama sonuglar1 STZ grubu ile karsilastirildiginda

boyamanin belirgin bir sekilde azaldigi izlendi.
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Resim 6.45 Apoptozun belirlenmesi icin TUNEL boyamalarinda STZ+YDKH
grup orneklerinde 1. ay kesit gortintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum
ve tunika albuginya (C, E) ve medulla (F).

STZ+YDKH grubu siganlarin uygulama sonrasi 2. ay ovaryumundan elde edilen
TUNEL boyama sonrast Kesitleri inceledigimizde genel olarak gelismis folikiil
etrafinda, korpus luteum ve medullada az sayida TUNEL pozitif hiicre bulundu
(Resim 6.46). STZ+YDKH grubu TUNEL i¢in boyama sonrasi 1. ve 2.ay kesitler
karsilagtirildiginda apoptotik hiicrelerin azaldig saptandi.
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Resim 6.46 Apoptozun belirlenmesi icin TUNEL boyamalarinda STZ+YDKH
grup orneklerinde 2. ay kesit goriintiilerinde genel (A), korteks (B, D), korpus luteum
(C), tunika albuginya (E) ve medulla (F).

Apoptozun  belirlenmesi i¢cin yapilan TUNEL boyamalar incelenen
immiinohistokimya goriintiilerin skorlama (Resim 6.47) ile yapilan morfometrik
analizinde YFMS uygulamasinin sigan over dokularinda apoptozu artirdigi ancak
STZ uygulamasinin apoptoz {lizerinden YFMS uygulamasina gore daha fazla
etkisinin oldugu bulundu. Hem YFMS uygulanan gruba hem STZ uygulanan gruba
YDKH uygulama sonrasi apoptozun belirgin bir sekilde azaldigi saptand1 (Tablo
6.7).
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Tum Gruplarin Uygulama Sonrasi
TUNEL Boyama Skorlamasi

l.ay TUNEL m2.ay TUNEL

0 I I I I I I

YFMS G STZG YFMS$+BY G YEMS+YDKH G STZ+YDKH G

ORT+SS

[N

Resim 6.47 Uygulama sonrasi tim gruplarin TUNEL boyama sonuglari
incelendigi morfometrik analizinde hem YFMS grubunda hem STZ grubunda
TUNEL pozitif ekspresyonun arttigi ancak STZ grubunda bu artisin daha belirgin
oldugu saptandi. Her iki ugulama grubuda YDKH uygulamasi ile apoptoz engellendi.

Tablo 6.7 TUNEL boyama sonras1 morfometrik analiz istatistik verileri.

Comparison Difference q Pvalue

KG 1.ay TUNEL vs YFMS 1.ay

KG 1.ay TUNEL vs STZ 1.ay

KG 1.ay TUNEL vs YFMS+BY 1.ay
KG 1.ay TUNEL vs YFMS+YDKH 1.ay
KG 1.ay TUNEL vs STZ+YDKH 1.ay
KG 1.ay TUNEL vs KG 2.ay

YFMS 1.ay vs STZ 1.ay

YEMS 1.ay vs YEMS+BY 1.ay

YFMS 1.ay vs YFMS+YDKH 1.ay
YFMS 1.ay vs YFEMS 2.ay

STZ 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay

STZ 1.ay vs STZ 2.ay

YFMS$+BY 1.ay vs YFMS+YDKH 1.ay
YFMS$+BY 1.ay vs YEFMS+BY 2.ay
YFMS$S+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 1.ay
YFMS$+YDKH 1.ay vs YFMS+YDKH 2.ay
STZ+YDKH 1.ay vs STZ+YDKH 2.ay
KG 2.ay vs YFMS 2.ay

KG 2.ay vs STZ 2.ay

KG 2.ay vs YFMS+BY 2.ay
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-1,070 31,039 *** P<0,001
-2,670 77,454 *** p<0,001
-1,050 30,459 *** P<0,001
-0,6200 17,986 *** P<0,001
-1,730 50,185 *** P<0,001
-0,1000 2,901 ns P>0,05
-1,600 46,414 *** P<0,001
0,02000 0,5802 ns P>0,05
0,4500 13,054 *** P<0,001
-0,3600 10,443 *** P<0,001
0,9400 27,268 *** P<0,001
-0,08000 2,321 ns P>0,05
0,4300 12,474 *** P<0,001
-0,3300 9,573 *** P<0,001
-1,110 32,200 *** P<0,001
0,3000 8,703 *** P<0,001
0,8300 24,077 *** P<0,001
-1,330 38,582 *** P<0,001
-2,650 76,874 *** P<0,001
-1,280 37,131 *** P<0,001



KG 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay -0,2200 6,382 ** P<0,01

KG 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,8000 23,207 *** P<0,001
YFMS 2.ay vs STZ 2.ay -1,320 38,292 *** P<0,001
YFMS 2.ay vs YFMS+BY 2.ay 0,05000 1,450 ns P>0,05
YFMS 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay 1,110 32,200 *** P<0,001
STZ 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay 1,850 53,666 *** P<0,001
YFMS+BY 2.ay vs YFMS+YDKH 2.ay 1,060 30,749 *** P<0,001
YFMS+YDKH 2.ay vs STZ+YDKH 2.ay -0,5800 16,825 *** P<0,001
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7. TARTISMA

YFMS eklenen gidalar glinimiizde toplumsal yasamda ciddi bir bi¢gimde yer
almakta ve buna bagli saglik problemleri her gecen giin 6nemli olmaktadir.
Gliniimiizde artan infertilite, diyabet, metabolik sendrom ve obezite gibi hastaliklarin
varligt bu konunun Onemine isaret etmektedir. Fruktoz eklenen igme suyu ile
beslenen sicanlarin karaciger ve pankreas dokularinda hasar olustugu buna bagh
olarak yapilan biyokimyasal ve histolojik analizlerde serum kolestereol, Aspartat
aminotransferaz (AST), TG ve Alanin Transaminaz (ALT) diizeylerinin arttigi,
dokularda ise TNF-alfa, lipaz, amilaz ve oksidatif stres indeks (OSI)’inde de artis
oldugu bilinmektedir (Cigek E 2014). Calismamizda YFMS uygulanmasi ile STZ
uygulanarak diyabet olusturulmus si¢anlar karsilastirilarak over tizerinde olusan
hasar ortaya kondu. YFMS uygulanan siganlarda kilo kaybi, overde morfolojik
biiyiikliik, artmis kistik yapilar, konjesyon, damarlanma ve folikiillerde gelisme
geriligi gortldii. STZ uygulama sonrasi belirgin olarak folikiillerde atrezinin arttigi
saptandi. Bu sonuglar o6zellikle ucuz tatli yenmesine bagli iireme sorunlari
olusturdugunu ve gebe kalma i¢in bir tehdit olabilecegini diisiindiirdii. Daha 6nemlisi
geng yasta overlerde olusan bu degsikliklere bagh ileride olusabilecek hormonal ve
kotli huylu hiicre davranislarina isaret ettigi anlasildi. Bu calismada sicanlara YFMS
eklenen igme suyu verilerek ve STZ uygulanarak insiilin direnci, tip 1 diyabet ve bu
zeminde geligsebilecek metabolik sendrom ile over histopatolojik degisikliklerinin
incelenemesi amaglanarak yapilan deneylerde klinik tabloyu oldukga iyi yansitan
sonuclar elde edildi. YFMS ve STZ uygulanma sonrasi tedavi amac¢li YDKH
intraperitonel olarak verildi ve over dokusunda olusan hasarda YDKH uygulamasinin
onaric1 etkisi tespit edildi. Ozellik ile YFMS ugyulanan grupta YDKH
uygulanmasinin onrarict etkisi daha belirgin olarak saptandi. Deneklerin viicud
agirliklarin 6lgiilmesi sonucu hem YFMS grubu hem STZ uygulama grublarinda kilo
kayb1 saptandi. Histolojik ve immiinohistokimyasal olarak over dokusunun
incelenmesi sonucu YFMS ve STZ uygulanan Orneklerde patolojik degisiklikler
ortaya kondu. Odem, konjesyon ve kist olusumundan fibrosis bulgularina kadar genis
bir aralikta gerceklesen histopatolojik degisikliklerin artmis oksidatif strese bagh
oldugu eNOS ve iNOS immiinohistokimya boyamalari ile, artan serbest radikallere

bagli olarak fazlalasan bir hiicre Oliimiiniin gergeklestigi ve burada apoptoz
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mekanizmasinin kullanildigt TUNEL boyamalar: ile, ayrica artan damarlanma da

VEGF boyamalari ile ortaya kondu.

YFMS uygulanan siganlarda kilo kaybinin goriilmesi diger ¢aligmalarla (Shawky
ve ark. 2014) uyumlu olmasina karsilik bazi ¢alismalarda (Goziikaya 2013) kilo artis1
da saptanmistir. Bunun nedeni kosullar, YFMS uygulama siiresi ve uygulama sekli
veya sicanlarin yast ile ilgili olabilecegi diisiintildii. Yiiksek fruktozlu diyet ile
beslenen erkek Sprague Dawly siganlarda yapilan bir ¢alismada 8 hafta beslenme
sonrasi kilo alim ve beslenme kriterlerinde kontrol gruba gore anlamli bir diisiik
saptanmig ve Levosetirizin ile tedavi sonrasi tiim degerlerde iyilesme goriilmiistiir
(Shawky ve ark. 2014). YFMS ile yapilan diger bir ¢alismada da 12 hafta boyunca
YFMS eklenen igme suyu ile beslenme sonrasi si¢anlarin viicud agirlik degisimleri
karsilastirilmis ve kontrol gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir kilo kaybi
saptanmugtir (Sadi ve ark. 2014). YFMS diyet ile beraber verilen diger bir ¢aligmada,
sicanlar 8 hafta ve 6 ay olmak iizere kisa ve uzun donem YFMS’ye maruz
kalmislardir ve deney sonrasi kontrol gruba gore hem kisa donem hem uzun déonem
beslenme sonrasi kilo artigi saptanmistir. Uzun donem maruziyet asiri kilo alimi ve
abdominal yag birikimine neden olmustur ve bu degisiklikler disi sicanlarda daha
belirgin olarak bulunmustur (Bocarslya 2010). Tim bunlar goz Oniinde
bulunduruldugunda YFMS i¢me suyuna eklenerek tiiketildiginde kilo kayb1 ortaya
cikmaktadir ancak YFMS diyet ile beraber alindiginda kilo artisina neden olmaktadir.
Fakat kilo kayb1 veya artigina neden olan mekanizma heniiz agik degildir. STZ ile
diyabet olusturulan sicanlarda da kilo kayb1 saptandi ve bu sonug diger ¢aligmalarin

(Sadi ve ark. 2014; Nojiri ve ark. 2014) bulgular ile paralellik gotermektedir.

YFMS eklenen gida tiiketimi sonrasi alinan fruktozun leptin {izerinden etki
gostererek besin alinimim1 etkiledigi ve obesite gibi hastaliklara yol acgtigi
diistiniilmiistiir. Maffei ve arkadaglar1 glukoz ve fruktozun leptin iiretimi iizerine
etkisini incelemek i¢in rhesus maymunlarina intravendéz olarak fizyolojik serum,
glukoz ve fruktoz inflizyonu yapmislardir ve deney sonrasi dlgiilen serum glukoz,
insiilin, leptin diizeylerine bakildiginda glikoz infiizyonun 4-8. saatleri arasinda
glukoz, insiilin ve leptin diizeylerinin proressif olarak arttigini ancak fruktoz
inflizyonu yapilanlarda ise 8 saat siiresince glukoz, insiilin ve leptin diizeylerinde
herhangi bir artis olmadiginmi gostermislerdir (Maffei ve ark. 1995). Erkeklerde
yapilan bir ¢alismada 4 hafta boyunca giinliik besine kisi basma 1.5 g/kg fruktozun
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yemeklere eklenme sonrasi, yiiksek-fruktoz tiiketimine bagli oarak kilo artigi
saptanmamustir. Yiiksek-fruktoz alinan 4 hafta i¢inde, deneklerde bazal plazma leptin
seviysi zamana bagli olarak artis gostermistir bu da adipoz dokularin fruktoz ile
beslenmeye yanit verdigini gostermistir (Le ve ark. 2005). Siganlarda fruktoz ile
beslenme sonucu karaciger dokusunda GLUT2, Na/K-ATPaz enzim aktivitesi
calisilan bir arastirmada 8 hafta YFMS eklenen diyet ile beslenen si¢anlardan alinan
kanlarda HbAlc, glikoz, adiponektin, resistin diizeyleri incelenmistir. Siganlarda
YFMS ile beslenme sonrasi HbALlc, glikoz, resistin, GLUT2 diizeylerinde degisme
gozlenmezken, adiponektin diizeylerinde anlamli artis, Na/K-ATPaz aktivitesi
degerlerinde anlamli azalig saptanmistir. Bununla birlikte fruktozla zengin
beslenmenin obezite i¢in Onemli bir risk faktorii oldugu ve Na/K-ATPaz
aktivitesindeki degisimlere aracilik ettigi ortaya konmustur (Aksoy R 2013). i¢cme
suyu ile beraber alinan fruktoz, %10 oraninda karisim yapilarak verildiginde diyet ile
verildiginin % 60’1 kadarina esit olup (Tran ve ark. 2009) su ile icilen friiktoz 6 kat
daha etkili olmaktadir. Bu neden ile daha az yem tiiketimi ve daha az kilo alimina
neden olabilmektedir. Calismamizda si¢anlara %30 YFMS igeren igme suyu verildi.
Bu neden ile siganlarin yem tiiketimi azalarak kilo kaybi ortaya ¢ikmis olabilecegi

diistinildii.

Calismamizda YFMS uygulanan siganlarda AKS kontrole gore arttigi ancak STZ
ile karsilastirildiginda diisiik oldugu saptandi. Onceki ¢alismalarda (Al-Rasheed ve
ark. 2014; Babacanoglu ve ark. 2013) benzer sonuglar bulunmus ve o6zellikle STZ
icin AKS 250 mg/dl ile 350 mg/dl araliginin 6nemli oldugu YFMS i¢in 120 mg/ml
ile 180 mg/ml araliginin anlam ifade ettigi gosterilmistir (Shawky ve ark. 2014; Al-
Rasheed ve ark. 2014). Yiiksek fruktozlu diyet ile beslenen erkek Sprague Dawly
sicanlarda yapilan bir calismada 8 hafta beslenme sonrasi OGTT, ITT, AKS,
HOMA-IR, hepatik glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri, serum
total kolesterol, LDL-C, C-reaktif protein (CRP) seviyesi ve laktat dehidrogenaz
(LDH) aktivitesi ve karaciger yaglanma puanlart anlamli bir sekilde artmistir
(Shawky ve ark. 2014). Resveratrol’un YFMS ile indiiklenen vaskiiler insiilin direnci
lizerine etkisini arastiran bir ¢calismada Wistar sicanlar %10 ve %20 YFMS iceren
igme suyu ile 12 hafta boyunca beslenmistir. %20 YFMS igeren i¢cme suyu ile
beslenen siganlarda plazma TG, VLDL, kolesterol, insiilin ve glikoz seviyeleri artmig

bulunmustur. YFMS ile beslenen sicanlarin aort incelemelerinde IRS-1 ve eNOS
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MRNA protein ekspresyonlarin azaldigi saptanmistir (Babacanoglu ve ark. 2013).
Insanlarda yapilan bir ¢alismada 355 20-60 yas aras1 asir1 kilolu veya obez bireyler
sukroz veya YFMS eklenen az yagh siit ile 10 hafta boyunca beslenmistir. Deney
sonrasi bireylerde hafif bir kilo artisi, HDL seviyesinde azalma ve TG seviyesinde
arti  saptanmustir. Ancak kolesterol, LDL, kan basinglarinda degisiklik
gozlemlenmemistir (Lowndes ve ark. 2014). Calismamizdaki sonuglar ve diger
caligmalar beraber bakildiginda yiiksek fruktoz igeren icecek ve gida tiikketimi insiilin

direnci olusturarak AKS’in yiikselmesine yol agmaktadir.

Beslenme hem hayvan hem insan iiretkenligini etkileyen ana faktordiir. Anoreksi
ve nevroza gibi ciddi beslenme bozuklugunda anovulatuvar infertilite, ineklerin
erken laktasyonlarinda goriilen negatif enerji dengesi ile ilgili beslenme
bozuklugunda ise zayif fertilite saptanmaktadir (Katz ve Vollenhoven 2000; Butler
WR 2000). Buna karsilikli asir1 beslenme ve sismanlik da tiretkenlik performansini
kot  etkilemektedir. Son zamanlarda yapilan yaymlardan anlagilmakta ki
beslenmenin iretkenligin tizerindeki etkisi karmasik olup over {izerinden
gerceklesmektedir (Webb ve ark. 1999). Over aktivitesini etkileyen bu degisiklikler
dolagimdaki biiyiime hormonu, insiilin, leptin gibi hormonlar, ayrica Insiilin biiyiime
faktor-2 (IGF2), IGF-baglayici protein (IGF-BP), aktivinler ve sitokinler gibi
parakrin ve otokrin faktorler, hedef organlardaki gonadotrpinler, streoidler ve
inhibinler tizerinden gerceklesmektedir. Fruktoz, glikoz ve galaktozun koyunlardaki
over fonksiyonuna olan etkisi incelenen bir ¢alismada diisiik doz sistemik fruktoz
inflizyonu akut bir insiilin cevabi olusturmamis fakat FSH’in baskilandigi
saptanmuistir. Fruktoz inflizyonundan sonra gegici bir FSH ve insiilin artis1 gézlenmis
ve bu artisa over Ostradiol ve androstenedion salgi artis1 eslik etmistir. Ancak
sistemik glukoz ve galaktoz infiizyonu over steroidogeneze bir etki gdstermemistir.
Boylece fruktozun periferik insiilin ve/veya gonadotropini indirekt etkiledigi ortaya
konmustur (Campbell ve ark. 2010). Primat ve insanlarda da glukoz over
fonksiyonuna etki gostermekte (Giudice LC 2001) ve diger monosakkaridler de
ozellikle glinlimiizde artmis bir sekilde tiiketilmekte olan fruktoz da over fonksiyonu
etkilemektedir. Fruktoz ile metabolik sendrom olusturulmus disi ve erkek si¢anlarda
serum ve gonadal ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 ekspresyonlarinin incelendigi diger
bir ¢alismada bahsedilen hormonlarin plazma LH, FSH, 6strodiol ve progesteron

diizeyleri ile olan iligkisi de incelenmistir. Sicanlar 12 hafta boyunca %10 fruktoz
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iceren igme suyu ile beslendikten sonra aglik serum insiilin, glukoz, ALT, GGT, TG,
LDL-kolesterol (LDL-K), total kolesterol diizeyleri yiikselmis ve istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Metabolik sendrom olusturulmus si¢anlarin serum nesfatin-1
diizeyi kontrol gruba gore anlamli artis gosterir iken ghrelin, obestatin diizeyleri
diismiis, treme organlarinda yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde de
hormonal ekspresyonun benzer oldugu saptanmistir. Buna bagli olarak disi
siganlarda serum FSH ve progesteron diizeyi azalir iken 6strodiol ve LH diizeyleri
artmis bulunmus ancak bu degerler istatistiksel olarak anlamli olmamistir (Aydin S
2012). Tim bu galismalar fruktoz tiiketiminin metabolik sendroma yol agtigin
gostermek ile beraber bu metabolik bozukluklarin iireme hormonlari dahil olmak
lizere ¢esitli hormonal diizeyleri etkiliyerek over fonksiyonu etkiledigini

diistindiirmektedir.

Calismamizda YFMS iceren igme suyu ile beslenme sonrasi ovulasyon siirecinde
sican ovaryum Orneklerinde folikiil sayilari, gelisimi ve oosit olusumu ile gerileme
stirecinde korpus luteum olusumu, parankim degisiklikleri ve fibrosiz siireci H-E
boyamalarinda degerlendirilerek olusan histopatolojik bulgularin oksidatif stres,
apoptoz ve damarlanma agisindan iligskisi eNOS, iINOS, TUNEL ve VEGF
boyamalar1 ile ortaya kondu. Literatiirde degisik nedenlerle incelenen sigan
overindeki degsikliklere benzer sekilde ortaya konan patolojik bulgular yiiksek
fruktoz icerikli tatlandiricilarin over hasari yaptigr ve folikiil gelisimini olumsuz
yonde etkiledigi bulundu. YFMS ile beslenmenin over iizrinde olumsuz etki yapmasi
kadin infertilitesi ile iliskili olabilecegini gosterdi. Buna ek olarak bu hasarin onarimi
icin KH etkisi ilk olarak ortaya konuldu. YFMS ile 8 hafta boyunca beslenen
sicanlara YDKH tedavi amagli uygulandiginda patolojik bulgularda belirgin iyilesme
saptand1. Tip I diyabet olusturulan STZ uygulanan siganlarda da YDKH uygylama
sonrast patolojik degerlerde iyilesme goriildii ancak bu onarict etkinin YFMS

uygulanan gruba gore daha hafif oldugu belirlendi.

YFMS ile beslenmenin over dokusunda PKOS benzeri patolojik degisimlere yol
actig1 yapilan ¢alismalar ile bildirilmistir (G6ziikaya 2013). PKOS modeli yapilmaya
caligilarak overyan hipertrofi, tunika albuginyada kalinlasma, subkapsiiler kistik
folikiiler yapilar, matiir folikiil yapilari, overyan stromada hiperplazi, intersitisyel
hiicrelerdeki artis, follikiiler atrofi, nadir izlenen ge¢ primer ve sekonder follikiiller,

graniiloza tabakasinda incelme ve atrofik patern, dejeneratif ¢esitli follikiillere ait
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goriinlimler, teka interna tabakasi hiicrelerinde sayica artis ve teka hiicrelerinde
artmis lipid vakuolleri, graaf follikiil goriilmemesi ile polikistik overin 6zelliklerine
uyan bulgular saptanmustir. Yazarlar bunu PKOS durumunda artmis bir oksidatif
stresin varligimi ve bunun karsilifinda kompansatuar olarak yetersiz de olsa
antioksidanlarda bir artis olarak ag¢iklamiglardir (Dikmen A ve ark. 2012;
Sheludiakova ve ark. 2012). Direk olarak etkinin yanisira seker karisimlarinin ve
misir suruplarinin leptin, insiilin, biiyiime faktorleri ve ghrelin gibi faktorler
tizerinden de over dokusunu etkiledigi diisiiniilmektedir (Bray ve ark. 2004;
Melanson ve ark. 2007).

YFMS uygulamalar1 yapilan sicanlarin over dokularinda H-E ile boyama sonrasi
bulunan patolojik bulgularin oksidatif stres ile iligkisini ortaya koymak amach
yapilan eNOS ve iNOS immunhistokimya boyamalarinda kontrol grubta bazal
seviyede var olan eNOS ve iINOS ekspresyonlarin YFMS uygulanan sigan
overlerinde Ozellikle arttigi bulundu. Serbest radikal tiirleri stabil degildirler ve
yiiksek reaktiviteye sahiptirler. Serbest radikal tiirleri niikleik asitler, lipidler,
proteinler, karbonhidratlar veya gevredeki herhangi bir molekiilden elektron alarak
stabil olurlar ve boylece kademeli bir zincir reaksiyonu olustururlar bu da hiicresel
hasar ve hastaliklara neden olur. Reaktif nitrojen tiirleri serbest radikal tiirlerindendir
ve NOS enzimlerini igerir. NOS enzimleri tarafindan iiretilen NO birgok fizyolojik
olaylarda diizenleyici olmakla beraber artmis NO’nin hiicre ve dokulara toksik etkisi
bulunmaktadir. Onceki calismalarda baska nedenler ile baska dokularda arttig
saptanan bu belirteglerin (Babacanoglu ve ark. 2013) YFMS uygulanmasi ile de
overde arttigi tespit edildi. Patolojik durumlarda NO {iretimi esas olarak INOS
tarafindan yapilmaktadir. Bir¢ok organda iNOS sadece immiinolojik tetiklere cevap
olarak eksprese olmaktadir (Lee ve ark. 2000). Reaktif nitrojen tiirlerinin kadin
infertilitesi ile iliskili oldugu ve nitrojen tiirlerinin endometriyum, tuba uterina ve
over lizerinden etki goOstererek kadin fertilitesini etkiledigini gosteren g¢alismalar
mevcuttur (Rosselli M ve ark. 1996; Ekerhovd ve ark. 1997; Bedaiwy ve Falcone
2003). Folikiil gelisim sirasinda eNOS teka hiicreleri, graniiloza hiicreleri ve oositin
yiizeyinde eksprese olmaktadir. NO folikiil gelisimi, graniiloza hiicrelerin geligimi,
ovulasyon ve lutenizasyona olan etkisinin siklik Guanozin Monofosfat (cGMP)
aracilig1 ile sekonder haberci olarak veya ROS olusturarak gergeklestirdigi ileri

striilmektedir (Hanafy ve ark. 2001). Noronlar, kan damarlari ve immiin sistem
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hiicreleri iireme organlarin ayrilmaz pargalaridir NO bu sistemlerde O6nemli
fonksiyonlara sahip oldugundan iireme fizyolojisi ve biyolojisinin diizenlenmesinde
de 6nemli rol oynamaktadir. Son immiin efektor olarak iNOS tarafindan tiretilen NO,
patojenleri ve abnormal hiicreleri 6ldiirme kapasitesine sahip olmak ile beraber,
iINOS’un siirekli ekspresyonu normal doku hiicrelerin zarar gérmesine de neden
olabilmektedir (Agarwal ve ark. 2005). YFMS uygulama sonrasi artan NOS
ekspresyonu overdeki oksidatif stresin arttigin1 ve buna baglh olarak organda hasar

olusturgunu isaret etmektedir.

Prodstrus evresinde ovaryum dokusunda primer, sekonder ve Graaf follikiilii
yapilarinda artis ile birlikte ovaryum dokularinin normal histolojik yapisin1 korudugu,
Ostrus evresinde ise ovaryumda Graaf follikiilleri ve korpus luteum yapilarinda artig
oldugu gozlendi. Bu agamalarda normal overde bazal seviyede oksidatif stres oldugu,
buna bagli olarak korpus luteum ve gevresinde apoptozun gergeklestigi ayrica
damarlanmanin arttig1 bilinmektedir (Campbell ve ark. 2010; Miao ve ark. 2012; Yu
Z ve ark. 2013). Calismamizda kontrol 6rneklerindeki bulgularin literatiir ile uyumlu
oldugu ayrica YFMS ve STZ uygulanan 6rneklerde bu parametreler agisindan artmis
bir patolojinin var oldugu saptandi. Onceki calismalarda tip I diyabete bagh
hiperglisemi ve hiperlipidemi olusumunun azalan insiillin salinimi ile birlikte oldugu
ve eNOS aktivitesinin insiilin reseptorleri tlizerinden sinyal etkisi gosterdigi
saptanmistir (Fujimoto ve ark. 2005). Benzer sekilde friikktoz ile de olusabilen
metabolik sendromda hiperinsiilinemi ve hiperglisemi ortaya c¢ikmakta ve artan
instilinimiye bagli karacigerden VLDL {retilmekte bodylece artan TG salgisi
(Basciano H ve ark. 2005) ile ovarian theca interna androstenedione iiretimini
artirarak hiicresel degisikliklere neden olmaktadir (Baptiste CG ve ark. 2010). STZ
uygulanarak olusturulan tip I diyabet ile YFMS uygulanarak olusturulan metabolik
sendromun hormonal dengede gerceklestirdigi bozukluklarin mekanizmasinin farkl
olmasi YDKH uygulama sonrasi elde edilen onarici etkinin boyutunun farklh

olmasina yol agmis olabilecegi diisiiniildii.

Folikiiler ve luteal gelisimde farkli VEGF ekspresyonu bulunmaktadir. VEGF
ekspresyonu erken donem folikiillerde zayif iken folikiil gelismesine bagli olarak
graniiloza ve teka hiicrelerinde belirginlesmeye baslar (Barboni ve ark. 2000).
Sicanlarda VEGF distan stimule edildiginde kiiclik ve preantral folikiil olusumu ve
folikiil gelisimi artmistir (Danforth ve ark. 2003). VEGF’in over iizerindeki etkisi
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karmasiktir. Ancak VEGF’in Flk-1 ve Flt-1 reseptorleri ile etkileserek folikiil ve
korpus luteumda anjiyogenezisi tetikledigi bilinmektedir (Shimizu T ve ark. 2002;
Greenaway J ve ark. 2004). VEGF kan damarlarin gegirgenligini artirma 6zelligi
nedeni ile vaskiiler gecirici faktor olarak bilinmistir. Over dokusunda vaskiiler
gecirgenligin diizensizligi ovaryan hiperstimulasyon sendrom (OHSS) gibi iireme
bozukluklarina yol acabilir ayrica artmis VEGF ve VEGF reseptor ekspresyonuun
OHSS ile iligkili oldugu bildirilmistir (Gomez R ve ark. 2003). Buna ek olarak
VEGF ekspresyonun folikllerin ovaryan siklusa girmesinde onemli oldugu da
bildirilmistir (Zimmermann RC ve ark. 2002). Calismamizda uygulama sonrasi over
dokularinda damarlanma durumunun belirlenmesi amaglanarak yapilan VEGF
immiinohistokimya boyamalarinda kontrol grup ile karsilastirildiginda YFMS ve
STZ uygulanan gruplarda VEGF ekspresyonunda belirgin bir artis bulundu. YFMS$
ile beslenme sonras1t VEGF ekspresyonun artmasi diger ¢alismalar (Goziikaya 2013)
ile uyumlu olarak bulundu. YEMS uygulama sonrasi VEGF ekspresyonundaki
anormal artis over dokularindaki vaskiiler diizenin bozulduguna isaret etmektedir.
VEGF sinyal yolagimnin ovaryan kanserlerinde anjiyogenezi diizenledigi ve vaskiiler
gecirgenligi artirarak asit olusumuna yol agtigi bilinmektedir (Paley PJ ve ark. 1997).
Bu neden ile YFMS uygulamasi sonrast VEGF asir1 ekspresyonu bu tiir hastaliklarin

olusumu i¢in dnemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda uygulama sonrast over dokularinda gergeklesen apoptozun
belirlenmesi i¢gin yapilan TUNEL boyamalarinda kontrol grup ile karsilastirildiginda
hem YFMS hem STZ uygulanan gruplarda artmis TUNEL ekspresyonu saptandi.
Artmig TUNEL pozitif ekspresyonun graniiloza hiicrelerinde oldugu tespit edildi.
STZ uygulanan gruplarda over dokusunda TUNEL pozitif hiicrelerin YFMS
uygulanan grup ile karsilastirildiginda daha fazla oldugu bulundu. YFMS grubunda
daha siklikla antral folikiillerde goriillen TUNEL pozitif ekspresyonu STZ uygulanan
gruplarda sekonder folikiillerde de izlendi. YFMS uygulamalar1 ile artan hiicre
Olimiiniin bu sekerin over dokusuna yaptigi olumsuz etkilerinde apoptoz
mekanizmasinin kullanildigin1 gosterdi. Yiiksek fruktoz eklenen gida tiiketiminin
diyabet ve metabolik sendrom gibi hastaliklar ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
Insiilin direnci ve/veya hiperinsiilineminin fertiliteyi etkileyen PKOS gibi
hastaliklarin patolojisinde dnemli rol oynadigi diisiintilmektedir ancak bunun altinda

yatan mekanizma heniiz agik degildir. Insiilin direnci ve/veya hiperinsiilinemi
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durumlarinda over dokusunda gergeklesen patogenezin mekanizmasini arastiran bir
calismada insiilin direnci ve/veya hiperinsiilinemi olan PKOS hastalarindan alinan
serum Orneklerinde Yiiksek Mobilite Grup Box 1 (high-mobility group box 1,
HMGBL1) proteinin arttigi bulunmus ve kiiltiir ortaminda sigan ovaryan graniiloza
hiicreleri  yiiksek insiiline maruz kaldiklarinda da ekstraselliler HMGBI
ekspresyonunda artist  saptanmustir. Bu  bulgular insiilin direnci ve/veya
hiperinsiilinemi durumlarinda ekstraselliiler HMGB1 artisina bagli olarak ovaryan
graniiloza hiicrelerinde apoptozu tetikledigini gostermektedir (Ni XR ve ark. 2014).
Calismamizda da gozlenen graniiloza hiicrelerinde gergeklesen YFMS uygulama
sonrast artmis apoptozun nedenini PKOS patolojosinde meydana gelen apoptoz ile

benzer mekanizma kullanmis olabilir.

CHO-K1 sigan over hiicre dizininde kamptotesin, seramid, chelerythrine,
etoposid, farnesol ve geranil geraniyol gibi ¢esitli sitotoksik ilaglar kullanilarak
apoptoz veya programlanmis hiicre Oliimii indiiklenen bir calismada apoptoz
gerceklesen hiicrelerde glikolitik ve fosfolipid metabolitlerinde belirgin degisiklikler
saptanmustir. Ozellik ile glikolitik intermediatdr olan fruktoz-1,6-bisfosfat diizeyinde
anlaml1 bir artis bulunmustur (Williams SN ve ark. 1998). Fruktoz metabolizmasinda
da fruktoz-1,6-bisfofat yer almaktadir. Diger bir ¢alismada PKOS olusturulan
sicanlarin over dokularinda proliferasyon, apoptoz ve steroidojenik enzimlerin
ekspresyonu incelenmistir. Hiicre proliferasyonunda 6nemli rol oynayan Ki-67
protein ekspresyonun kontrol gruptaki graniiloza hiicrelerinde ve PKOS gruptaki teka
interna hiicrelerinde yiiksek oldugu, ancak hiicre 6limde rol oynayan kaspaz-3
ekspresyonun ise PKOS gruptaki graniiloza hiicrelerinde ve kontrol gruptaki teka
interna hiicrelerinde yiiksek oldugu saptanmistir. Steroidojenezde rol oynayan
CYP11A1 protein ekspresyonu kontrol grup ve PKOS grubundaki graniiloza, teka
interna ve intertisyel hiicrelerde benzerlik gdstermesine ragmen CYP17A1 ve
CYPI9A1 proteinleri PKOS gruptaki graniiloza ve intertisyel hiicrelerde artmis
olarak bulunmustur. Teka interna ve intertisyel hiicrelerdeki enzimatik degisiklikler
PKOS durumunda olusan yiiksek androjen ve dstrodiyol seviyelerine neden olmustur
(Lombardi LA ve ark. 2014).

Sican teka-intertisyel hiicreleri kiiltiir ortaminda insiiline maruz kaldiginda
proliferatif etki gostermekte ve PKOS gibi ovaryan bozukluklarinda da teka-

intertisyel hiicreleri hiperplaziye ugramaktadir. Resveratrol kiiltiir ortaminda teka-
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intertisyel hiicrelerin apoptozunu indiikleyerek ve DNA sentezini etkileyerek
hiperinsiilinemi ortamda insiilinin teka-intertisyel hiicreleri iizerindeki prolifetatif
etkisini azaltmaktadir (Wong DH ve ark. 2010). Benzer bir ¢alismada antioksidan
olan vitamin E ve ebselen sigan ovaryan teka-intertisyel hiicreleri ile beraber kiiltiir
edilmistir ve deney sonrasi her iki antioksidan teka-intertisyel hiicrelerinde kromatin
yogunlagmasi, niikler kiigiilme ve piknoz gibi apoptotik 6zellik gdsteren morfoloji
sergilemis ve bu hiicrelerde kaspaz 3/7 ekspresyonu da artmistir (Rzepczynska 1J ve
ark. 2010).

Zhang J ve arkadaglar1 (2007) bir dehidroepiandrosteron (DHEA) karsiligi olan
sodyum prasteron siilfat ile PKOS indiiklenen sigcan modelinde graniiloza
hiicrelerindeki apoptoz ve Tiimdr Nekrozis Faktdr iliskili Apoptoz Indiikleyici
Ligand (TRAIL) ekspresyonlarini arastirmislardir. Sonug¢ olarak PKOS indiiklenen
sicanlarin antral folikiil graniiloza hiicrelerinde kontrol gruba gbre apoptoz orani ve
TRAIL ekspresyonu belirgin bir artis gostermistir. Ve bu PKOS durumunda
graniiloza hiicrelerinde gergeklesen apoptozun diizenlenmesinde TRAIL proteinin rol
oynadigin1 gostermektedir (Zhang ve ark. 2007). Siganlarda DHEA ile PKOS
olusturulan diger bir ¢alismada overyan folikiillerde proapoptotik protein olan Bax
ve antiapoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonlari incelenmistir. Bax ve Bcl-2
proteinlerin antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde lokalize oldugu, PKOS
olusturulan sigcanlarin over dokusunda preantral ve antral folikiillerde Bax
ekspresyonu daha fazla oldugu, buna karsilik kontrol gruptaki preantral ve antral
folikiillerde ise Bcl-2 ekspresyonu daha yogun oldugu tespit edilmistir. Bax/Bcl-2
oranlarina bakildiginda PKOS grubunda kontrol gruba gore onemli dlciide yiiksek
oldugu saptanmistir. Bu neden ile Bax ve Bcl-2 ekspresyonlarindaki dengesizlik
gelismekte olan folikiillerin kistik folikiillere doniismesi ile iliskili olabilir (Bas D ve
ark. 2011). Sigan PKOS modelinde folikiillerdeki atrezi mekanizmasini arastiran bir
calismada DHEA ile PKOS olusturulmus sicanlarin over dokularinda Fas, Fas
ligand, kaspaz-8 ve membran-tipl matriks metalloproteinaz (MT1-MMP)
ekspresyonlari incelenmistir. Sonug olarak PKOS olusturulan si¢an overlerinde Fas
ligand proteini ve mRNA, kaspaz-8 protein ve MT1-MMP mRNA kontrol gruba
gbre anlaml1 bir artis gdstermistir. Immiinohistokimya analizinde MT1-MMP ve Fas
ligandinin TUNEL pozitif apoptotik graniiloza hiicreleri ile ko-lokalize oldugu
saptanmistir (Honnma H ve ark. 2006). Calismamizda YFMS uygulama sonrasi sigan
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over dokularinda PKOS benzeri patolojik degisiklikler saptandi dolaysiyla graniiloza
hiicrelerindeki apoptozun artisi  PKOS modellerinde gosterilen apoptozun
mekanizmasi ile benzerlik gosterebilecegini diisiindiirdii. Ancak bahsedildigi gibi
PKOS modelinde olusan patolojinin mekanizmasi heniliz anlasilmis degildir ve
TRAIL, HMGB1, Bax ve Bcl-2 gibi gesitli proteinler bu patolojinin olusmasinda rol
oynamaktadir.

KH uygulamalar giiniimiizde artan bir sekilde yeni tedavi yontemi olarak ortaya
cikmaktadir ve sadece deneysel hayvan modellerinde degil klinik calismalarda da
uygulanmaya baglamistir (Lang SJ ve ark. 2015). KH ve KH tedavisinin iireme
sistemi i¢in de 6nemli oldugu bildirilmistir (Duke ve Taylor 2013). Calismamizda
YFMS ve STZ uygulanarak olusturulan metabolik sendrom ve tip 1 diyabet
modelinde over dokusunda olusan hasar tespit edildi ve bu hasar sonras1 YDKH’nin
tyilestirici etkisi incelendi. Sonu¢ olarak YDKH ugyulama sonrast YFMS ve STZ
uygulanan tiim gruplarda histopatolojik bulgularda azalma, oksidatif stresi gosteren
eNOS ve iNOS ekspresyonlarinda azalma, VEGF ekspresyonunda ve TUNEL
ekspresyonunda da azalma saptandi. YDKH uygulamast YFMS ile beslenen
sicanlarda over dokusunda daha belirgin bir iyilesme saglar iken STZ uygulanan

gruplarda etki daha hafif olarak bulundu.

YDKH mezenkimal kok hiicre sinifindandir ve erigebilirligin kolay, kaynaginin
cok ve etik problemlerden yoksun olmasi nedeni ile aragtirmalarda tercih edilen KH
kaynag1 olmaktadir. YDKH hiicrelerin kemoterapi ajani olan siklofosfamid ile olusan
over hasarindaki etkisi arastirllan bir c¢alismada fareler 15 giin boyunca
siklofosfamid’e maruz kalmiglardir ve ardindan 1 hafta ve 1 ay olamak tizere farkli
sire YDKH intravendz veya direkt bilateral overlere enjekte edilmisitir. Deney
sonrast YDKH transplantasyonun overdeki folikiil sayisin1 artirdigt  ve
immiinofloresan incemelerinde ise TUNEL boyamalarin azaldigr saptanmustir.
YDKH takip edildiginde bu hiicrelerin direkt olarak folikiilliin hiicre bileselerine
doniismedigi ancak mikroarray analizi sonucu bazi genlerdeki degisikliklerin folikiil
formasyonuna neden olabildigi gosterilmistir (Sun M ve ark. 2013). Yine benzer bir
calismada cisplatin ile POF olusturulan siganlarda Kemik [ligi Mezenkimal KH
(KIMKH) enjeksiyonu sonrast KIMKH nin over dokusundaki homing &6zelligi ve
iyilestirici etkisi incelenmistir. Deney sonrasi KIMKH enjekte edilen gruptaki

siganlarda antral folikiil ve 0Ostrodiol seviyesinde artig ile beraber graniiloza
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hiicrelerindeki apoptozun azaldigi saptanmistir. Yesil Floresan Protein (Green
Fluoresent protein, GFP) igeren KIMKH’lerin over dokusuna go¢ ettikleri ve hilum
ve medullada yerlestikleri ancak kortekste folikiill ve korpus luteumda
bulunmadiklar1 tespit edilmistir (Liu J ve ark. 2014). Diger bir ¢alismada GFP+
YDKH ve GFP+ disi germ hatti1 KH cisplatin ile over hasar1 olugturulan sicanlara
intraovaryan olarak enjekte edilmistir ve enjeksiyondan 7 giin sonra incelen over
dokularinda normal yapilara sahip folikiil sayisinin arttigi ve GFP+ hiicreler
saptanmistir (Terraciano P ve ark. 2014). Kilic S ve arkadaslar1 (2013) KIMKH nin
siklofosfamid ile indiiklenmis over hasarindaki etkisini arastirmiglardir ve KH
uygulanmayan grupta artmis kaspaz-9 ve TUNEL ekspresyonu oldugunu
gostermiglerdir. Bunun ila birlikte KIMKH GnRH analogu ile beraber
uygulandiginda germ hiicrelerin apoptozu ve DNA hasar1 daha iyi korunmustur

(Kilic S ve ark. 2013).

Diyabetik si¢anlarda over hasari incelen bir ¢alismada plazma malondialdehit,
pentraksin-3, glutatyon ve anti-miilleriyan hormon diizeyleri dlgiilmiis ve diyabetik
sicanlarda glutatyon ve anti-miilleriyan hormon diizeyleri istatistiksel olarak kontrol
gruba gore diisiik iken malondialdehit ve pentraksin-3 diizeyleri yiiksek saptanmuistir.
Histokimyasal incelemelerde diyabetik grupta stromal dejenerasyon, folikiiller
dejenerasyon ve stromal fibrozis skorlar1 belirgin olarak yiliksek olmak ila beraber
immiinohistokimyasal incelemelerde niikler faktor-kB (NF-xB) ekspresyonu artmis
olarak bulunmustur. Diyabetik si¢anlarda primordiyal ve primer folikiil sayisinda
anlamli bir diisiis tespit edilmistir. Sonug¢ olarak diyabetes mellitus erken donem
folikiilleri etkilemektedir ve NF-kB sinyal yolagi bu patolojinin gelisiminde rol
oynamaktadir (Erbas O ve ark. 2014). STZ ile diyabet olusturulmus sigan modelinde
yapilan bir ¢alismada diyabetik sicanlarin serum orneklerinde TGF-B, MDA ve
pentraksin-3 gibi inflamatuar ve oksidatif stres markerleri istatistiksel olarak artmis
bulunmustur ve exenatid ile tedavi sonrast bu markerlerde belirgin bir diisiis
gozlemlenmistir (Artunc-Ulkumen ve ark. 2014). Rahavi H ve arkadaslar1 (2015)
STZ uygulanarak diyabet olusturulan farelerde YDKH etkisini aragtirmak amaci ile
YDKH, splenosit ve beta-hiicrelerini birlikte kiiltiir etmiglerdir. Kiiltiir edilen reaktif
splenositlerin beta-hiicrelerine olan baskilayici etkisinin YDKH varliginda azaldigini
aynt zamanda beta-hiicrelerin insiilin salgilama kapasitesinin de arttigini

gostermislerdir. YDKH uygulamasinin IFN-y, IL-2, ve IL-17 gibi proinflamatuar
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sitokinleri azaltarak, TGF-g, IL-4, IL-10, ve IL-13 gibi regiilator sitokinleri artirarak
beta-hiicrelerini korudugu bildirilmistir (Rahavi H ve ark. 2015). Son zamanki
calismalar MKH’lerin immiinomodiilatér ve immiinbaskilayici etkisin oldugunu ve
bu etkinin sadece T lenfositler {izerinden degil B lenfosit, dendritik hiicreler ve NK
hiicreleri {izerinden de gerceklestigini gdstermistir (Salem ve Thiemermann 2010). in
vitro arastirmalar MKH’lerin hem direkt hiicre-hiicre etkilesimi hem salgiladig1
faktorler ile immiinomodiiltor fonksiyon gordiiklerini gdstermistir MKH’ler immiin
hiicrelerin proliferasyonu inhibe edebilir, inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini
azaltabilir ve immiin hiicrelerin hiicre tipini regiilator tipe degistirebilir. MKH’lerin
immiin regiile edici etkisi IL-10, TGF- f, indolamin 2,3-dioksijenaz, NO,
prostaglandin-E2 ve Insan Lokosit Antijen-G (Human Leukocyte Antigen-G,
HLA-G) gibi anti-inflamatuar faktorler salgilayarak gerceklesmektedir (Yang ve
ark. 2009; Selmani ve ark. 2009).

Ozetle ¢alismamizda YFMS uygulamasinin over dokularinda oksidatif stresi
artirarak, vaskiiler diizeni bozarak ve apoptozu artirarak hasara yol actig1 belirlendi.
Over dokusunda ortaya ¢ikan bu hasarin oksitatif stres agisindan NOS
ekspresyonlarini artirarak gergeklestigi anlasildi. Tim bu patolojik degisikliklerin
YFMS ile beslenme sonrasi ortaya ¢ikan metabolik bozukluklardan kaynaklandig:
disiiniilmektedir. Tedavi amachi olarak YDKH uygulanmai YFMS ile olusan
patolojik bozukluklarin onarilmasinda etkili olarak bulundu. Bu onarict etkinin
YDKH tarafindan salgilanan ¢esitli  sitokinler tarafindan  gergeklestigi
diistiniilmektedir. YFMS uygulamasinin tam olarak hangi mekanizma ile instilin
direnci olusturdugu heniiz agiklanmamistir ve ilerleyen ¢alismalar ile bu konunun
arastirilmasi gerekmektedir. YDKH YFMS ile ortaya ¢ikan metabolik bozukluklarin
onariminda etkili olabilir ve tip II diyabet, metabolik sendrom gibi durumlarda ortaya

c¢ikan fertilite problemlerin ¢oziilmesinde de tedavi amacl kullanilabilir.
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8. SONUCLAR VE ONERILER

YFMS eklenen gidalar glinimiizde toplumsal yasamda ciddi bir bi¢cimde yer
almakta ve buna bagli saglik problemleri her gecen giin 6nemli olmaktadir.
Giliniimiizde artan infertilite, diyabet, metabolik sendrom ve obezite gibi

hastaliklarindaki artis bu konunun 6nemine isaret etmektedir.

Calismamizda YFMS i¢gme suyu olarak verilen si¢anlarda hiperglisemi saptandi.
Bu da YFMS tiiketiminin tip II diyabet veya metabolik sendrom gibi hastaliklara

neden olabilecegini veya olusumuna katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu direk etkilerinin bir sonucu olarak veya overde olusan degisikliklere bagl
olarak iireme sagliginin etkilenebilecegi goriilmektedir. Bu anlamda 6nemli bir organ

olarak over fonksiyonel bir durumdadir.

Bu agidan bakildiginda siganlarin over dokularinda oksidatif stresin,
damarlanmanin ve apoptozun arttig1 tespit edildi. Over dokusundaki bu degisiklikler
ve gozlenen metabolik degisiklikler kadin fertilitesini etkileyen PKOS gibi 6nemli

hastaliklarin olusumunda 6nemli olabilmektedir.

Infertilite tedavisinde siklikla kullamlmakta olan IVF ve ISSI y&ntemleri
infertilite problemlerini azaltmis olsa bile canli bebek elde etme oranmin diisiik
olamas1 nedeni ile onleyici hekimligin veya yeni tedavi yontemlerin arastirilmasi

gerekmektedir.

Calismamizda yeni tedavi arayisi olarak YDKH uygulandi ve YFMS tiiketimi
sonrasi olusan patolojik degisklikleri azalttig1 ayrica over dokusunda olusan patolojik
bozukluklarin belirli bir 6l¢iide iyilestigi saptandi. STZ uygulanarak tip | diyabet

olusturulan sicanlarda da YDKH uygulamasinin iyilestirici etkisi oldugu gézlemlendi.

Calismamizin sonuclarina gére YFMS ile olusan olumsuz degisikliklerin
engellenmesi i¢in glukoz kullaniimi ve tath tercihinde ucuz iirtinlerden kaginmanin
gerektigi goriilmektedir. Metabolik sendrom, diyabet ve infertilite gibi hastaliklarin
olusumunu engellemek agisindan YFMS eklenen icecek ve yiyeceklerin azaltilmasi
onerilir. Bir sekilde ucuz tatliya maruz kaliniyorsa antioksidan besinler veya tedavi

edici ilaglarin kullanilmasi diistiniilmelidir.
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Kok hiicrenin YFMS ile olusan olumsuz degisiklikleri azalttigi ve higbir
komplikasyona neden olmadigi goriildii. Bir zarar vermemis olmasi nedeni ile
metabolik bozukluga aday veya hasar goren hastalarda kok hiicresel tedavinin
distiniilmesi gerektigi diisiincesine varildi. Bu ¢alismadan ¢ikan sonuglar bu

durumdaki hastalara faz ¢aligmasi yapilmasini destekler niteliktedir.
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