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KISALTMALAR

BMi: Viicut kitle indeksi

CO3: Karbondioksit

CV: Varyasyon katsayisi

DHEA: Dihidroepiandrostenedion
DHEAS: Dihidroepiandrostenedion sulfat
DHT: Dihidrotestosteron

DM: Diabetes mellitus

E2: Ostradiol

E3: Ostriol

FSH: Folikl stimule edici hormon
GnRH: Gonodotropin salgilatici hormon
GPx: Glutatyon peroksidaz

H,O.: Hidrojen peroksit

HDL: Yuksek dansiteli lipoprotein

H-E: Hematoksilen eozin

HOMA: Homeostasis model assessment
HT: Hipertansiyon

IGF-1: Insilin benzeri bliyiime faktor(
IGFBP-1: insiilin benzeri blylime faktéri baglayici
protein-1

IVF: invitro fertilizasyon

IHK: immunhistokimya

LDL: Dusuk dansiteli lipoprotein

LH: Luteinizan hormon

LPO: Lipid peroksidasyonu

MDA: Malondialdehid

NADPH: Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat



NO: Nitrik oksit

O,": Superoksit

OH: Hidroksil

PKOS: Polikistik over sendromu

ROS: Reaktif oksijen turevleri

SHBG: Seks hormon baglayici globulin
SOD: Superoksit dismutaz

TBA: Tiyobarbiturik asit

TBARS: Tiyobarbiturik asit reaktif maddeler
USG: Ultrasonografi



. GIRIS VE AMAG

Polikistik Over Sendromu (PKOS) birgcok genetik ve gevresel etmenin
etkili oldugu kronik anovulasyon ve hiperandrojenizm ile nitelenen bir endokrin
bozukluktur. Reproduktif donemdeki kadinlarin %6-8'inde gorulur (1).
Anovulasyona bagli kadin infertilitesinin en sik nedenidir. Patogenez net olarak
aciklanamamakla birlikte insulin direnci merkezde rol oynuyor gibi gorinmekte
ve obeziteden bagimsiz olarak olgularin yaklasik %50-70’inde bulunmaktadir
(2). Insulin direnci ve buna bagli olarak gelisen fazla insilin salinimi androjen
yapiminin artmasina, fazla androjen ise menstriel bozukluklara, over kistlerinin
gelisimine ve hirsutizme sebep olmaktadir. insiilin benzeri blyiime faktéri-
1(IGF-1) reseptorleri ve insulin reseptorleri benzer yapidadir. IGF-1 ‘in teka
hdcrelerinin LH’a karsi androjen cevabini artirict etkisi mevcuttur. IGF-1
reseptorlerinin insulin tarafindan aktive edilmesi teka hicrelerinde androjen
sentezini artirmaktadir. Artmis insulin, seks steroidleri Uzerinde bir etki
yapmaksizin karacigerde seks hormonu baglayici globulin (SHBG) sentezini
inhibe eder. SHBG'nin azalmasi daha fazla 6strojen ve androjenin biyolojik
etkinlik gostermesini saglamaktadir. Hiperinsulinemi ve hiperandrojenemi PKOS
gelisiminde iki ana etmendir ancak henuz neden olugtuklari ve birbirleriyle

iligkileri net olarak aydinlatilamamistir (3).

Fruktoz ve fruktoz bazh tatlandiricilar yiyecek ve iceceklere en fazla
eklenen tatlandiricilardir. YUksek Fruktozlu Misir Surubu (High Fructose Corn
Syrup, HFCS) misir surubundaki glukozun fruktoza izomerizasyonuyla elde
edilmektedir. HFCS-55, %55 fruktoz, %42 glukoz igermekte olup birgok
tatlandirilmis icecekte yaygin olarak kullanilir (4). 1960’larin ortasindan o6nce
sukroz (% 50 fruktoz, %50 glukoz igerir) dominant tatlandirici olarak kullanilirken
gida endustrisinin gelisimiyle takip eden dekatlarda HFCS, sukrozun yerini

almistir. Epidemiyolojik ¢calismalar son 4 dekatta HFCS eklenerek islenmis veya



hazirlanmis yiyecek ve igeceklerin tluketiminin dramatik bir sekilde arttigini
ortaya koymustur. Son zamanlardaki calismalar Ozellikle fruktoz eklenmis
yiyecek ve igeceklerin tuketiminin insulin rezistansi, dislipidemi ve obezite ile
iliskili oldugunu goéstermigtir (5). Tatlandiriimis iceceklerin insulin rezistansina yol
agmasi ve insulin rezistansinin PKOS’da patogenezde merkezi rol oynamasi bu

iceceklerin tuketiminin PKOS ile iligkili olabilecegini dusundirmasgtir.

Calismamizda HFCS igeren igeceklerin tuketilmesinin insulin rezistansi
ve PKOS etiyopatogenezi ile olasi iligkisini arastirmak amacglanmigtir. HFCS
iceren iceceklerin tuketilmesiyle geligebilecek insulin rezistansi ve bunun yol
acacagi PKOS agisindan incelenerek olusacak problemleri saptamanin ve
onleyici hekimlik agisindan bu iceceklerin tuketiminin azaltiimasina dikkat

cekmenin 6nemli oldugunu dusunmekteyiz.



Il. GENEL BILGILER
I1.1. Glukoz

insan organizmasinin temel besin maddelerinden olan karbonhidratlar,
glnlik enerji gereksiniminin %50-60 kadarini karsilamaktadir. insanlar igin
temel karbonhidrath besin bitkisel kaynakli nigastadir. Nisasta sindirimi agizda
baglar, midenin asit ortaminda durur ve bagirsakta devam eder. a-Amilaz tukrik
bezlerinden ve pankreastan salinan bir endoglikozidazdir. Bu enzimin etkisiyle
bagirsak liumeninde olugan UrUnler maltoz, maltotrioz ve 5-9 glukoz biriminden
olusan oligosakkaritler ile sinir dekstrinleridir. Hayvansal kaynakli polisakkarit
olan gikojenin sindirimi de benzer Urunler olusturur. Bu Urunlerden serbest
glukozun agiga ¢lkmasi bagirsak lumenini gevreleyen hicrelerden salinan a-
glikozidaz (maltaz), a-dekstrinaz (izomaltaz), sukraz (sukroz-a-glikozidaz),

laktaz ve trehalaz enzimleri tarafindan saglanir.

Glukozun emilimi: Glukoz ve galaktoz ortak transport sistemine sahiptir.
Bagirsak hdcrelerinin  lumene bakan yuzinde SGLT 1 (sodyum-glukoz
transporter) adi verilen bir tasiyici protein vardir. Bu tasiyici protein Uzerinde
sodyum icin iki glukoz igin bir baglanma noktasi vardir. Sodyumun baglanmasi
ile proteinde yapisal bir degisiklik meydana gelerek glukozun tasiyiciya
baglanmasi kolaylastirilir. Bagirsak epitel hucresinde ise sodyum tasiyicidan
uzaklasir. Konformasyonu degisen tasiyicinin glukoza ilgisi azalir ve glukoz
serbestlesir. Hicre icine giren sodyum aktif transportla hticreler arasi bosluga
atilir. Bu Na-K ATPaz pompasi ile saglanir. Glukoz ise ya pasif difizyonla, ya da
GLUT-2 denilen tasiyicinin yaptigi kolaylastiriimis difuzyonla hucreler arasi

bosluga oradan kana gecer.

Glukoz metabolizmasi: Glukoz metabolizmasinda ana yol glikolizdir. Glikoliz

hemen tum canli hicrelerde igleyen, organizmaya enerji saglayan bir reaksiyon



dizisidir. Glikoliz sirasinda bir glukoz molekuli 6nce iki molekul trioz fosfata
onusmekte bu sirada 2 molekal ATP harcanmaktadir. Daha sonra 2 molekdl
trioz fosfattan 2 molekdl piruvat olusmakta, bu dénisim sirasinda substrat
dizeyinde fosforilasyonla 4 ATP kazanilmaktadir. 1 molekil glukozun 2 molekdl
piruvata donusumundeki net kazang 2 ATP’dir. Bu yolda elde edilen enerjinin
¢cok az olmasina ragmen, mitokondri icermeyen eritrosit gibi dokularin enerji
gereksinimlerinin karsilanmasinda ve kas aktivitesinin yogun oldugu, dolayisiyla
oksijen miktarinin yetersiz kaldigi kosullarda enerji elde etmek icin ¢ok
gereklidir. insan dahil birgok canli glukozu hem aerobik hem de anaerobik
ortamlarda oksitleyebilmektedir. Anaerobik ortamda piruvat hdcrenin sitozol
fraksiyonunda laktata donlsur. Aerobik kosullarda ve mitokondrisi bulunan
hicrelerde ise piruvat 6nce asetil koenzim A’ya, daha sonra sitrik asit siklusu
araciligiyla CO; ve H,O’ya oksitlenir. Glukozun indirekt oksidasyonu da denilen

bu yol, organizmaya 30 veya 2 ATP’lik bir enerji kazandirir (6).

[1.2. Fruktoz

Fruktoz 6nemli bir besinsel monosakkarittir. Fruktoz; meyve sekeri olarak
da bilinir. Meyvelerde, balda, disakkarit olan sukrozda ve HFCS’de bulunur (7).
En 6nemli fruktoz kaynagi hazir gida tretiminde yaygin olarak kullanilan ylksek
fruktozlu misir surubudur. Glukoz ve fruktoz benzer formule sahiptir. Glukoz ile

ayni enerji yukune sahiptir. A¢lik kan fruktozu 1 mg/dL duzeyindedir (8).

Fruktoz Emilimi: Karbonhidratlar intestinal brush border hidrolaz enzimleri ile
monosakkaritlere (glukoz, galaktoz, fruktoz) parcalanirlar daha sonra absorbe
edilirler. Fruktoz apikal membrandan GLUTS araciligiyla kolaylastiriimis
difizyonla alnir. Glukoz ve galaktozun aksine, fruktoz gastik bosalmayi
geciktirerek gida alimini inhibe edebilir, yavas bir sekilde absorbe olmasina
onculik eder. Glukoz ve/veya fruktoz GLUT 2 mRNA ekspresyonunu artirabilir.
Oysa GLUT 5 mRNA transkripsiyonu sadece fruktoz tarafindan artirilir ve

bdylece fruktoz kendi absorbsiyonunu artirir. Glukoz ve/veya galaktozun fruktoz



absorbansini artirdigi ¢alismalarda gosterilmistir. Mekanizmasi net olarak
anlagilamasa da glukoz varliginda iki monosakkaritin disakkaridaz iligkili
transport sistemi ile kombine olarak absorbe oldugu ileri surtlmektedir. Bazi
calismalar glukozun pasif difizyon vyoluyla fruktoz emilimini artirdigini
savunurken, digerleri intestinal Iimende artan fruktoza yanit olarak brush border
membrana GLUT2 destegi yapildigini savunmaktadir. Ozetle fruktoz glukozdan
farkh bir transport sistemi kullanir ve hem glukoz varliginda hem de fruktoz
varliginda fruktoz emilimi artar. Bu veriler 6zellikle HFCS, sukroz ve bal gibi hem
glukoz hem fruktoz iceren gidalarin sindirimi sirasinda fruktoz emiliminin daha
fazla olabilecegini dustindurmektedir (9).

Sekil 1:Fruktoz ve glukoz intestinal absorbsiyonu

Fruktoz Metabolizmasi: Fruktozun transport ve metabolizmasi insiline bagimli

degildir, metabolizmasi hizlidir ve bdbrek esik degeri disuktir. Blyuk bir kismi



karacigerde olmak Uzere bagirsak, kas ve yag dokusunda metabolize edilir.
Genel olarak fruktoz iki farkli sekilde glikolitik yola girer.Birincisi; karacigerde
fruktoz fruktokinaz tarafindan fosforillenerek fruktoz 1-fosfata cevrilir. Bu enzimin
fruktoza ilgisi yUksektir (Km’i disuk). Fruktoz 1-fosfat daha sonra fruktoz-1 fosfat
aldolaz (Aldolaz B) tarafindan dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehite gevrilir.
Dihidroksiaseton fosfat bir izomeraz etkisi ile gliseraldehit 3-fosfata donusebildigi
gibi, gliseraldehit bir kinaz etkisiyle de gliseraldehit 3-fosfata dénusebilir. Daha
sonra bu iki trioz fosfat aldolaz enzimi ile birlestirilir ve sirasiyla frutoz 1,6-
bifosfat, fruktoz 6-fosfat ve glukoz6-fosfat olusturur. Fruktoz 1-fosfatin glikoliz
ara maddelerine donusimunde heksokinaz ve fosfofruktokinaz 1 reaksiyonlari
devre disi kaldigi igin fruktoz karacigerde glukoza oranla ¢ok daha hizli
metabolik degisime ugramaktadir. ikincisi; karaciger ve kas yakit olarak
oncelikle glukozu kullanir. Heksokinazin fruktoza olan ilgisi, glukoza olan ilgisinin
1/20’si kadar oldudu i¢in 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 donustirilerek fosforillenir (7).
Fosforilasyon sirasinda adenozin trifosfat (ATP) tikenir ve intraselluler fosfat
dizeyi azalir. Bu basamak glukokinazla olan glukozun fosforilasyonundan
farklidir. Glukoz metabolizmasinda, ATP tukenmesi ve asir fosforilasyon bir
feedback sistemi ile (hiz kisitlayici enzim araciliiyla) onlenir. Fruktoz ise
glukozdan farkh olarak; devam eden reaksiyonlar ile ya glukoneogenez ile
glukoz olusumuna ya da de novo trigliserid sentezine yonlendirilir. Bu durum
glukoz metabolizmasina gore farkhdir. Fruktozun fruktoz-1-fosfata donusumu
asamasinda hiz kisitlayici enzim etkisi yoktur. Bu nedenle fruktoz kaynakh ara
metabolitler glikoliz yoluna dahil olarak gliserol ve yag asidi sentezinde kullanilir
ve ftrigliserid olusumuna neden olurlar. Yuksek miktarda fruktoz tuketimi
sonucunda da; serum yag asiti duzeyleri artar ve insulinden bagimsiz yag
depolanmasina neden olarak obesiteye (6zellikle de abdominal bdlgede
yaglanmaya) neden olur (8). Ayrica karacigerde piruvat ve laktat UGretimini artirir,

glukoz toleransini dusurur, insulin direncincini artirir ve serbest yag asitlerinin



dengesini oksidasyondan esterlesme yonune cgevirerek VLDL sekresyonunu
artinir (10). Fruktozun metabolize edilmesi sirasinda intraselluler ATP azalmasi
gorulir ve adenozin monofosfat (AMP) sonunda urik asite donusur. Fruktoz
alimindan sonraki 30-60 dakika icerisinde urik asit yalnizca hucre icerisinde

degil ayni zamanda dolagimda da artar (8).
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Sekil 2:Karacigerde fruktoz metabolizmasi

Fruktoz, insiilin Direnci, Obezite ve Metabolik Sendrom: Obezitenin hastalik
olarak siniflanmasinin Uzerinden henliz 50 yil ge¢cmisken gunumuizde bir
epidemi haline gelmistir. Ozellikle cocuk ve adolesanlarda hizla artmasi yeni
cevresel faktorlerin soruna dahil olabilecegini distndirmustir. Epidemi halini
almasindaki g¢evresel ana etmen fazla kalori alimi ve hareketsizlik olarak ele
alinmaktadir. Fruktoz igerigi yliksek islenmis gida tuketimindeki artigin patojenik

roli Gzerinde durulmaktadir. Epidemiyolojik c¢aligmalar fruktozdan zengin



gidalarin ve seker tuketiminin artisi ile obezite insidansinin artigi arasinda
korelasyon oldugunu gostermistir. Yuksek fruktozlu diyetle beslenen sicanlarda
yapilan pek c¢ok calismada metabolik sendrom, hipertrigliseridemi, bozulmus
glukoz toleransi, insdlin direnci, hiperlUrisemi, endotelyal disfonksiyonu,
hipertansiyon ve vicut agirhginda artis saptanmistir. Ayni miktarda glukozla
beslenen sicanlarda ayni durum gozlenmemigtir. Bununla ilgili bir takim
mekanizmalar ortaya atilmistir. Akut fruktoz tlketimi insilin ve leptin salinimini
uyarmamakta, postprandial ghrelin supresyonu da yapmamaktadir. Uzun
donemde ise yuksek fruktozlu gidalarla beslenmek kalori alimini artirarak kilo
alimi ve obeziteye neden olmaktadir. Sigan ve insan c¢alismalarinda kronik
fruktoz tlketiminin leptin dizeylerini artirdi§i gosterilmistir. Bu durumun leptin
direncinin bir géstergesi oldugunu ve obezitenin altinda yatan ana mekanizma

oldugunu ileri sirmuslerdir (11).

[1.3. Yuksek Fruktozlu Misir Surubu (HFCS)

HFCS misirdan elde edilen, sukroza alternatif olarak Uretilen sivi bir
tatlandiricidir. Kimyasal ve enzimatik hidroliz teknikleri kullanilarak sivilastirma,
parcalama ve izomerizasyon asamalari ile Uretiimektedir. Kompleks bir proses
sonunda farkli fruktoz iceriklerine sahip 3 farkh surup elde edilir. HFCS 90 %90
fruktoz, %5 glukoz, HFCS 55 %55 fruktoz, %42 glukoz, HFCS 42 %42 fruktoz,%
53 glukoz icerir (12).

HFCS’nun kalan kismini bagh glukoz, maltoz (di-glukoz) ve maltotrioz (tri-
glukoz) olusturur (13). Bu ug¢ farkl fruktoz igerikli HFCS igerisinden bir tanesi
gida Ureticilerine daha gekici gelmistir. Sukrozdan daha fazla fruktoz icermesi
nedeniyle daha lezzetli olan HFCS 55 Ozellikle gazl icecekler, meyve sulari,
cikolata, kek, sekerleme, recel, marmelat ve jole gibi genis bir kullanim alani
bulmustur. HFCS 42 ise daha hafif bir tatlandirici oldugundan ve dogal tatlari
maskelemediginden baharat, sos, c¢orba, konserve meyve gibi islenmig

gidalarda daha yaygin kullaniimaktadir (12). 1960’larin ortasina kadar sukroz



(%50 fruktoz, %50 glukoz) yiyecek ve icecek endistrisinde en sik kullanilan
tatlandiriciyken, takip eden dekatlarda gida endustrisinin gelismesi ve HFCS
Uretimindeki artisla birlikte HFCS islenmis gidalardaki sukrozun yerini almistir
(14).

HFCS’nin tatlandirici olarak tanitilmasindan ¢ok kisa slre sonra genis bir
kullanim alani bulmasindaki ilk etken fiyatinin sukrozdan daha ucuz olmasidir.
GunumuiUzde Amerika’da tatlandirici kullanilan gida ve igeceklerin %40’inda
tatlandirici olarak HFCS bulunmaktadir. Sukrozda esit miktarda glukoz ve
fruktoz birbirine glikozitik baglarla baglidir, metabolizmasi sirasinda bu baglar
koparak monosakkarit bilesenlerine donuserek metabolize edilir. Oysa HFCS
hem daha fazla fruktoz icerir hem de icerigindeki fruktoz ve glukoz serbest halde
bulunmaktadir bu sayede vicutta daha hizli metabolize olmaktadir(12). Fruktoz
sukrozdan daha tatlidir. Tathlik derecesi sukroz icin 100 kabul edildiginde,

glukozun tatlilik derecesi 74, fruktozunki ise 173’tur (15).
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Sekil 3:Sukroza gore tatlihk (%)

Bu verilere gére HFCS-42 1.16 kat, HFCS-55 1.28 kat sukrozdan daha

tath olmahdir. Buna karsilik Hanover ve White galismalarinda referans olarak



sukrozun tathhgint 100 aldiklarinda fruktozun tatlihgini 117, HFCS 55’in tatlihgini
99 bulmusglardir. Iginde sukroza gére daha fazla fruktoz bulunduran HFCS 55’in
tadinin sukrozdan daha az olmasini anlamak zordur (16). 2008 vyilinda
Amerika’da USDA (United States Departments Of Agriculture) verileri
incelenerek yapilan galismada 1970 ile 1999 yillari arasinda HFCS tuketiminin
%1000 artig gosterdigi saptanmistir. 2 yas ve uzeri Amerikalilarda gunluk HFCS
tuketimi 50g/kisi veya 189kcal/kisi olarak hesaplanmistir. Amerikada diyetle
alinan fruktozun ana kaynagi HFCS’dir (12).

2006 yili itibari ile dinyada yuksek fruktozlu misir surubu Uretimi yaklagik
12.5 milyon ton iken, ulkemizde 2010 yih itibari ile 400 bin ton civarindadir.
Avrupa Birligi Ulkelerinde nisasta bazli seker igin ortalama %Z2’lik kota
bulunurken, seker pancarindan seker uretiminde birinci ve ikinci sirayl paylagsan
ulkelerden Fransa’da bu oran %0.42, Almanya’da ise %0.89'dur. Turkiye’de ise
2001 yihinda gikarilan Seker Yasasi ile nigasta bazli seker kotasi %10 olarak
belirlenmis ve Bakanlar kuruluna bu miktari %50 artirma ve azaltma yetkisi
verilmistir. Bakanlar Kurulu da bu yetkiye dayanarak nigasta bazli seker kotasini
derhal %50 artirarak %15’e ¢cikarmigtir (17).

HFCS tuketimindeki artis arastirmacilari saglik agisindan olasi olumsuz
etkilerini arastirmaya itmistir. Son U¢ dekatta obezite, kardiyovaskuler hastalik
ve metabolik sendrom insidansi artisina HFCS tlketimindeki artisin sebep
oldugunu ileri stiren ¢alismalar son 10 yil iginde yayinlanmistir. Ancak HFCS ve
sukrozun metabolik etkileri arasindaki farkin net olarak ortaya konmadigini,
HFCS’nin dogrudan obeziteye sebep olmadigini, genel popullasyonda yuksek
kalorili besin tuketimi ve hareketsizligin obezite i¢in asil problem tegkil ettigini
bildiren yayinlar da mevcuttur (12).

Cok sayidaki calismada obezite, diyabet ve metabolik sendromda HFCS
roli incelenmistir. Bu ¢alismalarin en 6énemli bulgulari sunlardir; kilo alimi ve
obezite, insulin direnci gelisimi, lipogenez ve trigliserid artigi,non alkolik yagli
karaciger hastaligi, gerekenin Uzerinde kalori alimi sonucu leptin direnci ve

dizenlenme yetenegi azalmis doygunluk, glikolizasyonu artan proteinler ve olasi
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tip 2 diyabet. Yayinlanan raporlarin galisma tasarimlarinda ¢ok fazla gesitlilik

mevcuttur. Ozellikle saf fruktoz kullanilan hayvan tabanli calismalarda c¢ok

olumsuz metabolik etkiler saptanmistir (16,18-21).

Ozetle;

HFCS’nin sukroza oranla pek ¢ok avantaji vardir:

1.

8.

HFCS sukrozdan daha ucuzdur.

2. Fruktoz icerigi yluksek olan HFCS sukrozdan daha tathdir.
3.
4

. Sukroza gore stabilitesi daha ylksek ve belli sartlarda kristalizasyonu

HFCS sukrozdan daha iyi ¢dzlnebilmektedir.

daha dusuktar.

HFCS sivi formdadir bu da tasinmasini ve 0zellikle sivi igeceklerde
kullaniimasini daha kolaylagtirmaktadir.

HFCS asidik karakterli oldugu i¢in koruyucu etkiye sahiptir, kullanildigi
formulasyonlarda diger koruyucularin kullanim oranlarini
dusurebilmektedir.

HFCS, tadi maskelemeden tatlandirma o6zelligine sahip oldugu igin
aromali gidalarda yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

Uriinlerin lezzet ve tiiketim kalitesini artirmaktadir.

Dezavantajlari ise:

1.

Daha az insulin salgilanmasina neden oldugu i¢in doyma hissini
etkilemektedir.

Fruktoz fazlasi hizla trigliseride cevriimekte ve ozellikle yag dokusunda
depolanmaktadir.

HFCS’nin genetigi degistiriimis misirdan Uretilmesi, genetigi degistiriimis
uranlerden duyulan endiseleri bu Grine de tagimaktadir.

Urinlerin lezzet ve tlketim kalitesini artirdidi igin asiri gida tiketimine,
asiri kalori alimina neden olmaktadir.

Basta obezite olmak Uzere, insulin direnci, hipertrigliseridemi, metabolik
sendrom, non alkolik yagli karaciger hastaligi gibi birgok saglik sorununa
yol actidi bildiriimektedir (12,17).
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I1.4. insiilin Ve insiilin Direnci

insiilin: Insiilin pankreastaki langerhans adaciklarinin beta-hiicreleri tarafindan
uretilen, 21 amino asitlik A zinciri ile 30 amino asitlik B zincirinden olusmus bir
polipeptit hormondur (22,23). A ve B zincirleri iki disulfit kdprusu araciligiyla
birbirine baglanmistir. Insilin preprohormon olarak ribozomda sentezlendikten
sonra hidrofobik pre kismi molekilin endoplazmik retikulum sisternasina
yonlenmesini saglayarak ayrilir. Proinsulindeki C zinciri A ve B zincirleri
arasindaki disulfit kopralerinin olusumu icin gerekli konformasyonu sadlar.
Proinsulin golgiye tasinarak sekretuvar granllerde depolanir. Proinsulinin %95’i
insiiline cevrilir. insan pankreasi giinde 40-50 (nite insilin salgilar. insilin

salgilanmasini uyaran faktorler;

e Kan glukozunun artmasi,

e Proteinle beslenme, 6zellikle 16sin, arginin, lizin amino asitlerinin yiksek
kan duzeyleri,

e Gastrik inhibitér polipeptid, kolesistokinin, sekretin, gastrin, VIP, glukagon
gibi hormonlarin artigl,

e Silfonillre grubu ilaglar, B-adrenerjik agonistler,

e Buyume hormonu, kortizol, plasental laktojen, dstrojen ve progesteronun

uzun sureyle asiri duzeyleri

Insllin karaciger, kas ve yag dokusu olmak Uzere (i¢ ana hedef dokuya
etki yapar. insilin kana salgilandiktan sonra hedef dokuya ulasir ve membran
reseptériine baglanir. insilinin etkisinde birinci basamak iki a iki B dort
altbirimden olusmus reseptore baglanarak, reseptoriin otofosforilasyonla tirozin
kinaz aktivitesini baglatmaktir. Tirozin kinaz aktivitesi insilin Reseptdr Substrat-
1(IRS-1) gibi gesitli proteinlerin fosforilasyonunu uyarir. insilin etkisiyle glukozun

%50’si enerjiye(glikoliz), %30-40’1 yada, %10’u glikojene cgevrilir.

12



instlinin  Etkileri: insulin etkileri, hormon membran reseptdrine
baglandiktan sonra hucre icinde reseptorin tirozin kinaz bdlgelerinin
otokataliziyle baslar. Yemekten sonra salgilanan insulin, karaciger ve kas
dokusunda glikogenez, yag dokusunda lipogenez ve cesitli dokularda protein

sentezini uyararak anabolik yonde etki eder.

Insilin karacigerde glikolizi ve glikojen sentezini artirir. Lipolizi baskilar,
lipogenezi ve lipoprotein lipazi uyarir. Glikoneogenezi ve protein katabolizmasini
inhibe eder. Yag dokusunda triagilgliserol sentezini uyarir. Kas dokusunda
glukoz transportunu arttirir. Glikojen sentezini ve glukoz metabolizmasini

hizlandirir. Amino asidin hicrelere girisini ve protein sentezini arttirir (23).

insiilin Direnci: Insiilin direnci, insilinin glukozu hiicre icine génderme etkisinin
azalmasi veya kaybolmasi olayidir. Bu olay sonunda kanda artan glukoz, insulin
salgilama mekanizmasini uyarir. Boylece hiperglisemi ve hiperinsilinemi birlikte
olusur. Bu o&zellik insilin direncinin en gdze c¢arpan tablosudur. insilinin
karaciger, kas ve yag dokusundaki etkilerine kargi diren¢ olusarak, karaciger
kaynakh glukoz yapimi artar. Kas ve yag dokusuna insulin araciligiyla olan

glukoz alimi azalir.

Insulin direnci olan bireylerde ancak fazla miktarda insilin ile normal
karbonhidrat metabolizmasi idame ettirebilmektedir. Pankreasta bir bozukluk
olmadigi surece kompensatuvar hiperinstulinemi ile normal karbonhidrat
metabolizmasi idame ettirilir. Beta hiicresinde programlanmis bir defekt var ise,
bir sure sonra beta hlcresi kompensatuvar hiperinsulinemiyi saglayamaz.
Bozulmus glukoz toleransi veya Tip 2 diabetes mellitus geligir.
Hiperinsulineminin aterosklerozu uyardigi endotel ve intima kalinlagmasini
arttirdigi soylenirse de, ateroskleroza yol agan neden hiperinsulinemi degil,
hiperinsilinemi tablosu goésteren insdlin direncidir. Cunkd UKPDS (United
Kingdom Prostective Diabetes Study) calismasinda disaridan verilen ve siki

diyabet kontrolu saglayan hiperinsulinemi degerindeki insulinin kardiovaskuler
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komplikasyonlara yol agmadigi aksine komplikasyonlarin azaldigi goézlenmistir.
Insiilin  tedavisi hiperinsilinemi olusturmasina karsin glisemik kontroli
saglayarak ve lipoprotein lipazi aktive ederek anti aterojen etki gosterir. Yogun
insulin tedavisi kuguk yogun LDL miktarinini ve lipoproteinlerin glikolizasyonunu
ve oksidasyonunu azaltarak, olumlu etkiler gosterir. Ancak glisemik kontrol ile
lipid duzeylerindeki iyilesme higbir zaman tamamen normale donugu

saglayamaz (24).

Normal insulineminin vaskuler diren¢ Uzerine olumlu etkisi vardir. Obez
olmayan, insilin direnci bulunmayan normoglisemik bireylere instlin inflzyonu
ekstremite kan akimini, kalp debisini arttinr. Obez ve insllin direnci
bulunanlarda insulin, iskelet kasinin vaskuler direncini azaltamaz dolayisi ile kan
akimini artiramaz, boylece kalp debisini de arttiramaz. Bu kigilerde ve tip 2
diyabetiklerde insilinin endotel hicresinden nitrik oksit (NO) uretimini uyaran
fosfatidilinozitol-3 kinaz (PI-3 kinaz) yolunda defektler oldugu gdézlenmistir.
Kisaca insulin direnci insulinin vazodilatasyon etkisinin gelismesini engeller. Bu

da hipertansiyonun gelismesinde énemli rol oynar.

IRAS (Insulin Resistance Atherosclerosis Study) calismasinda insulin
direnci ile karotis intima-media kalinli§i arasinda korelasyon bulunmasi instlin
direncinin aterosklerozda bagimsiz etken oldugunun isareti olarak kabul

edilmigtir. Ancak bu iligki ancak beyazlarda bulunabilmistir (25).

insiilin direnci hiicresel olarak prereseptdr, reseptér ve postreseptér
olmak lizere (¢ dizeyde siniflandirimaktadir. insilin direncinin olusmasinda

postreseptor dizeyindeki defektler daha énemli rol oynar (26).
instilin direncinin hiicresel siniflamasi
A. Prereseptor duzeyde insulin direnci:

1. Anormal beta hiicre salgi Uriinleri: insiilin geninde yapisal mutasyonlar

sonucu, anormal defektif insulin molekdllleri olusur. Ayrica proinsulin
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molekulinde proteolitik pargalanma bolgesindeki yapisal anormaliye bagl
olarak, proinsulin-insulin déonigimu tam olmaz. Tum bu nedenlerle endojen

insuline kargi doku yaniti azalarak direng olusur.

2. Dolasan insulin antagonistleri: Bunlar Kkortizol, buyume hormonu,
glukagon, katekolamin gibi hormonal antagonistler, serbest yag asitleri, anti
insulin antikorlari ve insulin reseptor antikorlari gibi hormonal olmayan insulin

antagonistleridir.
3. Iskelet kasi kan akiminda ve kapiler endotel hiicrelerde bozukluklar
B. Reseptor duzeyinde insulin direnci:

1. Reseptér sayisinin azalmasi: Tip 2 diyabetiklerde reseptor afinitesinde
herhangi bir degisiklik olmaksizin insulin reseptdor sayisinda azalma s6z

konusudur.
2. Reseptor mutasyonlari
C. Postreseptor dizeyinde insulin direnci:

Son yillarda insulin direncinin olusmasinda en 6nemli katkiyl postreseptor

defektlerin sagladigi ileri sirulmektedir (26). Bunlar;
1. insllin reseptor trozin kinaz aktivitesinin azalmasi
2. Insdlin reseptor sinyal ileti sisteminde anomaliler

3. Glukoz transportunda azalma

N

. Glukoz fosforilasyonunda azalma

o

Glikojen sentetaz aktivitesinde bozulma

(o2}

. Glikolizis/glukoz oksidasyonunda defektler

insilin direncinin anatomo-patalojik siniflamasi
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A. Iskelet kasinda insllin direnci: Kas gibi periferik dokular instilin direncinin
primer yeridir. Yapilan bir¢ok calismada da tip 2 DM li hastalarda insulin ile
uyariimis glukoz kullaniminda defektin en fazla oldugu yerin iskelet kasi oldugu
g6sterilmistir (27). iskelet kasinda insiiline bagli glukoz kullaniminda defekt tip 2

diyabetikler disinda non-diyabetiklerde de gorulmektedir.

B. Yag dokusunda insulin direnci: Yag dokusundaki hormon sensitif lipaz,
trigliseridleri esterlesmemis yag asidi (NEFA) ve gliserole pargalar. Bu islem
normalde insilin tarafindan inhibe edilir. Bu ylzden yag dokusundaki lipolizis
insuline ¢ok hassastir. Tip 2 DM ve sismanlikta ise insulinin antilipolitik bu
etkisine karsi diren¢ gelismektedir. Bundan dolay! insulin direnci veya insulin
eksikligi hormon duyarli lipazin aktivitesinde artisa yol agcarak NEFA salinmasini

artirir.

C. Karacigerde insulin direnci: Genel olarak, tip 2 DM da, karacigerin de
insulin etkisine direngli oldugu kabul edilmektedir. Bu hastalarda aclik
hiperglisemisinin tamaminin karaciger glukoz yapimindaki artisa bagh oldugu
kabul edilmektedir. Karacigerden glukoz yapimi glikojenolizis ve glikoneogenez
yolu ile olur. Hepatik glukoneogenezdeki artisin kesin mekanizmasi
bilinmemekle beraber hiperglukagonemi ve laktat, alanin ve gliserol gibi

glikoneojenik prekursorlerin artigi sdzkonusudur.
insiilin Direnci Olgiim Metodlari

Gunumuzde periferik insulin direncini degerlendirme metodlarini su

sekilde siniflayabiliriz.
1. insilin duyarllik indeksleri
2. Insiilin- glukoz - C-peptid oranlari
3. Oral glukoz tolerans testi (OGTT)

4. Continuous Infusion of Glucose with Model Assessment (CIGMA)
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5. Minimal Model ile FSIVGTT

6. Insdlin tolerans testi

7. Hiperinsulinemik Oglisemik Klemp Testi (HECT)
8. Homeostasis Model Assesment (HOMA) (28).

Altin standart tani yontemi, oglisemik insulin klemp testidir. Pahali ve
zahmetli bir test olup, klinik pratikte kullaniimaz. Klinik pratikte en sik kullanilan
yontem HOMA formdludar. Normal bireylerde HOMA degeri 2.7°den dusuk
olarak bildiriimektedir, 2.7'nin Uzeri ise degisik derecelerde insulin direncini

yansitir.

[HOMA: aclik insdlini (uU/ml) x aclik plazma glukozu (mg/dl) / 405)] (29).

[1.5. Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PKOS) dogurganlik ¢cagindaki kadinlarda en sik
gorulen endokrin bozukluktur. Sendromun prevalansi yaklasik %6-8 olarak
bildiriimektedir (30). ilk kez 1935 yilinda Stein ve Leventhal tarafindan, yedi
hastadan olusan bir seride polikistik overler ve amenore birlikteligi seklinde rapor
edilmigtir (31). Aradan gecen 80 yillda PKOS alaninda onemli gelismeler
kaydedilmis olmakla birlikte, ginUmuzde halen sendromun etyopatogenezi ve
tani kriterleri hakkinda tartismalar suregelmektedir. En yaygin olarak kullanilan
tani kriterleri, 1990 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitlleri
(NIH) tarafindan dizenlenmis bir konferansta olusturulmustur (32). Buna gore,
PKOS tanisi igin klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari ile
kronik anovulasyon bulunmasi ve Cushing sendromu, hiperprolaktinemi, klasik
olmayan konjenital adrenal hiperplazi gibi PKOS benzeri klinige yol agabilecek
diger nedenlerin ekarte edilmesi gereklidir. Buna karsilik, 2003 yilinda 1990 NIH
kriterleri yeniden g6zden gegcirilmis ve oncekine benzer sekilde diger etyolojik

nedenler ekarte edildikten sonra sendrom tanisinin U¢ kriterden (oligo-
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anovulasyon, klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari ve
ultrasonografide polikistik overler) ikisinin birlikteligi ile koyulmasi onerilmigtir
(33-34).

Kronik anovulatuvar infertilitenin en sik nedeni olan PKOS, multisistemik
reproduktif-metabolik  bir sendrom olarak tip 2 diyabet, dislipidemi,
kardiyovaskuler hastalik ve endometriyal karsinoma gibi uzun dénem saghk
riskleri tagsimasi nedeniyle ginumuzde bir halk saghgi problemi olarak da on
plana ¢gikmaktadir.

PKOS genellikle peripubertal donemden itibaren baslayan menstruel
dizensizlikler (oligo-amenore, disfonksiyonel uterus kanamasi),
hiperandrojenizm bulgulari (hirsutizm, akne, ciltte yaglanma, androjenik alopesi)
ve infertilite ile karsimiza cikmaktadir. Polikistik over sendromunun bulgu ve
belirtileri arasinda Hirsutizm %60-90, Oligomenore %50-90, infertilite %55-75,
Polikistik over %50-75, Obezite %40-60, Amenore %25-50, Akne %25,
Disfonksiyonel uterus kanamasi %30, normal menstriel patern %22 oraninda
gOrulmektedir (35).

Hastalarin laboratuvar incelemesinde over ve adrenal kokenli androjenik
hormonlarda artigla karakterize hiperandrojenemi gozlenir. Ayrica, LH (luteinizan
hormon) duzeylerinde ve LH/FSH oraninda artig olabilir. Yaklasik %25-60

olguda hiperinsulinemi ve insulin direnci saptanabilir (36,37).

PKOS Etyopatogenezi

Etyoloji kesin olarak bilinmemekle birlikte PKOS, genetik ve cevresel
faktorlerin etkilesimiyle ortaya ¢ikmis sik gorulen ve kompleks bir hastalik olarak
degerlendirilebilir. Sendromun fizyopatolojisinde gonadotropin dinamiginde
degisiklikler, steroidogenez defektleri, insulin salinim ve etki bozukluklar
beraberinde genetik faktdrler 6n plana ¢ikmaktadir.

insulin direnci ve beraberinde kompensatuvar hiperinsulinemi hem zayif
hem de obez PKOS hastalarinda goérulebilen bir bulgudur (36). PKOS’da insulin

direncinin degerlendiriimesindecalisilan populasyonun &zellikleri ve kullanilan
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insulin direnci 6lgum metotlari sonuglar Gzerinde 6nemli etkiye sahiptir (38).
Sendromda insulin  etki anormalliklerinin  mekanizmasi net olarak
bilinmemektedir (39). ilk kez 1980 yilinda Burghen ve arkadaslari tarafindan
obez PKOS’lu hastalarda hiperandrojenizm ve hiperinsulineminin pozitif lineer
korelasyonunun bulunmasinin ardindan bir¢ok ¢alismada zayif ve obez PKOS
hastalarindainsulin direnci goOsterilmigtir, ancak ne obezite ne de tek basina
androjen fazlaligi PKOS’de gorilen insullin etki bozuklugunu agiklamamaktadir
(39,40). Ayrica, her PKOS hastasinda insulin direnci olmadigi gibi, insulin
direnci 6lgumu PKOS tani kriterleri arasinda da yer almaz (38). PKOS'’da insulin
direnci ve hiperinsulinemi overde androjen sentezini ve ayrica seks hormon
baglayici globulin (SHBG) dizeylerini azaltarak serbest testosteron dizeyini
arttirmaktadir. insilin direncini inceleyen bazi calismalarda, insiilinin reseptore
baglanmasi normal iken, insulin-aracili glukoz transportunun azalmis oldugu

(artmis serin fosforilasyonuna bagli postreseptor defekt) saptanmistir (39).

PKOS ve Obezite

Obezite PKOS’lu kadinlarda sik gorilur ve genetik faktorler, fiziksel
aktivite ve diyetle baglantili olabilir. Android tip veya santral obezite KVH riski ile
bagdimsiz bir iligki icerisindedir ve tek basina obeziteden daha 6nemli bir
prediktordir. PKOS’lu kadinlarda android tipte obezite sikga goriimektedir.
Anovulasyonu ve PKOS'’u olan kadinlarda obezite sikhdinin %50’nin Gzerinde
oldugu bilinmektedir (41). Obezite, normal ovulasyonu bozan U¢ degisiklik
yapmakta olup, zayiflama ile bu degisikliklerin hepsi dizelebilmektedir:
1. Periferde androjenlerin 6strojenlere aromatizasyonunda artis.
2. Serbest Ostradiol ve testosteron dizeylerinin artmasina neden olan SHBG
dizeylerinde azalma.

3. Overin stroma dokusunda androjen sentezini uyaran insulin dizeyinde artis.
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PKOS ve insiilin direnci

Hiperandrojenizmin insulin direncine neden olmadigi gosterilmigtir (41-
43). Ancak hiperinsulineminin hiperandrojenizme neden oldugu bilinmektedir.
insiilin, in vitro olarak kendi reseptorii veya IGF-1 reseptorii lizerinden overlerde
androjen Uretimini artirir (44). in vivo olarak ise insilinin 17 alfa hidroksilaz ve
17.20 desmolaz enzim sistemi (P450c17) Uzerinde stimule edici etkisi oldugu
g6sterilmistir (45). insilin androjen dlzeylerini dolayli olarak da etkileyebilir.
Ornegin gonadotropik hormon salgilatici hormona (GNRH) karsi gonadotopik
hormonlarin (LH, FSH) cevabini artirarak androjen dizeylerini artirabilir (46).
Bunun yani sira insilin, SHBG’nin karacigerde Uretimini azaltma yoluyla biyolojik
olarak aktif androjen olan serbest testosteronun dolagimdaki miktarini artirarak
da hiperandrojenizme neden olabilir. Insiilin karacigerde insilin benzeri biiylime
faktord baglayici protein- | 'in (IGFBP- 1) yapimini engellerken IGF-I 'in overlere
baglanmasini artirabilir (47-48). IGF-I hem LH'nin overlerde androjen uretimi
uzerindeki etkisini artirir, hem de overlerden androjen salinimini artirir. Polikistik
over sendromunda adrenallerde ve overlerdeki P450cl17 enziminin liaz
aktivitesinde artis oldugu dusunulmektedir (45). Bu enzimin aktivitesi serin
fosforilasyonu ile artar (49). Buna gore, serin fosforilasyonunun insulin direnci
olusumunda ve androjen Uretiminin artmasindaki temel olay oldugu 6ne
surtimastir (50). insilin direnci olan bireylerde artmis insilin diizeylerinin,
insulin etkisine direng olmasina ragmen nasil diger dokularda, 6rnegin overlerde
insulin aracili hiperandrojenizme neden oldugu tartisiimakla birlikte, instline
direncin bir bireydeki tim hicre tiplerinde degil, sadece bazi hicre tiplerinde
olabilecegi gosterilerek insulin direngli bireylerde artmis olan insdlinin, insilin

aracili hiperandrojenizme neden olabildigi ispatlanmistir (51-52).
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ll. ARAG, GEREG VE YONTEMLER

lll.1. Caligma Grubu

Calisma icin Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Deney Hayvanlari etik
kurulundan onam alinmistir. Calismamizda, Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiltesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin edilen agirliklari 150-350 gr.
arasinda degisen erigkin 41 adet digsi Wistar albino cinsi sigcan kullaniimistir.
Temin edilen hayvanlarin daha énce ciftlesmemis ve herhangi bir deneysel
calismada kullaniimamis olmasina dikkat edilmigtir. Sigcanlarin laboratuvar
kosullarina adaptasyonu amaciyla 22°C isida 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
siklusu uygulanarak sigcan yemi serbest olarak (ad libitum) verilmistir. Deneysel
uygulamalar, deney hayvanlarinin bulundugu ortamdan uzak ve sessiz bir
calisma ortaminda yapilarak ve uygulamalar sirasinda sert ve ani hareketlerden
kaginilarak stres yaratiimamaya calisiimistir. Calismaya alinan her bir disi si¢can
baslangic agirhdini saptamak igcin tartlmis ve glukometre ile AKS
Olctlmastir.Arastirmamizda kullanilan Winstar Albino cinsi 41 adet disi sican 5
gruba ayrilarak gruplara asagida belirtilen diyet en az 6 hafta slre boyunca

uygulanmigtir:
+ Kontrol Grubu (n:11): Standart yem+ musluk suyu
* Glukoz Grubu (n:7):Standart yem + %30(w/v) Glukozlu musluk suyu
* Fruktoz Grubu (n:7):Standart yem + %30(w/v) Fruktozlu musluk suyu
* HFCS-55 Grubu (n:8): Standart yem + %30(v/v) HFCS-55- musluk suyu
* HFCS-90 Grubu (n:8): Standart yem + %30(v/v) HFCS-90- musluk suyu

6 hafta sonra her bir disi siganin Ostrus fazi, her sabah standart vajinal
surantl metoduyla tespit edildi. Vajinal surantuler gunde bir kez, 09:00-10:00
arasinda alindi. Deneklerin vulva bolgesi %70 etil alkolle silindikten sonra, steril

tahta cubuklarin pamukla kaplanmis ug¢ kisimlari nemlendirildi. Vajina
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duvarindan, nazikge suruntu alinip, lam Uuzerine yayildi. Oda sicakhdinda
kuruyan suruntilere %70 metanol uygulanip, yine oda sicakliginda kurutularak
fiksasyon saglandi. %1’lik Toluidin mavisi (Sigma-USA) ile 5 dakika boyanan
preparatlar distile su ile yikanip kurutulduktan sonra entellan ile kapatildi.
Mikroskop altinda incelenen sdruntilerden hucre populasyonunun %90’ini
nukleussuz kornifiye hucrelerin olugturdugu surintu veren denekler Ostrus
fazinda kabul edildi. Ostrus fazinda olan siganlar secilerek genel anestezi
altinda (75 mg/ kg Ketamin ve 10 mg/ kg Xylazine) intrakardiyak kan érnekleri ve
over 6rnekleri alinmistir. Alinan kan érnekleri 30 dakika icerisinde +4°C’de 4000
rom’de 10 dakika santrifij edilerek plazmalari ependorf tuplerine ayrilmigtir.
Ayrilan plazmalar ve eritrosit paketleri biyokimyasal analizlerin yapilacagi
zamana kadar —80 °C’de saklanmistir. Plazma 6rneklerinden rutin biyokimyasal
parametreler, leptin, MDA ve SOD, DNA/RNA Oksidatif Hasar belirteci;

eritrositlerden ise GPx ¢alisildi.

lll.2. Arag ve Geregler

a. Santrifij Hettich Rotina 35 R / Sogutmali (Germany)
b. Derin Dondurucu Thermo (-80°C)

c. Cam Pipetler Precicolor HBG (Germany)

d. Vorteks Yellowline (USA)

e. Elisa okuyucu EL-x 800 (USA)

f. Spektrofotometre UV 1601 (Japan)

g. Gama sayici ISOCOM I (USA)

h. Histoloji mikroskopu Olympus BX-40

lll.3. Yontemler
Biyokimyasal incelemeler
Plazma orneklerinde glukoz, total kolesterol, trigliserit, HDL, LDL

dizeyleri tam otomatik biyokimya analizérinde (Beckman Coulter AU2700,
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Brea, California, USA) endpoint kolorimetrik yontemle orijinal reaktifleri ile

calisiimistir.

Plazma orneklerinde leptin duzeyleri ELISA (enzim linked immunosorbant
assay) yontemiyle ticari kitle (BioVendor research and diagnostic products,
Karasek, Czech Rebuplic) calisiimistir. Leptin kitinin intra-assay varyasyon
katsayisi (CV) % 1,9, inter-assay CV ‘si %4,4 olarak bildirilmistir.

Plazma orneklerinde insllin dizeyleri EIA (enzim immuno assay)
yontemiyle ticari kitle (Bertin pharma, Montigny Le Bretonneux, France)

calisilmistir. insilin direnci HOMA formiilii ile hesaplanmistir.

Plazma oOrneklerinde DNA/RNA oksidatif hasar duzeyleri EIA (enzim
immuno assay) yontemiyle ticari kitle(Cayman Chemical Company, Michigan,
USA) calisiimistir. Kitin intra assay CV’si 3000 pg/ml konsantrasyonda%6,2
iken 263,4 pg/ml konsantrasyonda %4,7, 52 pg/ml konsantrasyonda %11,6
olarak saptanmistir. inter assay CV katsayilari ise 3000 pg/ml konsantrasyonda
%8,4, 263,4 pg/ml konsantrasyonda %05,5, 52 pg/ml konsantrasyonda %10,7

olarak bildirilmigtir.

Plazma o&rneklerinde superoksit dismutaz (SOD) dlzeyleri enzimatik
kolorimetrik yontem ile Cayman Chemical Company, Michigan, USA Kkitleri ile
calisildi. Kitin galisma prensibi, ksantin oksidaz/hipoksantin sistemi ile
olusturulan superoksit radikalinin tetrazolium tuzu ile renkli bilesik olusturmasina
dayanmaktadir. Ortamdaki SOD miktari slperoksit radikalini dismute
edecegdinden rengin siddeti SOD konsantrasyonu ile ters orantilidir. SOD’un bir
unitesi, superoksit radikalinin %50 dismutasyonu igin gereken enzim miktari
olarak tanimlanmistir. Kite ait intra-assay CV deg@eri %3,2, inter-assay CV degeri
%3,7 olarak bildirilmistir. Kitin olgum araligi 0.025-0.25 U/ml SOD degerleri

arasindadir.
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Plazma oOrneklerinde malondialdehit (MDA) duzeyleri spektrofotometrede
endpoint kolorimetrik yontemle ticari kitle (Oxisresearch, California, USA)
calisiimistir. Reaksiyonun prensibi, bir molekil MDA'nin 2 molekil kromojenik
reaktif N-metil-2-fenilindol ile +45°C’de reaksiyona girerek renkli karbosiyanin
maddesini olusturmasina dayanmaktadir. Bu maddenin absorbansinin 586 nm
dalga boyunda olgulmesi ortamdaki MDA konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kitin CV’si prospektlsinde %3,7’nin altinda olarak bildirilmistir.

Tam kan orneklerinde glutatyon peroksidaz (GPx) duzeyleri
spektrofotometrede kinetik yontemle ticari kitle (Randox, Crumlin, United
Kingdom) calisilmigtir. Kitin prensibi, indirgenmis glutatyonun (GSH) kumen
hidroperoksit ile GPx'In katalizledigi reaksiyonlaokside glutatyona (GSSG)
oksitlenmesi ve oksitlenen GSSG’nin glutatyon rediktaz enzimi araciligiyla
tekrar GSH’a donusturilmesi esnasinda ortamda bulunan indirgenmis
nikotinamid adenin dinukleotid fosfatin (NADPH) kullanilarak 340 nm dalga
boyunda meydana gelen absorbans azalmasinin izlenmesine dayanmaktadir.
Ornekteki hemoglobin miktari drabkin reaktifi ile spektrofotometrede kolorimetrik

yontemle odlgulerek GPx aktivitesi U/g Hb olarak hesaplanmistir.

Plazma orneklerinde serbest testosteron diizeyleri RIA (radioimmuno
assay) yontemiyle ticari kitle (Beckman Coulter, Prague, Czech Republic)
calisiimistir.Serbest testosteron kitinin intraassay CV’si%6,2’'nin altinda, inter

assay CV ‘si %9,7’nin altinda bildirilmistir.
Histolojik inceleme
Doku Orneklerinin Alinmasi ve Parafin Doku Takibi

Deney hayvanlari, Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari Biriminde
etik kurallara uygun olarak galisma 5 grup halinde yuratalmastar. Alinan

ovaryum doku drnekleri 151k mikroskop ile degerlendiriimek Gzere % 10 formalin
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solUsyonu ile 24-48 saat sureyle oda isisinda tespit edilmistir (Tablo 1). Doku
ornekleri, rutin 1sikmikroskobi parafin doku takibi yontemi ile takip edilerek;
derecesi giderek artan alkol serileri ile dehidratasyon iglemini takiben, ksilen ile

seffaflastirilarak parafine gémulmustar.

Tablo 1.Parafin Doku Takip Protokoll

A. TESPIT % 10 FORMALIN 24-48 SAAT
AKAR SU 24 SAAT
B. DEHIDRATASYON % 60 ALKOL .SAAT
% 70 ALKOL %SAAT
% 80 ALKOL 1%LSAAT
% 95 ALKOL 1%LSAAT
% 100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
% 100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
C. SEFFAFLASTIRMA ALKOL:KSILEN (1:1) %SAAT
KSILEN | 1 SAAT
KSILEN Il 1 SAAT
D. INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN (1:1) %SAAT
PARAFIN | 1 SAAT
PARAFIN II 1 SAAT
E. GOMME PARAFIN

Histopatolojik Degerlendirme

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracihgi ile alinan 5 pm’lik parafin
kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde birakildiktan sonra,
30’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutulmustur. Ardindan rehidratasyon iglemi
icin %95'den%60’a azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 5 dakika akarsu
altinda yikanmistir. Kesitler Hematoksilen Eozin (H-E) ile boyanmistir. Ayni
sekilde 5 dakika akarsu altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve
%9%5’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma
amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866,
Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatilmistir (Tablo 2). Isik mikroskobunda

incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirilmistir.
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Tablo 2. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolu

DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN | 30 DAKIKA
KSILEN Il 30 DAKIKA
REHIDRATASYON % 95ALKOL 2 DAKIKA
% 80ALKOL 2 DAKIKA
% 70ALKOL 2 DAKIKA
% B60ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 3 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
% 80 ALKOL 1 DAKIKA
% 95 ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA VEYA ETUVDE
KSILEN 1 SAAT
KAPAMA ENTELLAN

Gruplardan elde edilen ovaryum O&rneklerinin H-E boyali kesitlerinde,
kortekste bulunan gelisen follikul, primer folikil, sekonder folikul, Graff follikull

ve korpus luteum sayimlari yapiimistir.
indirekt immunohistokimya Boyamasi

Alinan kesitler immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60 C°lik
etlvde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma
islemi gerceklestirilmigtir. Ardindan % 95'ten % 60’a azalan derecede alkol
serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletiimigtir. Dakopen
(IM3580, Immunotech, France) ile sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin sollsyonu
icinde oda sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini
inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’luk H,O, uygulanmigtir. 3 defa 5’er dakika fosfat
tampon solisyonu (PBS; Posphate buffer solution) ile ylkanan kesitlere
bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision,

Fremont, CA) ile muamele edilmistir. Bloklama solusyonu dokudan
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uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar e-NOS, i-NOSile bir gece inkube
edilmistir. Ertesi gun tampon solusyonu 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 boyanmistir. Yine U¢ defa 5’er dakika
tampon  solusyonu solusyonu ile yikanan  kesitler,  olugturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun gorunurliguni saptamak amaciyla DAB ile 5
dk boyanmistir. Mayer’'s hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile
artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler
kapatma medyumu (AMLO60, Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatiimistir.
Immunohistokimyasal degerlendirme incelenerek yok veya zayif (+1) ve en

siddetli (+5) araliginda skorlanarak degerlendirilmistir.
TUNEL Metodu

TUNEL Yontemi ile apoptotik hicre 6lumunin belirlenmesinde DeadEnd
Colorimetric  TUNEL system, Promega G7130 kiti kullaniimistir. 5 pm
kalinhgindaki parafin bloklardan alinmis kesitler 1 gece 60°C’lik etuvde 1si ile
deparafinize edilmistir. Ardindan 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinize
edildikten sonra azalan alkol serileri ile 2'ser dakika (%95, %80, %70, %60)
rehidratasyon uygulanarak ve dokular serum fizyolojik ile oda isisinda 5 dakika
(%0.85 NaCl) muamele edilmistir. 5 dakika PBS (fosfat buffer solusyonu) ile oda
Isisinda yikandiktan sonra kesitler %4 paraformaldehit ile 15 dakika oda 1sisinda
muamele edilmigtir. Tekrar 5 dakika PBS ile oda isisinda yikanarak ve 1/500
oraninda PBS ile dilie edilen 20-ug/ml Proteinaz K 20 dakika doku kesitlerine
uygulanmigtir. PBS ile yikamayi takiben %4’lik paraformaldehit ile 5 dakika
yeniden fiksasyon yapilarak ve 5 dakika PBS ile oda isisinda yikanamigtir.
Kesitler 5- 10 dakika Equilibration buffer ile oda i1sisinda tutulduktan sonra TdT-
enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37 °C de 60 dakika plastik cover slipler
kesitleri kapatacak sekilde bekletilmigtir. 15 dakikalik SSC yikamasinin ardindan
5 dakika PBS ile oda isisinda yikanmistir. 3- 5 dakika hidrojen peroksit
uygulanmasi sonrasi 5 dakika PBS ile oda isisinda yikanarak,1/500 oraninda
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PBS ile hazirlanan Streptavidin HRP sollusyonu ile 30 dakika oda isisinda
inkibasyona tabi tutulmustur. 5 dakika PBS ile oda isisinda yikanarak ve
ardindan DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapilarak, birkag kez distile su ile
yikama yapilmigtir. Artalan boyamasi Mayer’'s Hematoksileni ile yapiimistir. Kér
yontemle TUNEL pozitif hicreler saptanmaya c¢alisiimigtir. Negatif kontrol igin
primer antikor yerine PBS, pozitif kontrol olarak da apopitozis oldugu bilinen
testis  dokulart  kullanilmistir. immunohistokimyasal  degerlendirmede
preperatlara boyanin yogunlugu ve dagilimina gére + (1), +++++ (5) olarak
korlemesine semi-kantitatif puanlama yapilmistir. Ortalamalar istatistiksel olarak

degerlendirilmigtir.

Morfometrik Analiz

Alinan oérneklerin H-E boyamalarin Resim 1’de gdsterilmistir.
Gorulen patolojik bulgular:

Sadece folikll sayisinda azlik +1,

Beraberinde folikll dejenerasyonu ve oosit yoklugu +2,
Beraberinde hemoroji ve 6dem +3,

Beraberinde kistik yapilar +4,

Beraberinde fibrozis +5 olarak degerlendirilmigtir.

Normal Folikiil(X40) Az Folikiil(x40)
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Oosit igeren foliklil(x200) Oosit olmayan Folikil

Hemoraji(X400) Hemoraji+Fibrozis

Resim 1. Patolojik skorlamada kullanilan histolojik parametreler i¢in alinan
goruntilerde azalmis folikll sayisi, folikil dejenerasyonu, 6dem, hemoroji,

konjesyon ve fibrozis goruntuleri.

Ayrica immunohistokimya goruntulerinde boyamanin yogunluguna ve

dagilimina gore yok veya en az +1 ile en ¢ok +5 arasinda skorlanmistir.
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istatistiksel Analizler

Tum analizler SPSS 16.0programi kullanilarak gergeklestirilmistir. TUm
gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirme Kruskal Wallis testi ile yapiimistir.
Gruplarin deney 6ncesi ve sonrasi agirlikari ile deney oncesi aglik kan glukoz
duzeyleri ve deney sonrasi aclik kan glukoz duzeyleri arasindaki farklarin
karsilastiriimasinda Wilcoxon Ranks testi kullaniimistir. Biyokimyasal analizlerde
calisma gruplari arasindaki farklarin karsilastirimasinda Mann Whitney U-testi,
histolojik verilerin yUzdelerinin karsilastirilmasinda ise Pearson ki kare testi
kullaniimistir. Tum testlerde p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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IV. BULGULAR

Calismaya Wistar Albino cinsi 41 disi sican dahil edildi. Calisma gruplari
asagidaki sekilde organize edilerek; 11 sicandan olusan standart yem ve icme
suyu tuketen kontrol grubu, 7 sicandan olusan standart yem ve %30’luk glukozlu
icme suyu tuketen glukoz grubu, 7 sigandan olusan standart yem ve %30’luk
fruktozlu igme suyu tuketen fruktoz grubu, 8 sigandan olugsan standart yem ve
%30’luk HFCS 55’li icme suyu tuketen HFCS 55 grubu ve 8 sigandan olusan
standart yem ve %30’luk HFCS 90’li igme suyu tuketen HFCS 90 grubu olmak
uzere 5 grup dahil edildi.

Gruplarin calhisma baslangic agirliklari  karsilastinildiginda  gruplar
arasinda bir fark saptanmamigtir (p=0.333). Gruplarin g¢alisma baslangi¢
agirhklar ile gahgsma sonu agirliklar kargilastirildiinda glukoz, fruktoz ve
HFCS- 90 gruplarinda anlamh agirlik artisi saptanmistir (Tablo 3).Gruplara ait

biyokimyasal analiz sonuglari tablo 4 ‘de gosterilmistir.

Tablo 3.Gruplarin agirlik artiglarinin karsilastirmasi

Grup Baslangi¢ agirhgi Son agirhk p
(9) (9)
Kontrol 201.9+43 202.3+43.2 0.62
(150-311) (151-314)
Glukoz 192.4+22.2 209.7+26.3 0.01
(163-230) (176-254)
Fruktoz 179+22.1 199.5+21.9 0.01
(150-208) (168-224)
HFCS 55 202.8+24.2 207.1£11.1 0.67
(150-226) (191-229)
HFCS 90 200.7+14.5 207.5+13.4 0.04
(187-232) (195-232)
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Tablo 4.Calisma gruplarinda Biyokimyasal veriler

Kontrol (n=11) Glukoz (n=7) Fruktoz(n=7) HFCS 55(n=8) HFCS 90(n=8)
OrtxSD Oort+SD Oort+tSD OrtxSD OrtxSD
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
*Glukoz O 81,249,1 88,1£12,8 89,547 96,6+17,4 97,8129
(mg/dL) (65-95) (72-102) (76-96) (71-121) (68-148)
*Glukoz 1 105,1+23,9 112,4+20,5 183,4+47,9 155+33,6 157,8+44,9
(mg/dL) (65-134) (95-156) (117-251) (123-227) (78-219)
Insiilin 2,6+2,4 2,22+1,75 1,610,57 12,1223 8,8+11,1
(uU/mL) (0,6-8,7) (0,4-4,2) (0,8-2,3) (0,4-31) (0,7-35)
HOMA 0,74+0,79 0,61+0,47 0,72+0,34 6,11£12,8 3,4+3,7
(0,15-2,81) (0,13-1,14) (0,48-1,47) (0,17-37,69) (0,13-11,8)
Leptin 100,2+63 108,4+50,5 105,2+50,5 184,3+142,3 176,8+94,4
(pg/mL) (38,15-262) (53,2-200) (27-169,9) (49,27-484,4) (75-330,3)
Kolesterol 79,4+21,7 73,7£20,6 79,5+21,7 63,6+31,7 59+30,9
(mg/dL) (563-123) (48-99) (48-115) (29-121) (21-122)
Trigliserit 53,1£21,7 60,2+30,4 73,7+42,4 73,1427,2 97,6+43,6
(mg/dL) (30-96) (35-126) (40-140) (38-118) (38-160)
HDL-K 37,9+11,5 36,4+11,9 38,2+10,2 31,5+14 29,3+15
(mg/dl) (21-60) (23-54) (24-54) (16-54) (10-58)
LDL-K 30,8+10,8 25,4+13,9 27,2+1,7 19,8+19,8 13,8+18,7
(mg/dL) (20-54) (2-41) (3-53) (2-58) (1-56)
S.Testosteron 0,24+0,15 1,07+0,38 0,27+0,28 0,46+0,26 0,16+0,07
(pg/mL) (0,1-0,5) (0,6-1,7) (0,1-0,9) (0,1-0,8) (0,1-0,3)
SOD 1,12+0,51 1,32+0,17 1,61+0,22 1,5+0,11 1,56+0,13
(U/mL) (0,2-1,8) (1,2-1,7) (1,2-1,9) (1,3-1,7) (1,3-1,7)
GPx 91,8+34,5 132,91£60,5 139,7+34,9 285,2+102 63,1146
(U/g Hb) (50-152,9) (76,5-230) (87,3-199,8) (132,5-446,9) (10-125,2)
Malondialdehit 28,9+21,4 330,5+195 25,2+11,5 65,94+52,1 21,1£13,7
(M) (7-57,8) (125-687) (10,1-40) (10,5-181) (8,39-48,3)
DNA/RNA 6212,2+2149,4 8834,3+2299,3 9940,8+3074,4 6014,9+2749,8 7267,1£2027,6
Oksidatif Hasar (3085,3-9260) (5908,7-12485) (5982-13677) (2670,3-10212) (5214-10212)
(pg/mL)

*Glukoz 0: Calisma 6ncesi aglik kan glukozu

*Glukoz 1: Calisma sonrasi aclik kan glukozu

Gruplarin ¢caligsma 6ncesi aglk kan glukozlari ile galigma sonrasi aglik kan

glukozlar kargilastirildiginda tim gruplarda anlamh farkhlik saptanmistir (Tablo

5).  Gruplarin  kontrol grubuna gore  biyokimyasal

6'da,
kargilastirildiklarinda elde edilen p degerleri tablo 7’de gosterilmistir.

parametreleri

kargilastirildiginda elde edilen p degerleri tablo birbirleriyle
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Tablo 5. Gruplarin aglik kan glukozu artiglarinin karsilagtirmasi

Grup Glukoz 0 Glukoz 1 p

(mg/dL) (mg/dL)

Kontrol 81.249.1 105.1£23.9 0.041
(65-95) (65-134)

Glukoz 88.1£12.8 112.4420.5 0.043
(72-102) (95-156)

Fruktoz 89.5+7 183.4+47.9 0.018
(76-96) (117-251)

HFCS 55 96.6+17.4 155+33.6 0.012
(71-121) (123-227)

HFCS 90 97.8+29 157.8144.9 0.012
(68-148) (78-219)

Tablo 6.Kontrol grubuna gore biyokimyasal verilerinin p degerleri kargilastirmasi

c

— - e

= = — | +—

E; S @ o 2 |15 o 2 a a |z %

O O = T 4 |- x [ T I (7 Ny et

Glukoz 0.171 0.446 0.393 0.500 0.25 0.393 0.234 0.393 0.342 0.000
Fruktoz 0.026 | 0.001 0.410 0.221 0.25 0.428 0.111 0.500 0.309 0.369
HFCS55 0.026 | 0.002 0.063 0.029 0.049 0.080 0.086 0.108 0.080 0.029
Hchgo 0.229 | 0.004 0.034 0.011 0.016 0.026 0.016 0.073 0.010 0.136
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Tablo 7. Kontrol grubu hari¢ diger

verilerinin p degerleri karsilastirilmasi

gruplarin birbirine goére biyokimyasal

c

S - o

o — g = . o

=2 = r— | +—

Ei Ei @ o S | o 2 | a a |5 8

O] G] £ T = F X [ T 3 n

HFCS 90- | 0.343 | 0.209 | 0.008 | 0.014 | 0.065 | 0.053 | 0.149 | 0.082 | 0.052 | 0.288
FRUKTOZ

HFCS90- | 0417 | 0.357 | 0.377 | 0.377 | 0.42 | 0.377 | 0135 | 0.377 | 0.215 | 0.007
HFCS 55

HFCS90- | 0.386 | 0.019 | 0.041 | 0.016 | 0.052 | 0.149 | 0.053 | 0.208 | 0.059 | 0.001
GLUKOZ

FRUKTOZ | 0.209 | 0.102 | 0.016 | 0.025 | 0.13 | 0.124 | 0.409 | 0.177 | 0.162 | 0.064
-HFCS 55

FRUKTOZ | 0.475 | 0.002 | 0.475 | 0.203 | 0.47 | 0351 | 0.261 | 0.375 | 0.424 | 0.003
-GLUKOZ

HFCS55- | 0.124 | 0.004 | 0.074 | 0.032 | 0.15 | 0.149 | 0.178 | 0.209 | 0.225 | 0.003
GLUKOZ

Gruplarin ~ kontrol grubuna go6re oksidatif stres parametreleri

kargilastirildiginda elde edilen p dederleri tablo 8'degdsterilmistir.

Tablo 8.Kontrol grubuna goére oksidatif stres parametrelerinin p degerleri

kargilastiriimasi

DNA/RNA
GRUP SOD GPx Malondialdehit Oksidatif Hasar
(U/mL) (U/g Hb) (M) (pg/mL)
GLUKOZ 0.445 0.057 0.000 0.013
FRUKTOZ 0.010 0.008 0.446 0.008
HFCS55 0.012 0.000 0.016 0.500
HFCS90 0.006 0.142 0.339 0.080
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Gruplarin oksidatif stres parametreleri birbirleriyle karsilastirildiginda elde
edilen p degerleri tablo 9’da gosterilmigtir.

Tablo 9. Kontrol grubu hari¢ diger gruplarin birbirine goére oksidatif stres
verilerinin p degerleri karsilastiriimasi

DNA/RNA
GRUP SOD GPx Malondialdehit Oksidatif Hasar
(U/mL) (U/g Hb) (uM) (pg/mL)
HFCS 90-
FRUKTOZ 0.238 0.003 0.193 0.025
HFCS 90-
HFCS 55 0.115 0.001 0.006 0.104
HFCS 90-
GLUKOZ 0.013 0.019 0.001 0.091
FRUKTOZ-
HFCS 55 0.070 0.006 0.025 0.009
FRUKTOZ-
GLUKOZ 0.022 0.203 0.001 0.221
HFCS 55-
GLUKOZ 0.017 0.003 0.002 0.025

Calisma Gruplarinda Ovaryumlarin Makroskobik Verileri
Over morfolojisi icin deneklerin 6rnekler alinmadan o6nce c¢ekilen
fotograflarinda makroskobik olarak degisime ugramis PKOS geligsiminin

onaylandigi gérunumler izlenmistir (Resim 2).
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Resim 2.Gruplarin over dokusunun makroskobik fotograflari
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Normal overler ile karsilastirildiginda fruktoz, HFCS 55 ve HFCS 90
gruplarinda PKOS benzeri bulgular ve siganlarda polikistik olarak buylumus

overlerin varligi makroskobik incelemede gézlenmistir.

Ovaryum  Orneklerinin  Histokimyasal ve immunohistokimyasal
Degerlendirilmesi

Histopatolojik ve immunohistokimyasal boyamalar ayni kisi tarafindan
degerlendirilmistir. immunohistokimyasal boyamalar boyama dagiimi ve
yogunluguna gore +1-+5 arasinda korlemesine semikantitatif olarak
degerlendirilirken, H-E histokimyasal boyama folikil sayisinda azlk +1,
beraberinde folikll dejenerasyonu ve oosit yoklugu +2, beraberinde hemoroji ve
0dem +3, beraberinde kistik yapilar +4, beraberinde fibrozis +5 olarak
degerlendirilmigtir. Histopatolojik bulgular ve gruplar arasi anlamlilik tablo 10’da

Ozetlenmigtir.
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Tablo 10.Histopatolojik bulgular ve gruplar arasi anlamlilik

Kontrol Glukoz Fruktoz HFCS 55 HFCS 90
+2 | %45.5 (n=5) | %28.6 (n=2)

VEGF | +3 | %54.5(n=6) | %57.1 (n=4) | %28.6 (n=2) %25 (n=2)
+4 %14.3 (n=1) | %57.1 (n=4) | %50 (n=4) %50 (n=4)
+5 %14.3 (n=1) | %50 (n=4) %25 (n=2)
*p ad b C B
+1 | %27.3 (n=3)
+2 | %54.5 (n=6) | %57.1 (n=4)

TUNEL | +3 | %18.2 (n=2) | %42.9 (n=3) | %28.6 (n=2) %50 (n=4)
+4 %57.1 (n=4) | %50 (n=4) | %37.5 (n=3)
+5 %14.3 (n=1) | %50 (n=4) | %12.5 (n=1)
*p a,efg b b B
+1 | %27.3 (n=3)
+2 | %45.5 (n=5) | %42.9 (n=3) | %14.3 (n=1)

eNOS | +3 | %27.3(n=3) | %57.1 (n=4) | %42.9 (n=3) | %50 (n=4) | %37.5 (n=3)
+4 %42.9 (n=3) | %50 (n=4) %50 (n=4)
+5 %12.5 (n=1)
*p aeg h b h
+1 | %72.7 (n=8)

H-E +2 | %27.3 (n=3) %28.6 (n=2)
+3 %14.3 (n=1) | %57.1 (n=4) | %37.5 (n=3) | %62.5 (n=5)
+4 %57.1 (n=4) | %14.3 (n=1) | %62.5 (n=5) | %37.5 (n=3)
+5 %28.6 (n=2)
*p a b b b

*p degerleri

Kontrole gore: a>0,05 b<0,01 ¢<0,001 h<0,05
HFCS55-Glukoz: d<0,01 g<0,05

HFCS90-Glukoz: e<0,05
Fruktoz-Glukoz: f<0,05
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Siganlardan elde edilen ovaryum kesitlerinin, H-E ile boyanarak
degerlendiriimesinde, prodstrus déneminde tanimlanan bulgulara ek olarak,
ovulasyona bagh graaf follikllleri ve ovulasyon sonrasinda gergeklesen korpus
luteum yapilarinda artis izlenmistir. Blyuyen oositin etrafinda zona pellusida
yapisl, granuloza hucrelerinin oositi ¢evrelemesiyle olusan korona radiyata
hicreleri, granlloza hicreleri ile devam eden kumulus ooforus yapisi ve
gelismekte olan buyuk bir antrum izlenmigtir. Teka internanin genis kan
damarlari icerdigi ve teka eksternanin siki, fiboréz bag dokusu yapisinda oldugu

izlenmistir.

Polikistik over bulgulari veren érneklerde en belirgin olarak dikkati ¢eken
cesitli caplarda primer, sekonder ve graaf follikillerile ¢ok sayida korpus
luteumun yer almakta olmasidir. Poligonal eozinofilik boyanan granuiloza ve teka
hicreleri foliklil cevrelerinde oldukga belirgin bicimde izlenmektedir. Stromal
elemanlarin  dagihmi  vaskuler yapilarda konjesyon disinda 0Ozellik
gostermemektedir. Bu gruba ait siganlardan elde edilen ovaryum kesitlerininH-E
ile boyanarak deg@erlendiriimesinde, digta tek sirali kubik germinal epitel, altinda
siki bag dokusu yapisinda tunika albuginea izlenmistir. Ovaryumun korteksinde
gelismekte olan primer, sekonder, Graaf follikilleri ve i¢cte gevsek bag dokusu
yapisinda medulla normal histolojik yapida goézlendi. Oosit etrafinda zona
pellusida, grantloza hicrelerinin aralarinda antrumun gelismesi ile sekonder ve
graaf follikullerinin olustugu, folliktllerin bag dokusuna komgu kisminda siki bag
dokusu yapisinda teka eksterna ve i¢c kisminda kan damarlarindan zengin teka
interna yapisi gozlenmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6zellikle fruktoz, HFCS 55 ve HFCS
90 gruplarinda patolojik bulgular olarak artmis konjesyon ve kanlanma, gelisme
geriligi gosteren folikiller ve oosit olusamama durumu, kapsilde kalinlagsma ile

parankim ve stromada fibrozis belirtileri izlenmigtir (Resim 3).
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HEMATOKSILEN EOZIN BOYAMALARI

HFCS-55

HFCS-90 | X400

Resim 3.Gruplarin H-E boyamalari
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Normal diyetle beslenen siganlarin icme sularina karistirilan
glukoz, fruktoz, HFCS 55 ve HFCS 90 karisimlarinin over dokusu Uzerindeki
histolojik etkileri H-E boyamalari ile incelendiginde fruktoz iceren gruplarda
overlerin oldukga etkilendigi goruldu.

Orneklerin morfometrik incelemesinde 6zellikle fruktoz gruplarinda
istatiksel olarak anlamli bir bicimde kontrole gore artmis histopatolojik
bulgularin oldugu bulunmustur (Tablo 10).

Orneklerin oksidatif stres parametresi olarak IHK yéntemi ile
boyanan eNOS immunoreaktivitesine bakildiginda kontrol grubunda ozellikle
folUkullerde granulosa ve teka hucrelerinin boyandigi ancak korpus luteum
ile cevresindeki parankimde boyamanin daha da c¢oklastigi izlendi. Gruplar
kargilastirildiginda fruktoz, HFCS 55 ve HFCS 90 gruplarinda boyama

yogunlugu ve dagiliminda belirgin bir artisin oldugu izlenmistir (Resim 4).
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Resim 4.Gruplarin eNOS antikor boyamalari
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Normal diyetle beslenen si¢anlarin icme sularina karistirilan seker
ve karisimlarinin over dokusu Uzerindeki histolojik etkileri eNOS boyamalari
ile incelendiginde 6zellikle fruktoz gruplarinda overlerin daha fazla etkilendigi
goruldu.

Immdinreaktivitenin yogunlugu ve dagiliminin miktari agisindan
yapilan morfometrik analizde eNOS boyamasinin daha fazla oldugu ve
Ozellikle fruktoz, HFCS 55 ve HFCS 90 gruplarinda artmis stres ortamina
isaret ettigi izlenmistir (Tablo 10).

Seker uygulamalarinin over dokusunda olusturdugu oksidatif
stresin hdcre 6lumu ile iligkisinin incelenmesi amaci igin dérneklerin TUNEL
boyamasi yapilarak programlanmis hicre Olimi veya apopitoz
mekanizmasinin varligi arastiriimistir. Kontrol grubunda gelisen folikillerde
ve korpus luteum ile etrafini saran parankimde varligi saptanan TUNEL
pozitif hicrelerin 6zellikle fruktoz, HFCS 55 ve HFCS 90 gruplarinda daha

belirgin oldugu saptanmistir (Resim 5).
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TUNEL BOYAMALARI
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Resim 5.Gruplarin TUNEL boyamalari
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Normal diyetle beslenen sicanlarin igme sularina karistirilan seker
ve karisimlarinin over dokusu Uzerindeki histolojik etkileri TUNEL boyamalari
ile incelendiginde Ozellikle fruktoz gruplarinda overlerin daha belirgin
etkilendigi goruldu.

Gruplar arasindaki farki gostermek Uzere yapilan morfometrik
analizde fruktoz, HFCS 55 ve HFCS 90 gruplarinda anlamli bir apopitoz
artisinin varhgi izlenmistir. Kontrol grubunda izlenen apopitoz yogunlugu ve
dagilimina benzer ancak belirgin bir artisin varhgi saptanmigtir (Tablo 10).

Seker uygulamalarinin over dokusunda olusturdugu oksidatif
stresin damarlanma ile iligkisinin incelenmesi amaci i¢in orneklerin VEGF
boyamasi yapilarak yeni damar olusumunun varligi arastinimistir. Kontrol
grubunda gelisen foliklllerde ve korpus luteum ile etrafini saran parankimde
varhgi saptanan VEGF pozitif hiicrelerin 6zellikle fruktoz, HFCS 55 ve HFCS
90 gruplarinda daha belirgin oldugu saptanmistir (Resim 6).
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Resim 6.Gruplarin VEGF boyamalari
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Normal diyetle beslenen siganlarin igme sularina karistirilan seker ve
karigsimlarinin over dokusu Uzerindeki histolojik etkileri VEGF boyamalari ile
damarlanma yonunden incelendiginde 6zellikle fruktoz gruplarinda belirgin bir
bicimde arttigi goruldu.

Ornekler arasinda farki gérmek amaci ile yapilan morfometrik analizde

fruktoz, HFCS 55 ve HFCS 90 gruplarinda damarlanmanin arttigi izlenmistir
(Tablo 10).
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V. TARTISMA

Bu calismada PKOS deneysel modeli olusturmak Uzere siganlara degisik
oranlarda glukoz ve fruktoz iceren sekerli sular igirilerek insilin direnci, tip 2
diyabet ve bu zeminde gelisebilecek obezite ile over histopatolojik
degisikliklerinin incelenmesi amaclanarak yapilan deneylerde Kklinik tabloyu
oldukga iyi yansitan sonuglar elde edildi. Plazma ve tam kan érneklerinde rutin
biyokimyasal parametreler ile oksidatif stres belirtegleri bakilarak histolojik olarak
da over dokusunun histokimyasal ve immunboyamalarinda o6zellikle fruktoz
iceren 6rneklerde belirgin patolojik degisiklikler ortaya kondu. Odem, konjesyon
ve kist olusumundan fibrozis bulgularina kadar genisbir aralikta gerceklesen
histopatolojik degisikliklerin artmis oksidatif strese bagli oldugu eNOS, artan
serbest radikallere bagh olarak fazlalagsan bir hicre d6lumuntn gergeklestigi ve
burada apopitoz mekanizmasinin kullanildigi TUNEL boyamalari ile ayrica artan
damarlanma da VEGF boyamalari ile ortaya kondu.

PKOS dogurganlik c¢agindaki kadinlari etkileyen yaygin bir endokrin
hastaliktir. PKOS reproduktif (infertilite, hiperandrojenizm, hirsutizm), metabolik
(insulin direnci, bozulmus glukoz toleransi, tip 2 diyabet, kardiyovaskuler
hastaliklar) ve psikolojik (artmis anksiyete, depresyon, kotulesmis hayat kalitesi)
Ozelllikler iceren Klinik tablodur. PKOS patofizyolojisi bluylk oOl¢tide belirsiz ve
oldukga karmasiktir. PKOS prevalansi cesitli faktérlere bagh olarak %4-18
olarak tahmin edilmektedir. Fenotip yaygin olarak genotip, etnik kdken ile yagsam
sekli ve vucut agirhdr gibi cevresel faktorlerle iliskilidir. Son dekatlarda obezite
ve kilo artigi tim dinyada major kronik hastaliklardir. Obezite PKOS’un
hiperandrojenizm, hirsutizm, infertilite ve gebelik komplikasyonlarini
artirmaktadir. Obezite ve insulin direnci birlikte tip 2 diyabet ve kardiyovaskuler
hastaliklari artirir. EK olarak obezite insilin direncini artinr ve PKOS’un
reproduktif ve metabolik 6zelliklerini agirlastirir. Obezitenin anovulasyon, gebelik
kaybi ve gebeligin ge¢ komplikasyonlari (preeklempsi, gestasyonel diyabet) ile

iligkili oldugu iyi bilinmektedir. Obez PKOS hastalarinda klomifen sitrat,
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gonadotropinler ve laparoskopik ovaryen diyatermi gibi cesitli tedavilerde
basarisizlik ve tedaviye ge¢ yanit alma sorunlari gorulmuagstir. Obez PKOS
hastalarinda vucut agirhginda %5’lik bir azalmayla spontan ovulasyon ve
spontan gebelik gelistigi rapor edilmisti. PKOS olan veya olmayan obez
kadinlarda gebe kalma oncesinde kilo kaybi canli dogum oranini artirmaktadir.
Obezite tedavisi yasam tarzi degisikligi (diyet, egzersiz), farmakolojik tedavi ve
obezite cerrahisini kapsamaktadir. Ozetle PKOS olan obez hastalarda kilo kaybi
ilk basamak tedavi olmalidir (53-57).

PKOS ve tip 2 DM benzer epidemiyolojik ve patofizyolojik faktorler iceren
obeziteyle iliskili durumlardir. insilin direnci 6nemli bir faktérdir. Ancak instlin
direnci PKOS ve tip 2 DM gelismesine farkli mekanizmalarla katki saglar.
PKOS’ta hiperinsilinemi overyen ve adrenal steroidogenezi uyararak
pleiyotropik etki gosterir, tip 2 DM’de insulin direnci [ hucrelerini tuketerek
disglisemiye sebep olan insulin hiposekresyonuna neden olur. PKOS ve Tip 1
diyabet arasindaki  baglantinin  dolagsimdaki  suprafizyolojik  insilin
konsantrasyonuyla iligskili oldugu dusunudlmektedir. Obezitenin salgin gibi
yayllmasiyla PKOS ve tip 2 DM gibi obezite ile iligkili durumlar daha da 6nem
kazanacaktir. Her durumun mekanizmasini net olarak anlamak igin arastirma
yapmak oncelikli olmalidir (11,56-59).

Epidemiyolojik veriler iglenmis veya hazirlanmig yiyecek ve igeceklere
eklenen sekerin dramatik bir sekilde arttigini géstermistir. Fruktoz ve fruktoz
bazli tatlandiricilar en yaygin eklenen sekerlerdir ve yuksek fruktozlu misir
surubu (HFCS-55: %55 fruktoz,%42 glukoz ve %3 sakkarit) tUm kalorik
tatlandiricilarin %40’in1 olusturur. Yliksek miktarda seker igceren yiyecek ve
iceceklerin tuketilmesinin iskemik kalp ve bobrek hastaliklari ile obezite, insulin
rezistansi, dislipidemi prevalansindaki artigla iligkili olabilecegi endigesi
olusmustur. Sekerin zararlh etkilerinin altta yatan molekller mekanizmalari
tamamen anlasilamamistir ve bunlarin  aydinlatiimasi  fruktoz  bazl
tatlandiricilarin - saghk riski acisindan Onemlidir. Metabolik hastaliklarin

gelisiminde fruktozun fazla miktarda tlketiminin anahtar rolinin daha iyi
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anlasilmasi, dunya c¢apinda, insulin direngli, obez ve diyabetik nufusun
sayisindaki artisi engellemeye, boylece zararli beslenme davranislarini dnlemek
icin yeni stratejiler planlamaya katki saglayabilir (11,54-57,59).

Tordoff ve arkadaslari (60), kadin ve erkeklerden olusan c¢alisma
gruplarina u¢ hafta stresince 150 g/gun olmak Gzere HFCS ile tatlandiriimis
soda ve aspartam ile tatlandiriimig soda vermislerdir. HFCS ile tatlandiriimig
soda tuketen gruptaki kilo artigi diger gruba gore anlamli yuksek bulunmustur.
Anderson ve arkadaslari (61), 11 tip 2 diyabetes mellituslu ve 3 tip 1 diyabetes
mellituslu orta yash erkegin diyetine guinde 50-60 g fruktoz eklemigler 24 hafta
sonunda vucut agirliklarinda anlamli artis saptamislardir. Astrup ve arkadaslari
(62), kilolu gondlltlere 10 hafta slresince ylksek miktarda sukroz (toplam enerii
alimlarinin  %28’i) vermigler, vicut agirliklarinda, yag kutlelerinde ve kan
basinglarinda artig saptamislardir.

Bizim c¢alismamizda yukarida adi gegen calismalara paralel olarak
glukoz, fruktoz, HFCS-90 gruplarinda anlamli agirlk artigi saptandi (sirasi ile p
degerleri 0.01, 0.01,0.04). Bizler HFCS-55 grubunda anlamli bir artis bulamadik
(p=0.67). HFCS-90 degerlerinin de p degeri 0.05’e yakin oldugu gbze alinirsa
HFCS-55 ve 90 solUsyonlarinin siganlarda kilo alimina etkilerinin saf fruktoz ve
glukoza oranla daha az oldugu dikkati cekmistir. Ozellikle HFCS-55’de kilo alimi
etkisi yoktur veya ihmal edilebilir dUzeydedir.

Maffei ve arkadaslari (63), glukoz ve fruktozun leptin Uretimi Gzerine
etkisini incelemek icin rhesus maymunlarina intravendz olarak serum fizyolojik,
glukoz ve fruktoz influzyonu yapmiglar ve glukoz, insulin, leptin dizeylerini
Olgcmuslerdir. Glukoz inflzyonun 4-8. saatleri arasinda glukoz, insulin ve leptin
dizeylerinin progressif olarak arttigini fruktoz inflzyonu yapilanlarda ise 8 saat
suresince glukoz, insulin ve leptin duzeylerinde herhangi bir artis olmadigini
gOstermiglerdir. Havel ve arkadaslari (64), 12 kadina bir gin boyunca u¢ 6gun
yemek ve fruktoz iceren igecek, farkl bir ginde G¢ 6gin yemek ve glukoz igeren
icecek vermiglerdir. Test gunu boyunca iceceklerden alinan enerji toplam eneriji

aliminin %30’'unu gegmeyecek sekilde dizenlenmigtir. Fruktozlu icecek tlketilen
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gunde yapilan olgumlerde glukozlu icecek tuketilen gune gore daha dusuk
postprandial glukoz, insulin ve leptin duzeyleri saptanmigtir.

Bizim galismamizda leptin dlzeylerinde fruktoz ve glukoz gruplarinda bir
fark saptanmazken, HFCS 90 ve HFCS 55 gruplarinda anlamh artis
saptanmigtir (p degerleri sirasiyla 0.016,0.049). Bu bulgular leptin
duzeylerindeki artisin  agirhk artisindan  bagimsiz  bir mekanizmayla
gerceklestigini diisindirmustiir. insilin direnci ve hiperleptinemi hakkinda gok
sayida calisma yapilmistir. Widjaja ve arkadaslarinin (65) yaptigi bir calismada
leptin konsantrasyonlarinin yiksekliginin BMi, yas ve insilin direnci ile iligkili
oldugunu 6ne surmuslerdir. Galletti ve arkadaslarinin (66) yaptigi ¢alismada ise
hiperleptineminin BMi ve insiilin direncinden bagimsiz olarak hipertansiyonla
iligkili oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamiz leptin artiginin insulin direnci
ile iligkili olabilecegini, Ozellikle HFCS solusyonlari kullaniminin leptin
konsantrasyonunu artirabilecegini dusundurtmektedir. Deney stremiz yaklasik 2
ay surdugunden bu kadar kisa surede kilo aliminin leptin gen ekspresyonunu
indUklemeyebilecegi fakat uzun slirede BMI ile leptin arasinda pozitif bir
korelasyon olabilecegi de g6z éninde bulundurulmalidir.

Thornburn ve arkadaglari (67), enerji iceriginin %3%’inin fruktozdan
saglandigi diyetle 4 hafta beslenen siganlarda, insilin duyarliidinda azalma ve
hepatik insulin aktivitesinde azalma saptamislardir. Blakely ve arkadaslar (68),
15 ay enerjilerinin  %15’inin  fruktozdan saglandii diyetle beslenen
sigcanlardanormal diyetle beslenen siganlara kiyasla aglhk serum glukoz ve
insulin degerlerinde anlaml artis saptamiglardir. Ueno ve arkadaslan (69), 2
hafta boyunca kalorilerinin %66’s1 fruktoztan saglanan siganlarda kontrol
grubuna kiyasla iskelet kasi ve karacigerde insulin reseptor mRNA sentezinde
ve insulin reseptér sayisinda azalma saptamiglardir. Ayrica kan basinci ve
plazma TG duzeylerini artmig, plazma insulin, glukoz ve kilo aliminda bir fark
bulamamislardir. Akut dénemde fruktoz verilmesinin dolasimdaki leptin ve
insulin seviyelerini dugurdigu ve insulin yukselmesinin 6 aylik donemde ortaya

clkabilecegini bildiren ¢caligmalar vardir (70,11).
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Bizim calismamizda da fruktoz verilen grup ile kontrol grubu
kargilastirildiginda insulin  ve leptin dlzeyleri arasinda anlamli fark
bulunamamistir. Glukoz duzeyleri fruktoz grubunda kontrole gére anlamli bir
artis gorulmesine ragmen (kontrol grubunda acglik kan glukozu 112,4+20,5,
fruktoz grubunda aclik kan glukozu 183,4+47,9, p=0.002) insulin duzeylerinin
baskilanmasinin bir sonucu olarak HOMA skorunda fark bulunamadi. Bununla
beraber artmis glukoz duzeyleri insulinin duzeylerindeki bu dusuklugun bir
sonucu olabilecedi gibi insulinden bagimsiz bir mekanizma ile glukozu
yukseltmis olabilir. Glukozdan farkh olarak fruktoz alimi; devam eden
reaksiyonlar ile ya glukoneogenez ile glukoz olusumuna ya da de novo trigliserid
sentezine yonlendirilebilir.  Bizim c¢alismamizda da kontrol grubuyla
kargilastirildiginda tim fruktoz gruplarinda trigliserit dizeylerinde artis
saptanmasina ragmen istatistiksel anlamlihik sadece HFCS 90 grubunda
bulunmustur (fruktoz, HFCS 55, HFCS 90 grublarinda sirasiyla orttSD ve p
degerleri, 73,7t.42,4, 73,1+27,2, 97,6143,6, p= 0.111, 0.086, 0.016).
Calismamizin kisitlihiklari olarak denek sayisinin az ve deney suresinin kisa
olmasi fruktoz ve HFCS 55 grubunda istatistiksel anlamh farkin olusmamasina
neden olmus olabilir. Bu konuda Catena ve arkadaglarinin (71) yaptigi bir
calismada 2 hafta boyunca %66 fruktoz igeren diyetle beslenen siganlarda
normal diyetle beslenen siganlara gore plazma trigliserid duzeylerinin ve kan
basincinin daha yiksek oldugunu saptanmis olup plazma insulin ve glukoz
duzeyleri ile vucut agirliklarinda fark bulamamiglardir. Bocarsly ve arkadaslari
(72), ise erkek siganlardan olusan gruplardan birine 8 hafta boyunca normal
besinlerine ek olarak %8 HFCS solusyonu 12 saat/gun, diger gruba %10 sukroz
solusyonu 12 saat/giin ve son gruba %8 HFCS 24 saat/gin vermislerdir. %8
HFCS solusyonu tiketen gruptaki kilo artigi diger iki gruba gore anlamh yuksek
bulunmustur. Uzun dénem etkilerini incelemek igin 6 ay sureyle HFCS tuketen
sicanlarda kontrol grubuna gore anlaml kilo artigi ile birlikte serum trigliserid

duzeylerinde anlamli artig saptamislardir.
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Arikawe ve arkadaslan (73), 8 hafta boyunca %25 fruktozla karigtiriimis
yemle besledikleri siganlarda normal diyetle beslenen siganlara kiyasla glukoz,
insulin, testosteron ve DHEAS dlzeylerini ylksek saptamiglardir. Over
dokusunu incelediklerinde fruktoz tiketen gruptaki folikillerin daha buylk
oldugunu ve bunlarin ¢gogunun subkapsuler alanda overe noduler gérunum
verecek sekilde toplandigini géstermiglerdir. Ozdemir ve arkadaslan (74), 28
PKOS hastasi ve 27 saglikli kontrolden olusan gruplarin LC-MS/MS metoduyla
Olgtlkleri idrar 8-hidroksi- 2 deoksiguanozin duzeyleri arasinda bir fark
bulamamislardir. Macut ve arkadaslari (75), 34 PKOS tanili non-obez kadin ile
yas ve BMI uyumlu 23 saglikli kadinda spektrofotometrik yontemle MDA, SOD
ve GPx dlzeylerini 6lgmusler, PKOS grubunda MDA dizeyini anlamh ylksek
bulurken, SOD ve GPx dlzeylerinde bir fark saptamamiglardir. Kurdoglu ve
arkadaslari (76), 13 hiperinsulinemik, 18 normoinstlinemik PKOS hastasi ile 29
saglikli kadinda serum MDA, GSH ve glutatyon S-transferaz enzim duzeylerini
Olctlklerinde, PKOS hastalarinda MDA duzeylerini yiksek, GSH ve glutatyon S-
transferaz dizeylerini disuk bulmuslardir. Kuscu ve ark.(77), 31 non-obez
PKOS hastasi ile 23 saglikh kontrolde serum MDA ve SOD duzeylerini
kiyasladiklarinda hasta grubunda anlamli yukseklik saptamiglardir. Sabuncu ve
ark (78), 27 PKOS hastasi ile 18 kontrol olgusunda eritrosit MDA, SOD ve GPx
dizeylerini karsilastirmiglar ve hasta grubunda MDA ve SOD duizeylerini anlamli
yuksek bulurlarken GPx dizeylerinde bir fark bulamamislardir. Baskol ve ark
(79), 30 PKOS hastasi ile 20 saglikh kontrolde serum GPx ve NO duzeylerini
kargilastirdiklari ¢alismada bir fark saptamamiglardir.Bizler ¢alismamizda glukoz
grubunda serum MDA ve DNA/RNA oksidatif hasar dizeylerini anlamli ylksek
bulurken (sirasiyla p=0.000, p=0.013); fruktoz grubunda SOD, GPx ve
DNA/RNA oksidatif hasar duzeylerini yuksek(sirasiyla p=0.01,p=0.008,
p=0.008), HFCS 55 grubunda ise SOD, GPx ve MDA duzeylerini yuksek olarak
(sirasiylap=0.012, p=0.000, p=0.016) saptadik. HFCS 90 grubunda SOD
duzeyini anlamli yuksek (p=0.006) olarak saptadik. Genel olarak

degerlendirildiginde antioksidan enzimlerin fruktoz igeren tim gruplarda artmis
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oldugu dikkati cekmektedir. Artmis antioksidanlar fruktoz gruplarindaki oksidatif
stresi azaltmada etkin rol oynayabilirler. Sadece glukoz ve fruktoz igeren
gruplarda 6zellikle nukleik asit oksidasyonu daha fazla gérinmektedir (sirasi ile
p=0,013, p=0,008). HFCS iceren gruplarda DNA/RNA oksidatif hasarin
olmamasi, sadece HFCS-55'de MDA vyuksekliginin bulunmasi ve artmis
antioksidan enzim duzeyleri bu gruplardaki hasarin kismen sinirli oldugunu
disundurtmektedir.

Calismamizda ovulasyon sirecinde sigcan ovaryum oOrneklerindefolikdil
sayllari, gelisimi ve oosit olusumu ile gerileme sirecinde korpus luteum
olusumu, parankim degisiklikleri ve fibrozis sireci H-E boyamalarinda
degerlendirilerek olusan histopatolojik bulgularin oksidatif stres, apopitoz ve
damarlanma acisindan iliskisi eNOS, TUNEL ve VEGF boyamalari ile ortaya
kondu. Literatlirde degisik nedenlerle incelenen sigcan overindeki degsikliklere
benzer gekilde ancak ilk defa ortaya konan patolojik bulgular yiksek fruktoz
icerikli tatlandiricilarin over hasari yaptigi ve folikil gelisimini olumsuz yénde
etkiledigi bulundu. Proostrus evresinde; ovaryum dokusunda primer, sekonder
ve Graaf follikili yapilarinda artis ile birlikte ovaryum dokularinin normal
histolojik yapisini korudugu ve Ostrus evresinde; ovaryumda graaf folliklleri ve
korpus luteum yapilarinda artisoldugu gozlendi. Bu asamalarda normal overde
bazal seviyede oksidatif stres oldugu, buna bagh olarak 6zellikle korpus luteum
ve cevresinde apopitoz gergeklestigi ayrica yine bu dénemde damarlanmanin
arttig1  bilinmektedir (80-83). Bizim ¢alismamizda kontrol &rneklerindeki
bulgularin literatirle uyumlu oldugu ayrica fruktoz iceren Orneklerde bu
parametreler agisindan artmis bir patolojinin var oldugu saptandi.

Onceki caligmalarda siganlarda PKOS modeli yapilmaya galigilarak
overyan hipertrofi, tunika albugineada kalinlagsma, subkapsuler kistik folikuler
yapilar, matir folikil yapilari, overyen stromada hiperplazi, intersitisyel
hicrelerdeki artig, follikiler atrofi, nadir izlenen ge¢ primer ve sekonder
follikller, granlloza tabakasinda incelme ve atrofik patern, dejeneratif cesitli

follikllere ait gérunumler, teka interna tabakasi hicrelerinde sayica artis ve teka
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hicrelerinde artmis lipid vakuolleri, graaf follikil gorilmemesi ile polikistik overin
Ozelliklerine uyan bulgular saptanmistir. Kontrol ve sham grubunda ise over
dokusu o6zellikleri genellikle birbirlerine benzer 6zelliklerde olup primer, sekonder
ve tersiyer folliklller, ¢ok sayida korpus luteum, graniloza ve teka hucrelerinde
belirginlik izlenmis olarak bildirilmistir. Yazarlar bunu PKOS durumunda artmig
bir oksidan stresin varligini ve bunun karsiliginda kompansatuar olarak yetersiz
de olsa antioksidanlarda bir artis olarak aciklamislardir (84-85). Direk olarak
etkinin yanisira seker karigimlarinin ve misir suruplarinin leptin, insulin, bayime
faktorleri ve ghrelin gibi faktorler Uzerinden de over dokusunu etkiledigi
dugunulmektedir (16,82,86).

Seker uygulamalari yapilan ve PKOS bulgulari saptanan sican
orneklerinin gosterildigi calismamizda bu patolojik bulgularin oksidatif stres ile
iligkisini ortaya koymak amagli yapilan eNOS immunboyamalarinda bazal
seviyede var olan (87), o6strus donemindeki sigan overlerinde 6zellikle fruktoz
iceren uygulamalarda arttigi bulundu. Onceki calismalarda over hasarinda
baskanedenler ile bagka dokularda arttigi saptanan bu belirtecin (87-89), fruktoz
yuklenmesi ile de overde arttigi bulgusunun literatirekazandirildigi distnulda.
Bir baska calismada yuksek fruktozlu iceceklerin karaciger enzimlerini
arttirmakla kalmayip sigan modelinde patolojik degisikliklerin olustuguna isaret
etmislerdir (90). Bir baska calismada kullanilabilecek D3 vitamini ile overde

olusturulan PKOS degisikliklerinin geri donustirilebildigi gosterilmistir (91).

Artan serbest radikaller sonucu olusan stresin hucre olumu ile iligkisini
ortaya koymak amagh TUNEL boyamalarinda c¢alismamizda apopitoz
mekanizmasinin over dokusunda var oldugu ve gelisen folikiller ile korpus
luteum ve c¢evresinde kullanildigr gosterildi. Hucrelerin yaklagik yarisinin
boyandigi goruntuler daha onceki ¢alismalara benzer sekilde gerceklesti (92).
Fruktoz uygulamalari ile artan hiicre 6liumunun bu sekerin over dokusuna yaptigi
olumsuz etkilerinde apopitoz mekanizmasinin kullanildigini gésterdi. Yapilan

son c¢alismalar bu mekanizmanin yanisira otofaji ve benzeri diger hicre
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Olumlerinin de PKOS Dbenzeri bulgular iceren over 0&rneklerinde

kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Oksidatif stres gelisiminde ve artan eNOS boyamalarinda yeniden damar
olusumunun etkisinin incelenmesi amaci ile yapilan VEGF boyamalarinda
damarlanmanin yutksek fruktoz uygulamalarinin oldugu gruplarda arttigini bunun
da artan eNOS ile uyumlu oldugunu gosterdi. Bu sonuglar 6nceki galismalarla
(93), kontrol grubu i¢in uyumlu bulundugu gibi kultirdeki over hicrelerinde stres

altinda benzer sonuglar verdigini gosterdi.

Tatlandiriilmis iceceklerin insdlin rezistansina yol agmasi ve insulin
rezistansinin polikistik over sendromunda patogenezde merkezi rol oynamasi bu
iceceklerin tuketiminin polikistik over sendromu ile iligkili olabileceginin
gosterildigi bu g¢alismada sadece su verilen kontrol grubuna karsilik glukoz,
fruktoz, HFCS-55 ve HFCS-90 verilen gruplardakanda glukoz, insulin, leptin, lipit
paneli, free testosteron duzeyleri ¢alisilarak fruktoz, HFCS-55 ve HFCS-90
gruplarinda acglk kan glukozunda anlamh artis, HFCS-55 ve HFCS-90
gruplarinda HOMA ve leptin dizeylerinde anlamh artis, HFCS-90 grubunda
anlamli trigliserit artigi bulundu. Ayni deneklerin 6strus donemi ovaryumlarinda
da histopatolojik degerlendirme yapildi ve 6zellikle fuktoz kullanilan gruplarda
overin patolojik olarak degisiklige ugradigi, olusan patolojinin temelinde artmis
oksidatif stres ortaminin bulundugu, bu artisin apopitoz mekanizmasi ile hicre
Olumana arttirdigi ve over dokusunun artmis damarlanma ile kendisini korumaya

calistigr gorulda.

Bu sonugclar fruktozun stphe duyulan tatlandirici olarak kullaniimasi ile
ilgili olumsuz gorusu desteklemekte ve son zamanlarda artan tip 2 DM ve
infertilite nedeni olabilecedine kuvvetle isaret etmektedir. Alinan sonuglarin
molekuler duzeyde incelenerek mekanizmalarinin agiklanmasinin insan saghgi

acisindan 6nemliolacagi dusunuldu.
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VI. SONUCLAR VE ONERILER
Calismadan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmisgtir:

1. Fruktoz ve tlrevlerinin tiketiimesinin PKOS’a benzer sekilde sigcan

overlerini patolojik olarak degisiklige ugrattigi, olusan patolojinin temelinde

artmis oksidatif stres ortaminin bulundugu, bu artisin apopitoz mekanizmasi

ile hlcre 6lumunu ve neovaskularizasyonu arttirdigi gosterilmigtir.

2. Fruktoz ve tarevlerinin tiketiminin oksidatif stres olusturarakozellikle

DNA/RNA Uzerinde hasar meydana getirdigi, gelisen oksidatif hasari

Onlemek icin  antioksidan enzim duzeylerinde artis meydana

geldigisaptanmigtir.

3. Yine bu gruplarda hipergliseminin ortaya c¢iktigi 6zellikle HFCS55 ve

HFCS 90 tuketen gruplarda insulin direnci gelistigi bulunmustur.

4. Fruktoz ve turevlerini tuketen gruplarda hipertrigliseridemi saptanmistir.

Fruktoz ve tirevlerinin insan saghgl Uzerinde olumsuz etkilere neden
olabilecegi, onleyici hekimlik acisindan bu igeceklerin tiketiminin azaltiimasina

dikkat cekmenin dnemli oldugunu dusunmekteyiz.
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Vil. 6ZET
YUKSEK FRUKTOZLU MISIR SURUBU (HFCS) IGEREN IGECEKLERIN
iNSULIN REZISTANSI UZERINDENPOLIKISTIK OVER SENDROMU (PKOS)
ILE iLISKiSININSICAN DENEYSEL MODELI iLE INCELENMESI

Amag: Calismamizda HFCS iceren igeceklerin tuketilmesinin insdlin rezistansi
ve PKOS etiyopatogenezi ile olasi iligkisini arastirmak amaclanmistir.

Materyal ve Metod: Calisma icin Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Deney
Hayvanlari etik kurulundan onam alinmistir. Calismamizda, Celal Bayar
Universitesi Tip Fakultesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin edilen agirliklari
150-350 gr. arasinda degisen erigkin 41 adet digsi Wistar albino cinsi sigan
kullaniimistir. Siganlar 5 gruba ayrilarak gruplara asagida belirtilen diyet en az 6

hafta stre boyunca uygulanmigtir:

Kontrol Grubu (n:11): Standart yem + musluk suyu, Glukoz Grubu (n:7):
Standart yem + %30(w/v) Glukozlu musluk suyu, Fruktoz Grubu (n:7): Standart
yem + %30(w/v) Fruktozlu musluk suyu, HFCS-55 Grubu (n:8): Standart yem +
%30(v/v) HFCS-55- musluk suyu, HFCS-90 Grubu (n:8): Standart yem +
%30(v/v) HFCS-90- musluk suyu

Alti hafta sonra her bir disi sicanin ostrus fazi, her sabah standart vajinal strinta
metoduyla tespit edildi. Ostrus fazinda olan sicanlar segilerek genel anestezi
altinda intrakardiyak kan o&rnekleri ve over Oornekleri alinmigtir. Plazma
orneklerinden rutin biyokimyasal parametreler ile leptin, MDA ve SOD,
DNA/RNA Oksidatif Hasar belirteci; eritrositlerden ise GPx c¢aligiimistir. Over
dokularina H-E boyamasi, immunohistokimyasal olarak TUNEL, eNOS ve VEGF
boyamalari yapilmistir. istatistiksel analizde SPSS 16.0 programi kullanildi.

Bulgular: Bu galismada standart yeme ek olarak su verilen kontrol grubuna
karsilik glukoz, fruktoz, HFCS-55 ve HFCS-90 verilen gruplarda serumda

glukoz, insulin, leptin, lipit paneli, free testosteron duzeyleri galisilarak fruktoz,
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HFCS-55 ve HFCS-90 gruplarinda aclik kan glukozunda anlaml artig, HFCS-55
ve HFCS-90 gruplarinda HOMA ve leptin duzeylerinde anlamli artig, HFCS-90
grubunda anlaml trigliserit artisi bulundu. Fruktoz gruplarinda antioksidan
sistem enzimlerinde artis saptanmigtir. Ayni deneklerin Ostrus donemi
ovaryumlarinda da histopatolojik degerlendirme yapildi ve 06zellikle fuktoz
kullanilan gruplarda overin patolojik olarak degigsiklige ugradidi, olugsan
patolojinin temelinde artmis oksidatif stres ortaminin bulundugu, bu artisin
apopitoz mekanizmasi ile hicre 6lumand arttirdi§i ve over dokusunun artmig

damarlanma ile kendisini korumaya calistigi goruldu.

Tartisma: Diyete eklenen fruktozun agirhk artisina neden oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda literatlre paralel olarak glukoz,
fruktoz, HFCS-90 gruplarinda anlamli agirlik artigl saptandi. Literatirde fruktozla
beslenen sigcanlarda hepatik insulin aktivitesinde ve insulin duyarhliginda azalma
saptanan calismalar oldugu gibi akut dénemde fruktoz verilmesinin dolagimdaki
leptin ve insulin seviyelerini dusirdugu ve insulin ylkselmesinin 6 aylk
dénemde ortaya ¢ikabilecegini bildiren galismalar da vardir. Bizim ¢alismamizda
HFCS 55 ve HFCS 90 grubunda HOMA indeksinde artis saptanmistir. Yapilan
calismalarda fruktoz tiketiminin kisa dénemde leptin dizeyini artirmadigi
bildiriimektedir. Leptin diizeyinin BMi ve insilin direnci ile korele oldugunu
bildiren galismalar oldugu gibi, her iki parametreden bagimsiz bir sekilde leptin
duzeylerinin degistigini gosteren calismalar mevcuttur. Bizim c¢alismamizda
leptin dizeylerinde HFCS 90 ve HFCS 55 gruplarinda anlaml artis saptanmistir.
Bu bulgular leptin duzeylerindeki artisin agirlik artisindan bagimsiz  bir
mekanizmayla gergeklestigini, insulin  direnci ile iligkili  olabilecegini
disundurmustir. Genel olarak degerlendirildiginde antioksidan enzimlerin
fruktoz igceren tim gruplarda artmis oldugu dikkati ¢cekmektedir. Fruktoz
gruplarindaki artan oksidatif stresi azaltmak igin bir savunma mekanizmasi
olarak antioksidan enzimlerde artis gerceklesmis olabilir. Calismanin

makroskobik bulgulari sonucunda HFCS ylklemesiyle deneysel olarak PKOS
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olustugu histolojik olarak gdsterildi. Onceki yayinlarda da goésterilmis bulunan
oksidatif stres, kontroldeki bazal seviye ile karsilastirildiginda HFCS’li gruplarda
eNOS boyamasi ile ortaya kondu. HFCS tiketimine bagh over dokusunda hicre
olumu onceki calismalarda da gosterilmis hatta programlanmis hicre 6lumunin
diger bigimleri olana otofaji vb 6lumleri de bir mekanizma olarak kullandigi
saptanmig olup c¢alismamizla uyumlu literatlr bilgisi olarak kabul edilmistir.
Oksidatif hasar ve artmis hlicre 6limune bir cevap olarak kanlanmanin arttigi ve
yeni damar olusumunun uyarildigi VEGF boyamasi ile gosterildi. Bu ¢alismadan
¢ikan histolojik anlamdaki en énemli sonu¢ HFCS yuklemesinin over dokusunda

olusturdugu belirgin ve anlaml hasardir.

Anahtar Kelimeler: Yuksek fruktozlu misir surubu, insulin direnci, Polikistik

Over Sendromu.
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VIIl. SUMMARY
THE RELATIONSHIP OF HIGH FRUCTOSE CORN SYRUPE CONTAINING
DRINKS THROUGH INSULINE RESISTANCE ON POLYCYSTIC OVARY
SYNDROME IN EXPERIMENTAL RAT MODEL

Aim: We aimed to evaluate the effects of high fructose corn syrupe ( HFCS)
drinks on insulin reistance and polycystic ovary syndrome (PCOS)

etiopathogenesisin the present study.

Materials and method: This study was approved by the Experimental Ethical
Committee of Celal Bayar University. Forty—one Wistar Albino 150-350 grams
female rat were included in the study. Rats were fed with different drinks for 6
weeks according to the 5 study groups;control group (n=11) normal water
drink,glucose group (n=7) %30(w/v) glucose drink, fructose group
(n=7)%30(w/v) fructose drink, HFCS-55 group (n=8) %30(v/v) HFCS-55 drink,
and HFCS-90 group (n=8) %30(v/v) HFCS-90 drink. Female rats were screened
for their oestrus phase every morning by micrscopic evaluation of the vaginal
smear. Rats at oestrus phase were sacrified, intracardiac blood samples were
obtained and ovaries were removed for histopathologic evaluations.

Serum glucose, insulin, leptin, cholesterol, triglyceride, HDL-cholesterol,
LDL-cholesterol, free testosterone, leptin, malondialdehyde, superoxide
dismutase, 8-hydroxy-2deoxyguanosine and eritrocyte glutatione peroxidase
concentrations were analysed. Leptin, insulin, superoxide dismutase and 8-
hydroxy-2deoxyguanosine were analysed by ELISA methods. Glucose,
cholesterol, triglyceride, HDL-cholesterol malondialdehyde and glutatione
peroxidase were analysed by photometric methods. Free testosterone were
analysed by radioimmun assay methods. LDL-cholesterol were calculated by
Fridewald formula and HOMA index (glucoseXinsulin/405). In histopathological
evaluation hemotoxylane eosin dye, TUNEL, eNOS and VEGF
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immunohistochemical dyes were performed to ovary samples. Statistical
evaluation were perfrmed using SPSS 16.0software.

Results: Fasting glucose concentrations were found to be significantly elevated
in fructose, HFCS-55 and HFCS-90 groups. HOMA and leptin concentrations
were found to be significantly elevated InHFCS-55 and HFCS-90 groups.
Triglyceride were found to be elevated in HFCS-90 group. Antioxidant enzymes
were found to be elevated in fructose, HFCS-55 and HFCS-90 groups.
Morphometric evaluation scores of the ovaries were found to be significantly

elevated fructose, HFCS-55 and HFCS-90 groups compared to control group.

Discussion: Fructose supplementation has shown to result in weight gain in
previous studies in literature. In the preent study we observed significant weight
gain in glucose, fructose and HFCS-90 groups. Although decrease in hepatic
insulin activity and insulin sensitivity were observed in fructose fed rats in
literature, acute fructose supplementation result in decreases in leptin and
insulin concentrations, fructose supplementation for 6 months lead to inulin
increase in additional studies. In the present study we found increases in HOMA
index in HFCS 55 and HFCS 90 groups. It has been shown that fructose
consumption did not eleate leptin concentrations in short term. Although leptin
concentrations were shown to be correlated with BMI and insulin resistance in
literature, contradictory studies also revealed that leptin has changed
independent of BMI and insulin resistance. In the present study leptin levels
were found to be significantly elevated in HFCS 90 and HFCS 55 groups. These
results revealed that leptin increases could be independent from weight gain and
may be related to insulin resistance. Antioxidant enzymes were found to be
elevated in fructose, HFCS-55 and HFCS-90 groups and we believe this is due

to compansate the increase in oxidative stress in these groups.

Macroscopic findings show that HFCS suplementation resulted in

experimental PCOS in histological evaluation. eNOS scores were found to be
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increased INHFCS 90 and HFCS 55 groups compared to control group. We
believe eNOS increase is may be due to oxidative stress resulted from HCFS
suplementation. Apoptotic cell increase due to HFCS supplementation detected
by TUNEL method has been shown in ovary in previous studies in literature. We
found similar increase in TUNEL score in fructose, HFCS 90 and HFCS 55
groups. VEGF score, a neovascularisation marker, has been shown to

increased in fructose, HFCS 90 and HFCS 55 groups in the present study.

In conclusion, we believe that HFCS supplementation has resulted in
significant injury in ovaries as detected by increased TUNEL, VEGF, .eNOS
scores and increased HOMA index, trigyceride, leptin, and antioxidant marker

concentrations.

Key Words: High Fructose Corn Syrup, Insulin Resistance, Polycystic Ovary

Syndrome.
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