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OZET

SICANDA YUKSEK YAGLI DiYETLE OLUSTURULAN OBEZIiTE MODELINDE
MELATONIN VE LEPTIN’IN OVARYUM UZERINDEKIi ETKIiLERININ
STEREOLOJIiK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Amag¢: Bu calismada yiiksek yagli diyetin disi sicanlarda ovaryum iizerine etkilerinin
melatonin ve leptin’in rollerinin saptanmasi; melatoninin leptin salinimindaki etkisinin
incelenmesi amaglandi.

Materyal ve Metod: Siganlar yiiksek yagl diyet (%40 yag) (obez kontrol grubu; OK) ve
standart diyet (nonobez-kontrol grubu; NK) ile beslenmek {izere iki gruba ayrildi ve her iki
grup nonobez-melatonin (NM grubu, 10 mg/kg ip melatonin uygulanan), obez-melatonin
(OM grubu mg/kg ip melatonin uygulanan), nonobez-leptin (NL grubu, 1 p/kg ip leptin
uygulanan), obez-leptin (OL grubu, 1 p/kg ip leptin uygulanan), nonobez-melatonin-leptin
(NM-L grubu, 10 mg/kg ip melatonin-1 p/kg ip leptin uygulanan) ve obez-melatonin-leptin
(OM-L grubu, 10 mg/kg ip melatonin-1 w/kg ip leptin uygulanan) olarak gruplandirildi. Bu
caligmada yiiksek yagl diyet ile obezite modeli olusturulan siganlar {izerinde melatonin,
leptin, melatonin-leptin hormonlarini kullanarak bu siganlardaki viicut agirligi, folikiil sayisi,
over agirlig1 ve hacmi, apoptotik hiicreler, LH reseptorii agisindan pozitif hiicrelerin yani sira
biyokimyasal degisimlerin belirlenmesi amaglandi. Ayrica doku homojenatlarinda
miyeloperoksidaz (MPO) ve katalaz (CAT) aktiviteleri de degerlendirildi.

Bulgular: Ortalama viicut agirliginin obez gruplarda kontrole kiyasla 6nemli derecede arttig
gortildii (p<0,001). Gruplar arasinda over agirligi bakimindan onemli fark yok iken over
hacimleri arasinda anlamli fark bulundu (p<0,001). Toplam primordial ve primer folikiil
sayist bakimindan gruplar arasinda onemli fark tespit edilmis; fakat toplam folikiil sayisi
acisindan herhangi bir fark bulunmamistir. MPO aktiviteleri NK grubuna kiyasla OK
grubunda Onemli artmistir (p<0,05) fakat CAT aktiviteleri arasinda Onemli fark
bulunmamastir.

Sonu¢: Bu calismanin sonuglari sigan ovaryal dokusunda yiliksek yagl diyete bagli olarak
gozlenen over rezervi ve morfolojisindeki farkliliklarin melatonin ve leptin’in dokudaki

koruyucu etkileri ve 6nemli rollerinin oldugunu destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: infertilite; leptin; melatonin; reaktif oksijen tiirleri; stereoloji; yiiksek
yagl diyet

Gamze TﬁMENTEMUR, Yiiksek Lisans Tezi
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF MELATONIN AND LEPTIN USING THE
STEREOLOGICAL METHODS IN HIGH-FAT DIET INDUCED OBESITY MODEL

ON RAT OVARY
Aim: In this study the targetted to observe the effects of high fat diet on female rats ovary, to
detect melatonin and leptin’s roles and to observe melatonin’s effect on leptin release.
Material and Method: The animals were divided into high-fat (40% fat) (Obese-control;
0C), and standard diet (Non-obese - control; NC) groups; then, each group was allocated non-
obese-melatonin (NM a dose of 10 mg/kg ip), obese-melatonin (OM a dose of 10 mg/kg ip),
non-obese-leptin (NL a dose of 1 u/kg ip), obese-leptin (OL a dose of 1 u/kg ip), hon-obese-
melatonin-leptin (NM-L a dose of 10 mg/kg melatonin ip - a dose of 1 p/kg ip leptin) and
obese-melatonin-leptin (OM-L a dose of 10 mg/kg ip melatonin - a dose of 1 p/kg ip leptin)
groups. The present paper describes the history of using high-fat diets to induce obesity in
animals, aims to clarify the consequences of changing the amount and type of dietary fats on
weight gain and ovarian weight, follicles counting, ovarian reserve, apoptotic cells, LH
receptor as well as the biochemical basis and the roles of hormones such as leptin, melatonin
and melatonin-leptin in animal models of dietary obesity. Myeloperoxidase (MPO) and
catalaz activity (CAT) were determined in the tissues.
Results: The mean body weight of Ob group was significantly higher than Cont group;
(p<0.001). No significant difference was observed ovarian mass but ovarian volume was
different between all groups (p<0.001). Total primordial and primary follicles were different
but total follicle number, no significant difference was observed between all groups. Although
MPO activities of Ob group were significantly higher than Cont group (p<0.05), CAT
activities showed no significant difference between Cont and Ob groups.
Conclusions: The results of this study confirm the change in the ovary reserves and the
morphology of the ovary tissue due to high fat diet, as well as melatonin and leptin’s

protective effect on these changes.

Keywords: High fat diet; infertility; leptin; melatonin; reactive oxygen species; stereology
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ACTH: Adrenokortikotropik hormon
ABC : Avidin-Biotin

BKO : Bel-Kalga Oram

Camp : Siklik Adenozin Monofosfat
Cat :Katalaz

db : Diabet

DM : Diabetes Mellitus

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

ER  : Endoplazmik retikulum

FSH : Folikiil stimiile edici hormon
GSHPXx:Glutatyon peroksidaz

GnRH : Gonadotropin hormon

H,O, . Hidrojen peroksit

H-E : Hematoksilen-Eozin

i.p . Intaperitonal

IVF  : Invitro fertilizasyon

LH  : Luteinize edici hormon
LH/CG: Anti-luteinizing hormone/choriogonadotropin
MPO : Miyeloperoksidaz

MDA : Malondialdehit

NAOC: Noktalr alan 6l¢iim cetvelleri
ob : Obez

PCOS : Polikistik over sendromu
PBS : Fosfat tamponu soliisyonu
ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SHBG : Seks hormon baglayici globulin
STZ : Streptozotosin

SRO : Sistematik rastgele 6rnekleme
SOD : Superoksit dismutaz

TdT : Terminal deoksiniikleotidil transferaz
VKI : Viicut kitle indeksi

YYD : Yiiksek yag iceren diyet
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1. GIRIS

Tiim diinyada siklig1 giderek artan obezite 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak
tanimlanmaktadir. Son 20 yilda ucuz, lezzetli ve yiiksek yag igceren fazla kalorili
yiyecek ve iceceklerin olusturdugu sagliksiz beslenmeyle birlikte diyetteki yag
miktarinin  hizla artmasi obezite prevalansinin artmasinda ilk neden olarak yer
almaktadir (Schrauwen ve Westerterp, 2000). Ozellikle de gelismis ve gelismekte olan
tilkelerde her gegen giin obez populasyonu daha da artmaktadir. Boylece obezite, neden
oldugu hastaliklar ve toplumsal sorunlar ile birlikte, kronik ilerleyici, mortalitesi ve
morbiditesi yiiksek bir hastalik olarak goriilmektedir. Obezite, enerji alimi ve enerji
harcanmas1 arasindaki denge bozuklugu sonucu olustugundan, tedavide kullanilan
ilaglar; yemek alimini azaltmayi, metabolizmay1 diizenlemeyi ve enerji harcanmasini
arttirmay1 hedefler (Karasu ve Ari, 2005).

Obez hastalar tizerinde yapilan bircok calismada viicutta oksidatif stres
belirteglerinin yiikseldigi ve antioksidan savunma enzimlerinde ise azalma oldugu
gosterilmistir (Vincent ve Taylor, 2006). Bu nedenle obezitenin viicutta inflamasyon ve
kronik oksidatif stres durumu oldugu belirtilmektedir (Higdon ve Frei, 2003; Urakawa
ve ark., 2003). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ya da prooksidanlar denen bu atiklar diisiik
dozlarda zararli olmayip hatta yararli olurken, yeterince temizlenmemesi ve ortamda
artmas1 durumunda oksidatif stres ve sonrasinda hiicre, doku ve organ hasar1 olusur,
organin iginde bulundugu sistem c¢alismamaya baslar. Bu sistem tireme sistemi olunca
infertilite ortaya ¢ikar (Kiigiik, 2012). Kadin iireme sagliginda ROS ve antioksidan
dengesinin bozulmasi1 ¢esitli hastaliklara yol agar. Bunlar arasinda kisirlik,
polikistikover sendromu (PCOS), endometriyozis ve g¢ikolata Kkistleri, disiikler,
gebelikte hipertansiyon vardir.

Obezite pek ¢ok noroendokrin ve ovarian fonksiyonu etkileyebilir, bu nedenle
saglikl kadinlarda hem ovulasyon hem de fertilite oranlarinin azalmasina neden olabilir
(Koriik¢ti ve Kukulu, 2011). Cesitli ¢calismalar obezitenin over rezervi parametreleri
tizerindeki negatif etkilerini akla getirir. Son yirmi yilda, yumurtalik rezervi testleri bir
dizi folikiil sayis1 ve kalitesini belirlemek ve yardimci tireme islemleri sonucu tahminler
icin kullanilir olmustur (Broekman ve ark., 2006). Bir kadinin {ireme yeteneginin ne

kadar siirecegini belirleyen major faktdr overlerindeki primordial folikiillerin sayisidir.



Dorman fazda bekleyen primordial folikiiller primer folikiillere doniiserek biiyiimeye
baslar sirasi ile preantral ve antral asamaya ulasirlar (Oktem ve Urman, 2011). Over
rezervi, oosit kalitesi, sayis1 ve folikiiler tiikenme siireciyle ilgili olarak bir kadinin
lireme potansiyelini tanimlar. Rezerv azalmasimin mekanizmasi tam bilinmemektedir.
Fakat cevresel faktorlerin etkisiyle oksidatif hasar ve hormonal dengesizlik folikiilii
atreziye gotiirmektedir. Oksidatif stresin Ozellikle oosit mitokondrisinde antioksidan
mekanizmalarla durdurulamamasinin, hiicre membran lipitlerinin bozulmasina
DNA’nin pargalanmasina, hiicre apoptosizi ve dogurganligin inhibisyonuna neden
olarak gercekten de kotii oosit kalitesine, bunlarin da over yaslanmasinda diger bir
mekanizma oldugu ileri siiriilmiistiir (Pru ve Tilly, 2001). Diisiik kalitede olan oosit,
baz1 kromozom eksiklikleri ya da béliinememe gibi ¢esitli sorunlara yol agabilir.
Memelilerde iireme fonksiyonunun gergeklestirilmesinde vazgecilmez Oneme
sahip olan overlerdeki folikiillerin gelismesi, bir yandan dollenme yetenegi olan ovumu
tiretirken diger yandan da iireme sisteminin belli bolgelerinde es zamanli degisim ve
gelismeleri saglar ve kadina bagl infertilitenin %30-40’1n1 olusturur (Greenwald ve
Terranova, 1988). Ovulasyon, hipotalamus, hipofiz ve over aksinin diizenli ¢alismasiyla
saglanir. Bu aksin herhangi bir asamasindaki aksamalar sonucu, anovulasyon olusabilir.
Obezitenin hormonlar ve genlerle iliskisine olan ilgi, adipositlerden sagilanan bir
molekiil olan leptinin kesfinden sonra yakin zamanda yapilan ¢alismalarda daha da
artmistir. Leptin, istah1 diizenlemesi ve enerji harcanmasini artirmasi nedeniyle viicut
agirh@nin uzun siireli kontroliinii diizenleyen bir hormondur (Giacobino, 1996).
Leptinin bulunmamasi durumunda besin tiiketimi engellenememekte, enerji harcamasi
azaltilmakta ve boylece obezite olusmaktadir (Ozmen ve Moran, 2010). Gelisen
hiperandrojeneminin, granuloza hiicre apoptozuna neden olurken androjenlerin perifer
yag dokusunda Ostrojenlere doniismesi hipofizden gonadotropin salinimini durdurmasi
ile tireme aksindaki olumsuz etkilere neden olmaktadir (Pandey ve ark., 2011). Obezite
gen {iriinii olan leptinin ¢esitli metabolik etkilerinin yani sira oksidan/antioksidan
dengenin diizenlenmesinde de rolii oldugu ileri stiriilmektedir fakat halen artirdig1 ya da
azalttig1 yoniinde celiskili sonuglar1 vardir. Obeziteden dolay: etkilenen leptinin yiliksek
konsantrasyonunun PCOS patogenezinde ve ilireme bozukluklarinda bir rol alacagi

spekiile edilebilir.



Leptinden sonra, yeni ¢alismalarla birlikte sismanlikla ilgisi oldugu belirtilen
melatonin hormonu, geceleri epifiz bez’den salgilanan ve sentezlenen endojen bir
molekiildiir (Reiter, 1991). Enerji metabolizmasi ve viicut agirlig {izerinde 6nemli bir
rol oynayabilecegi (Korkmaz ve ark., 2009b), hatta melatoninin enerji harcanimi ve
viicut yag kiitlesini diizenledigi yaptiklari ¢alismalar tarafindan ortaya konarak anti-
obezite etkileri bulunmustur (Korkmaz, 2009; Tan ve ark., 2011). Obezite kaynakli
bozukluklarda melatoninin etkisi, antioksidan aktivitelerinden daha ¢ok birlesik
pleiotropik diizenleyici etkisinden kaynaklanir (Hardeland ve ark., 2006). Melatoninin
hidroksil radikali notralize etme ozelliginin glutatyondan 5 kat, mannitolden 15 kat,
peroksit radikal tutucu oOzelliginin ise E vitamininden 2 kat daha giicli oldugu
gosterilmistir (Palaoglu ve ark., 1998). Daha da 6nemlisi, diger antioksidanlarin aksine,
cok yiiksek dozlarda (300 mg/giin) ve 5 y1l gibi uzun siire kullanimda bile, melatoninin
toksik bir etki gostermemesidir (Reiter, 1993). Arastirmacilar, yillarca sadece lireme ile
ilgili oldugu ve genel olarak da iireme yetenegini bastirdigina inanilmis olan melatonin
hormonunun ayn1 zamanda folikiilogenesizi ve ovulasyonu diizenledigini isaret
etmektedirler (Zhao ve ark., 2000). Tamura ve ark. (2008), melatonin hormonunun
kadinlarin invitro fertilizasyon (IVF) tedavisinde yumurta kalitesini artirmaya yardime1
olabilir olarak bulmustur. Konu iizerinde yapilan ¢alismalardan birinde melatoninin yag
depolarini azaltarak daha i1yi bir yasam siireci sundugu, bilinen detoks etkisine ek olarak
lipid oksidasyonu azaltarak iireme i¢in faydali olabilecegini ortaya koyar (Prunet-
Marcassus ve ark., 2003). Melatonin biiyiik olasilikla progesteron iiretimini artirarak,
yumurtlama sirasinda oksijen radikalleri tarafindan gergeklestirilen saldirilara karsi
graniiloza hiicrelerini korumustur (Nakamura ve ark., 2003).

Melatonin, leptin hassasiyetini Onceki degerlerine cekerek leptin seviyesi
kontroliinde ©nemli bir rol oynar ve dolasimdaki Ileptin konsantrasyonunu
etkileyebildigi ispatlanmistir. Bununla birlikte, melatoninin leptin salinimini iizerindeki
pozitif-negatif etkisi heniiz netlik kazanmamistir (Song ve Chen, 2009). Buna
dayanarak, deneysel olarak yiiksek yagl diyet ile beslenen ve obezite gelistirilen
siganlarin over dokusunda olusabilecek degisiklikleri leptin, melatonin ve melatonin-
leptin’in iizerindeki etkilerinin stereolojik biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve
olarak belirlenmesi bu hormonlar arasindaki iliskinin agikliga kavusturulmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezite Nedir?

2.1.1. Tanim ve Epidemiyolojisi

Obezite, viicutta asir1 miktarda yag dokusunun bulunmasi olarak
tanimlanmakta (Tiizlin, 1995) olup bu kelime latince ¢ok yemek yiyen anlamina gelen
“obese (obesus)” sozciigiinden tiiremistir (Hammoud ve ark., 2008). Viicuda besinler ile
alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasindan kaynaklanan, viicut yag kitlesinin,
yagsiz viicut kitlesine oranla artmasi ile kendini gosteren kronik bir hastaliktir
(Altunkaynak ve Ozbek, 2006). Besinler ile alinan enerjinin viicutta yag seklinde
depolanmasi, besin gereksinimi duyuldugu zamanlarda viicut i¢in yasamsal degere
sahiptir. Enerjiyi olusturan besin 6gelerinin oran1 6nemlidir. Glikojen ve proteinlerin
aksine, trigliseridler depolanma i¢in su ve elektrolit destegine gereksinim gdstermez ve
saf yag seklinde depolanabilir. Enerjinin yag dokusunda bu denli etkili bir sekilde
depolanabilme 6zelligi nedeniyle, normal viicut agirhigindaki bir insan yaklasik olarak
total acliga 2 ay siireyle dayanabilmektedir (Olefsky, 1991). Ancak yagin bu sekilde
kolay depolanabilir olmasi, ¢esitli faktorlere bagl olarak yagin viicutta normalden fazla
birikimine ve obeziteye yol agabilmektedir.

Beslenmeyle alinan yag g¢ogunlukla sigsmanliktaki artisin sorumlusu olarak
gosterilir. Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalar yag oram yiiksek (enerjinin > %30 ‘unun
yagdan geldigi) diyetlerin obeziteyi kolayca tetikleyebildigini gostermislerdir (Bray ve
Popkin 1998; Hill ve ark., 2000; Schrauwen ve Westerterp 2000; Jequier 2002; French
ve Robinson, 2003). Cin, Kanada ve ABD gibi lilkelerde gergeklestirilen epidemiyolojik
caligmalar diyetteki mevcut yag miktar arttikca obezite goriilme sikliginin da arttigini
gostermiglerdir (George ve ark., 1990; Tucker ve Kano, 1992; Popkin ve ark., 1993). Bu
da insanlarin diyetlerindeki yag miktarini diistirmek i¢in diinya ¢apinda bir ¢abaya yol
acmistir. Yiiksek yag igeren diyet (YYD) ile beslenmenin, insan metabolik sendromuna
paralel olarak kemirgenlerde de obezite ve metabolik hastaliklar1 tetikledigi (Song ve
ark., 2006; Buettner ve ark., 2007) ve YYD’in sicanlarda viicut yag orani artigina ek
olarak hiperleptinemi, hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemiye sebep oldugu
bildirilmistir (Bahgeci ve ark., 1999; Kalaivanisailaja ve ark., 2003).

Fakat obezitenin gelisiminden sadece asir1 yag alimi sorumlu degildir; protein

ve karbonhidratlarla alinan fazla kalorilerin yag dokusu olarak depolanmasi da viicut



agirh@inin artmasina neden olmaktadir. Epidemiyolojik ¢aligmalar yiliksek oranda yag
tilkketen toplumlarda obezite prevalansinin daha ¢ok karbonhidratla beslenenlere gore
yiiksek oldugunu ortaya koymustur (Thomas, 1995). KH ve protein ile alinan enerji 4
kkal/gr, alkol ile 7 kkal/gr iken (Serter, 2003) yagda bu oran yiiksektir kuramsal bir
degerlendirme ile 1 gram yag dokusu, 38 kJoule (9 kcal.) enerjiye esittir (Olefsky,
1991). Obezite gelisiminde diger Onemli faktor gelismekte olan iilkelerin
sosyoekonomik diizeylerinde ve yasam tarzlarinda ugradiklar1 hizli degisim ile
teknolojik gelismelerin sagladig1 kolayliklardan olusan hareketsizlikden dolay1 giinliik
aktivitelerde harcanan enerji miktarinin azalmasidir (Caballero, 2001). Pozitif enerji
dengesinin saglanmasinda beslenmenin ¢ok onemli rolii bulunmaktadir (Jequier ve
Tappy, 1999).

Yillarca obezitenin derecelendirilmesinde bir¢ok iilke kendine 6zgii kriterler
kullanmis ve bu nedenle obezitenin epidemiyolojik incelenmesinde biiyiik giicliikler
ortaya ¢ikmistir (Tasan, 2005). Gelismis iilkeler basta olmak {izere tiim diinyada obezite
prevalansi giderek artmaktadir ve bu prevalans %8,2 olarak hesaplanmaktadir ki bu
deger tiim diinyadaki zayiflik prevalansindan (BKi<17 olanlar %5,8) daha yiiksektir.
Diinya saghk orgiitii (DSO) verilerine gore, diinyada 400 milyonun iizerinde obez ve
1,6 milyar civarinda da hafif sisman birey bulunmaktadir. 2015 yilinda bu oranin
sirastyla 700 milyon ve 2,3 milyara ulasacagi disiiniilmektedir (WHO, 2006). Bu
sebeple obezite ile miicadele, ayn1 diyabet programlari gibi uluslararasi zeminde
basarty1 arttiracak yeni yaklagimlar ve programlar gelistirilerek yayginlagmaktadir
(Formiguera ve Canton, 2004; Serter, 2004; Tasan, 2005). Avrupa’da obezite prevalansi
ilkeler arasinda farklilik gostermesine ragmen, Amerika ve Avustralya’dan daha
digiiktiir (Caterson ve Gill, 2002). TURDEP’ in (Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon,
Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans) yaptigi aragtirmaya gore; bolgesel
dagilimlar géz 6niine alindiginda obezite, Dogu Anadolu’da en diisiik (%17,2) ve I¢
Anadolu’da en yiiksek (%25) olmak tizere, giineyde %24, kuzeyde %23,5 ve batida
%21,6 bulunmustur. Obezite prevalansinin  bolgelere gore cinsiyet dagilimi
incelendiginde; erkeklerde en yiiksek Akdeniz ve Karadeniz bolgelerinde (%16,9 ve
%16), en diisiik Ege’de (%2,5), kadinlarda en yiiksek Karadeniz’de (%35,6), en diisiik
Akdeniz’de % 14,1 olarak bulunmustur (Sansoy ve Onat, 2007).



Ulkemizde ¢ok merkezli olarak yapilan epidemiyolojik bir arastirmada
erkeklerde >30 kg/m?® kadmlarda ise >29 kg/m” obez olarak kabul edilmistir (Erden,
1998). Tirkiye genelinde yapilan TOHTA (Tiirkiye Obezite ve Hipertansiyon
Taramasi) ¢alismasinda, 20 yas ve lizeri 23,888 kisi degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin
sonucuna gore; obezite orani kadinlarda %36,17, erkeklerde %21,56, toplam olarak
%25,20 bulunmustur (Hatemi ve ark., 2002). Obezite, kadinlarda erkeklere oranla daha
stk olarak goriilmektedir (Olefsky, 1991). Bunun nedeni daha ¢ok gebelikte alinan
kilolarin, alinmasi gerekenden fazla olmasi, oral kontraseptif kullanimi, éstrojen etkisi,
sosyal yasamdaki kisitliliklar ve sinirli fiziksel aktivitenin varligi olarak kabul edilebilir.

Erkeklerle kadinlar arasindaki fark ileri yaslarda daha da artmaktadir.

2.1.2. Obezite Etiyolojisi

Obezite, irade ve oto-kontrol eksikligine bagli basit bir problem degil, istah
regulasyonu ve enerji metabolizmasini i¢ine alan kompleks bir hastaliktir (Serter, 2004).
Obezitenin giderek epidemi halini almasinda fazla enerji alimi, yetersiz enerji tiiketimi,
genetik yatkinlik, diisiikk yag oksidasyonu, azalmis sempatik aktivite, psikolojik stres,
sosyoekonomik diizeyde diisiikliikk (Eker ve Sahin, 2002), yas, cinsiyet, egitim diizeyi,
evlilik ve dogum sayis1 olusturmaktadir (Adams ve ark., 2006; Altunkaynak ve Ozbek,
2006). Viicut agirligi, hipotalamusun; lateral hipotalamik niikleusta bulundugu
diistiniilen aglik merkezi ve ventromediyal niikleustaki doyma merkezi gibi ¢esitli ndron
merkezleri yoluyla adipoz dokuyu kontrol etmesiyle iliskilidir (Konturek ve ark., 2005).
Giliniimiizde, obezitenin yemek yeme davranisi bozuklugu ve hipotalamik termojenez
kontrol mekanizmalarinin bozulmasi sonunda adipoz doku ile hipotalamus arasindaki
denge ve kompansasyonun bozulmasi ile olustugu diisiiniilmektedir (Baskal, 2003).
Enerji dengesinin bozulmasini tetikleyen cesitli ¢evresel faktorler yaninda psikolojik,
hormonal ve metabolik bozukluklar ve farmakolojik maddeler obezitenin olusumunda
rol almaktadirlar. Kalitimm %35 rol oynadigi ve modifiye edici genlerin de %15 rol
oynadig1 diisliniiliirse geri kalan %50 olguda ¢evresel faktorler ve yasam stilinin etkili
oldugu ortaya ¢ikar (Ozata, 2007).

Besinlerle alinan enerji girisi, egzersiz, bazal metabolizma, termogenezis ve
yag biyosentezi yoluyla harcanan enerji ¢iktisina esittir. Termogenesis besinler

yendikten sonra viicutta olusan 1s1 miktaridir (Baysal, 1999). Gidalarin termogenik



etkisi gidanin sindirimi, metabolizmasi ve depolanmasi i¢in harcanan enerji ile beraber
gida alimina eslik eden sempatik aktivitedeki ve enerji harcanmasindaki artis1 kapsar
(Lustig, 2001). Besinlerin termik etkisi ise toplam enerji harcanmasinin yaklasik %10’u
kadardir. Normal agirliktaki bireylerde sisman olanlara gore termik etki daha yiiksektir
(Baysal, 1999). Disaridan alinan kalori fazlaligi termogenez arttirilarak yok edilir. Bu
olay baslica kahverengi yag dokusunda, kismen karaciger ve iskelet kasinda olmaktadir.

Diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, infertilite, serebrovaskiiler hastaliklar,
osteoartrit, uyku apne ve belli kanser tiirlerinde karsilasilan morbiditenin, viicut yaginin
azaltilmasiyla orantili olarak azalacagini gosteren cesitli epidemiyolojik caligmalar
bulunmaktadir. Merkezi sinir sistemi ve periferik sinyal yolaklarmin daha iyi
anlasilmasiyla adipozitenin diizenlenmesinde rol oynayacak etkili obezite ilaglarinin ¢ok

yakin gelecekte gelistirilebilecegi diistiniilmektedir (Chaput ve ark., 2007).

2.1.3. Obezitenin Degerlendirilmesi

Fazla kiloluluk ve obezite eriskinler i¢in viicut kitle indeksi (VKI) ad1 verilen
kilo ve boy kullanilarak hesaplanan degerler ile gosterilir (Kuczmarski ve Flegal 2000).
Viicut yag orani erkekte %12-20, kadinda %20-30 olmalidir (Paydas, 2004), erkekte
%25, kadinda 1se %33’lin tlizerine ¢ikmasi durumunda obezite olarak tanimlanir (Vega,
2001). Obezitenin klinik tayini i¢in ¢esitli dlgiimler gelistirilmistir. Bunlardan en basiti
Broca indeksi olarak tanimlanan “Ideal agirlik = Boy (cm)-100” formiilii kullanilmugtir
(Serter, 2004). Ancak Broca indeksinin ¢ok duyarli bir hesaplama yontemi olmamasi
nedeniyle, bugiin daha ¢ok DSO’niin tanimlayarak standardize ettigi VKI
kullanilmaktadir (Uckaya, 1999). VKI 1990’11 yillardan itibaren obezitenin dl¢iimiinde
genel kabul goren bir oOlgiit haline gelmeye baslamistir. Viicuttaki yag miktar
yiizdesinin obezitedeki morbidite ve mortalite artist ile yakindan iligkili oldugu
bilindiginden viicuttaki yag oram ile korelasyonu cok iyi olan VKI bu derecelendirme
icin olduk¢a uygundur (Tasan, 2005). Belgikali iinlii astronom ve istatistik¢i olan
Quetelet tarafindan ileri siiriilen VKI viicut agirliginm kilogram olarak degerinin metre
olarak degerinin karesine boliinmesi viicut agirligi (kg)/boy (m?) ile hesaplanir (Tanyeri,
1996).

Obezitenin degerlendirilmesinde ikinci 6l¢iit Bel-Kalga Oran1 (BKO) ya da bel
cevresi degeridir. BKO ilk defa TEKHARF calismasinda 1995 yilinda bakilmistir ve



kadinlarda ideal degeri 0,8’den, erkeklerde 0,95’den kiiciik olmasidir (Antipatis ve Gill,
2002). 1995 yilinda TEKHARF calismasinda Tiirk kadinlari android tipte (elma tip)
obez bulunmustur. BKO, 0,5’1 ge¢en kadin oran1 %34,5, 0,951 asan erkek oran1 %28,9
olarak belirtilmistir (Yilmaz, 2003). Daha onceleri ideal kilo formiilleri ile ideal kilo
bulunmakta, bunun %10 fazlasi fazla kilolu, %20 fazlas1 ise obez olarak
tanimlanmaktaydi. DSO’niin VKI degerlerine gére yaptigi sinmiflamada, yetiskinler zayif
(underweight), normal, fazla kilolu (overweight) ve obez olarak degerlendirilmektedir
(Tanyeri, 1996). Ornegin 70 kg agirhiginda, 1,75m boyundaki bir yetiskinin VKI =70
(kg)/1,75* (m?) =22,9 olarak hesaplanmaktadir. Viicuttaki yag miktar1 yilizdesinin
obezitedeki morbidite ve mortalite artis1 ile yakindan iligkili oldugu bilindiginden
viicuttaki yag orani ile korelasyonu ¢ok iyi olan VKI bu derecelendirme i¢in oldukga
uygundur (Tanyeri, 1996), fakat dolayli olarak viicut yag miktarinin genel bir gostergesi
olup yagin dagilimi hakkinda bilgi vermez.

Obezitenin klinik siniflamasi ve tamimi: Tani iki sekilde yapilir (Tablo 1).

Tablo 1. Yetiskinlerde zayiflik, fazla kiloluluk ve obezitenin VKi’ne gore uluslararasi siniflamasi

SINIFLAMA VKIi (kg/m2)
Zayif (underweight) <18,50
Siddetli derecede zayif <16

Orta derecede zayif 16-16,99
Hafif derecede zayif 17-18,49
Normal aralik 18,5-24,9
Fazla kilolu >25
Pre-obez 25-29,99
Obez >30
Obez Grade 1 30-34,99
Obez Grade 2 35-39,99
Obez Grade 3 >4()

2.1.4. Obezitenin Komplikasyonlari

Diinya saglik orgiitii tarafindan en riskli 10 hastaliktan biri olarak kabul edilen
obezite ciddi saglik problemlerine yol agmaktadir (Altunkaynak ve Ozbek, 2006).
ABD’de bir yilda yaklasik 300.000 kisi obezite ile iligkili hastaliklardan 6lmektedir




(Allison ve ark., 1999). Obez bireylerdeki fazla yaglanma; insan viicudunda
kardiyovaskiiler sistem, solunum sistemi, hormonal sistem, sindirim sistemi gibi
sistemleri etkileyen birgok Onemli rahatsizliga zemin hazirlar (Baltaci, 2012).
Kardiyovaskiilerhastaliklar, hipertansiyon, diyabet, hiperkolesterolemi, solunum
rahatsizliklari, eklem hastaliklari, menstrual diizensizlikler, impotans, safra kesesi
hastaliklari, tas olusumu, tip 2 diyabet, bazi kanser tiirleri ve kadinlarda hormonal
bozukluklar (asir1 tliylenme) ve PCOS, hamilelik doneminde anneye bagh
komplikasyonlar gibi lireme rahatsizliklar1 (Ogden ve ark., 2006; Sneed ve ark., 2008).
reprodiiktif bozukluklar obezite ile dogrudan iligkili hastaliklardan birkagidir (Wright ve
ark., 1994; Pijl, 2001; Must ve Anderson, 2003; Galinier ve ark.,, 2005). Bu
komplikasyonlardan olan infertilite giiniimiizde yogun c¢alismalara sebep olmaktadir.
Reprodiiktif sistem ile ilgili olarak kadinlarda diizensiz menstruasyon ve oosit kalitesi

ile anovulatuvar siklus goriilebilir (Clark ve ark., 1998; Hossain ve ark., 2007).

2.1.5. Obezite ve Antioksidanlar

Oksidatif stres; oksidan ve anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan
sistemler lehine bozulmasi sonucu lipid peroksidasyonu ve ROS’un agiga c¢ikarak
organizmada hiicresel hasara yol agmasi olarak tanimlanir (Fearon ve Faux, 2009).
Oksidatif stres sonucunda protein, lipit, niikleik asit ve enzimlerin yap1 ve fonksiyonlar
bozulmaktadir (McCord, 1993). Serbest radikaller, hiicre zarindaki yaglardan birine
saldirdiginda yag molekiilii degisime ugrar. Bu degisim bitkisel yaglarin acilasmasina
sebep olan kiigiik bir degisikliktir. Yaglar viicutta degisime ugradiginda; hiicre zarinin
yapis1 ve fonksiyonlar1 zarara ugrar, hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve suyun uzun siireli
olarak transferini yapamaz ve bu yiizden harcanan iriinlerin atilmasini diizenleyemez
(Yilmaz, 2008). Serbest radikallerin saldirisinin devami; hiicre zarmin yapisinda
bulunan yaglarin par¢alanmasina, zarin yirtilmasina ve hiicre bilesenlerinin dagilmasina
sebep olur. Hiicre i¢i bilesenlerin hiicre disina akmasi etraftaki dokulara da zarar verir.
Serbest radikal saldirisi ve hiicre zarinin tahribatt "Yaglarin Oksidasyonu" veya
"Oksidatif Hasar" olarak adlandirilir. Obez hastalar iizerinde yapilan birgok c¢alismada
viicutta oksidatif stres belirteclerinin yiikseldigi ve antioksidan savunma enzimlerinde
ise azalma oldugu gosterilmistir (Vincent ve Taylor, 2006) Bu nedenle obezitenin

viicutta inflamasyon ve kronik oksidatif stres durumu oldugu belirtilmektedir (Higdon



ve Frei, 2003; Urakawa ve ark., 2003). Prooksidan etki gOsteren serbest radikallerin
hasarma karsi, antioksidan adi verilen ajanlarla savunma olusturulur (Cros, 1987).
Antioksidanlarin  birgok tanimi yapilmakla beraber en genel tanimi, lipit
peroksidasyonunu yavaslatan veya baslamasin1 geciktiren kimyasal bilesikler
seklindedir. Viicudumuzda gelismis olan dogal antioksidan savunmasi ise, oksidatif
strese neden olan serbest radikallerin tiretimini ve DNA’nin hasar gérmesini engellemek
konusunda 6nemli rol oynar (Halifeoglu ve ark., 2005).

Obezitede oksidatif stresi arttiran etkenler arasinda hiperglisemi,
hiperleptinemi, doku lipit diizeylerinin artmasi, yetersiz antioksidan defans, ROS
olusumunun artmast ve kronik enflamasyon olarak bildirilmistir (Vincent ve Taylor,

2006) ve bu etkenler sonugta doku hasarina yol agmaktadirlar.

2.1.6. Obezitede Goriilen Hormonal Degisiklikler ve infertilite

Fazla kilonun ya da obezitenin genel sebebi hormonlardir. Yag dokusu hormon
iretimi yapar; androjen, Ostrojen ve progesteron igin bir depodur (Serter, 2004) ve
Ostrojenin 2/3' yag hiicrelerinde {iretilir. Yag dokusundaki stromal vaskiiler hiicrelerde
androjenlerin Ostrojene aromatizasyonu ile dstrojen miktar1 artar, progesteron miktari
azalir ve Ostrojen/androjen oranindaki bu artis ile, diger taraftan seks hormon baglayici
globulinde (SHBG) azalma olur. Kandaki yiiksek androjen sindirim sistemindeki bazi
dokularin 6lmesine neden olurken yumurtaliklar: uyaran diizenli ovulasyon i¢in gerekli
olan gonadotropin hormonunun (GnRH) salgilanmasi kisitlanir (Metwally ve ark.,
2007). Yiiksek miktardaki Ostrojen ise yumurtlamay1 engeller (Serter, 2004) ve GnRH
Ozellikle yumurtalarin gelisimi i¢in kritik olan luteinize edici hormon (LH) ile folikiil
stimiile edici hormon (FSH) salinimini tetikler.

Hormonlarin diizenli c¢alismasi viicudun gerekli besinleri alip saglikli
yasamasina olanak verir. Fakat hormonlarin ¢alisma fonksiyonlar1 diizgiin degil ise
fonksiyonlarini yerine getiremez ve bu durumda olumsuz etkiler olusumuna yani
obeziteye kaynak olusturur. Hormonal problemler, tiroid ve bobrek {istii bezlerindeki
bozukluklar, stres, asir1 kilo kayb1 ve kilo artis1 ovulasyonda diizensizliklere yol agabilir
(Coskun, 2010). Ureme cagindaki kadinlarda hiperandrojenizm ve anoviilasyon riskinin
obezite ile arttig1 agikga goriilmektedir (Korikk¢ii ve Kukulu, 2011). Kilosu yiiksek

olanlarin insiilin salinimindaki ve hormon seviyesindeki degisiklikler, néroendokrin
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fonksiyonlari, siklus bozukluklar1 (Wittemer ve ark., 2000; Carrell ve ark., 2001;
Dokras ve ark., 2006; Esinler ve ark., 2008), fertilitede azalma, libido ve potenste
azalma (Rich-Edwards ve ark., 1994) hiper androjenizme bagli PCOS (Bagriagik ve
ark., 2003) embriyo ve oosit kalitesini/olgunlasmasini1 (Wittemer ve ark., 2000; Carrell
ve ark., 2001; Dokras ve ark., 2006; Esinler ve ark., 2008) bozarak ovarian
fonksiyonlarma etki eder, bu durum embriyonun rahime tutunmasini, gebe kalmay1 ya
da gebeligin devamini olumsuz yonde etkiler (Yetkin ve Cimen, 2010). Boylece saglikl
kadinlarda hem ovulasyon hem de fertilite oranlar1 azalabilir (Pasquali ve ark., 2003).

Kilo kaybi ayni zamanda fazla androjen salgilanma problemini azaltirken
(serbest androjen indexinde azalma, serbest ya da total testesteron miktarinda azalma ve
SHBG’de artma olarak Ol¢timlenmistir) menstrual fonksiyonlarda, ovulasyon ve
dollenme oranlarinda artis saglar (Kiddy ve ark., 1989; Pasquali ve ark., 1989; Kiddy ve
ark., 1992; Botwood ve ark., 1995; Holte ve ark., 1995; Jakubowicz ve Nestler, 1997;
Van Dam ve ark., 2002; Moran ve Phillip, 2003). LH oraninda degisiklikler,
azalmalariyla (Pasquali ve ark., 1989), artislariyla (Van Dam ve ark., 2002) ve
degisiklik olmamasiyla daha az raporlanmistir (Kiddy ve ark., 1992; Holte ve ark.,
1995; Jakubowicz ve Nestler, 1997). Uremeye yardimci teknikleriyle tedavi géren
kadinlarin obez ya da kilolu olanlarinda normal kilodaki kadinlara oranla daha yiiksek
oranda gonadotropin, arttirllmis dongii iptal oranlar1 ve azaltilmis oosit alimi
gereksinimi tespit edilmistir (Fedorcsak ve ark., 2004).

Obezitenin hormonlar ve genlerle iliskisine olan ilgi, leptinin kesfinden sonra
yakin zamanda yapilan ¢alismalarda daha da artmistir. Leptin, viicut agirligimin uzun
stireli kontroliinii diizenleyen bir hormondur (Giacobino, 1996). Leptinden sonra, yeni
calismalarla birlikte sismanlikla ilgisi oldugu belirtilen melatonin hormonunun enerji
metabolizmasi ve viicut agirlig1 iizerinde 6nemli bir rol oynayabilecegi (Korkmaz ve
ark., 2009b), hatta melatoninin enerji harcanimi ve viicut yag kiitlesini diizenledigi
(Korkmaz, 2009; Tan, 2011) yaptiklari ¢aligmalar tarafindan ortaya konmustur. PCOS'
lu hastalarin yaklasik % 50'si obezdir. Ancak obezitenin PCOS’u kolaylastirict bir etken
mi yoksa hastalifin bir sonucu mu oldugu halen tartigmalidir. PCOS' lularda karin
duvarinda, visseral mezenterik bolgelerde yag doku birikimi seklinde meydana gelen
android tipte obezite olur. Ozellikle abdominal obezitesi olan kadinlarda menstriiel

diizensizlikler artmistir ve ¢cogu olguda menstriiel bozukluk baglamadan dnce belirgin
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kilo artigi bulunur. Androjen seviyesinde artma normal folikiiler gelismeyi Onlerken,
prematiir folikiil atrezi indiiklenir (Taylor, 1998; Harwood ve ark., 2007). Folikiiler
atrezi ovarian stromal dokuyu artirir. Artmis stromal doku, LH uyarimi ile daha fazla

androstenedion periferal dokularda testosterona (Speroff ve ark., 2005) doniismektedir.

2.2. Ovaryum

2.2.1. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, disi iireme sisteminin ¢ift fonksiyon yapan organlaridir. Yumurta
tiretmeleri bakimindan ekzokrin, c¢esitli esey hormonlarini {iretmeleri bakimindan,
endokrin fonksiyon goren, karin boslugunda, her biri uterusun bir yanina yerlesmis olan
ovaryumlar, badem seklindeki organlardir (Aksoy, 2008).

Ovaryumda 6strojen ve progesteron olmak iizere iki ana grup hormon salgilanir;

1- Ostrojenler: I¢ ve dis seks organlarinin biiyiime ve olgunlasmasimi destekler.
Puberteyle birlikte gelisen disi seks karakterlerinden sorumludur. Ostrojenler
meme bezi lizerine de etki edip duktal ve stromal biiylimeyi uyarirlar. Ayrica
yag birikimine de neden olup meme gelisiminde énemli rol alirlar.

2- Progesteronlar: Basta uterus olmak iizere i¢ seks organlarini hamilelik i¢in
hazirlarlar. Bununla birlikte lobular ¢ogalmay1 da destekleyerek meme bezini siit
vermeye hazirlar (Gartner ve Hiatt, 2001).

Ovaryum’da ii¢ katman gozlenir:

1. Epitel: Ovaryum epiteli prizmatik, kiibik, yas ilerledik¢e yassiya kadar
donen germinal epiteli icerir, mezovaryumu oOrten mezotelyum ile devam eder. Epitelin
peritona bakan yiiziinde mikrovilluslar ve az sayida kinosilyalar izlenir. Hiicre
sitoplazmas1 mitokondriyonlar ve pinositoz vezikiillerinden zengindir.

2. Tunika albuginea: Bag dokusundan yapili kattir. Yas ilerledik¢e kalinlagir
ve sertlesir. Az damarli, diizensiz siki bag dokusu yapisinda olup kollajen lifler yiizeye
kosut demetler olustururlar.

3. Ovaryum stromasi: Ovaryum’un temel ve destek dokusudur. Ovaryumlar
dista korteks, icte medulla olmak tizere iki bolgedir (Andolf, 1987) (Sekil 1).

a. Korteks (cortex ovarii): Organin dis ve islevsel boliimidiir. Cesitli gelisim
asamalarindaki ovaryum folikiilleri ve korpus luteum yapilarimi igerir. Korteks

stromasinda kollajen, elastik lifler ve lif aglar ile ince uzun mekik seklinde stroma
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hiicreleri bulunur. Stroma hiicreleri fibroblastlardan ayricali olarak hormon salgilayan
teka interna hiicrelerine doniisebilen hiicrelerdir.

b. Medulla (medulla ovarii): Bu bolge, gevsek bag dokusu, kollajen ve elastik
demetlerden yapilmis olup, genis kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirlerin
bulundugu acik renk i¢ bolgedir. Korteks ve medullay1 yapisal olarak kesin sinirla
ayirmak olas1 degildir ancak yaslilikta bu fark gittikge kaybolur. Medulla stromasi
korteks’e benzer. Elastik liflerden zengin, diiz kas hiicreleri igeren fibroelastik gevsek
bag dokusundan olusmustur. Medullada ayrica oksidasyon enzimlerini ve diger
enzimleri igeren hiicreler bulunur; bunlarin sayilar1 yasla artar, menopozda %80
oraninda bulunurlar. Intertisyel hiicreler poligonal sekilli, ortada yuvarlak cekirdegi ve
belirgin ¢ekirdekcikleri olan epiteloid hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda kiiciik yag
damlaciklar1 bulunur. Luteinize hiicrelere benzedikleri i¢in atreziye giden folikiillerin
teka internalarindan olustuklari diistinlilmektedir. Bunlar ovaryum stromasinda tek tek
ya da gruplar halinde bulunurlar ve Ostrojen salgilarlar. Bu hiicreler, ¢ok doguran
memelilerde fazladir ve intertisiyel bezler olarak adlandirilirlar; insanda ilk adet

kanamasindan sonra azalir, eriskinde son derece azdirlar (Aksoy, 2008).

Sekil 1. Genel ovaryum goriintiisii (Veterinary histology’den uyarlanmigtir)

2.2.2. Folikiilogenez
Folikiiller, degisen biiylikliikte, her biri tek oosit igeren tamamen

olgunlagmamis bir yumurta ve bunu ceviren epitel hiicreleri ile birlikte bag dokusu
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unsurlarinin olusturduklar1 yapilardir. Gelisim evrelerine gore folikiiller, li¢ esas grup
altinda toplanirlar (Sekil 2-5).
a- Primordiyal folikiiller,
b- Gelisen folikiiller (biiyiiyen folikiiller),
b.1- Primer Folikiil- Preantral Folikiil
b.2- Sekonder veya Antral Folikiil
c- Olgun folikiiller (Graaf folikiilleri)
d- Atretik folikiiller

Altr aylik bir insan fetiisiiniin ovaryumu 6.000.000 dan fazla iireme hiicresi
ihtiva eder. Doguma yakin bu say1 2.000.000 civarina kadar diiserken ergenlik ¢agina
dogru bu say1 300.000 kadardir. Her ovaryum siklusunda yaklasik 20 kadar primordiyal
folikiil, FSH etkisiyle olgunlagmaya gider.

Ovaryum, donemsel olarak aktivite gosteren bir organdir. Aktivitesi menars ve
menopoz arasi devam eder. Bu siire boyunca; insanda, her ovaryum siklusunda,
ovaryumlarin birinden bir yumurta atilir. Bir kadinda menars ve menopoz arasi yaklasik
30-40 yil siirer. Buna gore bu siirede, ovaryumlardan toplam 450 kadar yumurta atilmig
olur. Geri kalan folikiillerin ve dolayisiyla yumurtalarin hepsi bozulur. Ovaryumda,
folikiiliin ilk evresi olan primordiyal folikiillerden bir kisminin olgunlagsmaya gitmesi,
bunlardan yalmiz birinin olgunlagmast ve yumurtasinin ovaryumdan atilmasi,
yumurtanin atilmasindan sonra folikiilden arta kalan yapilarin sekil degistirip korpus
luteum denilen yapiyr olusturmasi, insanda, yaklasik 28 giin siirer. Olaya, ovaryum
siklusu denir. Ovaryum siklusunun iki fazi vardir.

1- Folikiiler faz

2- Luteal faz

Ortalama 14 giin siiren folikiiler faz, siklusun ilk fazidir. Bu faz, primordiyal
folikiilden baslayarak folikiillerin gelismesi, Graaf folikiiliiniin tamamen olgunlasmasi
ve yumurtanin ovaryumdan atilmasina kadar gegen evredir. Folikiiler faz1 izleyen luteal
faz, yumurtanin atilmasindan sonra, korpus luteumun olugmasi ile baslar ve bu faz da
ortalama 14 giin stirer. Luteal fazin baslarinda, korpus luteum fonksiyoneldir, sonlarina
dogru ise, korpus luteum bozulur ve fazin bitimi ile yeni bir ovaryum siklusu baglar
(Fair, 2003).
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a-Primordiyal Folikiiler

Fetal gelisimin 3. ayinda ovaryumda belirir. Fotus gelismesinin daha ileri
evrelerinde oogonyumlar, kromozom sayilarini somatik hiicrelerin kromozom
sayilarinin yar1 sayisina indirmek i¢in mayoz boliinmeye giderler. Ancak, birinci mayoz
boliinmelerini tamamlamazlar ve birinci mayoz boéliinmenin, profazinin diploten
evresinde uzun bir bekleme periyoduna girerler. Birey dogdugunda, ovaryumlarindaki
folikiillerin hepsi, gelismelerinin birinci mayoz bdliinmesinin diploten evresindeki
primer oositleri iceren, primordiyal folikiillerdir. Primordiyal folikiiller, ovaryum
korteksinde, tunika albuginea altinda dagilmiglardir. Fotal yasam sirasinda olusan
folikiiller (primordiyal folikiiller, folliculus ovaricus primordialis) tek siral1 yassi folikiil
hiicreleriyle ¢evrilidirler ve ortada bir primer oosit igerir (Sekil 2). Primordiyal folikiiliin
icindeki oosit yaklasik 25 um capinda ve yuvarlak bi¢imdedir. Eksantrik yerlesmis
niikleusu icinde ¢ok belirgin niikleolusu vardir. Kromozomlar ¢ogunlukla ¢oziilmiis
haldedir ve koyu boyanmazlar. Bireyin cinsel olgunluga erismesi ile her ovaryum
siklusunun basinda 20 kadar primordiyal folikiil, hipofiz bezi hormonlarindan birisi
olan, FSH etkisiyle, olgunlagsmaya gider. Ancak, insanda sadece bir folikiil tamamen
olgunlagir. Digerleri, gelismelerinin degisik evrelerinde bozulurlar (Channing ve ark.,
1980; Gartner ve Hiatt, 2001; Kierszenbaum, 2002; Fair, 2003; Demeestere ve ark.,
2005; Sathananthan, 2006; Giirsoy ve Ergin, 2007).

Sekil 2. Primer ve primordial folikiil goriintiisii (Blue histology’den uyarlanmugtir)
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b.1- Primer Folikiiler — Preantral Folikiil

Puberteden itibaren gesitli faktorlerin etkisiyle oositler ve buna eslik edecek
sekilde folikiil hiicreleri bir biiylime evresine girerler. Biiylimenin ilk sinyali, yassi
folikiil epitel hiicrelerinin kiibige doniismesidir. Bu asamada folikiil tek tabakali
(erken/unilaminar) primer folikiil adin1 alir. ilerleyen asamalarda folikiil hiicrelerinin
cogalmasiyla ¢ok tabakali (ge¢/multilaminar) primer folikiill meydana gelir. Cogalan
folikiil epitel hiicreleri granuloza hiicreleri adimi1 alir (Miyano, 2005). Granuloza
hiicreleri c¢ogalirken cevredeki stroma hiicreleri de folikiilii bag dokusu bir kilifla
sararak teka tabakasini olusturur. Teka tabakasi gelistikce iki tabakaya farklilagir. Teka
interna adi verilen i¢ tabaka olduk¢a damarlanmis, kiibik salgi hiicrelerinden olusarak
fibroblastlar, kollajen lifler ve kiiciik damarlardan olusan zengin bir dolasim agiyla tipik
bir endokrin organ goriiniimii sergiler. Bu hiicreler oldukga farklilagarak steroid {ireten
hiicreler haline gegerler. Teka internada yerlesimli tekal interstisyel hiicrelerin
membraninda yaklasik olarak 20.000 LH reseptorleri (LHR) yer almaktadir. LH'a yanit
olarak LHR tasiyan teka hiicreleri 6strojen onciilii androjenleri salgilarlar ve androjenler
buradan granuloza hiicrelerinin diiz endoplazmik retikulumlarina go¢ eder ve FSH’ 1n
etkisiyle granuloza hiicrelerinde Ostrojenlere doniistiiriiliir. Artan Ostrojen seviyeleri
granulozalarin ¢ogalimimi ve dolayisiyla da folikiiliin genislemesini arttirir (Ross ve
ark., 2003). Sonugcta; ovulasyondan once folikiilden 6strojen salinimi LH ve FSH’in
birlikte iki hiicre tipini; teka ve granulozayi uyarmasimnin bir sonucudur. Ovulasyondan
sonra iki hiicre tipinin “iki hiicre sistemi” olarak fonksiyon gérmeye devam ettigine
inanilmaktadir (Young ve Heath, 2000). Dista bulunan diger tabaka, teka eksterna,
icerdigi kollajen demetleri ve diiz kaslariyla daha ¢ok bir kapsiil gorevi goriir. Teka
eksterna tabakasi ile ovaryumun stromasi arasindaki smir tam olarak belirgin
olmamasina ragmen teka interna ile granuloza tabakasi arasi sinir, burada bulunan bazal
lamina ile oldukga iyi belirlenmistir (Channing ve ark., 1980; Ross ve ark., 2003). In
vivo folikiiler fazda granuloza tabakasinin aktivitesi teka tabakasinin aktivitesinden
birka¢ yiiz kat daha biiyiiktiir ve buna gore granuloza, biiylimekte olan folikiildeki
biyosentetik kaynaktir. Folikiilerin gelisimi ancak FSH yiiksek ve LH diisiik oldugu
sirada ortaya ¢ikar ise devam edecektir. Bir folikiiliin basaris1 androjenik mikrocevreyi
Ostrojenik mikrogevreye doniistiirebilme yetenegine baglidir (Greisen ve ark., 2001). Bu

asamada oositi kendini saran folikiiller hiicrelerden ayiran bir amorf madde (Zona

16



Pellucida, ZP) goriiliir (Sekil 3). Zona pellusida’nin sentezine hem oositlerin hem de
folikiil hiicrelerinin katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Folikil hiicrelerinin uzantilar
(filopodlar) ve oositlerin mikrovilluslari, zona pellusida i¢ine uzanirlar ve birbirleriyle
iletisim kurarlar. Zona pellucida oosit tarafindan salgilanan 3 farkli glikoproteinden
(ZP1, ZP2 ve ZP3) olusur.

Granuloza hiicreleri ile oositler arasinda kiigiik kopriiclikler (gap junctions)
olusur. Folikiiler hiicrelerin filopodlar1 oosit plazmalemmasi ile temas edecek ve
folikiiller gelisim sirasinda iletisimi saglayacak olan gap junctionlari olusturacak sekilde
zonula pelluciday1 kaplar. Gap junctionlarin varlig1 oositin mayoz gegirebilmesi i¢in
gereklidir. Bunlar besleyici maddelerin, iyonlarin ve diizenleyici molekiillerin degis
tokusuna olanak tanir. Bu sekresyona folikiil hiicreleri de katilir (Young ve Heath,
2000; Gartner ve Hiatt, 2001; Kierszenbaum, 2002; Giirsoy ve Ergin, 2007). 2001
yilinda yapilan bir ¢calismada, oogonyumlarin ¢evresini saran folikiil epitel hiicrelerinin,
oogonyumlar i¢in kontrollii bir c¢evre saglayarak, kan akisiyla gelebilecek zararli
maddelere kars1 koruduklari belirlenmistir (Himelstein-Braw, 1976; Channing ve ark.,
1980; Syrop ve ark., 1995; Mc Gee ve Hsueh, 2000; Giirsoy ve Ergin, 2002;
Kierszenbaum, 2002; Fair, 2003; Ross ve ark., 2003; Miyano, 2005).

b.2- Antral Folikiil

Multilaminar primer folikiiller gelismeye devam eder ve ¢aplar1 200 pm’ ye
ulagana kadar biiyiirler. Bu noktada g¢api sabit kalan primer oositin etrafin1 saran
granuloza hiicreleri tarafindan biiyiik bir kiiresel folikiil olusturulur. Folikiil biiyiidiikce
folikiil hiicreleri arasindaki bosluklara sivi (Liquor folliculi) birikmeye baslar. Bu
bosluklar birlesmek suretiyle daha biiyiik bosluklar1 (antrum) olusturur (Sekil 3). Likor
folikdili, igeriginde hyaluronik asitten zengin olup granuloza hiicreleri tarafindan iiretilen
glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar, biiyime faktorleri, gonadotropinlerden ve
steroid-baglayan proteinleri de igeren bir plazma sivisidir (Gordon ve Lu, 1990).
Boslugun olustugu andan itibaren folikiil sekonder (Antral) folikiil adin1 alir. Ustelik
LH ve FSH salinmmi diizenleyen progesteron, oOstradiol, inhibin, folliostatin
(folikullostatin) ve aktivin hormonlarin1 da igermektedir. FSH varliginda Ostrojen
folikiil sivisindaki ana madde halini almaktadir. Buna karsin, FSH yoklugunda,
androjenler hakim olmaktadir (Mc Natty ve ark., 1979; Giirsoy ve Ergin, 2007).
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Ovaryumdaki gelisim unsurlartyla belli bir ¢apa ulasip bosluk meydana getiren
folikiiller bu asamadan sonra hormonlara bagimli hale gelir ve gelisimlerine devam
edebilmek i¢in gonadotropinlere ihtiya¢ duyarlar. Yeterli miktarda hormona maruz
kalan folikiiller arasinda meydana gelen secilme sonucu, (canli tiirline gére degismekle
birlikte) insanlar i¢in genellikle bir folikiil baskin hale gelerek gelisimini son asamaya
kadar stirdiiriir. Folikiil gelisimi puberte dncesi ve hamilelik sirasinda da meydana gelir
ancak uygun bir hormonal uyarim olmadigindan gelisim devam etmez (Ross ve ark.,
2003). Insanlarda preantral bir folikiilden preovulatuvar folikiil olusumuna kadar
yaklasik 85 giinliik bir siire geger. Farelerde bu 10-12 giin kadardir (Demeestere ve ark.,
2005). Insandaki preantral ve antral folikiillerde, LH reseptorleri sadece teka
hiicrelerinde, FSH reseptorleri de sadece granuloza hiicrelerinde bulunmaktadir
(Channing ve ark., 1980; Yamoto ve ark., 1992; Scheffer ve ark., 1999; Young ve
Heath, 2000; Gartner ve Hiatt, 2001; Oss ve ark., 2003; Demeestere ve ark., 2005;
Miyano, 2005).

Sekil 3. Sekonder folikiil goriintiisii. ZP: Zona pellusida, A: Antrum, Ti: Teka interna folikiili, TE: Teka

externa folikili
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c- Graaf Folikiilii (Olgun Folikiil)

Insanlarda, 10 mm veya daha biiyiik bir capa ulasan folikiiller olgun folikiil
olarak adlandirilir bu sirada tekada vakuoller ve preovulatuar folikiile hiperemik
gorliniim veren zengin damarlanma gelismektedir. Son biiyiikliigline erisen ve folikiiliin
bir tarafina itilen oosit, birinci mayoz bdliinmesini tamamlamak {izeredir. Granuloza
hiicreleri oosit etrafinda tek sira, antrum duvarinda ince bir tabaka olusturacak diizende
yerlesmislerdir. Oosit etrafindaki granuloza hiicreleri ise 1smsal konumlu olarak
yerlesmislerdir. Bu tabakaya, korona radiata denir (Sekil 4). Oositin ovaryumdan
atilmasi esnasinda, korona radiata hiicreleri de, oosit ile birlikte atilirlar. Spermin oosite
yaklastig1 evrede, bu bolgedeki korona radiata hiicreleri, akrozom enzimleri araciligiyla
bozulurlar ve bu yolla da, spermin oosite girmesi kolaylagsmis olur. Graaf folikiiliindeki
oosit, zona pellusida ve korona radiatasi ile birlikte ¢evre folikiil hiicrelerine, sap
seklindeki folikiil hiicre kiimesi aracilig1 ile baglanir. Bu, kumulus ooforusdur. Folikiil
azami blylkligine yaklastikca graniiloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir.
Granuloza hiicre tabakasi antrumun geniglemesine bagli olarak incelir. Granuloza
hiicreleri arasindaki bosluk biiyiidiikce, ovulasyona hazirlik olarak, birbirleriyle olan

baglantilar ve iligkileri zayiflar (Giirsoy ve Ergin, 2002).

Sekil 4. Graaf folikiilii goriintiisii
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Graaf folikiiliiniin tamamen olgunlagsmasini, oositin ovaryumdan atilmasi
(ovulasyon) olayr izler. Bu evreye gelmis olan folikiiliin oositi, birinci mayoz
boliinmesini tamamlamis ve Sekonder oosit ile birinci kutup hiicresini vermistir.
Sekonder oosit ovulasyondan Once ikinci mayoz bdliinmesine baslar, ancak bu
boliinmeyi tamamlayamaz, ikinci mayoz boliinmenin metafaz sathasinda bekleme
evresine girer ve bu evrede ovaryumdan atilir (Channing ve ark., 1980; Scheffer ve ark.,

1999; Syrop ve ark., 1999; Young ve Heath, 2000; Oss ve ark., 2003).

d- Atretik Folikiiller:

Ovaryum folikiillerinin biiyiik boliimii, folikiil hiicreleri ve oositin Sliimiiyle
geriler ve bunlar fagositoz yapan hiicrelerce ortadan kaldirilirlar. Bu siirecte granuloza
hiicrelerinde mitoz durur, granuloza hiicreleri bazal membrandan ayrilir ve folikiil
hiicreleri dejenere olur. Atretik folikiiller dogum 6ncesinden baslayip menopozun birkag
yil sonrasina degin ovaryum’da olusurlar. Folikiiller atrezi sirasinda granuloza hiicreleri
ile oositler dejenerasyona ugrarlarken, teka interna hiicreleri steroit salgilamay1
stirdiirtirler. Bu hiicrelere interstisiyal hiicreler (endocrinocytus interstitialis) denir. Bu
hiicreler islevlerini puberteden baslayip menopoza degin siirdiiriirler ve androjenlerin
kaynagini olustururlar (Scheffer ve ark., 1999; Young ve Heath, 2000; Kierszenbaum,
2002; Giirsoy ve Ergin, 2007).

Sekil 5. Korpus luteum ve atretik folikiillerin goriiniimii (UNSW Embryology’den uyarlanmustir)
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2.2.3. Ovulasyon

Ovulasyon, LH pikinden 10-12 saat sonra, pik dstradiel seviyesine ulasildiktan
24-36 saat sonra gergeklesir (Pauerstein ve ark., 1978). LH piki ovulasyonun en
giivenilir indikatoriidiir. Kandaki LH hormonu seviyesinde meydana gelen asiri
yiikselme (pik) sonucu graniiloza hiicrelerindeki LHR hassasiyetlerini kaybeder ve
LH’a yanit olarak daha fazla 6strojen tiretemezler. LH pikinden 12-24 saat kadar sonra
gerceklesen bu olay oositin mayoz I’i tamamlayarak ilk kutup cisimcigini olusturmasi
(maturasyonu-olgunlasmasi) ve ovulasyon ile sonuglanir (Ross ve ark., 2003).

Ovulasyondan hemen once germinal epitelin preovulatuar folikiille temasta
olan kisminda kan akist durur. Stigma ad1 verilen bir ¢ikint1 yapar, ardindan ¢atlayarak
folikiil igeriginin karin bosluguna dokiilmesine olanak saglar (Ross ve ark., 2003).
Ovulasyon aninda oosit hizla telofaz ve anafaz asamalarini gegirerek, birinci mayoz
boliinmeyi ya ovulasyondan hemen 6nce ya da ovulasyon sirasinda tamamlar ve bir
Sekonder oosit bir tanede polar cisimcik olusur her ikisi de 23 kromozoma sahiptir ve
2n sayida DNA igerir, birinci kutup hiicresi (polocytus secundarius) previtellin aralikta
izlenir. Sekonder oosit II. Mayoz bdlinmeye girer ve II. mayozun fertilizasyonla
tamamlanan stigma LH piki ile balon seklinde siser ve 1dk igerisinde yirtilir. Sekonder
oosit bir miktar folikiil sivis1 korona radiatasi ile birlikte periton bosluguna atilir ve
burada tuba uterinanin fimbrialari tarafindan yakalanir ve tiip igerisine alinir (Giirsoy ve

Ergin, 2007).

Korpus luteum olusumu

Ovulasyonda sekonder oosit atildiktan sonra Graff folikiiliiniin kalan kisminda
teka interna igeriye dogru ¢okiintiiler yapar. Teka damarlar1 yirtilir ve folikiil bosluguna
bir miktar kanama olur; bu kan pihtilasir (koagulasyon) ve daha sonra yerini bag dokusu
alir. Bu bag dokusu ile birlikte giderek ortadan kaldirilan kan pihtisi artiklar1 korpus
luteum’un en i¢ kismimi olusturur. Dolayisiyla olusan bu yapi “Korpus luteum
hemorojiam” ad1 verilir. Granuloza ve teka folikiileri biiyiir ve iglerine lipit ve lutein
pigmenti birikir. Lutein sar1 renkli bir madde oldugu i¢in olusan bu yapiya korpus
luteum (sar1 cisim) adi verilir. Korpus luteum ovaryum’un korteks bolgesinde goriiliir
(Channing ve ark., 1980; Gartner ve ark., 2001; Kierszenbaum, 2002; Sathananthan ve
ark., 2006).
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Korpus luteumdan az miktarda 6strojen ve bol miktarda progesteron salinir. Bu
hormonlar uterus endometriyumunun biiylimesini ve sekresyon aktivitesini uyarir.
Fertilizasyon sonrasi ise gelisen zigotun implantasyonu i¢in endometriyumu hazirlar.
Eger gebelik gerceklesmis ise korpus luteum gebelik korpus luteumu adimi alir ve
islevini gebeligin 9—10. haftalarina kadar siirdiiriir. 9-10. haftalardan sonra gerilemeye
baslar. Ancak gerilemesine ragmen az miktarlarda salgi aktivitesini korur. Bu asamada
salgilar1 arasinda relaxin denilen hormon vardir. Relaxin uterus kaslarinin gevsemesini
saglar. Korpus luteum, hamilelikten ya da ovulasyondan sonra dejenere olur ve yavas
sekilde geriler. Eger gebelik meydana gelmemis ise korpus luteum varligini 10 giin
kadar siirdiiriir ve sonra yok olur. Bu yapiya mensturasyon korpus luteumu adi verilir.
Hiicreler yag damlaciklariyla dolmaya baslar, boyutlar1 kiigiiliir ve otolize gider.
Dejenere olan korpus luteumda hiicreler arasi hyalin maddesi birikmesiyle “Korpus
albikans” olusur (Syrop ve ark., 1999; Giirsoy ve Ergin, 2007).Yok olmasinin nedeni

plasentadan hCG (human corionic gonodotropin) saliniminin olmamasidir.

2.3. LEPTIN

2.3.1. Leptin Molekiilii ve Yapisi

Jackson laboratuvar1 1950’de, 6nce ob/ob (obez) olarak adlandirilan otozomal
resesif bir mutasyon kesfetti ve bu mutasyon; erken yaslarda ciddi obezite, hiperfaji,
diyabet ve enerji tikketiminde azalmaya sebep olmaktaydi. 1953 yilinda Kennedy ve ark.
spontan obez ratlarda yaptiklar1 bir ¢alisma sonucu viicut yag dokusu depolarinin
durumunu beyine bildirerek enerji alimini ayarlayan, yag dokusunda yapilan ve
dolagima verilen bir faktoriin var oldugunu ileri siirdiiler ve viicut agirligi kontroliiniin
lipostatik teorisini ilk ortaya atan kisiler oldular. Harvey (1958), ilk defa viicut agirligini
diizenleyen bir hormonu ve bu hormonun yag dokusundan salgilandigini deneylerle
gostermeye calismistir. 1959°da Hausberger, genetik olarak ob/ob farenin, normal (obez
olmayan) farenin kaninda bulunan bir madde ile zayifladigin1 gostermis olup bu
calismada ob/ob farenin, normal farenin kaninda bulunan maddeyi iiretemedigi, bu
yiizden hayvanin sismanladigi belirtmistir (Erglin, 1999). Daha sonra 1990 yillarina
kadar genetik acidan sisman siganlarda, 6zellikle otozomal resesif kalitimla gecen ob ve

db (diabetik) genlerindeki mutasyonlar iizerinde ¢alismalar yapilmistir.
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Fridman ve Zhang (1994), uzun siiren yag hiicresi kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucu
ob-genini izole ettiler. Leptinin ob-gen tarafindan yag hiicresinde iiretildigi ve plazmada
belirli bir kan seviyesi olusturdugu ilk defa aymi ekip tarafindan bildirildi, ob-genin
yoklugunda farenin agirhiginin iki katia ¢iktig gosterildi. Uzerinde genis incelemeler
yapilan, yag hiicresinden salgilanan ve kan yoluyla merkezi sinir sistemine ulasarak
reseptorlii araciligiyla etkide bulunan leptin, 16 kDa agirliginda, 167 amino asitli
globular yapida olan polipeptit tabiatli bir hormondur (Zhang ve ark., 1994). Yunancada
ince, zayif anlamina gelen “leptos” kelimesinden tiiretilmistir (Aurwerx ve Staels, 1998;
Moran ve Phillip, 2003; Ahima ve Osei, 2004; Zhang ve ark., 2005) ve ob geninin bir
irtinii olan leptin hipotalamik-hipofiz eksenleri diizenleyen bir hormon olarak kabul

edilmektedir (Lancet 1998).

2.3.2. Ob geni

Ob geni ilk olarak Jeffrey Friedman ve ark. (1998) tarafindan Rockefeller
tiniversitesinde 8 yil siiren arastirmalar sonrast 1994 yilinda klonlanmis ve analizi
yapilmistir (Zhang ve ark., 1994). ob geninin ob/ob siganlarda 6. kromozomda yerlesik
oldugu tespit edilmistir. Insanlarda ise 7. kromozomun uzun kolunun 7g31.3 lokusunda
lokalizedir ve kemirgen hayvanlarla benzerdir. Bu genin DNA’s1 1500 baz ¢ifti icerir ve
protein sentezini yoneten ana kodlama bolgelerini kapsayan 3 ekzona ve 2 introna
sahiptir (Prolo ve ark., 1998). Spontan ob/ob (genetik olarak obez) siganlarda bu
hormonun eksik oldugu, spontan obez db/db siganlarda ise etkisiz oldugu gosterilmistir
(Ugkaya, 1999). Zhang ve ark. (1994) tarafindan ob/ob sicanlarin klonlanmasiyla
yapilan bir ¢alismada spontan obez sicanlardaki ob geninin, insandakiyle homologu
tespit edilmis ve bu genin iiriinii olan leptin adli hormonun varligi tamimlanmistir. Insan

leptininin %84 farelerle, %83 siganlarla homologtur.

2.3.3. Sentez ve Salinmasi

Leptin esas olarak beyaz yag dokusunda adipositlerce sentezlenip salinmakla
beraber (Zhang ve ark., 2005) plasentadan, mideden, meme dokusundan, kemik
iliginden, bagirsaktan, ovaryumlardan ve testislerden (Moran ve Phillip, 2003)
salinmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, kahverengi yag dokusundan da leptin

salindigin1 gosteren kanitlar ortaya konmustur. Cesitli hormonlar ve kimyasal ajanlar,
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leptinin sentez ve salgilanmasinda diizenleyici olarak gorev yapmaktadirlar. Bu ajanlar,
leptin mRNA diizeyini azaltarak veya arttirarak etkilerini gosterirler (Zhang ve ark.,
2005). Steroid hormonlarin, insiilinin ve noradrenalinin leptin salinmasinda uyarici
etkiye sahip oldugu, melatonin hormonunun ise, leptin iiretimini azaltic1 etkisi oldugu
tespit edilmistir (Ahima ve Osei, 2004; Zhang ve ark., 2005) fakat bunun {izerine
celigkili sonuglar vardir. Glukokortikosteroidler, beyaz yag dokusuna etki ederek leptin
sentez ve salgilanmasimni dogrudan uyarirken, prostaglandin E2 ve arasidonik asit de
leptin salinmasini dolayli olarak arttirmaktadir. Siklik Adenozin Monofosfat (CAMP)
diizeyinin artmasi, leptin salinimini inhibe ederken, adenilat siklaz uyaricilart (forskalin
ve isoproterenol gibi) leptin salgilanmasini baskilamaktadir (Zhang ve ark., 2005).
Leptin pulsatilitesini etkileyen bilinmeyen faktorler olmakla beraber insanlarda
plazma leptin seviyelerinin anlaml olarak acik bir nokturnal pik varyasyonuyla beraber
sitkadiyen ve ultradien ritim (bir giinde birden fazla dongiisii olan ritim) gosterdigi

belirlenmistir (Mantzoros, 1999).

2.3.4. Leptin’in Etki Mekanizmasi

Leptinin viicuttaki baslica rolii, baslangicta beyin (6zellikle hipotalamus)
tizerine negatif “feedback” etki ile gida alimi ile enerji metabolizmasini diizenlemek ve
obezite gelismesini engellemek oldugu diistiniilmiistiir (Pelleymounter ve ark., 1995),
ancak, son yillarda yapilan ¢alismalar, leptinin insanlarda sadece bir anti-obezite ve
doygunluk hormonu olmadigini goéstermistir. Leptinin gida alimi1 ve enerji kullanimi
tizerine olan etkilerinden baska, bir¢ok fizyolojik olayda (iireme sistemi, anjiogenez,
hematopoez, immiin sistem, lipit metabolizmasi, insiilin etkisi, sempatik aktivasyon,
gastrointestinal fonksiyon ve kemik metabolizmasi gibi) rol oynadigi gosterilmistir
(Moran ve Phillip, 2003; Zhang ve ark., 2005).

Leptin tiim fizyolojik etkilerini reseptorleri araciligiyla gergeklestirir. Leptin
reseptorii (OBR), sitokin reseptor ailesinin bir liyesidir ve farkli kesimler sonucu en az
bes farkli izoformunun oldugu kabul edilmektedir. Bunlar; OBRa, OBRb, OBRc,
OBRd, OBRe’dir (Moran ve Phillip, 2003; Ahima ve Osei, 2004; Zhang ve ark., 2005).
Bu reseptorlerin N terminalleri aynidir fakat C terminal bolgeleri farklilik gdsterir
(Zhang ve ark., 2005). Leptin, dolasimda hem serbest hem proteine bagli olarak

bulunmaktadir. Leptin hormonunun aktivasyonundan serbest formun sorumlu oldugu
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diistiniilmektedir. Yapilan calismalarda obez bireylerde serumdaki leptinin biiyiik
kisminin serbest formda oldugu tespit edilmistir (Sinha ve ark., 1996; Brabant ve ark.,
2000). Dolasimda ¢6ziinmiis olarak bulunan OBRe, plazmada leptin baglayici protein
olarak gorev yapar ve aktif leptinin plazmadaki konsantrasyonunun diizenlenmesinde
gorev alir. Leptin ve OBRe anlatimi negatif-geri bildirim mekanizmas ile diizenlenir.
Plazma OBRe konsantrasyonu fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda Ileptinden
bagimsiz olarak kontrol edilir (Moran ve Phillip, 2003; Smith ve ark., 2005; Zhang ve
ark., 2005).

Leptin ve reseptorlerinin birgok periferal dokuda ve sinir sisteminde gen
anlatimimin olmast, leptinin ¢ok fazla fizyolojik etkiye sahip oldugunu gésterir. Leptinin
etkileri, merkezi ve periferal olmak {izere iki kisima ayrilabilir. Leptinin merkezi
etkilerinde, genel olarak aglik ve tokluk ile iiremenin diizenlenmesi ele alinmaktadir.
Periferal etkileri arasinda otonom sinir sistemi metabolizmasi, linear biiylime,
hematopoez, diyabet, transplantasyon ve onkolojik hastaliklar sayilmaktadir (Moran ve

Phillip, 2003).

2.3.5. Obezitede Leptin

Leptinin 1994’de ob geninin bir iiriinii olarak kesfedilmesinden sonra obezite
alanindaki aragtirmalar yeni bir boyut kazanmigtir (Field ve ark., 2003). Leptin hormonu
obezitenin goriildiigii durumlarda viicudun kendini bir ¢esit savunma mekanizmasi
olarak ortaya cikmaktadir. Obezitenin, viicutta yag dokusu oraninin artmasi, Yyani
viicutta asir1 miktarda yag depolanmasi sonucu acgiga c¢ikan bir hastalik oldugu
bilinmektedir (Tiiziin, 1995). Dolayisiyla obez insanlarin yag doku kitlesi arttikga,
leptin sentezi yiikselmekte; doygunluk merkezindeki leptin duyarsizligina bagli olarak
ise, gida alim1 ve viicut yag doku kitlesi artmaya devam etmektedir (Sekil 6),(Friedman
ve Halas, 1998; Kirel ve Dogruel, 1998).
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Sekil 6. Leptinin etki mekanizmasi goriinimi (Montague ve ark., 1997°dan uyarlanmigtir)

Genetik olarak leptin eksikligi bulunan ve sisman olan ob/ob farelere leptin
verildiginde; fiziksel aktivitelerin arttig1, yiyecek alimlarinin azalarak kilo kaybettikleri,
adiposit sayisinin azaldigi, glikoz intoleransinin kayboldugu ve diyabetlerinin diizeldigi
saptanmustir. Insanlarda rekombinant leptin ile yapilan klinik deneylerde de aymi
sonuclar elde edilmistir. Bu ¢alismalar, yag dokusunda sentezlenerek dolasima verilen
leptinin beyindeki doyma merkezini etkiledigini, viicut yag dokusu kitlesini ve viicut
agirligimi diizenledigini diislindiirmiistiir. Ancak bazi sisman insanlarda, sisman olan
ob/ob farelerin tersine leptin diizeylerinin yiiksek olarak saptanmasi, sismanlarda leptin
etkisinin yetersiz oldugunu ya da bir direncin var olabilecegini akla getirmistir (Tasc1,
2007).

Leptin duyarsizliginin nedeni, leptin reseptorlerinde ve post-reseptor
fonksiyonunda bir bozuklugun ve/veya leptin hormonunun kan-beyin bariyerini gecisini
saglayan tasiyici proteinlerin fonksiyonlarindaki bir aksakligin sekillenmesidir (Meier
ve ark., 2002; Ziylan, 2003). Obezite tedavisinde en sik onerilen ilaglar istah baskilayici
ajanlar olmugstur. Serotonin agonistleri, sempatomimetikler ve yakin zamanda leptin gibi

cesitli ilag siniflar1 kullanilmistir (Aslan, 2010).

2.3.6. Leptin ve Oksidatif Stres

Obezite gen iriinii olan leptinin ¢esitli metabolik etkilerinin yani sira
oksidan/antioksidan dengenin diizenlenmesinde de rolii oldugu ileri siiriilmektedir.
Fareler tizerinde yapilan deneysel calismada en fazla hidrojen peroksit (H20,)

iretiminin yag dokusunda oldugu ve oksidatif stresten esas sorumlu oldugu
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gosterilmistir (Furukawa ve ark., 2004). Leptinin serbest yag asidi oksidasyonu ve lipid
peroksidasyonunu tetikleyerek bu etkilere yol actigi ve reaktif oksijen iirlinlerinin de
leptinin viicuttaki diger etkilerinin ortaya c¢ikmasi igin tetikleyici sinyalleri tagiyan
ikincil haberciler oldugu ileri siiriilmektedir (Bouloumie ve ark., 1999). Obezite gibi
hiperleptinemik durumlarda leptinin pek¢ok mekanizma ile oksidatif stresi artirabildigi
gozlenmistir (Watson ve ark.,, 1999). Diger yandan leptin eksikliginin
antioksidanlardaki yetersizlikle birlikte olmasi da s6z konusudur (Dinger ve Giilen,
2010). Antioksidan enzim olan (katalaz ve glutatyon peroksidaz) aktiviteleri ob / ob
farelerde ¢ok diisiik bulunmustur ve bu etkiyi leptin tedavisi normalize etmistir (Watson

ve ark., 1999).

2.3.7. Leptin’in Infertilite Uzerine Etkisi

Insanlarda (Agarwal ve ark., 1999; Lofer ve ark., 2001) ve kemiricilerde
(Duggal ve ark., 2000; Ryan ve ark., 2002) ovulasyon ve over steroidogenesisin
tizerinde leptinin koklii etkisi goz oOniine alindiginda, obeziteden dolayi etkilenen
leptinin yiiksek konsantrasyonunun PCOS patogenezinde ve iireme bozukluklarinda bir
rol alacagi spekiile edilebilir. Kemirgenlerde leptin, istah ve enerji harcanmasi ile ilgili
olarak negatif etkiye sahiptir ve fertiliteyi ilerletir (Moran ve Phillip, 2003; Ahima ve
Osei, 2004). Leptinin insanlarda FSH, LH, adrenokortikotropik hormon (ACTH),
kortizol ve biiyiime hormonu diizeylerini etkiledigi bildirilmekte iken FSH ve LH’nin
sentez ve salinmasini uyarmaktadir (Ahima ve Osei, 2004).

Leptin geni mutant olan ob/ob fareler dogustan leptinden yoksun ve infertildir
(Moran ve Phillip, 2003). Bu farelerde doyma hissi olusmaz ve hiperfaji goriliir;
sonugta obezite, insiilin direnci ve infertilite gelisebilir. ob/ob olan disi farelere leptin
uygulandiginda serum LH diizeyinin yiikseldigi, ovaryum ve uterus agirliklarinin arttigi
belirlenmistir ve disi ireme yolunun olgunlagsmasini hizlandirip tireme faaliyetinin daha
once baslamasina yol agar ve fertilite saglanabilmistir. Bununla birlikte, leptin
uygulanan erkek ob/ob farelerin FSH diizeylerinin, testis ve seminal bezlerin agirliginin,
seminal vesikiiliin epitel yiliksekliginin ve sperm sayisinin da kontrollere gore arttigi
gozlenmistir. Elde edilen bilgiler leptinin her iki eseyde de iireme sistemini uyardigin
ve normal bireylerde de tiremenin devamindan sorumlu oldugunu destekler niteliktedir

(Barash ve ark., 1996; Moran ve Phillip, 2003).
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Obezitenin subfertiliteyi arttirmasinin mekanizmalari ¢esitlilik arz etmektedir.
Ongoriilen mekanizmalardan bir tanesi yag dokusundan leptin saliniminda artis
olmasidir. Leptin hipotalamustan salinan néropeptid Y aracilig1 ile kontrol edilmektedir
(CASRM, 2008) teka ve granuloza hiicrelerinde reseptorleri mevcut olup overdeki
steroidogenezi (hormon yapimi) inhibe eder (Ola ve Ledger, 2006). Yiiksek leptin
konsantrasyonlarinin dominant folikiil gelisimi iizerinde etkiledigi ve estradiol iiretimini
baskiladigi ihtimali mevcuttur. Leptin ayn1 zamanda puberte baslangicinin
diizenlenmesinde de onemlidir. Cok zayif kadinlarda genelde ovulasyon durur ve
anormal derecede zayif yetiskin kadinlar, daha agir olan benzerlerinden daha geg
puberteye girer, bu da yag dokusunun iiremeyi diizenleyen bir sinyal {iretebilecegini
gostermektedir. Bu faktor leptin olabilir.

Kadinlardaki leptin konsantrasyonu genellikle erkeklerden daha fazla
seviyelerde olmasi nedeniyle adipoz doku ve {ireme sistemi arasindaki etkilesimin farkl
cinsiyetlerde androjenik ve Ostrojenik hormonlar araciligi ile farkli yollarla
olusabilecegi 6ne siiriilityor (Licinio ve ark., 1998; Casabiell ve ark., 2001). Ancak
yapilan bir baska calismada ise, bunun sebebinin cinsiyet hormonlarindaki farklilik
degil, erkeklerde goriilen santral (visseral) android yag dokusunun, kadinlarda goriilen
periferal jinekoid yag dokusundan daha az leptin liretmesi oldugu bildirilmektedir
(Mantzoros ve Moschos, 1998; Mantzoros, 1999; Ulgey, 1999; Hekimoglu, 2006).

Kadinlardaki leptin seviyeleri menstriiel siklus esnasinda  degisim
gostermektedir. Leptin seviyeleri ovulasyonda en yiiksek seviyelere ¢ikmakta, luteal
fazda yiiksek kalmakta ve mestriiasyondan once diismektedir (Hardie ve ark., 1997,
Quinton ve ark., 1999). Diinyada bu tip bozukluklarin goriildiigii ti¢ aile vardir ve
bunlardan biri de Tiirkiye’dedir (Ahima ve Osei, 2004). Obez ¢ocuklarin yiiksek leptin
seviyesine ragmen ergenlige girememesinde, leptin-hipotalamus-iireme sistemi yolu
arasindaki hormonal geri bildirim sinyal yolunun bozulmasinin (Andreelli ve ark.,
2000) ve hipotalamusta gelisen leptin direncinin (Moran ve Phillip, 2003) neden oldugu
diistiniilmektedir.

Istahin ve iireme fonksiyonlarinin hormonal olarak kontrol edildigi
hipotalamusta yer alan ventromedial ve arkuat nukleuslarda leptin reseptorlerinin
bulunmasi da, leptinin iireme fonksiyonlarindaki olast roliinii destekler niteliktedir

(Moran ve Phillip, 2003; Ahima ve Osei, 2004). Leptin reseptorii mRNA’s1 insan
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ovaryum ve testislerinde (Andreelli ve ark., 2000) 6liimsiiz GnRH ndronlarinda ve
ovaryum graniiloza hiicrelerinde tespit edilmistir (Moran ve Phillip, 2003). Leptinin
gonadlara dogrudan ve dolayli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Insan seminal
plazmasinda leptin ve ¢6ziinmiis leptin reseptorii, spermatozoanin kuyrugunda ise leptin
reseptorii tespit edilmistir (Jope ve ark., 2003).

Sonug olarak dnceleri enerji dengesi ve viicut yag dagilimi lizerinde etkili bir
hormon olarak tanimlanan leptinin giinlimiizde fetal biiylimeden pubertal gelismeye,
hematopoezden iskelet sistemi gelisimine kadar fizyolojik fonksiyonlardaki roli
arastirilmaktadir ve fizyopatolojik olaylardaki bilinmeyen yonleri yapilmakta olan
calismalarla 6niimiizdeki yillarda agikliga kavusacaktir. Son zamanlarda, leptinin tireme
fonksiyonlariin diizenlenmesinde rolii olabilecegi diisiiniilerek, bu konudaki caligsmalar

yogunlagmistir.

2.3.8. Leptin ve Melatonin

Yasam tarzi bi¢imi leptin seviyelerini kontrol etmede Onemli iken, kilo
verebilmek i¢in bireylerin leptin seviyelerini diisiiriicli destekler almaya ihtiyag
duyabilirler. Arastirmacilar bu, kiloyu kontrol eden hormon seviyelerini diisiirebilecek
besin desteklerinin varligini arastirmaktadirlar. Melatonin, leptinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Her iki hormon birlikte hareket ederek viicut agirliginin ve enerji
dengesinin diizenlenmesinde etkili olur. Buna ek olarak, yakin zamanda leptinin
sentezlendigi adipozitlerde melatonin reseptorlerinin varligi tespit edilmistir (Alonso-
Vale ve ark., 2005). Blask ve ark. (1999), melatoninin adipozitler tizerinde direk etkisi
olabilecegini ve melatoninin fizyolojik seviyelerinin melatonin reseptorii yardimiyla
yag asidi taginimini bloke ettigi raporlanmistir. Leptinin adipozitlerde besin dongiisiine
yanmit olarak dretildigi bilinir (Wang ve ark.,, 1998). Bu yilizden melatonin,
adipozitlerdeki yag asidi tasiniminmi bloke ederek dolasima leptin salimini azaltabilir.
Pinealoktomy sonrasi, adipozitlerdeki yag asidi tagmiminin artisa bagl olarak
dolasimdaki leptin salimini artirabilir.

Baydas ve ark. (2001), siganlarda, pinealektomi ile leptin saliniminin arttigini
eksojen melatonin uygulamasi ile leptin salinimimnin azaldigin1 hem saglikli (Canpolat
ve ark., 2001) hem de obez sigan modellerinde (Wolden- Hanson ve ark., 2000)

gostermistir. Melatoninin leptini azaltic1 etkisi sadece siganlar iizerinde kullanilan bir
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calismada gozlenmistir (Rasmussen ve ark., 1999). Ancak hala melatoninin leptin

tiretimi iizerinde azaltic1 ya da artirict etkisinin olup olmadigi kesin degildir.

2.4. MELATONIN

2.4.1. Melatonin ve Yapisi

Melatonin, beynin tabaninda bulunan kimi kaynaklara goére 100-150 mg
agirhiginda kimi kaynaklara gore de bezelye biiyiikliiglinde kiigiiciik bir salgi bezi olan
pineal veya epifiz de denilen bezden salgilanan bir hormondur ve hipotalamustaki
suprakiazmatik nukleusun kontrolii altinda c¢alisir. Yazict ve Kose’'nin (2004)
bildirdigine gore pineal bez, yaklasik li¢ yiiz yil once Fransiz filozof Deskartes
tarafindan “ruhun taht1” olarak tamimlanmis, ancak melatoninin pineal bezden
salgilanmasimin ilk olarak kesfi 1958 yilinda dermatolog Lerner tarafindan
gerceklestirilmistir. Sigir pineal bez ekstrelerinin, kurbaga deri rengini actigin1 gézleyen
Lerner, melanin graniillerinin agregasyona ugradigini belirlemis ve ekstrelerden izole
ettigi bu maddeye melatonin adin1 vermistir (Lerner ve ark., 1958; Brzezinski, 1997).
Melatoninin bu dénemde tanim1 “melanophorecontracting hormon” olarak yapilmis ve
gerek kurbaga derisindeki melanoforlarin beyaz goriiniisiine neden oldugu igin ve
gerekse serotoninden tiiredigi i¢in bu isim verilmistir (Hardeland ve ark., 2006). Lerner
ve ark., bu maddeye yunanca melas: karanlik ve tonein: baskilama kelimelerinden

olusan melatonin adin1 vermislerdir (Lerner ve ark., 1958).

2.4.2. Sentez ve Salinmasi

Melatonin, memelilerin beyninde serebral yarikiireler arasindaki pineal bezden
ve ayrica over, lens ve kemik iligi hiicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden
sentezlenip salgilanan bir hormondur (Reiter ve ark., 1995). Salinimi geceleri pineal
bezden olurken, gilindiizleri sindirim kanalindan o6zellikle gida alimi1 sonrasi
gastrointestinal mukozada olur ve enteroendokrin hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur. Gupta ve Spessert (2007)’ e gore melatonin omurgalilarin hepsinde triptofan
amino asidinden sentezlenmektedir. Ilk 6nce triptofan hidroksilaz enzimi tarafindan 5-
hidroksi triptofana, sonra aromatik L-amino asit dekarboksilaz enzimiyle 5-
hidroksitriptamin yani serotonine doniistir. Triptofan hidroksilaz, serotonin sentezinde

hiz simirlayict enzimdir. Serotonin AA-NAT (Arylalkylamine-N-acetyltransferase)
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enzimiyle N-acetylserotonin formuna doniistiiriilir. Son olarak N-asetylserotonin
HIOMT  (hidroksiindole-O-metiltransferase)  enzimi  araciligiyla ~ N-asetyl-
metoksitriptamin’e yani melatonine doniisiir. AA-NAT giindliz oldukca diistik
aktiviteyle melatonin salgisim1 smirlarken, gece yiiksek aktiviteye ulastirir. Sonug
olarak, serotoninin melatonine donligiim hizi glindiiz pinealositlerde serotonin
toplanmasina yol agtigindan minimumdur. Karanlik baslangicinda AA-NAT aktivitesi

artar ki melatonin sentez hiz1 diizenlenir (Sekil 7).

Triptofan CHa

Triptofan /
hidroksilaz
5- Hidroksitriptofan 0

Aromatik L-aminoasit H
dekarboksilaz

5-Hidroksitriptamin

1
|
) (Seratonin)
— l AA-NAT <= NE CHS
N-Acetilseratonin / ]

l HIOMT

ZVA A'INIJAY

ZVAAINYIVA

N-Acetilmetoksitriptamin ’
(Melatonin)

Sekil 7. Melatonin biyosentezi ve kimyasal yapisi (N-asetil-5-metoksitrptamin) (Sener, 2010’den

uyarlanmustir)

Sentezlenen melatonin pineal bezin endokrin hiicreleri olan pinealositlerden
hizla salgilanmaktadir, salgilanma hiz1 29 mg/giin’diir (Reiter ve ark., 1997). Saglikli
kisilerde plazma melatonin diizeyi giindiiz 0-20 pg/ml, gece 20-200 pg/ml (ortalama 60-
70 pg/ml) dir. Bir giinde yaklagik 30 mg (%80’ i1 gece) melatonin tretilir (Sener, 2010).
Aragtiricilara gore, beynin tabaninda yer alan epifiz bezi bobrekten sonra viicudun en
cok kan akimina sahip ikinci organidir (Yazici ve Kose, 2004).

Pineal beze ulasan, sempatik sinir sonlanmalarindaki baslica nérotransmitter
norepinefrindir. Giin 15181nda postganglionik sempatik sinir lifleri yoluyla norepinefrin
salimimim baskilar. Karanligin baglamasi ile norepinefrin salinimi artar. Norepinefrin
hem triptofanin dolagimdan beze girisini artirmakta, hemde pineal bezdeki alfa ve beta

adrenerjik reseptorleri etkileyerek, pinealosit membranindaki adenilat siklazi aktive
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eder. Boylece sitoplazmada CAMP ve NAT diizeyi artar ve bu durum melatonin
sentezinde artisa neden olur. Melatonin sentez ve salimi arttikga hormon dolasima pasif
difiizyonla ge¢mektedir (Reiter, 1991, Brzezinski, 1997; Boutin ve ark., 2000).

Melatoninin inaktivasyonu, baslica karacigerde olmaktadir. Karacigerde
melatonin mikrozomal enzimler tarafindan 6-hidroksimelatonin’e déniistiiriiliir. Indol
halkasinin 6. konumundan hidroksile olan melatonin, daha sonra siilfat ve glukronik
asitle konjuge edilerek idrarla atilir (Hardeland, 2006). Melatoninin idrardaki baslica
metaboliti 6-siilfatoksimelatonin olup, plazma melatonin diizeyinin iyi bir gostergesidir.
Diger metaboliti ise; Nl-acetyl- N2-formyl-5 methoxykynuramine (AFMK)
molekiiliidiir (Brezezinski, 1997).

Dolagimdaki melatoninin, %50-75°1 geri doniisiimlii olarak albiimin veya alfa-
asit glikoproteine baglanarak dolasir. Melatoninin yar1 6mrii 30 ile 60 dakikadir.
Disaridan verilen melatoninin yarilanma Omrii ise daha kisa olup 12 ile 48 dakika
arasindadir, endojen melatonin gibi ayni yollar1 kullanarak metabolize olur (Cam,
2003). Dogumdan itibaren 3 aya kadar ¢ok az olan melatonin salinimi, giderek artmakta
ve sirkadien dogasini kazanmaktadir. Normal geng eriskinlerde gilindiize gore, gece 3-10
kat daha yiiksek olan serum melatonin konsantrasyonun (Reiter, 1993) salgisi
sirkadiyen ritmi endojen kokenlidir, bu da uyarilarin suprakiazmatik c¢ekirdekten
ciktigini yansitir (Reiter, 1980). Uyku esnasinda salgilanan bu hormon, 6zellikle 23 ile
05 saatleri arasinda en yogun salgilanmaktadir. Serum melatonin konsantrasyonu,
geceleri glindiize gore 3-10 kat daha ytiksektir. Bu yogun salginin gergeklesebilmesinde
ortamin karanlik da olmasi gerekmektedir (Sekil 8),(Jainudeen 2000; Anonymous
2010Db).

2.4.3. Melatonin Reseptorleri

Melatonin lipofilik 6zelliginden dolay1 direkt olarak veya spesifik reseptorler
araciligiyla hedef hiicrelere ulasir (Reiter, 1991). Melatonin reseptorlerinin 3 grubu
tanimlanmistir. MT1, yiiksek afiniteli, guanozin trifosfat (GTP) baglama proteinleri
ailesinin bir liyesidir. MT1 reseptorlerinin aktivasyonu hedef hiicrelerde adenilat siklaz
aktivitesinin baskilanmasina neden olur. Bu reseptorler olasilikla retina islevine,
sirkadyen ritme ve iireme islevine katilmaktadir (Ebisawa ve ark., 1999; Conway ve

ark., 2000). MT2 ve MT3 reseptorleri ise diisiik afiniteli, fosfoinositol hidrolizi ile etki
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gosterir ancak dagilimlar1 heniiz tam olarak belirlenmemistir (Reppert, 1997; Pintor ve
ark., 2001).

2.4.4. Melatonin’in Biyolojik Etkileri

Melatonin’in uyku, yaslanma, sirkadiyen ritim, duygu durumu, cinsel
olgunlagma ve lireme, kanser, termoregiilasyon gibi bir¢ok etkisi oldugu bildirilmistir
(Brzezinski, 1997). Melatonin metabolik degisiklikler, istah sinyalizasyonu ile disi
iiremesinde koruyucu faktorlerin altinda yatan fizyolojik ve hiicresel mekanizmalarin
kavranmasinda yeni anlayislar saglayabilir. Melatonin yag depolarini azaltarak (Prunet-
Marcassus ve ark., 2003) iyi bir yasam saglar ve bilinen bir detoksifiye rolunun
olmasinin yanisira lipit oksidasyonunu azaltarak iireme lizerinde yararli etki saglar.

Ancak, melatoninin bu olaylarda rolii belirsizdir ve ¢eligkili sonuglar gézlenmistir.

2.4.5. Melatonin ve Obezite

Melatoninin yag birikimini azaltarak hem enerji alim1 hem de enerji
harcanimini, yag indeksini ve viicut kitlesini etkileyerek obeziteyi Onledigi tespit
edilmis (Mustonen ve ark., 2002; Prunet-Marcassus ve ark., 2003), metabolik
diizenlemede de rol oynadigir gosterilmistir (Korkmaz ve ark., 2009b, Tan ve ark.,
2011). Uzun siireli melatonin tedavisinin viicut agirlik artigini, kalori depolama ve gida
alimin1 diizenledigi gézlenmistir (Prunet-Marcassus, 2003). Yiiksek kalori alimi olan
sicanlarda melatoninin etkisi normal diyet altinda tutulan sicanlardan daha carpicidir.
Gida aliminda belirgin bir degisiklik olmadigi halde melatonin ile elde edilen viicut
agirh@indaki diistisiin sebepleri daha detayl arastirilmalidir (Mari‘a ve ark., 2010). Orta
yasl sicanlarda giinliik melatonin tedavisi abdominal obeziteyi azaltmistir. Ayn1 sekilde
melatonin, orta yash erkek sicanlarda gida alimi ve total viicut yagindan bagimsiz
olarak viicut agirligmmi, abdominal yagi ve plasma leptin ve insilin seviyelerini
baskilamistir (Wolden-Hanson ve ark., 2000). Bu nedenle, kilo kaybini saglayan
melatoninin etkisi enerji harcamasindaki artiga bagl olabilir; bazal metabolizma hizinda
artisa, fiziksel aktiviteye tesvik edebilir.

Geng sicanlarda da viicut agirligl ve viseral yaglanma lizerinde benzer etkiler
goriilmiistiir (Bojkova ve ark., 2006; Kassayova ve ark., 2006). Obezitedeki melatoninin

etkileri diyete bagli obez hayvan modellerinde incelenmistir (Nishida ve ark., 2002;
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Prunet-Marcassus ve ark., 2003; Puchalski ve ark., 2003; Hussein ve ark., 2007; Sartori
ve ark., 2009; She ve ark., 2009; Shieh ve ark., 2009; Rios-Lugo ve ark., 2010;
Cardinali ve ark., 2011; Nduhirabandi ve ark., 2011) ve baz1 ¢alismalar gosterir ki obez
hayvanlarda nocturnal pineal amplitudu (Cano ve ark., 2008) ve serum melatonin
seviyesi (Peschke ve ark., 2006) onemli derecede azalmistir. Melatonin si¢anlarda
hipolipidemik etki gosterir (Hussain ve ark., 2004; Al-Mahbashy ve ark., 2006).
Overektomize (Ladizesky ve ark., 2003) ve tip 2 diabetli si¢canlarda (Nishida ve ark.,
2002) yiiksek yagli beslenen tavsanlarda (Hussein ve ark., 2007) melatoninin obeziteyi
azaltict etkisi gosterilmistir. Journal of Pineal Research de yayinlanan calismalarda,
Granada iiniversitesinin arastirmacilari, melatoninin gida aliminda azaltma olmadan
dogal olmayan kilo alimimi kontrol altina almaya yardimcit oldugunu ortaya

koymuslardir.

2.4.6. Melatonin ve Antioksidan Etki

Melatoninin bir antioksidan oldugu (Korkmaz ve ark., 2009a) literatiirde ilk
kez 1991 yilinda lanas ve ark. tarafindan 6ne siiriilmiis ve daha sonra yapilan in vitro ve
in vivo calismalarla bu hipotez desteklenmistir. Melatonin, birgok doku ve hiicrelerin
antioksidan profilinin 6nemli bir bilesenidir (Reiter ve ark., 1999).

Melatonin, lipofilik ve hidrofilik &zellikte olmasi nedeniyle biitiin
morfofizyolojik bariyerleri gecerek organizmada ¢ok genis bir alanda antioksidan etki
gosterebilmektedir (Reiter, 2003; Biilbiiller ve ark., 2005; Konturek ve ark., 2007).
Kolaylikla kan-beyin bariyerini ve plasentayr gecgebilen melatonin icin bilinen higbir
morfofizyolojik bariyerin olmamasi, melatoninin tiim intraselliiler komponentlere
rahatlikla ulagabilmesini saglamaktadir. Boylece melatonin hiicre zarini, organelleri ve
cekirdegi etkin bir sekilde serbest radikallerin hasarindan koruyabilmektedir (Biilbiiller
ve ark., 2005; Konturek ve ark., 2007). Melatonin varliginda, mitokondriyal solunum
zincirinden kaynaklanan O, -, H,O, ve OH- , NO ve peroksit gibi radikallerin {iretimi de
azalmaktadir (Reiter, 1993; Reiter, 2003; Konturek ve ark., 2007). Daha da fazlasi,
melatonin, hiicrelerin pro-oxidan nitrik oksit sentezini hizlandirarak oksidatif zararlara
kars1 koyma yetenegini giiclendirir (Pozo ve ark., 1997).

Melatoninin Alzheimer hastaliginda amiloid B protein toksisitesini diisiirdiigi,

parkinson hastaliginin ¢esitli tiplerinde oksidatif hasar1 azalttigi gosterilmistir.
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Melatonin, antioksidan etkisini ROS siipiiriici ve notrofil birikimini énlemekle direkt
olarak gostermekle beraber, indirekt etkisini ise glutatyon peroksidaz (GSH-PX),
superoksit dismutaz (SOD) gibi bazi antioksidatif enzimlerin aktivitesini arttirarak ve
lipit peroksidasyonunu engelleyerek gostermektedir (Reiter, 1995). Bilinen en giiglii
antioksidan olan melatoninin, degisik dokulardaki koruyucu etkileri halen g¢esitli
deneysel modellerde arastirilmaktadir.

Melatoninin genomdaki reseptorleri etkileyerek katalaz (CAT), SOD, GPx,
glutatyon rediiktaz (GRx) ve a-glutamil sisteine sentetaz (GSS) gibi antioksidan enzim
sistemlerinin gen ekspresyonlarini ya da aktivitelerini arttiran uyarici etkisi vardir. Bu
etkileriyle hiicreyi oksidatif hasardan korur, inflamasyonu azaltir ve doku Odemini

geriletir (Biilbiiller ve ark., 2005; Konturek ve ark., 2007).

2.4.7. Melatonin ve Ureme

Yillarca melatoninin sadece iireme ile ilgili oldugu ve genel olarak da iireme
yetenegini bastirdifina inanilmig ancak melatoninin over aktivitesini uyarmasi
nedeniyle lireme fonksiyonunda 6nemli roller oynadigi, folikiilogenez ve ovulasyonu
(Zhao ve ark., 2000) diizenledigi gosterilmistir. Melatonin tedavisi sonrasi luteinize
hormon diizeylerini baskilamasi dikkat ¢ekicidir (Luboshitzky ve ark., 1999).

Epifiz bezin hormonu olan melatonin insan folikiiler sivisinda giiglii bir serbest
radikal temizleyicidir. Melatonin, viicudun irettigi dogal bir hormon olup kalitesiz
yumurtaya sahip olan kadinlarda yararli olabilir. Oksidatif hasara karsi yumurtay:
korumaya calisir. Yiikksek ROS konsantrasyonlar1 hem pargalanmis embriyo hem de
dollenmemis oositlerde bulunmus olup bu da melatoninin oosit kalitesini gelistirdigini
gostermektedir. Ovulasyon sirasinda, folikiil icinde iiretilen ROS oosit matiirasyonu
bozuklugunun bir nedeni olarak diisiiniilmektedir ve melatonin serbest radikal
hasarindan korur ve oositlerin fertilizasyon oranini arttirir (Tamura ve ark., 2008).

Aragtirmacilar, melatoninin yumurta kalitesini ve dogurganlik oranini artirmak
icin muhtemel faydalar1 olduguna inanmislardir (Takazuki ve ark., 2003). Klinik
calismalarda melatonin kullanimi in vitro fertilizasyonda daha 6nce gebe kaliminda
basarisiz olan hastalarda oosit kalitesini artirmak icin bir tedavi stratejisi olarak

arastiritlmistir (Takazuki ve ark., 2003). Melatoninin giinliik 3 mg dozu gecerli faydalar
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saglamistir. Farelerde (Ishizuki, 2000) melatonin i¢eren kiiltlir ortam1 desteginin in vitro
embriyo gelisiminde faydali etkileri oldugu rapor edilmistir.

Kemirgenlerde, (Djeridane ve ark., 1998) LH ve melatonin, hipotalamus ile
birlikte hareket ederek GnRH salgisinin degisimiyle gonadotropin iiretilir (Chan ve Ng,
1995). Melatoninin hamster hipofiz bezlerinden LH ve FSH salgilanmasini baskiladigi
gozlenmistir (Gay ve Tomacarini, 1974; Ozaki ve ark., 1978; Wun ve ark., 1986)
Melatonin yoklugunda LH 1n artmasi ve FSH 1n azalmasi ile gonodotropin salgilarin
salinmi1 degisir. LH saliniminin artmas1 PCOS lularda da gézlenen 6nemli bir durumdur,
baz1 hayvanlarda da intertsiyel doku proliferasyonundan sorumlu olabilir (Polson ve
ark., 1988; Lobo ve Carmina, 1997).

Melatonin verilen disi si¢anlarda ileri vajinal acilig, bloke ovulasyon ve
bozulmus Ostrojen dongiislinii gdstermistir (Wurtman ve ark., 1963; Ying ve Greep,
1973; Villanua ve ark., 1989). Miinih Fertility and Sterility Diinya Kongresi'nde sunulan
yeni arastirmalar melatonin hormonunun kadinlarin invitro fertilizasyon (IVF)
tedavisinde yumurta kalitesini artirmaya yardimci olabilir olarak bulmustur. Ekip
melatonin  tedavisinin  kadinlarin  folikiillerinde anlamli derecede melatonin
konsantrasyonunu arttirdigini1 ve harabiyet veren 8-OhdG konsantrasyonunu azalttigini
bulmustur. Melatonin alan kadinlarda yumurtalarin %350's1 basarili bir sekilde
dollenmis, buna karsilik kontrol grubunda bu oran %22,8 olmustur. Yumurtalar rahime
transplante oldugunda kadinlarin %19'u (56'da 11) gebe kalirken kontrol grubunda oran
%10,2 (59'da 6) olmustur. Melatonin tedavisi her ne kadar oosit kalitesini koruyucu
tedaviler gibi bir¢ok terapi i¢in sik¢a kullanilan etkili ve faydali bir destekleyici olsa da
(Takasaki ve ark., 2003) zamana dayali yan etkileri hala belirsizdir ve detayli ¢alisma

gerektirmektedir.

2.5. STEREOLOJI

2.5.1. Stereoloji Nedir?

Stereoloji, gergekte iic boyutlu olan canli yada cansiz yapilarin, iki boyutlu
diizlemde elde edilen goriintiilerinden yola ¢ikarak geometrik ve sayisal 6zellikleri
hakkinda bilgi elde edilmesini saglayan bir yontem bilimidir (Sekil 8), (Howard ve
Reed, 1998). Bu yontem bilimi, belli kurallar dahilinde yapilardan elde edilen

dilimlerden, histolojik kesitlerin mikroskop altinda izlenebilen ya da bu kesitlerden
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degisik sekillerde elde edilen goriintiilerinden veya bilgisayarli tomografi yada
manyetik rezonans gibi cihazlardan elde edilen radyolojik goriintiilerden ilgili yapilar
hakkinda giivenilir veriler elde etmek ¢in kullanilan bir dizi yontemi igerir. Stereolojik
yontemler hacim, yiizey alani, sayr ve uzunluk gibi bircok 6nemli sayisal degere

ulasabilmeyi saglamaktadir (Gundersen,1986).

Sekil 8. Uzayda ti¢ boyutlu yapilarin genel goriiniimii (Russ ve Dehoff, 1999°den uyarlanmustir)

2.5.2. Stereolojide Tarafsizlik ve Etkinlik Prensibleri

Stereolojide tarafsizlik sozciigi, plan tabanli stereolojik ydntemlerin
uygulanmasi ile ortaya ¢ikan kavramlardan biridir. Tarafsizlik (unbiased), tekrarlayan
Olctimler sonucu, ornekleme sayist arttirildikca gercek degere daha fazla ihtimallikle
yaklasilan, yani gercek degerden istatiksel bir sapma gdstermeyen Slgiimleri belirtmek
icin kullanilan terimdir (Gundersen, 1988). Bazi durumlarda arastirmaci, boyut
azalmasima bagl olarak yapinin ii¢ boyutlu 6zellikleriyle iliskilendirilmesinde uygun
yontem kullanmayarak tesadiifen dogru sonuclar elde edebilir. Fakat izledigi
yontemdeki hatalarin etkilerini belirleyemedigi i¢in, sonuclarin ne derece gergegi
yansittig1 belirlenemez. Stereolojide, hata kaynaklarindan etkilenen ve drnekleme sayisi
artsa bile gergek degerden sistematik sapma gosteren yontemler tarafli (biased) metodlar
olarak nitelendirilmektedir (Gundersen, 1988; Canan ve ark., 2002b).

Etkinlik, stereolojik yontemlerde tarafsizlik kadar 6nemli bir kavramdir.
Etkinlik prensibi bilimsel ¢alismalarda kisa zamanda daha az degiskenlik gosteren
giivenilir sonuca ulagmak olarak Ozetlenebilir. Stereolojik metotlarin temelini
“Sistematik Rasgele Ornekleme” (SRO) stratejisi olusturmaktadir (Howard and Reed,
1998).
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2.5.3. Stereolojik Cahsmalarda Sistematik Rastgele Ornekleme

Stereolojik c¢alismalarda elde edilen verilerin giivenilir olmasi ve gergek
degerden sistematik bir sapma gostermemesi i¢in uyulmasi gereken en Onemli
noktalardan birisi de 6rneklemenin dogru yapilmasidir. ‘Sistematik rastgele 6rnekleme’
terimlerindeki ‘rastgele’ ve ‘sistematik’ sozciikleri yapilan Ornekleme seklinin
kurallarin1 agik olarak ifade eder. Sistematik sézciigii, bir 6n ¢alisma sonucunda elde
edilen veriler dogrultusunda yani Onceden belirlenen sabit bir aralikla yapmin
orneklenmesini ifade eder. Rastgele sozclgii ise sistematik olarak tekrarlanan
orneklemenin her agsamasinda ilk elemanin tarafsiz yani tesadiifen segilmesidir (Howard
ve Reed, 1998; Canan ve ark., 2002a; Canan ve ark., 2002b). SRO, pilot bir ¢aligmayla
belirlenmis sabit bir 6rnekleme araligi boyunca, ilk aralik i¢inden rasgele bir noktadan
baslanarak, ilgilenilen yapinin tamaminin etkin bir sekilde oOrneklenmesini igerir.
Orneklemenin sistematik kismini, pilot caligmayla belirlenen &rnekleme araligs,
orneklemenin rastgelelik 6zelligini ise ilk aralik i¢inde rastgele bir noktadan baslanmasi
belirler. Istatistiksel acidan bu tip bir 6rneklemede, yapinin iizerinde drnekleme sayisi
ne kadar artarsa gercek degere o kadar yaklastigi i¢in homojen ve verimli bir 6rnekleme

elde etme sansi da o kadar artar (Gundersen ve Jensen, 1987).

2.5.4. Stereolojide Toplam Hacim Hesabi: Cavalieri Prensibi

Diizenli bir sekle sahip olan nesnelerin hacimleri (kare, diktorgen, kiip v.b.)
V=t.a (V=Hacim, t= yikseklik, a=taban alani) formiilii ile kolayca hesaplanabilir.
Ancak diizensiz sekilli nesnelerin hacim hesaplamalarinda ise degisik yontemler
gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin olarak bilineni Arsimet prensibi’dir. Bu prensibe
gore i¢i su dolu dereceli bir kaba hacmi 6lciilecek yap1 daldirilir ve yiikselen su miktar
ol¢iiliir. Bu yiikselen su miktar1 yapiin hacmini verir. Ancak ¢ogu zaman bazi1 madde
veya biyolojik yapilar1 (beyindeki hippokampus, akcigerdeki bronglarin tamami gibi)
suya daldirarak hesaplamak imkansizdir. Hacimleri hesaplanmayan diizensiz sekilli
yapilarin hacimlerin hesaplanmasinda son yillarda sik¢a kullanilanan ve Italyan
matematik¢i Bonaventura Cavalieri tarafindan 17.YY’da gelistirilen ilk defa
matematiksel prensiplerle agiklanan, Cavelieri metodudur. Cavalieri metodu ile diizenli
bir sekle sahip olmayan {i¢ boyutlu nesnelerin hacimlerinin birbirine paralel dilimlere

ayrilarak her bir dilimin yiizey alani kalinli1 ile carpilirsa her bir dilimin hacimi
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bulunur. Tiim dilimlerin hacimi toplanarak tiim yapinin hacimi hesaplanmis olur

(Howard ve Reed, 1998).
V=txa/px)P

\Y; = [lgilenilen kesitin hacmi
P = Kesit yiizey alanlarinda sayilan nokta sayisi
T = Ortalama kesit kalinligi(cm)

a/lp = Herbir noktanin gercekte temsil ettigi alan

Kesitlerde ortaya cikan ylizey alanini hesaplamak icin noktali alan O6l¢im
cetvelleri (NAOC) kullanmak stereolojide siklikla kullanilan bir yontemdir. NAOC esit
aralikta herbirinin temsil ettigi alan1 bilinen noktalarin dizilimi ile elde edilir. NAOC de
nokta yerine + kulanilir. Noktalar uzayda iki ¢izginin kesismesi sonucu elde edilir ve
sifir boyutludur gériinmez. Bu nedenle NAOC ndeki + larin kollarinmn kesistigi kose
yiizey alani 6l¢lim hesaplamasi amaci ile kullanilan noktadir. Bu noktalarin herbiri dort
adet noktanin arasinda kalan bir birim alanina karsilik gelir ve bu alan a/p ile gosterilir.
Bu sekilde olusturulan noktali alan Ol¢iim cetvelinde herbir nokta arasindaki sabit
mesafe bilinmektedir. Kesit goriintiisiine diisen toplam nokta sayis1 bu birim alan degeri
ile carpildiginda, ilgili kesitin alan1 elde edilir. Bu sekilde alan hesabi yapmak basit
oldugu gibi istatiksel olarakda giivenilir sonug verir (Sekil 9).
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Sekil 9. Noktal1 alan dl¢iim cetveli goriinimii (d= 0,4mm)
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2.5.5. Stereolojide Tanecik Sayimi: Disektor

Disektor ilk kez 1984 yilinda Sterio tarafindan tarif edilmistir. Tanecik,
ilgilenilen doku bileseni olarak ifade edilir. Bu sozciligiin anlami ve igerigi yapilan
calismaya gore degisir. Ornegin overdeki granuloza hiicreleri ile ilgili bir calismada
granuloza, sinir hiicreleri ile ilgili bir c¢aligmada ise sinir hiicresi tanecik olarak
adlandirilir (Howard ve Reed, 1998; Unal ve ark., 2002c). Disektor, bilinen bir ‘t’
araligiyla birbirinden optik veya fiziksel olarak ayrilmis iki kesit diizleminden olusan 3
boyutlu bir hacim sondasi olup, say1 parametresinin hesaplanmasinda kullanilan bir
tekniktir. Bu teknik ilk defa Cruz- Orive (1980), tarafindan kullanilmistir ve modern
plan-tabanli Stereolojik yontemlerin ilki olarak tanimlanir. Sterio tarafindan onerilen ve
disektér sayim yontemi olarak adlandirilan bu yontem digerlerine gére daha basit
olmasindan dolay1 siklikla tercih edilmektedir (Howard ve Reed, 1998; Kirino, 2000).
Disektoriin temel mantigl, taneciklerin kesit alma dogrultusu boyunca ilk ortaya
ciktiklar1 veya son goriildiikleri kisimlari, yani taneciklerin “uglarini” bulmaktir. Her
tanecigin sekli ve yoneliminden bagimsiz olarak, bir yonde bir tek ucu oldugu

diisiiniiliirse, bu mantikla ig géren bir metot, gercek tanecik sayisina ulagilmasini saglar.

2.5.6. Fiziksel Disektor

Disektoriin ilk ortaya ¢ikan bigimidir (Sterio, 1984). Bu yontemde, iki tane
ardigik veya birbirlerinden belli bir aralikla ayrilmis olan iki kesit alinir, bu iki adet iki
boyutlu kesit diizleminden birisi ‘6rnek’, digeri ‘gdzlem’ kesiti olarak adlandirilir. iki
kesit arasindaki mesafe “disektor yiiksekligi” adinmi alir ve yapilan sayim sonucunda,
disektor yiikseklikleri boyunca orneklenebilen disektor taneciklerinin, yani, tanecik
uglarmin sayist bulunur. Bu da, ¢alisilan taneciklerin sayisal yogunlugunu (Ny) verir.
Bunun nedeni tanecigin bir baslangi¢c ve bir bitis olmak iizere iki ucunun olmasidir.
Uygulamada tek yondeki uglardan biri sayildiginda gercekte tanecigin kendisi sayilmis
olur. Tanecik her iki kesittede mevcut ise sayilmaz. Ciinkii bu durum tanecigin devam
etmekte oldugunu, tanecigin bitis ya da baslangi¢c ucunun heniiz goriilmedigini ifade
eder (Sekil 10),(Howar ve Reed, 1998; Unal ve ark., 2002b).

Fiziksel olarak kesit alma asamasinda, seri kesit diizlemlerinin birbirlerine
paralel olmalar1 6nemlidir. Kesitlerin paralel olmamasi, daha sonra belirlenecek disektor

hacimlerinin yanlis hesaplanmasina ve dolayisiyla, buradan hesaplanacak tanecik
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sayisal yogunluk hesabinin yanlig olmasina neden olacaktir. Disektdr sayimi i¢in segilen
bu kesit ¢iftleri iizerinde belli alanlar sinirlandirilir ve her bir kesit, ciftlerine karsilik
gelen alanlarin  bulunmasit gerekir. Alanlar belirlendikten sonra, sayimlarin
gergeklestirilebilmesi i¢in, uygun biiyiikliikteki belli bir bolgenin bir sayim cercevesiyle
sinirlandirilmasi, disektdr sayim metodunun diger Onemli basamagidir. Tanecik
sayisinin tarafsiz bir sekilde hesaplanabilmesi i¢in, sayim c¢ergevesinin ve sayimda
kullanilan kurallarinda 6nemi biiyliktiir. Sayim ¢erceveleri arasinda bilinen en tarafsiz

kurallara sahip olani, ‘tarafsiz sayim cercevesidir’.

Q"
M= —Z W (ref)
h Za{u;er}
N =Toplam tanecik sayisi
Q = Disektor taneciklerinin sayisi
H = Kesitler arasindaki mesafeyi (yani disektor yliksekligini)

a(cer) = Sayimda kullanilan tarafsiz sayim ¢ercevesinin alani

V(ref) =Toplam (veya referans) hacmini belirtmektedir.

Eger bu formiilden V(ref) degeri cikartilacak olursa, sonucta elde edilecek olan
deger, toplam hacim hesaba katilmadigindan taneciklerin sayisal yogunluklari olacaktir.
Fakat bircok durumda, sayisal yogunluk degeri, toplam tanecik sayis1 degisimiyle ilgili
dogrudan bilgi vermediginden, Ozellikle karsilastirmali g¢alismalarda bu degerin

kullanilmasi ve buna bagl biyolojik yorumlar yapilmasi sakincali olabilmektedir.
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Sekil 10. A. Fiziksel disektdr uygulamasinin sematik sekli. Kesitlerden birisi 6rnek, digeri gézlem kesiti

olarak adlandirilarak, ornek kesitte bulunup, gozlem kesitinde bulunmayan partikiil
izdiistimleri, disektdr partikiilleri (Q") olarak sayilir. B. Disektdr orneklerinin sayisini
artirmak tizere, kesitlerin rolleri degistirilerek iki yonli bir disektér sayimi da

uygulanilabilir

2.5.7. Tarafsiz Sayim Cercevesi

Tanecik sayimi yapmak i¢in tanecik izdiislimlerinden yararlanilan durumlarda,
kesitlerde ortaya c¢ikan tanecik izdlistimlerinin belli bir alanla simirlandirilarak
sayllmalar1 gerekmektedir. Tarafsiz sayim ¢ergevesi, en genel olarak kullanilan sekliyle,
bir kalin ve diiz, bir de ince ve kesikli iki tip ¢izgi ile sembolize edilen dort kenara sahip
basit bir dikdortgen veya karedir. Temel olarak, ince ve kesikli ¢izgiler “dahil” kenarlar,
kalin ve devaml ¢izgiler de “hari¢’veya “yasak” kenarlardir. Yani kesikli ¢izgilere
rastlayan izdiigiimler sayilirken, devamli ¢izgilere isabet eden izdiigiimler sayim dig1
birakilir (Sekil 10). Tarafsiz sayim cercevesinin en onemli 6zelligi, yasak kenarlarin
uzantilaridir. Bu uzantilar, ¢ercevenin yerlestirildigi goriinti alanmin tamamini
kaplayacak sekilde uzatilirlar. Tarafsiz sayim cercevesi, tanecik sayimi igin, hali
hazirdaki en etkin ve gilivenilir sayim ¢ercevesidir. Bu ¢ercevenin tanecik izdiisiimlerini
en dogru bigimde saymayr sagladigi, geometrik hesaplamalarla da kanitlanmistir
(Gundersen, 1977). Obezite ve komplikasyonlar1 ile ciddi hastaliklara sebebiyet
vermektedir ve bunlardan biri olan infertilite glinimiizde arastirmalara konu olmaktadir
ve obezitenin ovaryum fizerinde melatonin, leptin melatonin+leptin hormonlarini
kullanarak yapilan g¢aligmalarda sonucglar halen tartismalidir. Bu c¢aligmada sigan
modelinden elde edilen over {izerinde stereolojik, immiinohistokimyasal ve mikroskobik

yontemlerle incelenmesi amaglandi.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Metod

3.1.1. Arastirmanin Yapildig:r Yer ve Deneklerin Secimi

Calisma Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Calisma Etik Kurulu’na sunuldu
ve 28 Nisan 2011 tarihinde 2011/24 nolu onay alindiktan sonra ¢alismaya baslandi.
Calismada Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Aragtirma Merkezinde yetistirilen, Wistar Albino cinsi, 180- 210 gr agirliginda 7-8
haftalik, 48 adet disi sican kullanildi. Hayvanlarin bakimi ve beslenme siireci Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinde, diger tiim histolojik ve biyokimyasal
analizler ile stereolojik ¢aligmalar Anabilim dalimizda gergeklestirildi.

Sicanlar, deney siiresince Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezinde oda sicakliginda, 12 saat giindiiz 12 saat gece sirkadiyen ritimde,
paslanmaz tel kapaklar1 olan plastik kafesler igerisinde, iizeri hava alabilecek sekilde
tutuldu. Calisma basinda siganlar rastgele kendi iglerinde 8 gruba ayrilip sekiz farkli
grup i¢in bireylerin dagilimlari, agirliklar1 birbirine yakin olacak sekilde esit olarak
yapild1 ve 4 grup obez 4 grup da nonobez olacak sekilde gruplar olusturuldu. Yiiksek
yagl diyetle beslenme siireleri 9 haftaya ulastiktan sonra VKI hesaplamalar1 yapilarak
obez olup olmadiklart degerlendirildi; obez olan gruplar ile, nonobez olan gruplara 42
giin boyunca her giin ayni saatte (16.00-17.00 arasi) intaperitonal (i.p.) olarak

melatonin, leptin, melatonin-leptin uygulamasi yapildi.

Gruplarin olusturulmasi

Calisma kapsamina alinan 48 sigan 8 gruba ayrildi.
Grup 1: Nonobez kontrol grubu (NK), 15 hafta boyunca standart yem ile beslenen ve
tizerinde hicbir islem yapilmayan hayvanlari igeren grup (n=6)
Grup 2: Obez kontrol grubu (OK), 15 hafta boyunca yiiksek yag icerikli (%40 yag
igeren) diyet ile beslenip obez yapilan hayvanlari igeren grup (n=6).
Grup 3: Nonobez-Melatonin grubu (NM), Standart yemle 9 hafta siiresince beslenen
ve ayni yeme devam ederek 42 giin boyunca i.p. 10mg/kg melatonin uygulanan

hayvanlari igceren grup (n=6, 16-17 h)
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Grup 4: Obez-Melatonin grubu (OM), Yiiksek yag icerikli (%40 yag igeren) diyetle
9 hafta siiresince beslenip obez yapilan ve ayni yeme devam ederek 42 giin boyunca i.p.
10mg/kg melatonin uygulanan hayvanlari igeren grup (n=6, 16-17 h)

Grup 5: Nonobez-Leptin kontrol grubu (NL), Standart yemle 9 hafta siiresince
beslenen ve aym1 yeme devam ederek 42 giin boyunca i.p. 1 pg/kg leptin uygulanan
hayvanlari iceren grup (n=6, 16-17h)

Grup 6: Obez-Leptin grubu (OL), Yiksek yag icerikli (%40 yag iceren) diyetle 9
hafta siiresince beslenip obez yapilan ve ayn1 yeme devam ederek 42 giin boyunca i.p.
1ng /kg leptin uygulanan hayvanlari igeren grup (n=6, 16-17h)

Grup 7: Nonobez-Melatonin-Leptin grubu (NM-L), Standart yemle 9 hafta siiresince
beslenen ve ayni yeme devam ederek 42 giin boyunca i.p. 1 pug/kg leptin ve 10mg/kg
melatonin uygulanan hayvanlari igeren grup (n=6, 16-17h)

Grup 8: Obez-Melatonin-Leptin grubu (OM-L), Yiiksek yag icerikli (%40 yag
iceren) diyetle 9 hafta siiresince beslenip obez yapilan ve ayni yeme devam ederek
42giin boyunca i.p. 1 ug/kg leptin ve 10 mg/kg melatonin uygulanan hayvanlari i¢eren
grup (n=6, 16-17h)

Yag oran1 %40 olan yem; standart toz sigan yemine hayvansal yag ilave
edilerek hazirlandi. Hayvansal yag eritilerek toz sigan yemi ile karistirildi ve karigim
pelet haline getirildi, peletler olduk¢a kuru oldugundan yag: kolayca ¢ektigi gozlendi.
Sonrasinda bu haliyle sogumaya birakildi. Yiiksek yagli diyet haftada bir kez taze
olarak hazirlandi ve deney grubuna verildi (Altunkaynak ve ark., 2008). Hayvanlar
standart ve yiliksek yaglh diyet ile beslenirken, su ihtiyaglar1 ¢esme suyundan serbest
olarak karsilandi. Deney baglangicindan sonuna kadar sicanlarin yagli diyete uyum
sagladig1 gozlendi (Sekil 11 A-B). Deney baslangicinda tiim siganlar tartildi ve tartim
islemi, deney siiresince haftada bir yapilarak kaydedildi. Calisma, gruplarda herhangi
bir 6liim olmadan 48 hayvan ile 15 hafta boyunca siirdii.

Deneyin ilk 9 haftasi1 boyunca siiren takip sonucunda her iki gruptaki
deneklerin  VKI hesaplamalar1 yapilarak obez olup olmadiklari degerlendirildi
(Altunkaynak ve ark., 2008). VKI hesaplamasinda; burun ucundan kuyruk baslangici
aras1 mesafe boy olarak kabul edildi. Olgiilen agirlik ve boy parametreleri VKI formiilii
kullanilarak hesapland1 ve VKI sonuglar1 5 kg/mz'den bliyiik olan deneklerin obez
oldugu kabul edildi.
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At ALY

Sekil 11. A. Standart diyetle beslenen sicanlarin yemleri ve over goriintiisii B. Yiiksek yagli diyetle

beslenen sicanlarin yemleri ve over goriintiisii

Melatonin’in Hazirlanmasi: MLT (Sigma M-5250), (10mg/kg/ 42giin) %2’
lik etanol de ¢oziildiikten sonra steril deiyonize suda ¢oziildii. Coziildiikkten sonra,
giinliik dozlar ayn tiiplere konuldu ve -20°C de dondurularak saklandi. Giinlik doz,
uygulamadan once dondurucudan c¢ikarildi ve oda sicakliginda bekletildikten sonra

kullanildi. Uygulamaya 42 giin boyunca devam edildi.

Leptin Soliisyonunun Hazirlanmasi: Sigma’ dan temin edilen 1 L-3772 (OB)
mouse recombinant leptin, 100 ml serum fizyolojik icine leptin vorteks yapildiktan
sonra ilave edildi. Hazirlanan soliisyon +4°C de muhafaza edildi. Leptin uygulamasi: 1

pg / kg /42 giin

Her bir rat tartilarak, agirhigi basina gereken melatonin ve leptin miktari
hesaplandi ve 42 gilin boyunca, steril sartlarda taze olarak hazirlanan melatonin ve
leptin ¢6zeltileri i.p. yol ile her giin diizenli bir sekilde ayni saatlerde (16.00-17.00)
enjekte edildi (Sekil 12).
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Sekil 12. Siganlara intraperitoneal yolla enjeksiyon yapilist

Sicanlardan 15 hafta siireyle devam eden kalori alimini takiben 15 haftanin
sonunda ayni giin icerisinde, i.p. olarak uygulanan %10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan
IBV.) %2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda over doku Ornekleri
alind1 (Sekil 13 A-B). Deneklerden ¢ikarilan over dokulari hemen soguk izotonikle
yikanarak kan ve diger dokulardan temizlendi ve aliiminyum folyoya sarilarak buzlu
kap iginde iizerinde laboratuvara tasindi. Sag overler doku biyokimyasi analizlerinin
yapilacagi ana kadar -80°C’de sakland:. Histolojik, stereolojik ve immiinohistokimyasal

degerlendirmeler igin alinan sol overler ise %10 luk formole konuldu.

Sekil 13. A. Standart diyetle beslenen sicandaki genital organ goriintiisii. B. Yiiksek yagh diyetle
beslenen sigandaki genital organ goriintiisii. \: Over ; —: Tuba uterina; >: Uterus; *:

sirastyla standart diyetin yapmis oldugu yaglanma ve yiiksek yagl diyetden dolay1 olusan

yaglanma
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3.2. Materyal

3.2.1. Histolojik Yontemler

Isik mikroskobu incelemeleri i¢in, over dokulari, %10’luk nétral formalin
fiksatifinde tespit edildikten sonra doku takibine gegildi. Daha sonra, alkol serilerinden
gecirilerek ksilende saydamlastirilan pargalar, 58°C’lik parafine gomiildii. Stereolojik
analizler i¢in parafin bloklardan Leica mikrotomu araciligi ile alinan 6 pm kalinliginda
kesitler sistematik ve rastgele ornekleme kuralina uyularak 1/15 6rnekleme oraniyla,
numaralandirilip ve lamlara alinip, hematoksilen-eozin (H-E) boya, {glii boya ve
immiinhistokimyasal boyama yontemleri kesit serilerine uygulandi. Hazirlanan
preparatlar Leica 151k mikroskobu ile incelenerek, stereoinvestigator stereolojik analiz
calisma istasyonu ile fotograflari ¢ekildi ve fiziksel disektor yontemi ile folikiil sayimi

ve Cavalier metodu ile hacimleri 6lgildii.

Tespit ve Doku Takibi
Dokular %10’luk nétralformalinde 72 saat tespit edildi, bir gece akarsuda

yikandiktan sonra dereceli alkol serilerinden gecirilerek, sular1 giderildi.

%70 Alkol 1saat
%80 Alkol 1gece
%96 Alkol 1saat
%100 Alkol 1saat
%100 Alkol 1saat
Ksilen *de seffaflastirildi

Ksilen 1 1saat
Ksilen 2 1saat
Ksilen 3 1saat

56°C- 58°C’ de eriyen parafinin ksilen ile yer degistirerek dokuya niifuz etmesi

saglandi.

Ksilen / Parafin (1:1) x 1 saat
Parafin 1 x 1 saat
Parafin 1x1,5 saat
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Hemotoksilen-Eozin Boyama

Deparafinizasyon islemi i¢in, parafin bloktan lama alinmig 6 pm’lik 6rnek
kesitler lam tutacagina yerlestirilerek 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi. Kimyasal
deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler 30’ar dakika 3 degisik ksilende, rehidratasyon
islemi i¢in, %96, %80, %70 etil alkol serilerinde 5 er dakika bekletildi.

Akar su 5 dk
Hematoksilen 5 dk
Akar suda 5 dk

Diferansiyasyon islemi i¢in asit alkol soliisyonuna 1-3 saniye batirilip ¢ikarildi.

Akar su 5 dk

Eosin 2-3 dk
Akar su 1-5dk
% 80 alkol 3dk

% 96 alkol 3dk

% 100 alkol 5 dk
Ksilen 1,5 saat

Kesitler tizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatilip penset yardimiyla hava

kabarciklari ¢ikartildi.

Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimya

Antijen-Antikor reaksiyonuna dayanan bu boyama yontemleri ile saptanmasi
zor olan bircok yapi1 goriintiilenebilmektedir. Immiinohistokimyada en 6nemli rolii
oynayan ajan olan antikorlar, dokudaki antijenleri tanimalari igin kullanilir.

Calismamizda  antikor  olarak  polyclonal ~ Rabbit  anti-luteinizing
hormone/choriogonadotropin (LH/CG) reseptor kullanildi (rb x-50ug Millipore, 1:500).
Folikiil sayimi1 disinda kalan 6 pm kalinhigindaki kesitler immiinohistokimyasal
calismalar i¢in lamlara alindi ve tlizerinde Avidin-Biotin (ABC) metodu ile LHR
boyamasi ger¢eklestirildi. Bu boyama metodunda, oncelikle primer antikorun antijene
baglanmas1 gerceklesir, sonra isaretlenmis olan sekonder antikor devreye sokulur.

Sekonder antikor, primer antikor-antijen kompleksini “antijen” olarak kabul eder ve
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baglanir. Biyotin ihtiva eden sekonder antikorun iizerine peroksidaz enzimiyle isaretli
avidin-biyotin kompleksi ilave edilir. Bu ikili antikor yapisinin iizerine substrat
kromojen soliisyonu eklenerek doku antijeni goriiniir hale getirilir (Hsu ve ark., 1981).
Ovaryumda LH reseptorii luteal fonksiyon, ovulasyon ve folikiillerin
olgunlagsmasi1 i¢in gereklidir, FSH ve Ostradiol tarafindan uygun hormon uyariminm
saglar. LH reseptorii granuloza hiicreleri, teka, luteal ve interstiyel hiicreler {izerinde
mevcuttur (Dufau, 1998). Ovulasyonla atilan folikiilin LH reseptorlerine sahip
granuloza hiicreleri ve teka internal hiicrelerinin her ikisi de korpus luteumu olusturmak
tizere LH tarafindan aktive edilir. Bu amagla ¢alismamizda, granuloza, teka ve korpus
luteum hiicrelerinde LH aktivasyonunu gostermek i¢in immunohistokimyasal boyama

teknikleriyle LHR’ nin isaretlenmesi yapilmistir.

Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Ksilen ile parafini giderilen ve dereceli alkollerden gegirilen doku kesitleri,
distile suda bekletildi. Indirek streptavidin peroksidaz yontemi kullanilarak
immiinohistokimya boyamasi yapilmadan o6nce deparafinizasyon islemi igin 37°C

etlivde 1 gece bekletildi.

Ksilen 4x10 dk
%100 Alkol 10 dk
%096 Alkol 10 dk
%80 Alkol 10 dk
Distile Su 2x3 dk
% 3 H,0, 10 dk

Endojen Peroksidazlar: bloke etmek igin parafin kesitlere %3 H,0, ugulandi.
PBS ile Yikama 2x5 dk

Ficin soliisyonu 15 dk
Endogen peroksidaz aktivitesini bloke etmek igin ficin soliisyonunda. 37°C de
bekletildi.

PBS ile Yikama 3x5 dk

Siiper block 7 dk

Nonspesifik immiinoreaktiviteyi ortadan kaldirmak i¢in kullanildi.

Antikor Dillisyonu 2 saat
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Anti LH antikoru, antibody diliuent (Zymed) ile 1/500 oraninda diliie edildi.
Inkiibasyon 90 dk
Prepatlar nemli ortamn saglayan bir kap icerisine yerlestirilerek +37°C’de
bekletildi ve primer antikorun baglanmasi saglandi.
PBS ile Yikama 3x5 dk
Sekonder Antikor 30 dk
Preparatlar biotinlenmis sekonder antikor ile oda sicakliginda inkiibe edildi
PBS ile Yikama 3x5 dk
Streptavidin Peroxidase 20 dk
Streptavidin-HRP ile preparatlar oda sicakliginda inkiibe edildi.
PBS ile Yikama 4x1
Substrat-Kromojen (AEC) 30 dk
Preparatlar DAB substrat-kromojen soliisyonunda kirmizi renk oluncaya kadar tutuldu.
PBS ile Yikama 3x5 dk
Zit boyama
Boyama Oncesinde preperatlar distile su i¢inde 5 dakika tutuldu.
Mayer-hemotoksilen ile 10 saniye zit boyama yapildi (Bu islem siiresince
dokular mikroskopta incelenir, eger ¢ekirdekler yeteri kadar mavilesmemis ise
tekrar hematoksilene girebilir ya da amonyakli suya batirilarak mavilestirilir).
PBS ile yikama 3x5 dk
Alkol Serilerinden Gegirilmesi
% 96 Alkol 2 X 3 dk
%100 Alkol 2 X 3 dk
Havada kurut 15-20 sn
Distile su batir 2-3 sn

Immiin boya kapaticisindan 1 damla damlatilarak lamel ile kapama yapilir.

TUNEL boyama

Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End Labeling
kelimelerinin kisaltmasidir. DNA kiriklarmin in situ olarak tanmnmasini saglar.
Apoptotik parcalanma sonucu DNA uclari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti

kullanilarak isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)
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kullanilarak yapilan isaretleme goreceli olarak daha duyarli bir yontem olarak
bulunmustur. Parcalanma sonucu birdenbire hiicre igerisindeki kromatin ag,
biitlinliigiinii kaybeder agiga ¢ikan DNA parcaciklarinin serbest 3'-OH uglarina terminal
deoksinukleotidil transferaz (TdT) araciligi ile biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis
deoksinukleotidler eklenir. Biotin ile igaretlenmis DNA parcaciklar1 digoxigenin
konjugat1 ile tespit edilir Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-labelling”
sozclklerinin kisaltilmast olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmakta ve tek tek
hiicrelerde insitu apoptozisi gosterebildigi i¢in hiicre kiiltiirlerinde ve doku kesitlerinde
¢ok duyarl bir testtir (Gavriel ve Ben-Sasson, 1992; Kressel ve Groscurth, 1994; Aral,
1996; Kockx ve ark., 1998; Yilmaz, 2005; Elmore, 2007).

Apoptotik Hiicre Taramasi:

Parafin bloklara gomiilmiis dokulardan 6 pum kalinliginda kesitler alinarak
prepare edildi. Preperatlara iireticinin (Trevigen, Inc. USA) talimatina uygun olarak in
situ apoptosis detection kit kullanilarak TUNEL boyamasi yapildi ve 151k

mikroskopunda (Olympus) incelendi.

TUNEL Boyama Prosediirii

Kesitler, deparafinizasyon islemi icin bir gece 60°C etiivde tutulur
1- Kesitler soguduktan sonra 2X30 dk ksilende tutulur

Gerekli bilgiler lamin iizerine kursun kalemle yazilir
2- Kesitler sirastyla; %96, %80, %70 ve %60'lik etil alkolde 2'ser dk tutulur
3- Kesitler PBS ile 5 dk yikanir

Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir.
4- Kesitler 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu ile 15 dk oda sicakliginda tutulur
5- PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikanir
6- Endojen peroksit blokaji yapilir (%3 H,0;) (5 dakika)
7- PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikanir
8- Equilibration tampon soliisyonu ile 5 dk oda sicakliginda yikanir
9- Her kesit i¢in 100 ul TdT soliisyonu hazirlanarak (77 ul reaksiyon tampon soliisyonu
+ 33 ul TdT), kesitler lizerine damlatilir
10- TdT konmus kesitler iizerine plastik lamel konularak 37°C’de 1 saat bekletilir
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11- Reaksiyon durdurma tampon soliisyonu hazirlanarak (1 ml Stop washing buffer +
34 ml distile su) 10 dk oda sicakliginda yikanir
12- Anti-digoxigenin konjugati ile 30 dakika oda 1sisinda bekletilir
13- PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikanir
DAB soliisyonu damlatilir, 5-10 dk kapali nemli kutuda bekletilir.
14- PBS soliisyonu ile 3X5 dk yikanir
15- Distile su ile yikanir
16- Mayer’in hematoksileni ile ¢ekirdek boyanmasi kontrol edilerek 1-5 dk boyama
yapilir
17- Distile su ile yikanir
18- Sirastyla %80, %96 ve %100'liik etil alkolde 1'er dakika bekletilir
19- Kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dakika ksilende seffaflagtirilir

Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kesitler kapatilir.

3.2.2. Biyokimyasal Analiz Yontemi
Biyokimyasal analizler OMU Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim
dalinda yapildi. Biyokimyasal analiz sirasinda, Oncelikle alinan doku Orneklerinin

homojenizasyonu saglandi.

Biyokimyasal Olciimler

Over Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi:

Biyokimyasal analizler i¢in alinan sag over doku ornekleri soguk serum
fizyolojk ile yikandiktan sonra, buz iceren kapta laboratuvara tasmnarak analize kadar -
80°C’ de muhafaza edildi. Analiz edilmek lizere yas agirliklar1 0,05 gr olarak ayarlanan
dokular, soguklugu muhafaza edilerek yaglari ilk once tartilip temiz cerrahi makasla
sonra dokudan ayrildi. Cam tiipe aktarilan doku iistiine 3 ml fosfat tamponu (0,5M;
pH:7,0) eklendi. Buz doldurulmus plastik kap igerisine yerlestirilen cam tiipteki doku,
homojenizatoérde (Heidolph slientcrusher), 16000 rpm’de, 3 dakika boyunca homojenize
edildi. Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde gergeklestirildi. Homojenatlar 3000 x
g’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardan CAT, MPO enzimleri

spektrofotometrik olarak calisildi. Calismada kullanilan tiim soliisyonlar ya taze ya da
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stok olarak hazirlandi. Kullanilmayan stok soliisyonlar derin dondurucuda muhafaza

edilirken, diliisyonla hazirlanan soliisyonlar buzdolabinda +4°C’de sakland.

Katalaz Aktivitesinin Tayini

CAT, dogada ozellikle bitkilerde bolca bulunan ve H,0,’yi indirgeyen veya
pargalayan, periksizomlarin ise yapisal bir bileseni olan oksidaz enzimlerinden biridir
(Higashi ve ark., 1974; Halliwel ve ark., 1990). CAT’in temel fonksiyonu, molekiiler
oksijen mevcudiyetinde metabolizmanin bazi1 kademelerinde sentezlenen, hidrojen
peroksit ve ROOH gibi peroksitlerin, 06zellikle membranlarda zamanla
olusturabilecekleri geri donilisiimsiiz hasarlar1 engellemektedir (Keha ve Kiifrevioglu,
1997). Ciinkii hidrojen peroksit, single oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel
kaynagidir (Huang ve ark., 1983).

CAT, hidrojen peroksiti substrat olarak, hem elektron alicis1 hemde elektron
vericisi olarak kullanmaktadir (Lanir ve Schejter, 1975; Jones ve Masters 1976). CAT,
H,0;’ i1 pargalayan bir enzim oldugundan, H,O;’ in kullanildig1 ve asirisinin ortamdan
uzaklastirllmasinin gerekli oldugu tiim proseslerde kullanilabilir. Ancak enzimin bu

islem kosullarinda aktivite gosterebilmesi gereklidir.

Katalaz Aktivitesinin Olciimii

Over dokusundaki katalaz aktivitesi 6lgtimii, Aebi (1994) metodu ile yapildi.
Bu metodun 6l¢lim prensibi, doku homojenatinda bulunan CAT enziminin disaridan
eklenen H,0,’yi pargalamasi ile 240 nm’de H,O,’nin absorbansinda zamana bagl
olarak olusturdugu azalmanin belli araliklarla dlgiilmesi esasma dayanir. Olgiimler 30
sn’lik araliklarla 60 sn boyunca yapildi. Istatistik hesaplamasi igin absorbans

azalmasinin en fazla oldugu araliktaki degerler kullanildi.

Katalaz
'2[‘[303 —_—> EHJD + Dj

Deneyin Prensibi: Hidrojen peroksidin CAT tarafindan parcalanmasi temeline dayali
UV spektrofotometrik yontem ile CAT aktiviteleri tayin edilmistir. CAT aktivitesi
tayini i¢in iki tiip alindi, koér ve numune tiipii olarak ayrilan bu tiiplerden kor tiipiine
0,0olml 30 mM H,0, ilave edildi ve tizerine 2,99 ml PBS eklendikten sonra

spektrofotometrede 240 nm'de 30. saniye ve 60. saniyedeki absorbans degerleri okundu.
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Numune igin kullanilan tiipe 2,99 ml H,0, konuldu ve tizerine 0,01 ml 6rnek eklenerek
240 nm’deki 30. saniye ve 60. saniyedeki absorbanslar1 okunarak absorbans azalmasi

bulundu ve k degeri asagidaki sekilde hesapland: (Bradley ve ark., 1982).
U=(2,3/ At) x (log A;/ A;) x (a/ gr doku)

A;: 240 nm deki 30 sn. deki baslangig¢ absorbansi (t;=30)
A;: 240 nm deki 60. sn’ deki absorbansi (t,=60)

a: diliisyon faktori
Bir Unite (U) CAT, 6zel kosullarm saglandigi durumlarda 1 umol H,0,/dk
ayristiran enzim miktari olarak tanimlanmistir. Sonuglar standardize etmek igin; veriler

U/gr enzim aktivitesi olarak degerlendirilmistir.

Tablo 2. Katalaz aktivitesini 6lgmede kullanilan 6l¢iim degerleri

COZELTILER KOR NUMUNE
SUPERNATANT | - 0,01 ml
PBS (ph=7) 2,99 mi

H,0; li PBS 0,01 ml 2,99 ml

Miyeloperoksidaz Aktivitesinin Tayini

Notrofil ve monositler primer lizozomal graniillerinde, bir hem enzimi olan
MPO ihtiva ederler. Polimorf notrofil 16kositlerin %90’ dan fazlasini olusturan
notrofiller; kompleman fragmanlari, HO, reaktif oksijen radikalleri, ve sitokinler
tarafindan aktive edilirler. Dokuya gelen aktive lokositler MPO, elastaz, proteaz,
kollojenaz, laktoferrin ve katyonik proteinler gibi enzimleri agiga cikarirlar. Bu
enzimler hem dokudaki hasar arttirir, hem de daha fazla radikal olusmasina neden olur.
Inflamasyon durumunda MPO ekstraselliiler ortama salmir. Bu nedenle nétrofil

sekestrasyonunun gostergesi olarak MPO aktivitesinin Ol¢iilmesi duyarli bir testtir
(Krawisz ve ark., 1984).
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Miyeloperoksidaz Ol¢iimii

Ovaryum dokusundaki miyeloperoksidaz aktivitesi over homojenatlar

olusturularak Bradley ve ark’in tarifledigi sekilde olgtildii (Bradley ve ark., 1982).

Deneyin Prensibi: Bu teknige gore over buz soguklugunda potasyum fosfat
tamponu ile (pH:6.0) homojenize edildi. Homojenat 3 kez freeze low dongiisiine tabi
tutuldu ve siipernatant kismi1 5 dk boyunca 5000 devirde +4°C’de santrifiyj edildi. O—
Dianisidin—H,0, buffer stipernatanta eklendi ve absorbans degisikligi (c=410 nM) 1 dk
boyunca 0l¢iildii. 1 MPO aktivite {initesi 1 dk’da degrade olan 1 mMol H,0;’e karsilik
gelmektedir. Sonuglar gram doku basma enzim aktivite iinitesi (U/g doku) olarak

saptanmistir.

2H>0, + 0-dianisidine — okside dianizidine + 4H,0

Miyeloperoksidaz Olgiimii i¢in Gerekli Olan Tampon ve Substratlarin
Hazirlanmasi: pH’ s1 5,4 olan 160 mM potasyum fosfat tamponuna birka¢ damla
K2HPO, eklenmesiyle pH 6 ya ayarlandi. Serum 6rnekleri asagidaki gibi hazirlanarak
spektrofotometrede kore karst okutuldu. Doku MPO 6lgiimii, hidrojen peroksitin
homojenat tarafindan oksitlenerek o-dianosidini rediiklemesi ve rediikte o-dianosidin ilk
okunan degeri ve 60.sn de okunan degerinin 410 nm’de Olglilmesi prensibine

dayanilarak yapildi. Sonuglar spesifik aktivite, tinite/gr doku olarak hesaplanda.

Tablo 3. Miyeloperoksidaz aktivitesini 6lgmede kullanilan 6lgiim degerleri

COZELTILER KOR NUMUNE
PBS (ph=6) 2mi 1,9 ml
Supernatant 0,1 ml
O-Dianisidin 1mi 1mi

Miyeloperoksidaz Sonuc¢larin Hesaplanmasi:
Olgiilen absorbans degerleri asagidaki denkleme gore degerlendirilerek

sonuglar elde edildi.
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U=AA {A-A)x ] grdolm
At
AA=1 dakika boyunca 0l¢iilen absorbans degerlerinin farki

Formiilii ile hesaplanarak miyeloperoksidaz birimi AA/dk/gr doku olarak ifade edildi.

3.3. Stereolojik Yontemler
3.3.1. Kesitlerin Stereolojik Olarak Degerlendirilmesi
Incelemeye hazir hale gelen kesitler stereo investigator sistemi ile incelenerek

ilgili tim gruplara ait fotograflar ¢ekildi (Sekil 14).

Sekil 14. Stereo-investigator analiz sistemi

3.3.2. Stereolojik islemler

Bu c¢alismada, daha oOnce giris kisminda kisaca bahsedilen stereolojik
metotlardan birisi olan Cavalieri prensibi (Gundersen ve Jensen, 1987; Mayhew ve
Gundersen, 1996) ile noktali alan cetveli kombinasyonu kullanilarak mikroskobik
kesitler iizerinde over hacimleri ve fiziksel disektdr metodu (Sterio, 1984) kullanilarak
folikiil sayimlar1 hesaplandi. Cavalieri ve fiziksel disektor prensibine goére asagida

anlatilacagi gibi belirli stratejiler belirlendi.

Folikiil Sayim
Stereolojik sayimlar i¢in, Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim dalinda bulunan Stereo-investigator analiz sistemi kullanild1 ve

primordiyal, primer, preantral ve antral folikiil sayisal yogunluklar fiziksel disektor ile;
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korteks, medulla, granuloza, teka ve antrum hacimleri ise Cavalier metodunu
kullanilarak hesaplandi. Elde edilen veriler SPSS programiyla istatistiksel olarak

degerlendirildi.

Kesit Ornekleme islemi

Cavalieri prensibine uygun olarak organin hacminin hesaplanmasi i¢in
sistematik rastgele ornekleme yapildi. Ornekleme yapilirken dikkat edilmesi gereken
uygun bir hata katsayr degerine (0,05 veya daha az) gore hesaplama yapilmasidir
(Gundersen ve Jensen, 1987; Gundersen ve ark., 1999). Calismaya baglamadan 6nce bir
pilot calismada, Cavalieri prensipleri dogrultusunda ve uygun hata katsay1 degeri goz
Ontine alinarak dokuda kesit 6rnekleme orani belirlendi ve 1/15 oraninda sistematik
rastgele bir drnekleme yapildi. Cavalieri ve fiziksel disektor metodunu kullanacagimiz
i¢in overden elde edilen ilk 15 kesit arasindan rastgele bir tanesi segildikten sonra bunu
takip eden her 15. kesit, sistematik olarak yapinin tamami kesilip bitene kadar se¢ildi
(Sekil 15).

Rastgele segilen
Gum kesit 1.kesit
Ovaryum —e
15.kesit
f Srumkesit (6rnek)

- 16.kesit
Guumkesit (gozlem)

Sekil 15. Fiziksel disektor metodunda pespese alinan 2 kesit. 15. kesit: Ornek kesit; 16. kesit: Gozlem
kesit (Myers 2004’den uyarlanmigtir)

Kesitler Uzerinde Alan Ol¢iimii ve Toplam Hacim Hesaplamasi

Cavalieri metodu doku veya organlarin hacmini hesaplamak i¢in kullanilan bir
metottur (Gundersen ve Jensen, 1987; Altunkaynak ve ark., 2012). Bu ¢alismada, alan
hesaplamasi igin Cavalieri metodunu kullanan ve bir noktali alan o&lgiim cetveli
kullanildi. Calismada, yukarida tarif edilen Ornekleme bigimiyle elde edilen kesit

serilerinin (bir hayvana ait) ilki, monitér ekranina yerlestirdikten sonra kesit {izerinde
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Olglim yapacagimiz alanin (overin) dis hatlar1 bu program yardimiyla ¢izildi (Sekil 10).
Son olarak sozii edilen uygulama sirasiyla diger tiim kesitlere de uygulandi. Olgiim
yapilacak alanlar belirlendikten sonra, birbirinden esit araliklarla ayrilmis noktalardan
meydana gelen ve stereoloji terminolojisinde noktali alan 6lgiim cetveli (Gundersen ve
Jensen, 1987; Gundersen ve ark., 1988) diye adlandirilan rastgele bir aciyla
bilgisayarda kesit iizerine yerlestirildi (Sekil 16 A-B).

Sekil 16. A. Over dokusu smirlarinin belirlenmis gorintiisii. Korteks (K) ve medulla (M) kisimlari

belirlendi ve iizerine noktali alan cetveli atildi. Bar: 50um; B. Granuloza (G), teka (T) ve

antrum(A) kisimlari belirlendi ve {lizerine noktali alan cetveli atildi. Bar: 50um

Olgiim yapilacak alanlar iizerine diisen noktalar isaretlendikten sonra, asagida
ifade edilen formiil (Gundersen ve Jensen, 1987; Garcia-Finana, 2003, Altunkaynak ve

ark., 2012) yardimiyla kesitlerin referans hacmi yazilim tarafindan otomatik olarak

Olguldi.
A a m
V=tx—x3P
p i=1
Formiildeki; V= Referans hacim,

T

Kesit kalinligt,
a/p= Bir noktanin temsil ettigi alan,

YP= Bir ovaryumun kesitleri iizerine diisen nokta sayisidir.
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Fiziksel Disektor ile Ornekleme ve Folikiil Sayim

Fiziksel disektor kuralina (Sterio, 1984) gore folikiillerin sayimi bilgisayar
monitoriinde power point programinda gergeklestirildi. Esdeger sayim alanlar1 yan yana
goriintiilendikten sonra, tizerlerine (Gundersen, 1977) bu programda hazirlanan tarafsiz
sayim cergevesi diisiiriildii. Disektor sayim kuralina gore, dnce 0rnek alaninda gergeve
icerisinde kabul edilen folikiil ¢ekirdekleri drneklendi. Soyle ki: ¢er¢evenin igerisinde
olsa bile, cercevenin sol ve alt kenarlarina temas eden g¢ekirdekler 6rneklemeye dahil
edilmedi. Cergevenin disinda olsa bile, ¢ekirdegi cercevenin sag ve iist kenarlarina
temas eden folikiil g¢ekirdekleri de sayima dahil edildi (Sekil 17). Sayima dahil
edilmenin bir diger kurali da bu ¢ekirdeklerin ¢ercevenin sol ve alt kenari ile bunlarin
uzantilarina temas etmemesidir. Ornek kesitinde 6rneklenen bu folikiil ¢ekirdeklerinden
gbzlem kesitinde yer almayanlar o alan c¢iftine ait folikiil sayis1 olarak kaydedildi.
Calismanin etkinligini artirmak i¢in disektor ciftlerindeki ornek ve gdzlem alanlari
literatiirde Onerildigi sekilde (Gundersen, 1986; Pakkenberg ve Gundersen, 1988) ters
cevrilerek de kullanildi. Yani gozlem alan1 6rnek olarak alinirken, 6nceki 6rnek alani
gbzlem alani1 konumunda ele alindi. Bu sekilde tamamen farkli goriintii ve degerler elde

edileceginden, ¢aligmanin etkinligi cok az bir ek calismayla artirilmis oldu.

Yasak Kenar
Jeusy|J1iqeyiAes

Yasak Kenar

Sekil 17. Tarafsiz sayim gercevesi goriintiisii. Disektor hacim sayiminda oosit nukleolusu var oldugu
zaman sayim kurali kullanilir. Eger oosit nukleolusu disektor gergevesi iginde ya da iist ya da
sag siirda ise oosit sayilir, eger oosit nukleolusu disektor gergevesi i¢inde degilse ya da alt ya

da sol sinirda ise oosit sayillmaz
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Toplam Folikiil Sayisinin Hesaplanmasi

Fiziksel disektorde, birim hacimdeki folikiillerin sayist (Ny), sayim yapilan
ardisik kesit ¢iftinin birinde olup digerinde olmayan folikiillerin (Q=disektor tanecigi)
sayilmasi ile hesaplanir. Iki komsu kesitin yondes yiizeyleri arasindaki mesafe (t, kesit
kalinlig1) ve orneklenen kesitlerin iizerine yerlestirilen tarafsiz sayim ¢ercevesinin alani
(@), disektoriin hacmini (V(gis)) belirler. Buradan ovaryumdaki folikiillerin sayisal

yogunlugu i¢in agagidaki esitligi yazabiliriz:

Nyv=>Q /Y V Disektor=YQ /h.Ya

Her hayvanin overindeki folikiillerin toplam sayisini hesaplamak icin, sayisal

yogunluk, Ny, ortalama hacmi Vyes) ile arpilir.

N:Nv.Vref

a= Sayim gergevesinin alani

t = Her kesit ¢ifti arasindaki mesafe
N= Hesaplanan toplam say1

Ny= Sayisal yogunluk

Vrer= Yapinin toplam (referans) hacmi

3.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 15.0 for Windows” paket programi
kullanilarak yapildi. Genel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadig: anova
varyans analiziyle degerlendirildi. Gruplarin birbiriyle karsilagtirilmasi i¢cin One Way
ANOVA ve Post Hoc testlerinden Bonferroni testi kullanildi. Sonuglar yiizde ortalama

+ SD olarak verildi. P degerinin 0,05’den kiiciik olmas1 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda NK, OK, NM, OM, NL, OL, NML ve OML olmak iizere sekiz
grup kullanildi. Obezite, yiiksek yaglh diyet (%40 yag igeren) ile 9 haftalik bir siiregte
olusturuldu ve ayni1 zaman iginde kontrol grubu standart diyet yemi ile beslendi. Dokuz
hafta sonunda kontrol ve obez olan gruplara 42 giin boyunca melatonin, leptin ve
melatonin+leptin uygulanarak ovaryumdaki folikiil sayisi, ovaryum hacmi ve doku
diizeyinde CAT ve MPO tayini yapilmak {izere sag ve sol overler ¢ikarildi. Tedavi
sonrast siganlarda ortalama viicut agirliklari, over yas agirliklart ve over ¢evresi yag
agirliklart tartildi. Primordial, primer, sekonder, Graaf ve atretik folikiil sayisi, over
hacmi, korteks, medulla, granuloza, teka folikiili, antrum hacimleri stereolojik
yontemlerle hesaplandi. Ayrica aymi kesitler tiizerinde rutin histopatolojik ve
immiinohistokimyasal boyamalarla degerlendirmeler de yapildi ve bu degerlendirmeler

sonucunda asagidaki bulgular elde edildi.

4.1. Obezitenin Degerlendirilmesi

Tiim gruplardaki deneklerin haftalik kilo alimlart izlendi. Toplam dokuz hafta
boyunca siiren bu takip sonucunda her sekiz gruptaki deneklerin VKI hesaplamalar
yapilarak obez olup olmadiklar1 belirlendi (Altunkaynak ve ark., 2008; Marie-Claude ve
ark., 2008). Boy ve viicut agirhigr arasindaki iligkiyi kullanarak kisinin obez olup
olmadigina karar vermek, en pratik ve olduk¢a dogru sonu¢ veren nesnel bir yoldur.
Bunun i¢in VKI adi verilen ve viicut agirliginin, metre cinsinden boyun karesine
boliinmesiyle elde edilen (kg/mz) bir indeks kullamlir. VKI hesaplamasinda; burun
ucundan kuyruk baslangici aras1 mesafe boy olarak kabul edildi. Olgiilen agirlik ve boy
parametreleri VKI formiilii kullanilarak hesaplandi1 ve VKI sonuglar1 5 kg/mz'den biiyiik
olan deneklerin obez oldugu kabul edildi. Obez olarak degerlendirilen gruplarda kontrol

grubuna oranla daha hizl kilo alim1 gézlendi (Sekil 18-20).
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4.1.1. Agirhk Bulgulan

ORTALAMA AGIRLIK DEGERLERI

5 —— NK
¥ —&— OK
3

x NM
2 —8— OM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

HAFTALAR

Sekil 18. Melatonin uygulama Oncesi ve sonrasi degerlerinin karsilastirilmasi. NK, OK, NM ve OM
gruplarmin 1-9. hafta: Melatonin uygulamasi oncesi, 9-15. hafta: Melatonin uygulamasi

sonras1 ortalama viicut agirlik grafigi goriilmektedir. NM grubunda ortalama viicut agirlik

degeri OM grubuna gore azalmistir (p< 0,001)
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Sekil 19. Leptin uygulama oncesi ve sonrasi degerlerinin karsilagtinlmasi. NK, OK, NL ve OL
gruplarmm 1-9. hafta: Leptin uygulama Oncesi, 9-15. hafta: Leptin uygulama sonrasi

ortalama viicut agirlik degerleri grafigi goriilmektedir. NL grubundaki ortalama viicut agirligi

degeri OL grubuna gore azalmistir (p< 0,001)
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ORTALAMA AGIRLIK DEGERLERI
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Sekil 20. Melatonin-Leptin uygulama oncesi Ve sonrasi degerlerinin kargilagtirilmasi. NK, OK, NM-L ve
OM-L gruplarinin 1-9. hafta: Melatonin-Leptin uygulama oncesi, 9-15. hafta: Melatonin-

Leptin uygulama sonrasi ortalama viicut agirlik degeri grafigi goriilmektedir. NML grubundaki

ortalama agirlik degeri kontrol grubuna azalmistir (p< 0,01)
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Sekil 21. Tim gruplarin ortalama viicut agirliklarim gosteren grafik. a;b;c;d;e sirasiyla: NK-OK; NK-
NM-L; NM-OM; NL-NM-L; NM-L-OM-L gruplar1 arasinda gozlenen anlamli fark:

gostermektedir (a,c,d,e, p<0,001; b, p<0,01)
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OVER YAS AGIRLIKLARI
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Sekil 22. Over yas agirlik bakimindan gruplarin karsilastirilmasini gosteren grafik. a;b;c;d;e;f sirasiyla:
NK-NM; OK-OM-L; NM-OM; OM-OM-L; NK-NL ve OK-OL gruplart arasinda gdzlenen

anlamh farki gostermektedir (a,b,c,d, p<0,01; e, f, p< 0,05)
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Sekil 23. Tiim gruplarin over ¢evresi yag dokusu agirliklarin1 gosteren grafik. a;b;c;d;e sirasiyla: NK-OK;
OK-OL; OK-OM-L; NM-OM; NM-L-OM-L gruplar1 arasinda gdzlenen anlamli farki

gostermektedir (a,b,c, p<0,001; d,e, p<0,01)

4.2. Stereolojik Bulgular
4.2.1. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Over Orneklerindeki Folikiil Sayisi

Bulgular:
Tim gruplardaki deneklere ait 151tk mikroskobik kesitleri iizerinde yapilan

hesaplamalar sonucunda folikiil sayilari her bir denek ve grup i¢in asagidaki sekilde

goriilmektedir (Sekil 24-29) (one-way ANOVA, Bonferroni test).
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PRIMORDIAL FOLIKUL SAYISI
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Sekil 24. Primordial folikiil sayis1 bakimindan gruplarin karsilastirillmasini gosteren grafik. a;b;c;d;e;f,g
sirastyla: NK ile diger tiim gruplar; OK-OM-L; OK-OM-L; NM-OM; NM-L-OM-L; NL-OL;
NL-NM-L; OL-OM-L gruplart arasinda gozlenen anlamh farki gostermektedir (a,b,c,d.e,
p<0,001; f, g, p<0,01)

PRIMER FOLIKUL SAYISI

700 ~
600 -
500 A
400 A
300
200
100 +

HQ

FOLIKUL SAYISI

NK NL OL NM-L  OM-L

GRUPLAR

Sekil 25. Primer folikiil sayis1 bakimindan gruplarin karsilastirilmasim gosteren grafik. a; NK ile diger

tiim gruplar arasinda gézlenen anlamli farki gostermektedir (a, p< 0,001)
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SEKONDER FOLIKUL SAYiISI
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Sekil 26. Sekonder folikiil sayisi bakimindan gruplarin karsilastirilmasini gosteren grafik. a; OM-OM-L

gruplari arasinda gozlenen anlamli farki gostermektedir (a, p< 0,05)
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Sekil 27. Graaf folikiil sayis1 bakimindan gruplarin karsilagtirilmasini gosteren grafik. a;b;c;d sirasiyla:
NK-OK, NM-OM, NK-NM, OK-OM gruplar: arasinda gozlenen anlaml farki géstermektedir
(a,b,c,d, p<0,05)
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ATRETIK FOLIKUL SAYISI
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Sekil 28. Atretik folikiil sayis1 bakimindan gruplarin karsilagtirilmasini gosteren grafik. a;b;c;d sirasiyla:
NK-OK; OK-OM; OK-OL; OK-OM-L gruplari arasinda gozlenen anlamli farki gostermektedir
(a,b,c,d, p<0,001)
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Sekil 29. Toplam folikiil sayis1 bakimindan gruplarin karsilastirilmasimi gosteren grafik. (Folikiil

say1s1x10) . Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05)

4.2.2. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Over Orneklerindeki Hacim
Bulgular:

Tim gruplardaki deneklere ait 151tk mikroskobik kesitleri iizerinde yapilan
hesaplamalar sonucunda hacimleri her bir denek ve grup i¢in asagidaki sekilde
goriilmektedir (Sekil 30-37) (one-way ANOVA, Bonferroni test).
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Sekil 30. Over hacmi bakimindan gruplarin karsilastirilmasim gosteren grafik. a;b;c;d;e;f;g;h sirasiyla:
NK-OK; NK-NL; NK-NM-L; OK-OM; OK-OL; OK-OM-L; NM-NM-L; NL-OL gruplari
arasinda gozlenen anlamh farki gostermektedir (a,b,c,e,f,g, p<0,001; d, p<0,01; h, p<0,05)
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Sekil 31. Korteks hacmi bakimindan gruplarin karsilastirilmasimi gosteren grafik. a;b;c;d;e;f;g;h;1;j;k
sirastyla: NK-OK; NK-NL; NK-NM-L; OK-OM; OK-OL; OK-OM-L; NM-OM; NM-NM-L;
NL-OL; OM-OM-L; NL-NM-L gruplar1 arasinda gozlenen anlamli farki gdstermektedir
(a,b,c,e,f,g,h,1,j,k, p<0,001)
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Sekil 32. Medulla hacmi bakimindan gruplarin karsilastirilmasint gosteren grafik. a;b;c;d;e;f;g sirasiyla:
NK-NL; NK-NM-L; OK-OM; OK-OL; NM-OM; NM-NM-L; OM-OM-L gruplar1 arasinda
gozlenen anlamli farki gostermektedir (a,b,c,e,f,g, p<0,001; d, p<0,01)
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Sekil 33. Bag doku hacmi bakimindan gruplarin karsilastirilmasini gésteren grafik. a;b;c;d;e;f,g;h
sirastyla: NK-OK; NK-NL; OK-OM; OK-OL; OK-OM-L; NM-OM; OM-OM-L; NM-L-OM-L
gruplart arasinda gézlenen anlamli farki gostermektedir (a,b, p<0,001; c,e,f,g,h, p<0,01; d,
p<0,05)
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Sekil 34. Yag doku hacmi bakimindan gruplarin karsilastirllmasini gosteren grafik. a;b;c;d;e;f;g;h;1;j
sirastyla: NK-OK; NK-NL; NK-NM-L; OK-OM; OK-OL; NM-NM-L; OM-OM-L; NL-OL;
NL-NM-L; NM-L-OM-L gruplar arasinda gézlenen anlamh farki gostermektedir (a,b,c,e,f,g,h,
p<0,001; d,1, p<0,01)
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Sekil 35. Granuloza doku hacmi bakimindan gruplarin karsilastirilmasini gosteren grafik. a;b;c;d;e;f;g
sirastyla: NK-NM; NK-NL; NK-NM-L; OK-OL; NM-OM; OL-OM-L; NM-L-OM-L gruplar1

arasinda gozlenen anlaml farki gostermektedir (a,b,c,d,e,f,g, p<0,01)
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Sekil 36. Teka folikiili hacmi bakimindan gruplarin karsilastirilmasini gosteren grafik. a;b;c;d sirasiyla:
OK-OL; NM-OM; OL-OM-L; NM-L-OM-L gruplar1 arasinda gozlenen anlamli farki
gostermektedir (a, p<0,05; b, p<0,01; c,d, p<0,001)
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Sekil 37. Antrum hacmi bakimindan gruplarin karsilagtirilmasini gésteren grafik. a;b:c sirastyla: NK-NL;
NL-OL; NM-L-OM-L gruplar: arasinda gozlenen anlamli farki géstermektedir (a, p<0,01 b,c,

p<0,05)

4.3. Biyokimya Analiz Bulgulari

Tim gruplara ait over doku Orneklerinin biyokimyasal analizlerinde
miyeloperoksidaz ve katalaz degerleri tablolarda ortalama (Ort) ve standart sapma

(S.E.M.) seklinde verilmistir.
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Sekil 38. Katalaz aktivitesi bakimindan gruplarin karsilastirilmasimi gosteren grafik. a;b:c;d sirasiyla: OK-
OL; OK-OML; NL-OL; NM-L-OM-L gruplar arasinda gozlenen anlaml: farki gostermektedir
(a,c,d, p<0,001; b, p<0,01)
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Sekil 39. Miyeloperoksidaz aktivitelerinin gruplar arasinda karsilagtirmasini gosteren grafik. a: NK-OK

gruplari arasinda gozlenen anlamli farki gostermektedir (a, p<0,05)

4.4. Histolojik Bulgular

4.4.1. Hemotoksilen — Eozin Boyasi ile Elde Edilen Bulgular

Tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinin 151k mikroskopik olarak incelenmesinde
folikiil siniflamasi asagida belirtilen 6zelliklere gore yapildi.
Primordial folikiil: Zona Pellusida’siz oositlerin ¢evresinde tek sira yassi hiicre ile
kusatilmis olan folikiil,
Primer folikiil: Oositlerin her birinin etrafinda tek bir sira kiibik granuloza hiicreleri

tarafindan saril1 gézlenen folikiil,
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Preantral folikiil: Oositler etrafinda 2 ya da ¢ok katli granuloza hiicre tabakasi bulunan
ancak, granuloza hiicreleri arasinda bosluk gozlenmeyen folikiil,

Antral folikiil: Granuloza hiicreleri arasindaki bosluklarda folikiil sivis1 olarak
adlandirilan s1v1 birikimi baglamis veya antrum olan folikiil,

Graaf folikiilii: Tek ve biiyiik bir bosluga (antrum) sahip olup, sayis1 azalan granuloza
hiicrelerinin antrumu ¢evrelemekte oldugu, oositin kiimiiliis hiicreleri tarafindan

cevrelenmis oldugu folikiil.

Kontrol grubundan elde edilen bulgular:

Germinal epitel altindaki kortikal alanda primordiyal, primer ve preantral
asamalardaki folikiiller normal goriinim sergilemekte idi (Sekil 40A). Medulla
bolgesine yakin kisimda ise daha ¢ok antral folikiiller bulunmaktaydi. Tiim folikiillerin
merkezinde yuvarlak ya da oval sekilli, agik boyanmig sitoplazmasi ile oositler yer
almaktaydi. Granuloza hiicreleri ise gelisen follikiillerin maturasyonuna gore degisik
biiyiikliiklerde ve diizgiin dizilimliydi, oosit ile graniiloza hiicre tabakasi arasinda
asidofilik karakterde gozlenen aselliiler yapidaki zona pellusida bulunmaktaydi ayrica
birbirlerine ve zona pellusidaya siki bir sekilde tutunmuslardi (Sekil 40B). Kontrol
grubuna ait ovaryumlardan elde edilen 151k mikroskobik kesitlerde fragmantasyon veya

yapisal bozukluk bulgularina rastlanmadi.
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Sekil 40. A. Kontrol grubuna ait ovaryumun genel 1s1k mikroskobi gortntiisii. Kontrol grubunda, degisik

seviyelere kadar gelisme gosteren follikiiller, antral folikiiller (AF), dagimik yerlesmis
preantral folikiiller (*), korpus luteumlara (KL) rastlanmaktadir. TU: Tuba uterina Bar:
125um B. Ovarian stroma (OS) igerisinde yer alan antral folikiil merkezinde homojen
sitoplazmasiyla oosit (O0) yer almakta olup normal goriiniimlii bir folikiile ait graniiloza
hiicreleriyle (GH) oosit arasinda zona pellusidanin (ZP) olustugu gozlenmektedir.
Granuloza hiicreleriyle ovariyan stroma teka folikiilii (TF) ile birbirinden ayrilmaktadir.
Boya: H+E, Bar: 125pum

Obez grubundan elde edilen bulgular:

Atretik Graaf folikiillerinde graniiloza hiicre tabakasinin oldukg¢a azaldigi ve
antrumda asidofilik boyanan hiicresel atiklarla birlikte (Sekil 41A) ileri atrezi siirecinde
asidofil sitoplazma go6zlenen oositin fragmantasyonu, oosit- granuloza hiicreleri
baglantilarinda kopmalar, teka tabakasinda ayrilmalar oldugu gézlenmekte idi. Oosit ile
zona pellusida arasindaki perivitellin aralikta vakuol benzeri genislemelere rastlandi.

Korona radiata hiicreleri birbirlerine ve zona pellusidaya gevsek bir sekilde tutunmustu
(Sekil 41B).
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Sekil 41. A. Obez grubuna ait ovaryumun genel 1sik mikroskobi goriintiisii. Atretik Graaf folikiiliiniin

antrumunda ¢ok sayida hiicresel atiklar (ok basi) ve granuloza hiicreleri folikiiliin periferine
yerlesmistir. Eozinofilik sitoplazmasiyla serbest halde bulunan oosite (O0) ait
fragmantasyonlar (—) goézlenmektedir. (*) :Primer folikiil, (**): Preantral folikiil, (AF):
Antral folikiil, Bar: 125um B. Granuloza hiicrelerinin kiibik bigimleri ve diizenli dizilimleri
(ok basi) bozulmustu. Teka luteolizasyonu (TL) ve vakuolizasyon gozlendi. Zona pellusida

kalinlagsmis ve oosit (O0) kenara itilmisti. Boya: H+E, Bar: 125um

Melatonin gruplarindan elde edilen bulgular:
Standart diyet ve yliksek yagl diyete tabi tutulan 42 giin boyunca 10 mg/kg

uygulanan melatoninin, ovaryum folikiilleri {izerine etkileri incelendi.

Kontrol Melatonin grubundan elde edilen bulgular:

Melatonin uygulanmis ovaryumda germinal epitelyum tek katli kiibik bi¢imde,
kontrol grubundan farkli olarak, germinal epitel altinda yer alan tunika albuginea
igerisinde, primordiyal folikiillere nadiren rastlanmakta, primer folikiiller medullaya
yakin yerlesmislerdi. Bunun yani sira gerek korpus luteum olusumlar (Sekil 42)
gerekse ileri gelisim asamasindaki antral folikiiller normal goriiniim sergilemekte idi.
Kontrol grubuna gore atretik folikiil sayisinda azalma izlendi, korteks alani ise daha
fazla idi. Kontrol grubuyla benzer sekilde, folikiil populasyonunun biiyiikk ¢cogunlugunu
saglikli folikiiller olusturmaktaydi. Melatonin tedavisi ile stromal hiicreler azaldi.

Kontrol grubuna gére Graaf folikiil sayisi fazla idi.
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Sekil 42. Melatonin uygulamasini takiben over 151k mikroskobi goriintiisii. Normal goriiniime sahip antral
folikiil ve granuloza hiicreleri ile oosit (O0) arasindaki baglantinin korunmus oldugu
goriilmektedir. Medullaya yakinlagtik¢a kiigiik ¢apli primer folikiillerin (*) yogun olarak
bulundugu dikkati ¢ekmektedir. AF: Antral folikiil, *: Primordial folikiil **: Primer folikiil
Boya: H+E, Bar:125um

Obez-Melatonin grubundan elde edilen bulgular:

Primordiyal ve preantral follikiillerde dejenerasyonun ilk bulgusu oosit
tizerinde gozlendi ve oOositte dejenerasyona bagli sitoplazmada vakualizasyon,
niikleolemmada dalgalanma, diizensizlik ve invaginasyonlar izlendi (Sekil 43). Kortikal
ve mediillar veniillerde eritrosit yogunlugu oldukga fazla gozlendi. Primordial folikiil
say1st nadirdi. Obez grubuna gore medulla alan1 daha fazla olup bag doku ve yag doku

alam az idi.
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Sekil 43. Obez-melatonin grubundaki over 1sik mikroskobik goriintiisii. Bir-iki granuloza hiicre

tabakasina sahip preantral folikiilde (PAF) diizensiz bazal membran yapisi ve oosit-folikiiler
hiicre biitiinliigii (0k) biraz bozulmus ve sitoplazma alan1 dagiikti. PF: Primer folikiil. Boya:
H+E, Bar:125um

Leptin gruplarindan elde edilen bulgular:
Standart ve yiiksek yagli diyetle beslenen sicanlara 42 giin 1pug leptin

uygulanmasi ile ovaryum folikiilleri iizerine etkileri incelendi.

Kontrol -Leptin grubundan elde edilen bulgular:

Leptin uygulanmis gruptaki ovaryum kesitinde, kontrol grubundan farkli
olarak, atretik dejenerasyonlar yok denecek kadar azdi (Sekil 44A). Yiizey epitelyum
proliferasyonu gozlendi (Sekil 44B). Tunika albuginea tabakasi fibroblastlarin ve
kollejen liflerin birikiminden dolay1 kalinlasmis olup bu birikim FSH kontrolu altinda
hormonal eksenlerle iliskilidir (Grant ve Dekel, 2002).
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Sekil 44. A. Kontrol-leptin grubu over 151k mikroskobi goriintiisii. Tunika albuginea altinda primordial
folikiil sayist yok denecek kadar azdi. KL: Korpus luteum, GF: Graaf folikiil, AF: Antral

folikil. Bar:125pum B. Germinal epitelyum altinda primer folikiillerin (PF), morfolojisi
normal goriiniimde izlendi fakat over ylizey epitelinde bosluklar ve epitelyal proliferasyonu

goriiniimii (*). Boya: H+E, Bar:25um

Obez-Leptin grubundan elde edilen bulgular:
Kontrol grubuna gore bag ve yag doku bolgesi daha azdi. Atretik folikiil sayist

yok denecek kadar az idi. Vakuollesmenin korona radiata hiicreleri arasinda yogunlugu

dikkat cekti (Sekil 45A-B).

Sekil 45. A. Obez-leptin grubu over 151k mikroskobi goriintiisii. Korteks bolgesinin ¢ogunda korpus

luteumlar (KL) yer almakta idi. Bar: 125um B. Oosit membrani diizensiz, korona radiata
hiicreleri ayrilmis (0k) ve diizenini yitirmis ve vakuollesmenin yogun oldugu

goriilmekte(*). *: vakuolizayon Boya: H+E, Bar: 125um
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Melatonin-Leptin gruplarindan elde edilen bulgular:
Standart ve yiiksek yagli diyetle beslenen siganlara 42 giin 10mg/kg melatonin

ve lug leptin uygulanmasi ile ovaryum folikiilleri lizerine etkileri incelendi.

Kontrol Melatonin-Leptin grubundan elde edilen bulgular:
Granuloza hiicre baglantilarinda kopukluklar, sitoplazmasinda bos alanlar

gozlendi (Sekil 46). Graaf folikiil sayis1 kontrol grubuna fazla, atretik folikiil sayis1 az
idi.

Sekil 46. Kontrol Melatonin-Leptin grubu 151k mikroskobi goriintiisti. Atretik folikiillerin (**) oositinde

(Oo0) dejenerasyon izlenmekte idi. *: Primordial folikiiller KL: Korpus luteum Boya: H+E,
Bar: 125um

Obez Melatonin-Leptin grubundan elde edilen bulgular:

Obez siganlara melatonintleptin uygulanan siganlarin ovaryumlarindan alinan
parafin kesitlerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda follikiillerin gelismenin degisik
diizeylerinde atreziye gittigi tespit edildi. Damarlanma ¢ok fazla ve eritrositler
folikiillerin ¢evresine yogunlasmisti (Sekil 47). Graniiloza hiicrelerinin sayica azaldigi,
hiicrelerin  birbirinden uzaklasip diizenli goriinlimlerini kaybettikleri tespit edildi.
Kortikal bolgede ve korpus luteumlar icerisindeki kapillerlerde dilatasyon dikkat ¢ekici
idi.
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Sekil 47. A. Obez melatonin-leptin grubu 151k mikroskobi goriintiisii. Korpus hemorajikumun (KH) ve

damarlanmanin (*) fazlahigi dikkat g¢ekici idi. Bar: 125 pum B. Folikiillerin ¢ogunda
birbirinden ayrilma (ok) ve sitoplazmasinda yaglanma gozlendi (*). Boya: H+E, Bar: 125

pm

4.4.2. immiinohistokimyasal Bulgular
Ovaryum dokusundaki tiim follikiil siniflarmda LHR immunreaksiyonu
granuloza, teka hiicrelerinde, korpus luteumda, oosit, ovaryum yiizey epitel hiicreleri ve

intertisyel hiicrelerde sitoplazmik boyanma seklinde belirlendi.

Kontrol ve Obez gruplarindan elde edilen bulgular:

Kontrol grubundan elde edilen bulgular:

Kontrol  grubuna ait ovaryum dokusunda LHR ile yapilan
immiinohistokimyasal boyamalarda ¢ok sirali granuloza hiicre katmani igeren primer
folikiillerden Graaf folikiillerine kadar tiim granuloza hiicrelerinde korona radiata
katmaninda, teka hiicrelerinde, korpus luteumda ve g¢ekirdekte yogun immiin reaktivite
belirlendi (Sekil 48). Follikiil siniflarinin oosit ve granuloza hiicrelerindeki boyanma,
diger gruplardaki folikiil siniflarina gére daha siddetliyken, baz1 gruplarda biiyiik antral
follikiillerin sadece limene bakan granuloza hiicrelerinde boyanma gozlendi (Sekil

49A). Yiizey epitelinde belirgin LHR tutulumu ilgiyi ¢ekti (Sekil 49B).
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Sekil 48. Kontrol siganlardaki over dokusunun LHR boyamasimi gosteren genel 1sik mikroskobi

gOriintiisii. Bar: 125 um
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Sekil 49. A. Kontrol siganlardaki over dokusunun LHR boyamasini gosteren 151k mikroskobi goriintiisii.

Teka interna ve externa (ok), granuloza hiicrelerinde (ok basi), korpus luteumda ve oosit
sitoplazmasinda (*), o0osit yogun LHR tutunumu goézlendi. Bar: 25 pm B. Oosit
¢ekirdeginde (C), stromada (*) ve germinal epitelde (ok) siddetli LHR tutulumu goriiliiyor
Bar: 25 pm
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Obez grubundan elde edilen bulgular:

Obez grubuna ait ovaryum dokusunda antrumu olusan folikiillerdeki oositlerde
sitoplazmada ve gekirdekte immiinreaktivitenin biraz daha azaldig1 dikkati ¢ekti (Sekil
50A-B). Follikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde ¢ok zayif ve germinal epitelinde

orta siddette boyanma gozlendi (Sekil 50B).

Sekil 50. A. Obez siganlardaki over dokusunun LHR boyamasimi gosteren genel 1sik mikroskobi

goriintiisii. Korpus luteum’da hafif sitoplazmik tutulum izlendi. Bar: 125 um B. Teka
internada az sayida hiicrenin reaksiyon gosterdigi ilgiyi ¢ekerken, antrum olusan
folikiillerde graniiloza hiicrelerinde tutulumun yer yer yogun (0k) oldugu dikkat cekti.
Bar: 25 pm

Melatonin gruplarindan elde edilen bulgular:
Kontrol-Melatonin grubundan elde edilen bulgular:
Melatonin uygulanan ovaryum dokusundaki korpus Iluteumda ve tim

folikiillerde tutunma yogundu.
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Sekil 51. A. Kontrol siganlara melatonin uygulanmasi ile over dokusundaki LHR boyamasini gésteren
genel 151k mikroskobi goriintiisii. Bar: 125um B. Granuloza hiicrelerinde (ok basi), korpus
luteumda ve germinal epitelde (oK), oosit ¢ekirdeginde, oosit sitoplazmasinda (*) yogun

LHR tutunumu gozlendi. Bar: 25 um

Obez-melatonin grubundan elde edilen bulgular:
Yiiksek yagl diyetle beslenen deneklere melatonin uygulanmasi ile siganlarin

ovaryum dokusundaki germinal epitelde ve tunika albugineada orta siddette boyanma
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Sekil 52. A. Obez siganlara melatonin uygulanmasi ile over dokusundaki LHR boyamasini gésteren genel
151k mikroskobi goriintiisi. Bar: 125 pm B. Korpus Iuteumun yogun bir sekilde
belirginlestigi (0k) ayirt edildi. Bar: 25 pm
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Leptin gruplarindan elde edilen bulgular:

Kontrol-leptin grubundan elde edilen bulgular:

Leptin uygulanan deneklerden alinan ovaryum dokusunda LHR ile yapilan
immiinohistokimyasal boyamalarda antrum olusan folikiillerde, graniiloza ve teka
hiicrelerinde ayni siddette orta derecede boyanma goézlendi. Kontrol grubundaki gibi
antrum olusan folikiillerde teka ve graniiloza hiicrelerinde tutulumun daha az ve yer yer

daha yogun oldugu dikkat ¢ekti (Sekil 53).

Sekil 53. A. Kontrol siganlara leptin uygulanmasi ile over dokusundaki LHR boyamasini gosteren genel

151k mikroskobi goriintiisi. Bar: 125um B. Granuloza hiicreleri (0k) boyanmanin hafif

oldugu gozlendi. Bar: 25 pm

Obez-Leptin grubundan elde edilen bulgular:
Primer folikiilden baglayarak graff folikiilene kadar granuloza hiicrelerinde de

cekirdek ve sitoplazmik LHR tutulumlari ¢ok hafifti.
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Sekil 54. A. Obez siganlara leptin uygulanmasi ile over dokusundaki LHR boyamasini gosteren genel 151k
mikroskobi goriintiisi. Bar: 125 pm B. Epitelyal proliferasyonunda (ok basr) tutulum
oldugu dikkat gekti. Bar:25 pm

Melatonin-Leptin gruplarindan elde edilen bulgular:

Kontrol Melatonin-Leptin grubundan elde edilen bulgular:

Atretik folikiillerde tutunma gozlenmemistir, fakat intertisyel alanda tutunma
belirgindi (Sekil 55 A-B).

Sekil 55. A. Kontrol sicanlara melatonin-leptin uygulanmas: ile over dokusundaki LHR boyamasini

gosteren genel 151k mikroskobi gériintiisii. Bar: 125um B. Graaf folikiillerin granuloza
hiicrelerinde (*), stromada ve kumulus ooforusda (ok) yeryer tutunma gozlendi. Bar: 25

pum
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Obez Melatonin-Leptin grubundan elde edilen bulgular:
Teka interna, teka eksternada Graaf folikiillerde tutulum higbir sekilde yoktu

fakat yer yer germnal epitelde LH reseptorii tutulmasi goriildii (Sekil 56 A-B).

Sekil 56. A. Obez siganlara melatonin-leptin uygulanmasi ile over dokusundaki LHR boyamasini

gosteren genel 151k mikroskobi goriintiisii. Bar: 25 um B. Ovaryum dokusunda kiibik
epitel hiicrelerinde LHR tutulumu gozlendi. Bar: 25 pm

4.4.3. TUNEL -Apoptotik inceleme bulgular::

Kontrol ve Obez gruplarindan elde edilen bulgular:

Kontrol grubundaki overlere gore (Sekil 57) ob/ob overlerin folikiillerin
granuloza hiicrelerinde (Sekil 58) TUNEL ile degerlendirilen apoptosiz ¢ok daha fazla
idi ve preantral ve erken antral folikiillerle daha baskin olarak sinirliydi. Apoptotik
hiicre boyanmasi obez grubundaki siganlarda apoptotik hiicrelerin kontrol grubuna gore

siddetli boyandig1 goriildii.
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Kontrol grubundan elde edilen bulgular:

Sekil 57. A. Kontrol siganlardaki over dokusunun TUNEL boyamasini gosteren genel 151k mikroskobi
gorlintiisii. Bar: 125 pm B. TUNEL ile az pozitif apoptotik granuloza hiicreleri (0K)
goriilmekte idi. Bar: 25 pm

Obez grubundan elde edilen bulgular:

HERAS e 4 A w0

Sekil 58. A. Obez siganlarin over dokusundaki TUNEL boyamasini gosteren genel isik mikroskobi
goriintiisii. Bar: 125um B. Oositin ¢evreledigi kumulus oophorus ve korona raiatadaki (ok
basi) graniiloza hiicreleri ve teka folikiili hiicrelerindeki (0k) TUNEL ile siyah boyanmis
apoptozis olduk¢a artmisti. Bu artis baz1 bolgelerde apoptotik hiicre odaklar1 meydana

getirecek kadar fazlaydi. Bar: 25 pm
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Melatonin gruplarindan elde edilen bulgular:
Melatonin verilen her iki diyet tiiriinde de apoptotik hiicreler gézlenmedi (Sekil

59-60).

Kontrol-Melatonin grubundan elde edilen bulgular:

Sekil 59. A. Kontrol siganlara melatonin uygulanmasi ile over dokusundaki TUNEL boyamasini gosteren
Y g
genel 1s1k mikroskobi goriintiisi. Bar: 125um B. Korpus luteumda ve tiim folikiil

asamalarinda apoptotik hiicreler gdzlenmedi. Bar: 25 pm

Obez-Melatonin grubundan elde edilen bulgular:

Sekil 60. A. Obez siganlara melatonin uygulanmasi ile over dokusundaki TUNEL boyamasini gosteren

genel 151k mikroskobi goriintiisii. Bar: 125um B. Preantral ve antral folikiillerde apoptotik

hiicreler gozlenmedi. Bar: 25 pm

88



Leptin gruplarindan elde edilen bulgular:
Leptin verilen over preantral ve erken antral/antral folikiillerin granuloza

hiicrelerinde apoptotik hiicreleri azalttigi gézlendi (Sekil 61-62).

Kontrol-Leptin grubundan elde edilen bulgular:

Sekil 61. A. Kontrol siganlara leptin uygulanmasi ile over dokusundaki TUNEL boyamasint gosteren
genel 1s1tk mikroskobi goriintiisii. Bar: 125um B. Granuloza hiicrelerinde ¢ok hafif
apoptotik hiicreler (0k) gozlendi. Bar: 25 pm

Sekil 62. A. Obez siganlara leptin uygulanmasi ile over dokusundaki TUNEL boyamasini gosteren genel

151k mikroskobi goriintiisii. Bar: 125um B. Sekonder folikiil hiicrelerinde apoptotik hiicreler

granuloza hiicrelerinde belirgindi (0K). Bar: 25 pm
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Melatonin -Leptin gruplarindan elde edilen bulgular:
Melatonin+leptin verilen grupta obez deneklerde (Sekil 64) daha fazla olmak

tizere leptinin salinimi artarak granuloza hiicrelerinde apoptotik hiicreler daha fazla idi.

Kontrol Melatonin -Leptin grubundan elde edilen bulgular:

Sekil 63. Kontrol siganlara melatonin-leptin uygulanmasi ile over dokusundaki TUNEL boyamasini
Yy
gosteren genel 151k mikroskobi gortntiisii. Bar: 125 um (B) Korona radiata, kumulus ooforusu

(okbas) olusturan granuloza hiicrelerindeki (0k) siddetli apoptotik hiicreler. Bar: 25 pm

Obez Melatonin-Leptin grubundan elde edilen bulgular:

v,
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Sekil 64. A. Obez sicanlara melatonin-leptin uygulanmasi ile over dokusundaki TUNEL boyamasini
gosteren genel 151k mikroskobi goriintiisii. Bar: 125um B. Granuloza hiicrelerinde (ok

basi) ve stromada (ok) siddetli siyaha boyanmis apoptotik hiicreler gzlendi. Bar: 25 pm
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5. TARTISMA

Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD), 25 yil 6nce obezite orani yiiksek olan
eyaletlerin sayis1 yaklasik 5-10 iken su anda hemen hemen biitiin eyaletlerde ciddi bir
obezite sorunu vardir. Bu sorun iilkemizde de giderek artmaktadir. Diinya genelindeki
obezitenin baglica nedeni olarak yagli yiyecek tiikketimindeki artis ve bu yagh
yiyeceklerin ulasilabilirligi gosterilmektedir (Golay ve Bobbioni 1997; Bray ve Popkin
1998; Rolls, 2000; Schrauwen ve Westerterp 2000; Jequier 2002; French ve Robinson
2003). Obezite, genellikle tiiketilenden fazla kalori alimina bagl olmakla birlikte bazi
endokrinolojik hastaliklar ve hormon bozukluklari da obeziteden sorumlu olabilir
(Gonen, 1998).

Obezite, viicutta asir1 yag birikmesi olarak tanimlanan bir enerji metabolizma
bozuklugudur (Gonen, 1998). Obezlerde gozlenen karin bolgesi yaglanmasi periferik
yaglanmaya kiyasla daha zararlidir ve kadinlarda {ireme sorunlarina neden olmaktadir
(Grodstein  ve ark., 1994). Obezitenin ilerlemesi durumunda Kkarsilagilan
komplikasyonlarin en o©nemli nedenlerinden biri olarak “oksidatif strese bagl
antioksidan savunma mekanizmalarindaki yetersizlik” one siiriilmektedir (Norman ve
Clark, 1998). Bu nedenle, gerek kontrol altina alinmamus, gerekse diyet, egzersiz ve
anti-obezite ila¢ uygulamalariyla kontrol altinda tutulmaya ¢alisilan obezlerde,
antioksidan savunma mekanizmalarindaki  degisiklikler {izerinde arastirmalar
yapilmaktadir. Kilodaki azalma metabolik diizeni iyilestirmekte ve bu kayip ta obezite
tedavisinin esas amacini olusturmaktadir. Obezite sadece tibbi bir konu olmayip
diinyada sosyal ve ekonomik boyutlariyla da diisiiniilmesi gereken 6nemli bir saglik
sorunudur. ABD’de bir yilda yaklasik 300.000 kisi obezite ile iligkili hastaliklardan
Olmektedir (Allison ve ark., 1999).

Insan diyetindeki yag miktarinin azaltiimaya g¢alisilmasi olduk¢a zordur. Cin,
Kanada ve U.S. deki epidemiyolojik caligmalar diyetteki yag miktarinin artmasinin
obeziteyi tetikledigini gostermistir (George ve ark., 1990; Tucker ve Kano 1992; Popkin
ve ark., 1993; Bray ve Popkin 1998; Hill ve ark., 2000; Schrauwen ve Westerterp 2000;
Jequier 2002; French ve Robinson 2003). Yagdan zengin diyet ile beslenme sadece
insanlarda degil farelerde (Rothwell ve Stock 1984; Warwick ve Schiffman 1992;
Takahashi ve ark., 1999; Buettner ve ark., 2007) ve siganlarda (Boozer ve ark., 1995;
Ghibaudi ve ark., 2002) da obeziteye neden oldugu tespit edilmistir. Bu yiizden de fare

91



ve siganlar beslenmeye bagli obezite arastirmalari i¢in uygun bir model olarak
degerlendirilirler (Deuel, 1944; 1947). Spontan obez si¢anlar, dogustan itibaren asiri
beslenme ihtiyact duyup asir1 miktarda besin alan ve bunun sonucu olarak da kisa
siirede morbid obez hale gelerek erken donemde 6len bir tiirdiir ve insan obezitesini
arastirmak icin uygun bir model olarak degerlendirilmektedir (Uckaya, 1999). Bu
teoriye gore spontan obez siganlarda eksik oldugu diisiiniilen bir hormonun homologu
insanlarda da mevcuttur ve bu hormonun agirligi kontrol altinda tuttugu iddia
edilmektedir (Kennedy, 1953).

Fareler tlizerinde yapilan obezite ¢alismalari ilk kez 1949 yilinda, lezzetli yar1
stvi bir diyetin istege bagli zamanlarda uygulanmasi ile baglamistir (Ingle, 1949). Daha
sonra Fenton ve Dowling (1953), siitten yeni kesilmis siganlari obezlestirmek igin
enerjisinin %50 si yagdan gelen bir diyet uygulamis ve buna beslenmeye dayali obezite
adin1 vermislerdir ama bu modelin ad1 daha sonra diyete bagli obezite (Sclafani ve
Springer 1976) olarak degistirilmistir. Bir¢ok arastirmaci hayvanlar1 obezlestirmek i¢in
gerekli olan yag miktarini incelemistir (Hariri ve Louise, 2010). Bu incelemeler
esnasinda yag icerikleri birbirinden farkli bir¢ok diyet obezite modeli olusturmak iizere
kullanilmistir (Mickelsen ve ark., 1955; Harrold ve ark., 2000). Bu c¢aligmalar
sonucunda toplam enerji miktarinin %30’undan fazlasini yagin olusturdugu diyetlerin
obezite gelisimine yol ac¢tig1 kanaatine varilmistir (Hariri ve Louise, 2010).

Biz de bu nedenle ¢alismamizda siganlar iizerinde obezite modeli olusturmak
icin %40’1 yagdan olusan yiiksek yag igerikli diyet kullandik (Altunkaynak ve ark.,
2008). Bu diyetle olusturulan obezite modeli tizerinde melatonin, leptin ve melatonin-
leptin uygulamalar1 yapildi. Tiim bu uygulamalar1 takiben elde edilen over 6rnekleri
makroskobik, mikroskobik ve biyokimyasal olarak degerlendirildi. Caligmamizin
mikroskobik asamasinda stereolojik parametre degerlendirmeleri ve
immiinohistokimyasal boyamalar yapildi. Elde edilen bulgularin yorumu asagida

maddeler halinde sunulmustur:

5.1. Viicut Agirhg1 Bulgularinin Yorumu:

Calismamizda Wistar albino cinsi sigcanlar dokuz hafta boyunca yiiksek yagli
diyet (%40 yag igeren) ile obez yapildiktan sonra alt1 hafta boyunca hergiin melatonin
(10 mg i.p.), leptin (1ug i.p) ve melatonin-leptin (10 mg i.p. melatonin + 1ug i.p leptin)
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uygulanmasina tabi tutulmustur. Enjeksiyon yapilan gruplarin yanisira bu gruplarin
kontrolleri olan saglikli ve obez denekler calisma boyunca haftalik olarak tartildi. Elde
edilen bulgularin yorumu asagida sunulmustur:

Calismamizda obez deneklerde leptin tedavisi 6ncesi agirlik artisi %15 iken
tedavi sonrast (1ugr i.p.) agirlik artist %2,6° ya diismiistiir. Ayni siirede standart diyet
ile beslenen sicanlarin tedavi oncesi agirlik artist %0,8 iken leptin tedavisi (1pugr i.p.)
sonrast %0,7 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar ¢alismamizda uygulanan leptin
tedavisinin obez deneklerin agirliklarinin azalmasinda etkili oldugunu gostermektedir.

Genetik olarak leptinden yoksun obez (ob/ob) farelere leptin verildiginde gida
alimmin azaldigr ve viicut agirhiginin azaldigi gozlemlenmistir (Campfield ve ark.,
1995; Weigle ve ark., 1995; Barash ve ark., 1996; Chehab ve ark., 1996). insanlarda
giinlik 0,01-0,30 mg/kg subkutan leptin uygulamasinin giivenilir oldugu, hafif bir
diyete ek olarak bir aylik leptin tedavisi ile kilo kaybinin yaklasik 1 kg, alt1 aylik tedavi
sonunda ise yaklasik 5,4 kg oldugu bildirilmistir (Mantzoros, 1999). Daha yakin tarihli
bir ¢aligsma, iki hafta boyunca yiiksek yagli diyetle (%60 enerji) beslenen yetiskin erkek
Sprague dawley cinsi sigcanlarin ICV uygulanan leptinin (3pg) beslenmeyi azaltici
etkisine kars1 asir1 duyarli olmasina ragmen diyetin 5. haftasinda leptinin bu etkisine
duyarsiz hale geldiklerini géstermistir (Fam ve ark., 2007).

Viicut agirligt bircok metabolik ve hormonal sinyali iceren kompleks
mekanizmalarla regiile edildiginden leptinin etki mekanizmasinin ve viicut
parametreleriyle etkilesiminin aydinlatilmasi obezite ve ona eslik eden diyabet
hastaliginin patogenezi ve tedavisinde uzun zamandir ihtiyag duyulan bilgilere
ulasmamizi1 saglayacaktir.

Geng Wistar albino cinsi siganlarda siirekli 11k ve melatonin uygulamasi viicut
agirligr tizerinde herhangi bir etki yaratmazken (Mustonen ve ark., 2002) orta yash
farelerde melatoninin viicut agirligini diistirdiigi gézlemlenmistir (Rasmussen ve ark.,
1999; Wolden-Hanson ve ark., 2000).

Raskind ve ark. (2007), ¢alismalarinda 6zellikle besinci ve sekizinci haftalar
arasinda sicanlara melatonin uygulamasinin viicut agirhigini azalttifini gostermistir
(calisma 8 hafta sonra sonlandirilmistir). Baska bir ¢alismada melatoninin viicut agirlig
artig1 lizerindeki engelleyici etkisinin uygulamanin 3. haftasinda belirgin bir hale geldigi

tespit edilmistir (Mar1’a ve ark., 2010). Calismamizda da standart diyet ile beslenen disi
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siganlarda melatoninin (10mg/kg; 6 hafta boyunca) viicut agirliginda igiincii haftada
%2,6; altinci haftada ise %3,5 azalmaya neden oldugu tespit edildi. Yiiksek yagl diyet
ile beslenen siganlarda melatonin verilen gruptaki agirlik artis1 ti¢iincii haftada %1,83;
altinc1 haftada ise %0,91 olarak gozlenmistir. Boylece obez-melatonin grubundaki
deneklerin altinci haftada tgiincii haftaya gore daha az kilo aldigi; ayrica hem yiiksek
yagl diyette hem de standart diyet ile beslenen deneklerde melatoninin kilo alimina
kars1 koruyucu etki yaptigi tespit edilmistir.

Calismamizda, dokuzuncu ve 15. haftalar arasinda ortalama viicut agirliginin
kontrol grubunda %1,69; kontrol-melatonin grubunda %3,50; kontrol-leptin grubunda
%0,65; kontrol-melatonin-leptin grubunda %2,77 azaldig1 tespit edildi. Yiksek yagl
diyetle beslenen gruplarda ortalama viicut agirligi obez grubunda %3,94; obez-
melatonin grubunda %09,2; obez-leptin grubunda %6,94; obez-melatonin-leptin
grubunda %4,3 arttig1 gozlemlenmistir. Melatoninin leptinin salinimi tizerindeki etkisi
diyet tlirtine gore degisiklik gosterebilir. Calismamizda kullanilan yiiksek yagh diyetle
beslenen si¢anlarda melatonin, leptinin agirhk distiriicti  etkisini artirmig  gibi
goriinmektedir.

Yukaridaki sonuglara bakildiginda ¢aligmamizda olusturulan obezite modeli
tizerinde tedavi amacli kullanilan melatonin ve leptin hormonlarinin 6zellikle yagh diyet
ile beslenen deneklerin agirliklarinda artisa neden oldugu sdylenebilir. Fakat sonuglar
kismindaki agirlik degisim egrileri dikkatle incelenirse; hem kontrol hemde yagl diyet
ile beslenen deneklerde melatonin, leptin ve melatonin-leptin hormonlarinin
uygulamalarin ti¢linci ve dordiincli haftalarinda agirlik azaltict yonde optimum etki
gosterdigi, uygulamaya devam edilen besinci ve altinci haftalarda ise bu etkinin
kayboldugu goriiliir. Bu durum da s6z konusu hormonlara kars1 uzun vadede gelisen

diren¢ mekanizmalariyla aciklanabilir.

5.2. Over Yas Agirhgi Bulgularimin Yorumu:

Calismamizda standart diyet ile beslenen sicanlarin over agirligi 0,05 gr iken,
alt1 hafta boyunca leptin uygulanmis (1 pg, i.p.) siganlarin over agirligi 0,08 gr olarak
belirlendi. Yiiksek yagli diyet ile beslenen gruptaki obez si¢anlarin over yas agirhigi
0,04 gr iken, yiiksek yagli diyet ile beslenerek 6 hafta boyunca leptin uygulanmis (1 pg,

1.p.) siganlarin over yas agirligir 0,1 gr olarak tespit edildi. Bu sonuglara gore yapilan
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istatistiksel degerlendirmede, siganlarda leptin uygulamasi over yas agirligini artirdi
(p<0,05). Literatiirde de genetik olarak leptinden yoksun obez (ob/ob) farelere leptin
verildiginde over agirliginin arttigi gézlemlenmistir (Campfield ve ark., 1995; Weigle
ve ark., 1995; Barash ve ark., 1996; Chehab ve ark., 1996). Infertil ve gonadotropin
seviyesi diisiik ob/ob farelere leptin enjekte edildiginde, uterus ve overlerinin
agirliklariin arttig1 gozlemlenmistir (Ahima ve ark., 1997). Bu ¢alismalarin sonuglarina
bakildig1 zaman leptinin over agirligi tizerindeki etkisi ¢ofu ¢alismaya gore arttirici
yondedir. Prata Lima ve ark. (2004)’ nin ¢alismasina goére melatonin (200 pg-100 gr
viicut agirligi) tedavisi over agirligini azaltmistir, bununla birlikte hayvanlarin viicut
agirhiklar da distiigii icin ovaryum agirhigmin viicut agirligina orant degismemistir.
Chuffa ve ark. (2011)’ nin yaptiklar1 ¢alismada 100pug/100g lik melatonin tedavisi over
agirliginda azalmaya sebep olmustur.

Calismamizda elde edilen bulgulara gore standart diyet ile beslenen siganlara
melatonin uygulanmast sonucunda over agirli§inda azalma bulundu (p<0,01), yagh
diyet ile beslenen siganlarda melatonin uygulamasindan sonra over yas agirhig
degismedi (p>0,05). Over yas agirligr standart diyet ile besledigimiz kontrol grubunda
melatonin ve leptin uyguladigimiz gruptaki over agirligi 0,06 gr olarak tartildi. Yiiksek
yagli diyet ile beslenen melatonin ve leptin uyguladigimiz grupta 0,086 gr di. Ayrica
hem kontrol (p<0,05) hem de obez grubunda (p<0,05) leptin melatonine kiyasla over
yas agirligini daha fazla artirirken, yiiksek yagli diyet uygulamasinda melatonin ve

leptinin birlikte uygulanmasinin over yas agirligini arttirdigi gozlendi (p<0,01).

5.3. Over Cevresi Yag dokusu Agirhig1 Bulgularinin Yorumu:

Caligmamizda yiiksek yagli diyet ile beslenerek obez olmasi saglanan
sicanlarin (8-9 haftalik) over gevresi yag dokusu agirhigi 4,96 gr iken, ayni diyet ile
birlikte alt1 hafta boyunca leptin uygulanmis (1 ug, i.p.) siganlarin over ¢evresindeki yag
dokusu agirligr 4,03 gr olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglara gore, obez-leptin
grubundaki over cevresi yag dokusu agirliginin obez grubuna gore %18 azaldig
gozlemlenmistir (p<0,001). Yagh diyetle beslenen ve melatonin (10 mg/kg) verilen
siganlarin yag dokusu agirlig1 ise 4,21 gr olarak belirlendi. Boylece obez-melatonin
grubundaki over ¢evresi yag dokusu agirhi@inin obez grubuna gore azaldigr bulundu

(p<0,01). Yiiksek yagl diyet ile beslenerek melatonin ve leptin uygulanan obez grupta
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ise over ¢evresi yag dokusu agirhigi 3,77 gr idi. Goriildiigii tizere melatoninin leptin ile
birlikte uygulanmasi obez gruplarda over ¢evresi yag dokusu agirligini anlamli 6lgiide
azaltmistir (p<0,001).

Ayni siire boyunca standart diyetle beslenmis siganlardaki over ¢evresindeki
yag dokusu agirligi 2,12 gr iken leptin uygulanmis (1 pg, i.p.) siganlarin over
cevresindeki yag dokusu agirligi 2,54 gr olarak belirlendi. Standart diyetle beslenerek
melatonin verilen sicanlarin over g¢evresi yag dokusu agirligr 1,91 gr olarak ol¢iildii.
Standart diyet ile beslenerek melatonin ve leptin uygulanan kontrol grubunda ise 1,21 gr
olarak bulundu. Standart diyet ile beslenen gruplarda over ¢evresi yag dokusu agirlig
acisindan fark gozlenmedi (p>0,05). Calismamizdan elde edilen sonuglara gore obez
deneklerde hem melatonin hem de leptin over ¢evresi yag dokusu agirligi acisindan
anlamli Gl¢iide azalma saglamistir. Fakat leptin over ¢evresi yag dokusunu azaltmada
melatoninden daha etkilidir. Ayrica yine obez bireylerde melatonin ve leptinin birlikte

uygulanmasi over ¢evresi yag dokusu agirligini etkin bir sekilde azaltmistir (p<0,001).

5.4. Follikiil Sayim1 Bulgularinin Yorumu:

Calismamizda stereolojik bir metod olan fiziksel disektor yontemi ile folikiil
saymmi yapilarak kontrol grubundaki primordial ve primer folikiil sayisinin obez
grubuna gore anlamli 6lgiide daha fazla oldugu tespit edildi (p<0,001). Graaf ve atretik
folikiil sayis1 ise obezite grubunda kontrol grubuna kiyasla olduk¢a artmis olarak
bulundu (p<0,05; p<0,001). Yeni Zelanda obez fareleri lizerinde yapilan bir ¢alismada
da ovaryum hacmi, toplam folikiil sayisi, primordial folikiil sayisi, atretik folikiil
sayisinda kontrol grubuna kiyasla artis gézlenmistir (Radavelli-Bagatini ve ark., 2011).

Calismamizin sonucundan da anlasilacagi lizere yiliksek yagh diyetle beslenen
sicanlarin ovaryumlarindaki primordial follikiil sayisinda 6nemli bir azalma ve atretik
folikiil sayisindaki artisin  ovaryum rezervinde olumsuz etki yapabilecegini
distindiirmektedir. Histolojik analizler, kalori alimi %25 ve %45 oraninda kisitlanan
farelerin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oranda primordial folikiile ve
daha fazla sayida saglikli follikiile sahip oldugunu, yiiksek yagli diyetle beslenen
farelerin ise follikiil sayis1 ve bu follikiillerin saglikli olusu acgisindan kontrol grubundan

farkli olmadigini gostermistir (Luo ve ark., 2012).
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Birgok c¢alisma over dokusu iizerinde leptinin direkt etkiye sahip oldugunu
gostermistir (Spicer ve Francisco 1997; Zachow ve Magoffin 1997; Agarwal ve ark.,
1999; Zachow ve ark., 1999). Arastirmalar si¢anlarda ovulasyon evresinin, asirt leptin
uygulamasi ile kayda deger oranda baskilandigini ortaya koymustur (Duggal ve ark.,
2000, 2002; Ricci ve ark., 2006; Usta ve ark., 2012). Leptin uygulamasinin siganlarda
folikiilogenezi arttirdig tespit edilmistir (Barkan ve ark., 2005; Elshafie ve ark., 2006).
ob/ob disi farelere uygulanan leptinin kontrollere kiyasla toplam folikiil sayisini
(primordial, primer, erken primer, sekonder ve Graaf folikiilleri) arttirdig1 gozlenmistir
(Barash ve ark., 1996).

Calismamizda standart diyetle beslenen siganlarda leptinin (6 hafta 1 pg/gr)
primordial folikiil sayisin1 anlamli Glglide azalttigl; yani follikiilogenezi hizlandirdig:
tespit edildi (p<0,001). Kontrol-leptin grubundaki primordial folikiil sayis1 ise obez-
leptin grubuna gore yiiksekti (p<0,001). Literatiirde, kontrol gruplari ile kiyaslandig
zaman leptin eksikligi olan hayvanlarda atretik folikiil sayisinin yiiksek oldugu
gozlenmistir (Hamm ve ark., 2004). Calismamizda ise normal diyet uygulamasini
takiben leptin uygulanan grupta atretik folikiil sayis1 tlizerinde anlamli bir etki
gozlenmezken yiiksek yagh diyet uyguladigimiz si¢anlarda leptinin (6 hafta-1 pg/gr)
atretik folikiil sayisin1 6nemli 6l¢iide azalttigi tespit edilmistir (p<0,001).

Melatonin oosit gelisimini; fare ve siganlarda invitro fertilizasyonu takiben
erken embriyo gelisimini ve tiremeyi de destekler (Fernandez, 1995; Ishizuka, 2000).
Melatonin, farelerdeki atretik follikiil sayisini artirmigtir (Kim ve ark., 2000) ve follikiil
sayisi iizerinde etkili degildir (Khajeh ve ark., 2012; Mohammadghasemi ve ark., 2012).
Disi hamster ve farelerde melatonin uygulamasi sonrasinda Graaf folikiilii sayisinda
azalma ile ovaryum interstisyal doku hacminde artis gozlemlenmistir. Primer folikiiller
de dahil baz follikiil tiplerinin melatoninden etkilenmedigi one siiriilmiistiir (Ooi ve Ng,
1989; Chan ve Ng, 1995). Calismamizda, standart diyet ile beslenen kontrol grubundaki
sicanlarin  primordial follikiil sayis1 kontrol-melatonin grubundakine gore anlamli
Olgiide fazla olarak gozlemlendi (p<0,001). Ayrica kontrol-melatonin grubundaki
primordial folikiil ve Graaf folikiilii sayis1 obez-melatonin grubuna gore daha yiiksekti
(p<0,001; p<0,05). Kontrol grubundaki Graaf folikiilii say1s1 kontrol-melatonin grubuna
gore daha azdi (p<0,05), fakat obez dencklere melatonin uygulanmasi obez kontrol

deneklere kiyasla Graaf follikiilii sayisin1 azaltmistir (p<<0,05). Ayrica melatoninin obez
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grubunda atretik folikiil sayisim1 da azalttigi gézlemlendi (p<0,001). Bizim
bulgularimiza benzer sekilde literatiirde fare overinde follikiiler atreziye sebep olan
radyasyona kars1 melatonin koruyucu etki yaptigi gosterilmistir (Kim ve Lee, 2000).

Merinos koyunlarina uygulanan melatoninin primer folikiil sayisinda degisiklik
yapmadigi bulunmustur (Foldes ve ark., 1992). Bulgularimiza gore kontrol-melatonin
grubundaki primordial folikiil sayis1 kontrol grubundan anlamli 6l¢iide azdir (p<0,001).
Melatonin uygulamasiin primordial folikiil sayisinda yarattig1 azalma ilgi ¢ekicidir
(Chan ve ark., 1995). Merinos koyunlarina melatonin uygulamasinin sekonder folikiil
sayisin1 azalttigi ve olgun folikiil yogunlugunu arttigi gosterilmistir (Foldes ve ark.,
1992). Fakat goriildiigii gibi follikiil sayilari iizerinde melatoninin olusturdugu sayisal
farkliliklar anlamlilik olusturacak derecede degildi.

Calismamizda melatonin ve leptinin birlikte uygulanmasi ile folikiil sayisi
degerlendirmelerinde elde edilen bulgulara gore, kontrol melatonin-leptin grubundaki
sicanlardaki primordial folikiil sayisi kontrol-leptin grubuna goére azdi (p<0,01).
Sekonder folikiil sayis1 obez melatonin-leptin grubundaki siganlarda obez melatonin
grubundaki siganlardan azdi (p<0,05). Yiiksek yaglh diyetle beslenerek melatonin-leptin
verilen gruptaki sicanlarda atretik folikiil sayisinin obez-kontrol grubuna goére azaldigi
bulundu (p<0,001).

Tiim sayim bulgular1 birlikte degerlendirildiginde ise leptinin follikiilogenezi
hizlandirdig1, melatoninin ise anlamli olmamakla birlikte follikiilogenezi hem tek bagina
hemde leptin ile birlikte uygulandiginda baskiladigi sonucuna varilabilir. Bu noktada
bize gore obez kadinlarda kilo azalmasiyla birlikte folliikiil sayisininda optimum
diizeyde tutulmasi isteniyorsa leptin melatonin ile birlikte kullanilmalidir. Boylece
obezlerde hem leptinle etkin agirlik diistisii saglanabilir, hem de obezlerde zaten artmis

olan hizli follikiilogenezin leptin ile iyice artmasi melatonin sayesinde baskilanabilir.

5.5. Overe iliskin Hacim Bulgularinin Yorumu:

Obezite gittik¢e yayginlagan bir saglik sorunu olup disi iireme sisteminde de
bircok hastaliga yol agabilir (Grodstein ve ark., 1994; Norman ve Clark, 1998). Obez
hastalarda gonadotropin salgilanma mekanizmasinin degistigi bilinmekle birlikte, fazla
kilolu kadinlarda menstriiel disfonksiyon, anovulasyon ve infertilite daha sik

rastlanilmaktadir (Grenman ve ark., 1986). Boylece, yag dokunun azalmasi metabolik
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ve lreme fonksiyonlarinin geri kazanilmasinda 6nem arz etmektedir. (Holte ve ark.,
1995; Huber-Buchholz ve ark., 1999).

Kadinlarda iireme fonksiyonlarinin baslamasi ve korunmasi optimal viicut
agirhg ile iliskilidir. Zayif (VKI 19kg/m2’den diisiik), kilolu (VKI 25kg/m* den yiiksek)
ve obez (VKI 30kg/m?’den biiyiik) olan kadinlar belirli rahatsizliklarda risk altindadirlar
(WHO, 2000). VKI 30’dan fazla olanlarda mortalite artmaya baslar ve dzellikle 35’den
sonra mortalite egrisi daha da diklesir (Serter, 2004). Obez kadinlarda siklikla menstrual
siklus, ovulasyon bozukluklar: (Metwally ve ark., 2007) yiiksek androjen salgilama, ¢ok
sayida folikiiler kist, diisiik dogurganlik gibi durumlarla nitelenebilecek bir durum olan
polikistik over sendromu goriilebilir (Pasquali ve Gambineir, 2006; Diamanti-
Kandarakis, 2007).

Bagka bir tartismali nokta da VKI ve ovaryum hacmi arasindaki iliskidir.
Calismalarda ovaryum hacminin saglikli kadinlara oranla obez kadinlarda anlamli
seviyede diisiik oldugu tespit edilmistir. Zaidi ve ark. (2009), normal kilodaki ve fazla
kilodaki kadinlar1 iceren calismalarinda, VKI’deki artisla ovaryum hacminin diistiigiinii,
dolayisiyla kadinlarin kilosundaki artisin dogurganlikta muhtemel bir diisiise neden
oldugunu ortaya koymuslardir. Bununla birlikte, baska ¢alismalara gére obezite over
hacminde artisa sebep olmustur (Pasquali ve Gambineir, 2006 ve Diamanti-Kandarakis,
2007) ve ovaryum hacmi viicut boyutuna gore degisiklik géstermemistir (Su ve ark.,
2008). Cesitli ultrason parametreleri, ovaryum hacmi (Syrope ve ark., 1995; Lan ve
ark., 1997) ve yumurtalik rezervi degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir (Bancsi ve ark.,
2002). Halawaty ve ark. (2010)’nin ¢aligmasinda ovaryum hacmi ii¢ boyutlu ultrason ile
Olciilmiis; ortalama ovaryum hacmi saglikli kadinlara (6,6 = 0,4 mL) oranla obez
kadinlarda (3,7 + 0,8 mL) dikkat ¢ekici bir sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir (p =
0,03).

Literatiirde obezitenin over hacmi tizerine olan etkileri konusunda ¢eliskili
bulgular bulunmasi, farkli topluluk 6zellikleriyle ve ovaryum hacmini hesaplamak i¢in
kullanilan tarafli yontemlerle alakali olabilir. Ya da obez kadinlardaki ultrason
goriintlisii almada yasanan giiclikler ovaryum hacim Olgiimlerinin daha az hassas
olmasina neden olabilir. Ilerleyen calismalarda ultrason goriintiileri iizerinde tarafli
yontemler yerine tarafsiz stereolojik yontemlerin uygulanmasi daha giivenilir sonuglarin

elde edilmesini saglayabilir.
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Bu calismada over hacmi stereolojik bir yontem olan Cavalieri metodu ile
degerlendirildi. Bu degerlendirme sonucunda elde edilen bulgulara gére ovaryum ve
korteks hacminin obez olan grupta kontrole kiyasla azaldig1 (p<0,001) bulundu. Yine,
korteks ve medulla hacminin kontrol-leptin grubunda, kontrol grubuna (p<0,001); obez-
leptin grubunda, obez-kontrol grubuna kiyasla azaldigi bulundu (p<0,001). Ayrica,
leptinin standart diyet ile beslenen siganlarda over i¢i yag dokusu hacmini artirdigi
(p>0,001) bununla birlikte obez siganlarda hem yag dokusu (p<0,001) hem de bag
dokusu hacmini azalttig1 tespit edildi (p<0,001).

Follikiil etrafindaki tabakalarin ve follikiil antrumlarinin hacimleri stereolojik
olarak degerlendirildiginde; granuloza hiicre tabakasi hacminin leptin uygulanan kontrol
ve obez gruplarda kontrollerine gére daha fazla oldugu (p<0,001), teka folikiili tabakasi
hacminin ise obez-leptin grubunda obez grubuna goére anlamli dlgiide yiiksek oldugu
bulundu (p<0,05). Ayrica kontrol-leptin grubundaki antrum hacmi obez-leptin grubuna
gore daha fazla olarak tespit edildi (p<0,05).

Ovaryum hacim parametreleri acisindan bakildiginda; melatoninin obez
sicanlarda ovaryum ve korteks hacmini, obez-kontrole gore azalttig1 goriildi (p<0,001).
Granuloza ve teka folikiili tabakalarinin hacimlerinin melatonin uygulamasindan sonra
hem standart diyet ile beslenen (p<0,001) hem de obez sigcanlarda (p<0,01) arttig1
bulundu. Hem kontrol hem de obez gruplarimizda melatoninin intersitisiyel yag ve bag
doku hacimleri tizerinde azaltict etki gosterdigi bulunmustur (p<0,01). Bizim bu
bulgumuzun aksine disi hamster ve farelerde yapilan bazi g¢alismalarda melatonin
uygulamasi sonrasinda ovaryum interstisyal doku hacminde artis gozlemlenmistir (Ooi
ve Ng, 1989; Chan ve Ng, 1995).

Elde edilen hacim bulgular birlikte degerlendirildiginde obezlerde over ve
korteks haciminin artmis follikiilogenezden otiirii kontrole kiyasla diisiik oldugu,
ozellkle obez bireylerde leptin uygulamasi ile birlikte follikiillogenezin iyice hizlandigi
ve boylece over hacminin daha da diistigii goriilmektedir. Melatoninin ve leptin’in over
tizerindeki hacim azaltici etkisi ise interstisiyel yag ve bag dokusu hacimlerini
azaltmasma baglanabilir. Follikiil tabakalarinin hacimlerine bakildiginda hem leptin
hem de melatonin s6z konusu hacim degerlerinde anlamli yiikselmeye neden oldu.
Leptinin follikiilogenezi hizlandirmasiyla birlikte follikiil tabakalarmin hacmini de

artirmasi zaten beklenen bir sonug olarak diisiiniiliirken, melatoninin follikiilogenezi
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baskilayip sadece granuloza tabakasinin hacmini artirip teka ve antrum follikiil

tabakalarinin gelisimini nasil olup da engellememesi bize gore ilgingti.

5.6. Biyokimyasal Bulgularin Yorumu:

5.6.1. Doku MPO Seviyelerine iliskin Bulgularin Yorumu:

Uzun siireli yiliksek yag tiiketimi obeziteyi tetikler (Abel ve ark., 2008). Bir¢cok
arastirmaci tarafindan obezitenin insiilin rezistansi ve dislipidemi gibi durumlarla iligkili
olarak oksidatif stresi artirdigini gostermistir (Bakos, 2010; Tung, 2011). Buna bagh
olusan ROS olas1 patolojik mekanizmada rol almaktadir. MPO, hidrojen peroksiti
kullanarak daha yiiksek oksidatif potansiyele sahip reaktif oksidan tiirleri gelistirmek
suretiyle oksidatif stresi arttirma yetenegine sahiptir. Ayrica, enflamasyon ve oksidatif
stresle iligkili bir enzim olan MPO, patojenleri 6ldiirerek dogal bagisiklik sistemini
koruyucu bir rol oynayan g¢ok reaktif tiirlerin salgilanmasini arttirmaktadir (van der
Zwan ve ark., 2010).

Obezite, diisiikk kolestrol, metabolik sendrom ve tip 2 diyabet gibi yiiksek
oksidatif strese dayali rahatsizliklar1 olan bireylerde MPO ve kan basinci arasinda ¢ok
kuvvetli bir iligki gézlenmistir (van der Zwan ve ark., 2010). Yiiksek yaglh diyet ile
beslenen sicanlarda oksidan durum belirteglerinden MPO aktivitesinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede arttigi gosterilmistir (Ar1 ve ark., 2008). Calismamizda da
yiiksek yagli diyet ile beslenen sicanlardaki MPO aktivitesinin standart diyet ile
beslenen gruba gore arttig1 tespit edildi (p<0,05).

Ilging bir sekilde melatonin en 6nemli MPO inhibitdrii olarak gdsterilmistir.
(Galijasevic ve ark., 2008). Lu ve ark. (2008)’ nin g¢alismalar1 melatoninin MPO’nun
katalizor aktivitesini bircok yonden engelleyebilecegini bildirmektedir. Melatonin
MPO’nun katalizér aktivitesini ve fonksiyonunu baskilayarak cesitli bozukluklarin
patogenezinin engellenmesinde faydali bir rol oynayabilir. Calismamizda melatonin
MPO diizeyleri tizerinde anlamli bir etki gostermemistir (p>0,05).

Leptin bagisiklik, inflamasyon ve hematopoezde onemli rol oynar ve leptin
tiretimi enfeksiyon ve inflamasyon sirasinda artar (Fantuzzi ve Faggioni, 2000).
Leptinin  anti-inflamatuar etkisi dokuda notrofil bagimli  mekanizmalara ve
glukokortikoitlerin salinimina baghdir (Cakir ve ark., 2004). Leptin esasen gida

tiiketimini diizenler ayn1 zamanda makrofajlar1 ve noétrofilleri uyarir ve cgesitli hiicre
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tiplerinde anti-apoptotik aktivite gosterir (Barbier ve ark., 1998; Parco, 2010). Cakir ve
ark. (2004), akut leptin uygulamasini takiben anti-inflamatuvar etki gozlemlemislerdir.
Calismamizda ise leptinin MPO aktivitesi lizerinde anlamli bir etkisi goriillememistir
(p>0,05). Calismamizda hem kontrol-leptin-melatonin hem de obez-leptin-melatonin
gruplarindaki MPO aktivitesi sadece melatonin ve sadece leptin verilen gruplardan
istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0,05).

Doku MPO seviyelerine iliskin bulgular degerlendirildiginde yiiksek MPO
diizeylerine bakilarak obezitenin enflamatuar bir hastalik oldugu sdylenebilir. Melatonin
ve leptinin birlikte kullanilmasi ile daha yiiksek olarak gozlenen MPO diizeyleri ise
obezlerde gelisen enflamatuar olaylara karsi savunma mekanizmasi gelistirmede bu iki
hormonun birlikte kullanilmasinin tek baslarina kullanilmalarindan daha etkili

olabilecegini gostermektedir.

5.6.2. Doku CAT Seviyelerine iliskin Bulgularin Yorumu:

Yiiksek yagl diyet ile beslenmenin viicutta asir1 yag artisina neden oldugu ve
artmis yag metabolizmasi tarafindan iretilen mitokondriyal H,O,’nin de arttigi buna
bagli olarak katalaz aktivitesinde artis oldugu bildirilmektedir (Rindler ve ark., 2012).
Memelilerde, beyinde goriillen CAT seviyeleri genellikle diger dokulardakinden daha
azdir (Haris, 1992). Tipk: diger antioksidatif enzimlerde oldugu gibi CAT in aktifligi
bazen, yogun oksidatif stres altinda azalir. Bu kosullar altinda melatonin kullanildiginda
CAT aktivitesindeki bu diisiis azalir (Montilla Lopez ve ark., 2000). Bu, melatoninin
protein igeren makromolekiiller tizerindeki genel koruyucu etkisinden kaynaklaniyor
olabilir.

Kilo azalmasini hizlandirmanin yani sira melatonin, leptin seviyeleri yiiksek
oldugunda yag hiicrelerinde iiretilen nitrik oksite dayali serbest radikal hasarim
azaltmaya da yardimci olur (McCann ve ark., 2005). Melatoninin antioksidan etkisi
calismalarla iyice anlagilmistir (Tan ve ark., 2007; Korkmaz ve ark., 2009a). Hem in
vitro hem de in vivo deneylerde melatonin uygulamasi ROS (Reiter ve ark., 2000, 2008)
ve serbest radikalleri de iceren ¢ok sayida zehirli reaktan1 nétralize edebilmis, hayvan
ve insan deneklerine giinlik 1 ve 300 mg (Bonnefont-Rousselot ve Collin, 2010)
arasinda degisen dozlarda melatonin verildiginde s6zkonusu zehirli reaktanlarin

olumsuz etkilerinin ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda melatoninin GPx, SOD
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ve CAT ’in salinimini ve aktivitesini; ve ayrica E vitamini, C vitamini ve GSH gibi
klasik antioksidanlarin da etkinligini arttirdig1 gosterilmistir (Gitto ve ark., 2001).

Naidu ve ark. (2002), 1-5 mg/kg melatonin uygulamasi ile beyin haloperidol
kaynaklt SOD ve katalaz aktivitelerinde azalmada geri doniis oldugunu bildirmislerdir.
Pekmez ve ark. (2008)’ nin ¢aligmasina gore formaldehite maruz birakilan siganlarin
SOD, GSH-Px, CAT, XO ve MDA seviyeleri kontrol degerlerinden anlamli derecede
yiiksek bulunmusken formaldehitle birlikte melatonin uygulanan sigcanlarin bu
biyokimyasal degerleri melatonin uygulanmayan gruba nazaran diisik oldugu
gozlenmistir. Cam ve ark. (2003)° nin ¢alismalarina gore kronik melatonin
uygulamasinin diabetik siganlarda bobrek hasarimi azalttigi belirlenmistir. Melatonin
uygulamasinin melatonin uygulanmamis diyabetik gruba kiyasla CAT seviyesini
belirgin bir sekilde arttirdigi bulunmustur (Armagan ve ark., 2006). Prata Lima ve ark.
(2004)’ nin ¢alismasina gore ovulasyon sirasinda melatonin (200 pg-100 g viicut
agirhigl) alan siganlarin over dokusunda SOD, GSH-Rd ve CAT aktiviteleri artmistir.
Yirmisekiz giinlik (6 mg/kg) melatonin tedavisi testis dokusunda CAT aktivitesine
istatiksel olarak etki etmemistir (Patil ve Balaraman, 2009).

Calismamizdan elde edilen sonuglara gore standart diyet ile beslenen
sicanlardaki CAT aktivitesi melatonin (10mg/kg/ 6 hafta) verdigimiz gruptan farksizdi.
Ayni durum yiiksek yagh diyet uyguladigimiz siganlardaki CAT aktivitesi melatonin
(10 mg/kg/6 hafta) uyguladigimiz siganlardan anlamli farklilik gostermedi (p>0,05).
Melatonin hakkinda daha ¢ok ¢alismalara ihtiya¢ duyulmakla birlikte; melatoninin hem
normal diyette hemde yiiksek yagh diyette CAT aktivitesini bir miktar artirdigi
diisiintilebilir. Melatonin yliksek yagli diyetten dolayr olusabilecek hasara karsi
ovaryumu antioksidan o©zelligi ile koruyabilir, bunun da iireme {izerinde olumlu
sonuglar dogurabilecegi diisiiniilebilir.

Diisiik katalaz ve glutatyon peroksit aktivitelerinin izlendigi ob/ob fareler
bozulmus antioksidan savunma mekanizmalari ile karakterize edilirler. CAT, glutatyon
peroksidaz aktivitelerinin azalmasi antioksidan savunma mekanizmalar ile ilgilidir ve
leptin tedavisi bu anormallikleri diizeltir (Watson ve ark. 1999). Leptin uygulamasi
SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde belirgin bir artisa neden olmustur (Ramsay,
2001). Leptin uygulamasinda kullanilan dozdan bagimsiz SOD ve GSH-Px

aktivitelerinde artiy meydana gelirken CAT aktivitesi kullanilan doza bagh olarak
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artmistir (Zwirska-korczala ve ark., 2007). Kronik leptin uygulamasi ile yag asidi
oksidasyonunu uyarici, glukoz oksidasyonunu ve domuz adipozitlerindeki lipogensisi
baskilayici bir sonug elde edilmistir (Ramsay, 2001). Oksidatif enzimler CAT ve GSH-
Px aktiviteleri ob/ob farelerde daha azdir ve leptin uygulamasi bu degisiklikleri tersine
gevirebilir.

Calismamizda obez siganlarda leptinin (1pg-6hafta) over dokusundaki CAT
aktivitesini obez-kontrol siganlara gore oldukga anlamli 6l¢iide artirdigi gézlenmistir
(p<0,001). Leptinin CAT akivitesini artirdigin1 gosteren ¢alismalara literatiirde siklikla
rastlanmaktadir. Dahasi, zayif sicanlarda, CAT ve GSH-Px aktiviteleri iizerinde
leptinin herhangi bir etkisi gozlenmezken, zayif ve ob/ob farelerde leptin glutatyon
reduktaz aktivitesini onemli derecede artmistir (Watson ve ark., 1999). Yaptigimiz
calismada standart diyetle beslenen sicanlarda leptin (1pg-6hafta) uygulamasi ile
goriilen CAT aktivitesi obez-leptin grubuna kiyasla daha azdi (p<0,001) leptin obez
sicanlarda daha etkili bir CAT aktivitesi gostermistir.

Yiiksek yagli diyetle beslenen obez si¢anlarda melatonin-leptin verilen
gruptaki CAT aktivitesi obez-kontrol grubuna gore fazladir (p<0,01). Standart diyete
gore yiiksek yagli diyetde uygulanan melatonin-leptin ikilisi daha etkili olmustur. Obez-
melatonin-leptin verilen gruptaki CAT aktivitesi kontrol melatonin-leptin verilen
gruptan daha fazladir (p<0,001). Boylece bu ¢alismada, 6zellikle yiiksek yagh diyet
uygulamalarinda leptinin CAT aktivitesi iizerinde melatoninden ¢ok daha etkili bir
antioksidan oldugu; standart diyet uygulamalarinda ise CAT aktivitesi lizerinde anlaml
bir etkisi olmadigi soylenebilir. Ayrica, obez denklerde melatoninin leptinle birlikte

uygulanmasinin leptinin antioksidan etkisini etkilemedigi de goriildii.

5.7. Mikroskobik Bulgularinin Yorumu:

Akamine ve ark. (2010)’ nin yaptig1 ¢alismada 120 giin boyunca yiiksek yagh
diyet ile beslenmenin ovaryum morfolojisinde onemli bir degisiklige yol agmadigi;
bununla birlikte, 180 giin boyunca yagh diyet almis disi si¢anlarin ovaryumlarinda
kontrol grubuna kiyasla morfolojik farkliliklar tespit edilmistir. Caligmamizda da obez
deneklerin  ovaryumlarindaki folikiillerin  atretik oldugu; antrumlarinda yag

damlaciklarinin ve vakuollesmenin bulundugu goriildii.
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5.7.1. TUNEL Boyamasi ile Elde Edilen Bulgularin Yorumu:

Kerr ve arkadaslar1 1972 yilinda, nekrozdan farkli yolla olusan bir hiicre 6limii
gostermis ve buna eski Yunanca’da sonbaharda yaprak dokiimii anlamina gelen
“apoptoz’’ admn1 vermistir. Apoptoz, DNA’nin parcalanmasi, hiicre membran
degisiklikleri, komsu hiicrelere hasar vermeden ve inflamasyona yol agmadan bir¢ok
fizyolojik ve patolojik olaylarda meydana gelen programlanmis bir hiicre 6limiidiir
(Saraste ve Pulkki, 2000). Apoptoz, memelilerde follikiiler atrezi ve ovulasyon sonrasi
regresyondaki en temel mekanizmalardan biridir (Mayes, 2002; Zeuner ve ark., 2003).
Apoptoz, aynt zamanda korpus luteumun luteolizisini de saglayan mekanizmadir.
Granuloza hiicreleri, folikiillogenezde apoptozdan ilk etkilenen hiicrelerdir. Folikiiler
gelisimin primordial ve preantral safhalarinda ise apoptozdan ilk etkilenen hiicre
oosittir. Teka hiicrelerinde ise apoptoz daha geg olarak goriilmektedir.

Sitoplazmik fragmentasyon, gelisimin durmasi ve niikleer yogunlasma
apoptozise maruz kalan embriyolarin en tipik 6zellikleridir (Kogyigit ve Cevik, 2011).
In vitro ¢alismalarda, atretik folikiillerden elde edilen kumulus-oosit kompleksleri’nden
(COCs) elde edilen embriyolarda blastosist asamasina erisim durumunun oldukga zayif
oldugu goriilmiistiir. Kumulus hiicreleri, sinyal salinim1 ve diizenlenmesi fonksiyonlar1
ile oosit maturasyonu ve fertilizasyonunda kritik rol oynar (Mayes, 2002; Zeuner ve
ark., 2003).

Gonadotropinler, ovaryum folikiillerinin biiyiimesi ve geligsmesi i¢in gereklidir.
Preovulator gonadotropin artist bloke edilir veya hipofizektomi sonrast serum
gonadotropinleri azalirsa, folikiiller atreziye maruz kalir. Folikiil yasami ve atrezisi
tizerinde etkili diger O6nemli regulatorler seks steroidleridir. Sigan ovaryumunda
Ostrojenler yasamsal faktor olarak etkiliyken, androjenler apoptozu tesvik ederler
(Svensson, 2001; Kolle ve ark., 2002). Ge¢mis calismalar gdsteriyor ki,
gonadotropinlerin azalmasi ovaryumda kuvvetli atreziye yol a¢gmaktadir. Granuloza
hiicrelerinde GnRH, androjenler, IL-6, ROS ve TNF-a apoptozu uyarir (Palumbo ve
Yeh, 1994; Svanberg, 1999; Yang ve Rajamahendran; 2000). Oksidanlarin, gonadal
hiicreleri de kapsayan bir¢ok hiicre tiirlinde in vitro apoptotik siirecin bir kismindan
sorumlu olduklar1 bilinmektedir.

TUNEL yonteminde preapoptotik hiicrelerin dahi boyanmasi ydntemin

sensitivitesini daha da  arttirmaktadir. Bu yiizden TUNEL  apoptozis
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degerlendirilmesinde standart yontemdir (Kockx ve ark., 1998). Bununla beraber
belirtmek isteriz ki oldukca hassas olan bu yontemin uygulamasindan 6nce dokunun
alinmasi esnasinda perfiizyon yontemiyle dokunun tam olarak kan hucrelerinden
temizlenmesi, %10 formol ile tespit edilmesi, boyanin deneyimli bir ekip tarafindan
dikkatle uygulanmasi 6nemli piif noktalaridir (Kockx ve ark., 1998). Calismamizda
TUNEL boyamasi ile elde edilen sonuglara gore obez siganlarda o6zellikle granuloza
hiicrelerinde, kumulus ooforusda, antral folikiillerin oositlerinde ve nukleusunda
apoptozun kontrol grubuna kiyasla arttig1 belirlendi.

Melatonin mitokondri {izerinde etki gostererek yaslanmayla birlikte meydana
gelen doku hasarin1 onler (Okatani ve ark., 2002). Melatonin tedavisinin prefrontal
korteks dokusunda apoptotik hiicre sayisini belirgin bir sekilde azalttigi goriilmiistiir
(Tas ve ark., 2012). Sekiz-Oniki haftalik melatonin tedavisinden sonra retinal hiicrelerin
apoptozu ve apoptotik indeksi azalmistir. Boylece melatonin retinanin néronal apoptozu
tizerinde yararli etki yapmistir (Li ve ark., 2013). Baz1 deneysel ¢alismalar melatoninin
kanser hiicrelerini apoptozdan korumadigini hatta bu hiicrelerin apoptozunu artirdigini
gostermistir (Hermann ve ark., 2002; Gong ve ark., 2003; Sainz ve ark., 2003; Andrabi
ve ark., 2004). Calismamizda melatonin hormonunun bu ¢alismalara paralel bir etki
gostererek dokuyu korudugu bunun neticesi olarak melatonin grubundaki sicanlarda
TUNEL pozitif hiicrelerin kontrol grubundakine kiyasla daha az oldugu goriildii. Hem
literatiirdeki ¢aligmalarin sonuglart hem de bizim bulgularimiz, melatoninin apoptozu
azalttigin1 gostermektedir.

TUNEL ile yapilan degerlendirmelerde leptin  eksikligi  sonucu
hipogonadotropik durumdan dolay1 ob/ob farelerde folikiiler atrezi ve granuloza hiicre
apoptozunun arttig@1 (6zellikle preantral ve antral folikiillerde) goriildii (Hamm ve ark.,
2004; Marissa ve ark., 2004; Barouch ve ark., 2006). Leptin eksikliginde gozlenen
folikiiler atrezi ve granuloza hiicrelerindeki apoptozun altinda yatan mekanizma hala
bilinmemesine karsin muhtemelen leptin eksikliginde ortaya ¢ikan hipogonadotropik
durumdan kaynaklaniyor olabilir. Gonadotropinler over folikiilerindeki granuloza hiicre
apoptozunu inhibe eden primer sagkalim faktoriidiir (Chun ve ark., 1994; Kaipia ve
Hsueh, 1997). Almog ve ark. (2001), yirmibir giinliik disi si¢anlara leptin verilmesi ile
granuloza hiicre proliferasyonunun arttigini ve granuloza hiicre apoptozu ve folikiiler

atrezinin azaldigin1 gézlemlediler. Leptinin hiicre dliimiinii diisiik seviyelerde korumak
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icin gerekli oldugu ve lipotoksisite-apoptozuna karst koruma sagladig: bildirilmektedir
(Yang ve Barouch, 2007). Aynm1 zamanda leptin overlerde Bcl-2’nin ekspresyonunu
artirip follikiiler apoptozun ve dolayisiyla da atrofiye giden follikiil sayisinin azalmasina
neden olmaktadir (Usta ve ark.,, 2012). Calismamizda ise leptinin granuloza
hiicrelerindeki apoptozu azalttigi gozlendi. Yapmis oldugumuz degerlendirmelerde
yiikksek yagli diyetle obezite modeli sonucu teka ve 6zellikle granuloza hiicrelerinde
meydana gelen apoptozun melatonin ve leptin tarafindan baskilanmis oldugu tespit
edilmistir. Bdylece, ¢alismamiz sonucunda obezitenin granuloza ve teka hiicrelerinde
oksidatif hasara bagli olarak apoptoza neden oldugu ve bu apoptotik degisikliklerin
melatonin ve leptin verilmesiyle dnlenebilecegi gosterilmistir. Bu durum melatonin ve
leptin kombinasyonunun obezite tedavisinde 1iyi bir secenek olabilecegini

gostermektedir.

5.7.2. Anti-LHR Boyamasi ile Elde Edilen Bulgularin Yorumu:

FSH folikiiler biiylimeyi tetikler ve granuloza hiicreleri tizerinde LHR’ nin
tamimlanmasini indiikler (Zeleznick ve ark., 1974; Amsterdam ve ark., 1981; Knecht ve
ark., 1981; Richards ve Hedin, 1988). Normal menstruel dongii ve folikiil gelisimi igin,
FSH ve LH diizgiin salgilanmas1 ve bu hormonlarin etki edecegi reseptdrlerinin olmasi
gereklidir (Vassart ve ark., 2004; Jamnongjit ve Hammes, 2006). Hormon ya da
reseptOriindeki herhangi bir bozuklugun, tireme fonksiyonlarinda ciddi aksakliklara
neden olabilecegi bilinmektedir (Costagliola ve ark., 2005).

FSH ile indiiklenen LHR, luteinizasyonun baslamasi ic¢in gerekli iken
graniiloza hiicre farklilagsmasi ve olgunlasmasinda zorunlu bir adimdir (Richards, 1980;
Hsueh ve ark., 1984; Jia ve Hsueh, 1984). LHR ovaryumda korpus luteum, luteal
hiicrelerde ve preovulatuar folikiillerin granuloza, teka ve intertisyel hiicrelerinde
mevcuttur (Zeleznick ve ark., 1974; McFarland ve ark., 1989; Ascoli ve ark., 2002).
Endojen LH artis1 ve oviilasyona ait hCG yiiklemesi oviile olmus folikiillerdeki LH
reseptoOrlerinin gecici kaybina neden olur. Folikiiler liiteanizasyon ve korpus luteum
olusumu sirasinda hCG ile ovulasyon indiiksiyonu sonrasinda LHR de ikinci bir artis
olur (Amsterdam ve ark., 1981). hCG konsantrasyonundaki diisiikliik oviilasyon oncesi
folikiillerin granuloza hiicrelerindeki LH reseptorlerinde artisa neden olur. Bunun

tersine, yiikksek hCG dozlar1 LH reseptorlerinde derin azalmalara ve yalanci hamilelik
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geciren sigan ovaryumundaki lutenize hiicreler ile olgun Leydig hiicrelerindeki adenilat
siklazin duyarliliginda azalmaya neden olur (Conti ve ark., 1977; Dufau, 1988). Korpus
luteum 'un devamliligi ve hamileligin siirdiiriilebilmesi i¢in 6nemli olan koryonik
gonadotropin aynit zamanda LHR'ye de tutunur ki bu tutunma LH'ninkine oranla 10 kat
daha zayiftir (Bousfield ve ark., 1996).

Domuz overlerinde, preovulator folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde
LHR’lerine rastlanirken, olgun korpus luteumlarin granuloza lutein hiicrelerinde
gozlenmemistir (Meduri ve ark., 1996). Insan ovaryumunda da ovulasyon oncesi
folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde LHR izlerine rastlanirken olgun korpus
luteum luteal hiicrelerinde daha siddetli izlenip korpus lutemun gerilemesi esnasinda
goriilmemistir. Insanlarda hamileligin erken evrelerinde alinan korpus luteum
orneklerinde luteal hiicrelerin ylizey ve sitoplazmik bdlgelerinde ¢esitli yogunlukta
LHR varlig1 (zayiftan yoguna) gézlenmistir (Takao ve ark., 1997).

Melatonin LHR, GnRH, GnRHR’lerini diizenler (Ireland ve Roche, 1983; Woo0
ve ark., 2001). Melatonin ile tedavinin FSH diizeylerinden bagimsiz olarak LH reseptor
MRNA diizeylerini artirdign gézlemlenmistir (Woo ve ark., 2001). Onceki caligmalar
atretik folikiillerde granuloza hiicre sayisinin normal folikiillerden daha diisiik
oldugunu, ayrica normal folikiillerden elde edilen graniiloza hiicrelerinde FSH ve LH
reseptorlerinin atretik folikiillerden daha fazla oldugunu bildirmislerdir (Lee ve ark.
1998). Ayrica teka hiicrelerindeki LH reseptorlerinin de granuloza hiicrelerine kiyasla
daha fazla oldugu bildirilmektedir (lreland ve Roche, 1983). Ovaryumda LHR
ekspresyonundaki azalma nedeniyle, asir1 miktarda hCG ile baglanan teka hiicre
tabakasinda kalinlasma gozlenebilir (Mazaud-Guittot ve ark., 2006).

Memeli tiirlerinde leptin hipotalamik-hipofiz—over aksinda isleyis ve
aktivasyonunda hem merkezi, hem de periferik etki gostererek invivo ve invitro
caligmalarda hipotalamustan LH reseptorii, hipofizden FSH ve LH salinimini stimiile
eder (Caprio ve ark., 2001; Moschos ve ark., 2002; Barb ve Kraeling, 2004). Leptin
FSH ve LH reseptor sayilarin arttirarak ovaryumda 6nemli roller oynar. Bu hormonun
ovaryum fonksiyonlar1 iizerindeki etkisi, ilgili diizenleyici genler baskilanarak ya da
arttirilarak belirlenir (Cavalcante ve ark., 2013). Melatoninin, hipofiz bezindeki leptin

sentezi lizerinde bir etkisinin olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Bir caligmada
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melatoninin, erkek farelerin 6n hipofizlerindeki leptin sentezi iizerinde fiziksel ve
farmakolojik etkilerinin olabilecegi iddia edilmektedir (Sarsilmaz ve ark., 2004).
Calismamizda standart diyet ile besledigimiz gruptaki deneklerin
ovaryumlarinda bulunan LHR immiinreaktivitesi olgun korpus luteumlarda, intertisyel
hiicrelerde, folikiiler teka interna, teka extarna ve granuloza hiicrelerinde yogun olarak
belirlendi. Ayni1 zamanda graniiler sitoplazmik LHR immiinreaktivitesi antral ve
preovulatuar folikiillerin olgun granuloza hiicrelerinde de belirlendi. Yiiksek yaglh diyet
ile besledigimiz gruptaki deneklerin ovaryumlarinin korpus luteumlarinda ve granuloza
hiicrelerinde LH reseptorlerinin kaybina rastlandi. Standart ve yiiksek yaglh diyet ile
beslenerek melatonin verilen siganlarin ovaryumlarindaki korpus luteum, granuloza,
teka ve intertisyel hiicrelerinde LHR tutulumu kontrol ve obez-kontrol gruplarina gore
oldukga fazla idi. Standart diyet ile beslenen gruba leptin verildiginde preantral ve antral
folikiillerin granuloza hiicrelerinde LHR immiin reaktivitesi kontrol grubuna kiyasla
belirgindi. Obez olan gruba leptin verildiginde; ovaryumlarin folikiiler teka hiicrelerinde
ve granuloza hiicrelerinde ise LHR aktivitesi kontrol-leptin grubuna gore azdu.
Melatonin ve leptin verdigimiz gruplara ait ovaryumlardaki granuloza ve teka
hiicrelerinde LHR boyanmasi sadece melatonin uygulanan gruplara gére daha azdi. Bu
durum da leptinin melatoninin anti-apoptotik 6zelliklerini  baskilayabilecegini

gostermektedir.

5.8. Melatonin ve Leptinin Obezite Uzerindeki Etki Mekanizmas::

Leptin, ilk kez Rockefeller Universitesi bilim adamlari tarafindan 1994 yilinda
tanimlanan, gida alimi ve viicut agirlhiginin kontroliinde etkili 6nemli bir hormondur
(Zhang ve ark., 1994). Bu gorevinin disinda leptin iireme ve néroendokrin sinyallerde
de onemli rol oynayan bir protein olarak bilinmektedir. Leptinin ovaryan fonksiyon
tizerindeki etkileri; hem uyarici (Ahima ve ark., 1997; Cle’'ment ve ark., 1998; Strobel
ve ark., 1998; Almog ve ark., 2001; Barkan ve ark., 2005) hem de inhibe edici (Zachow
ve Magoffin 1997; Agarwal ve ark., 1999; Barkan ve ark., 1999; Zachow ve ark., 1999;
Duggal ve ark., 2000, 2002) olarak tanimlanmistir. Bir¢ok obez kiside leptin drencini
diisiindiirecek sekilde yiiksek endojen leptin seviyeleri goriiliir. Endojen leptine direng
gelistiren bireylerin disardan verilecek leptin i¢in de direng olusturup olusturmayacagi

bilinmemektedir. Obez ve/veya diyabetik kisilerde leptin tedavisinin iyi sonuglar
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verecegi beklenmekle birlikte, etkili ve giivenilir bir tedavi yolunun belirlenmesi sarttir.
Gelecekte leptin ve leptin reseptorlerinin farmakolojik manipiilasyonlar1 ile kilo
kontrolii, diyabet ve lireme bozukluklarinin tedavisi miimkiin olabilir.

Melatoninin viicut agirligini, sismanligi ve hem enerji alimi hem de enerji
tiketimini etkiledigi bilinmektedir (Himms-Hagen, 1984; Bartness, 1995). Farelerde,
melatoninin viicut agirhigina etkisini incelemek igin yapilan ¢aligmalardan elde edilen
bulgular; obez farelere melatonin verildiginde geng¢ hayvanlarda kilo almada yavaslama
(Pan ve ark., 2006; Gonzalez ve ark., 2010; Tan ve ark., 2011) yaghlarda ise zayiflama
oldugunu ortaya koymustur (Rasmussen ve ark., 1999; Puchalski ve ark., 2003). Normal
diyetle gerceklestirilen calismalarda, igme suyuna melatonin (25 pg/mL) karistirilmas,
dokuz haftalik bir periyod i¢inde hayvanlarin yaklasik %25 daha az kilo almasiyla
sonug¢lanmistir (Rios-Lugo ve ark., 2010). Prunet-Marcassus ve ark. (2003), siitten
kesilmis ve asir1 kilolu olana kadar yagli diyet ile beslenen siganlara, ii¢ hafta boyunca
1siklar kapanmadan 1 saat 6nce melatonin (30 mg/kg) uygulamistir. Uygulama Kilo
alimmi azaltmig; bununla birlikte yag doku kiitlesinde belirgin bir azalma
saglamamstir.

Melatonin, {ireme tizerindeki asil etkisini beyin seviyesinde ve hipofiz bezinde
gergeklestirir. Melatonin hipotalamus iizerindeki etkisiyle tiremeye tesir eder (Glass ve
Lynch, 1981). Melatoninin iireme fiizerindeki etki mekanizmasini arastiran birgok
caligma bu hormonun ovaryum fizerindeki etkisine odaklanmak yerine hedef dokular
olarak hipotalamus ve hipofiz iizerine yogunlagmistir (Malpaux ve ark., 2001).
Melatoninin beyaz ayakli farelerin beyin (Glass ve Lynch, 1981;Vanecek ve ark., 1987)
ve hipofizleri (Williams ve ark., 1991) iizerinde etkili oldugu ve gonadotropin (Martin
ve Sattler, 1979) salgilanmasin1 ayarladig: ispatlanmis (Glass ve Lynch, 1981; Vanecek
ve ark., 1987) ve melatoninin birgok iireme siirecini diizenledigi bildirilmistir (Cagnacc
ve Volpe, 1996). Bu durum, melatoninin gonadlarin iizerinde direk etkili oldugunu
gosterir.

SCN (Suprakiyazmatik nukleus)’ nin insiilinle beslenen faredeki giinliik
plazma leptin konsantrasyon salinimini diger zamana dayali salinimlardan bagimsiz
olarak dogrudan kontrol ettigini gostermislerdir. Hipotalamik SCN’de 1s1 kaynakli doku
bozukluguyla biyolojik saatin devre disi birakilmasinin, dolasimdaki plazma leptin

konsantrasyonunun giinliik salimin1 tamamen elimine ettigini gdstermislerdir (Kalsbeek
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ve ark., 2001). SCN, epifiz bezinin sempatik uyarilarini kontrol eder (Giindiiz, 2002).
Bu yiizden, giinliik leptin saliminin kontrolii 6nemlidir ve melatonine benzer sekilde
kontrol edilir. Aralarindaki ters iliski her ne kadar tam olarak anlasilamamis olsa da
melatoninin leptin iiretimi iizerinde baskilayic1 bir etkisi olabilir (Canpolat ve ark.,
2001).

Cok sayida ¢aligma melatonin takviyesinin leptin seviyelerini digiirebilecegini
ve epifiz bezin leptin salinimini kontrol etmeye yardimci oldugunu gosterir. Epifiz bezli
siganlara melatonin verilmesi, melatonin uygulanmayan kontrol gruplarina oranla leptin
seviyelerinde diisiisle sonuglanmistir. Pinealektomi uygulanan siganlarda serum leptin
seviyeleri belirgin bir sekilde yilikselmistir ve bu Siganlara melatonin uygulamasi leptin
salgilanmasimin baskilanmasiyla sonu¢lanmistir (Canpolat ve ark., 2001). Bazi
caligmalarda ise pinealektomize ve kontrol siganlarin leptin seviyeleri arasinda bir fark
gozlemlenmemistir (Nishida ve ark., 2001). Goriiniise gore melatonin ve leptin arasinda
fonksiyonel agidan ters bir iligki vardir. Melatoninin hipotalamik seviyede gonadotropin
salimimi engelledigi bildirilmistir (Yilmaz ve ark., 2003). Tam tersine, leptinin
gonadotropin salgilanmasini arttirdigi ve ergenlesmeyi tetikledigi bilinir. Epifiz bez’in
yeterli melatonin salgilayamamasi vaktinden dnce ergenlesmeye neden olurken yetersiz
leptin salimi ise ergenlesmede gecikmeyle sonuglanabilir (Waldhauser ve ark., 1991).
Buna gore ergenlesme, melatonin seviyesinde azalma ve leptin seviyesinde artis ile
tetiklenir. Ayn1 zamanda yaslanmanin her iki hormon seviyesi lizerindeki etkisi arasinda
da ters iligki vardir (Matsumoto ve ark., 2000). Melatonin salgilanmasi yaslanmayla
diiserken, leptin salgilanmasi yaslanmayla artar. Sonug olarak epifizin ¢ikarilmasi ve
disaridan melatonin alimi leptin salgilanmasini etkiler. Melatonin ve leptin salgilanmasi
arasindaki etkilesimi belirleyebilmek i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda yagl diyet ile olusturulan obezitenin ovaryum {iizerinde bazi
olumsuz etkileri oldugu saptanmistir. Yagdan zengin diyetle beslenen siganlarin
obeziteden dolayr overlerinde olusabilecek histopatoloijk, stereolojik ve biyokimyasal
degisimlerin apoptotik hiicrelerin ve ayrica melatonin ve leptin'in obezitenin neden
oldugu bu olumsuz degisimler iizerine olan etkileri sunulmustur. Obezitenin gerek viicut
agirligi ve yag dokusu parametreleri, gerekse over yapist ve fonksiyonu iizerinde yol
actig1 olumsuz etkilerin giderilmesinde melatonin ve leptinin bir arada kullanilacag:

etkin bir tedavinin gelistirilmesi faydali olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Viicut agirligt bircok metabolik ve hormonal sinyali iceren kompleks
mekanizmalarla diizenlendiginden leptin ve melatoninin etki mekanizmasinin ve viicut
parametreleriyle etkilesiminin aydinlatilmasi obezite ve ona eslik eden infertilite
hastaliginin  tedavisinde uzun zamandir ihtiya¢ duyulan bilgilere ulagsmamizi
saglayacaktir.

Calismamiz kapsaminda inceledigimiz parametreleri degerlendirdigimizde;
yiiksek yagli diyet ile dokuz hafta boyunca beslenen sicanlarda kilo artigini takiben over
cevresinde yaglanma, over hacminde azalma, primordial folikiil sayisinda azalma,
atretik folikiil sayisinda artma ve apoptotik hiicrelerin yogunlugunun yanisira
follikiillerin antrumlarinda yag damlaciklarinin ve vakuollesmenin bulunmasi da dikkat
cekiciydi.

Obezitenin over Tlizerindeki bu negatif etkilerinin melatonin ve leptin
tedavisiyle onemli oOlgiide diizeldigi goriildii. Yine bu calismada melatoninin hem
yiiksek yagh diyette hem de standart diyet beslenen hayvanlarda kilo alimini 6nleyici
etkisi gozlenmis ve giicli anti-apoptotik etki gosterdigi dikkat g¢ekmistir. Fakat
melatonin, folikiil sayis1 iizerinde leptin kadar etkili olmamistir ve bu konuda daha ¢ok
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada ayrica leptinin viicut agirligini azaltarak
toplam folikiil sayisinda artig ve atretik folikiil sayisinda azalma sagladigi gosterilmistir.
Boylece, gelecekte leptinin farmakolojik manipiilasyonlar: ile kilo kontrolii ve lireme
bozukluklarinin tedavisi mimkiin olabilir. Leptinin antioksidan 06zelligi halen
tartisiliyor olmakla birlikte calismamizda serbest radikaller tizerinde koruyucu etkisi de
gosterilmistir.

Bu hormonlarin obezite tedavisindeki etkinligine iliskin yapilacak detayl
calismalar ile olumlu sonuglarin alinabilecegini, boylelikle insanlar {izerinde obezitenin
yol agtig1 reproduktif bozukluklarin s6z konusu hormonlar ile tedavi edilerek folikiil
hiicrelerindeki hasarin kismen diizeltilerek; obeziteden dolayr azalan primordial folikiil

sayisinin normal seviyelere ¢ikarilabilecegi diistintilmektedir.
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