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Abstract

Introduction  Our study aimed to evaluate the effect of fatty liver on ovarian reserve in female rats fed a high-fat diet.

Materials and  Control (n=7) and experimental groups (n=8) were created, and the weights of the animals were recorded regularly throughout the 60-day study. While

Methods the control group was fed ad libitum with standard rat chow and tap water, the experimental group was given a specially prepared high-fat feed to
create non-alcoholic fatty liver disease and fructose simultaneously via gavage. At the end of the experiment, blood samples were taken for biochemical
evaluations of AMH and FSH, and liver and ovary samples were taken for histopathological evaluations.

Results In the evaluation of the live weight averages recorded during the study, a statistically significant increase was observed in both control and experimental
groups (p<0.001). But is the increase the same in both groups? While normal morphologies of liver tissues were observed, steatotic areas were observed
in the tissues of the experimental group. When serum AMH and FSH rates were evaluated, no statistically significant difference was observed between
the groups.

Conclusion Infertility in females can occur due to many reasons. The decrease in ovarian reserves draws attention as a factor that directly affects fertility. Although we
did not cause non-alcoholic fatty liver disease with the diet we followed in our study, no statistically significant difference was observed between the groups
in AMH and FSH values, which are biochemical parameters that play an important role in the evaluation of ovarian reserves, and in histopathologically
the number of primordial follicles in ovarian tissues.
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Ozet

Amag Calismamuzda, yiiksek yagh diyetle beslenen disi siganlarda karaciger yaglanmasinin, over rezervi tizerine etkisini degerlendirmek amaglanmugtir.
Gereg ve Kontrol (n=7) ve deney (n=8) gruplar1 olusturulmus, 60 giin siiren ¢aligma siiresince hayvanlarin agirhklar: diizenli olarak kaydedilmistir. Kontrol
Yontemler grubu standart rat yemi, gesme suyu ile ad libitum beslenmeye tabi tutulurken deney grubunda non alkolik karaciger yaglanmasi olusturabilmek igin

6zel olarak hazirlanmis yiiksek yag oranina sahip yem ve es zamanl olarak gavaj yoluyla fruktoz verilmistir. Deney sonunda, AMH ve FSH’nin
biyokimyasal degerlendirmeleri i¢in kan 6rnekleri, histopatolojik degerlendirmeler igin ise karaciger ve ovaryum numuneleri alinmigtir.

Bulgular Caligma siiresince kayit altina aldigimiz canli agirlik ortalamalarinin degerlendirilmesinde kontrol ve deney gruplarinin her ikisinde de istatistiksel
olarak anlamli arti§ izlenmistir (p<0.001). Ancak artis her iki grupta da aym1 mi? Karaciger dokular1 normal morfolojileri izlenirken deney grubu
dokularinda steatotik alanlar izlenmistir. Serum AMH ve FSH oranlar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihik
izlenmemistir.

Sonug Disilerde infertilite birgok nedene bagl olarak meydana gelebilmektedir. Over rezervlerinin
azalmas: fertiliteyi dogrudan etkileyen bir faktér olarak dikkat gekmektedir. Calismamizda uyguladigimiz diyet ile non alkolik karaciger yaglanmasi
olusturmamiza ragmen over rezervlerinin degerlendirilmesinde 6nemli bir rol oynayan biyokimyasal parametrelerden AMH, FSH degerlerinde ve
histopatolojik agidan ovaryum dokularinda primordiyal follikiil sayilarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik izlenmemistir.

Anahtar

. Karaciger Yaglanmasi, Over Rezervi, Obezite, PKOS, Over
Kelimeler
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GIRiS
Alkol dist nedenlerden dolay: olusan yagl karaciger (Non-
alcoholic Fatty Liver Disease-NAFLD) son zamanlarda en
¢ok arastirilan klinik bulgulardan birisidir. NAFLD tanisinin
primer belirtisi olan steatoz, karaciger agirhigimin %5’ten
yaglanmasi (1).
Diyabetes mellitus (DM) ve obezite gibi hastaliklarin
tilkemizdeki prevalans artist NAFLD nin 6nemini daha da
2). NAFLD
prevalansi konusunda net veriler olmamakla birlikte gelismis
tilkelerde %20-30 civarinda oldugu belirtilmektedir (3).
NAFLD’nin ileri evrelerinde metabolik sendrom, karaciger

fazlasinin olarak tanimlanmaktadir

belirginlestirmektedir Diinya genelinde

fibrozisi, alkolik olmayan yagli karaciger iltihabi, siroz ve
hepatoseliiler karsinom (hepatocellular carcinoma-HCC)
riski artmaktadir. Yani NAFLD basta kardiyovaskiiler sistem
(KVS) olmak iizere birgok sistemi etkileyebilmektedir (4).
NAFLD yasam dongiisiinde intrauterin dénem kadar ¢ok

erken donemlerde bile baglayabilmektedir. NAFLD
kadinlarda  erkeklere gore %40-80 daha yaygin
goriilmektedir. NASH (Non-alkolik steatohepatit) ise

erkeklerde daha sik goriilmektedir (5). Bununla beraber
Ostrojen hormonunun kadinlarda NAFLD'yi onledigini
gosteren ¢aligmalar da vardir (6). Ancak bunun over
rezervini (OR) veya endometrial reseptiviteyi etkileyip
etkilemedigi bilinmemektedir. Over rezervi, menstrual
siklusun folikiiler fazinin ge¢ déneminde oositlerin sayisini,
kalitesini ve ireme potansiyelini yansitmaktadir (7). Azalmis
ya da distik over rezervi (DOR), tireme ¢agindaki diizenli
menstruasyona sahip bir kadinin kendi akran grubuna gore
primordiyal folikiil sayisinda ve oosit kalitesindeki azalma
olarak tamimlanmaktadir (8). Diusiik over rezervine, kan
basinci, viicut agirligi, kalp atim hizi, viicut kitle indeksi
(VKI), tiroid muayenesi, meme akintisi, akintinin 6zelligi,
androjen fazlalig1, vajinal veya servikal anormallikler, akinti,
sislik, pelvik veya abdominal gerginlik, adneksiel kitle,
adneksiel modiilarite, uterus sekli, boyutu, pozisyonu,
9).

Literatiirde net bir DOR tanis1 i¢in tam ve kesin bir fikir

mobilitesi vb. gibi durumlar sebep olmaktadir

birligi yoktur. Tremellen ve arkadaslar1 bu konuda tanisal bir
protokol olusturarak bu protokole gore over rezervi belirteci
olarak en uygun testin Anti-Mullerian hormone (AMH)
testinin oldugunu soylemektedirler. AMH<10 persantil
degeri olustugunda kontrol AMH ve menstruasyonun 3-5.
giinleri serum folikiil stimiile edici hormon (FSH) ile antral
folikiil sayisina (AFC) bakilabilecegini belirtmektedirler
(10).

NAFLD’nin obezite, insiilin direnci, dislipidemi gibi bircok
hastalikla iligkisi ortaya konmustur. Bizim ¢alisma amacimiz
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ise, yiiksek yagh diyetle beslemek suretiyle deneklerde non-
alkolik karaciger yaglanmasi modeli olusturarak yagh
karacigere sahip disi siganlarda serum AMH ve FSH
diizeylerini inceleyerek karaciger yaglanmasinin over rezervi
tizerine etkisini degerlendirmektir.

GEREC ve YONTEM
Calismamiz igin Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan (SUHADYEK) 07.10.2020 tarih ve
57 sayili karari ile onay almip tiim deneysel uygulamalar etik
kurallara uygun sekilde yiiriitilmistir. Caliymamizin deney
agamast 20.01.2021 tarihinde Sakarya Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde
(SUDETAM) 14.04.2021
sonlandirilmigtir. Calismamiz Sakarya Universitesi Bilimsel

baslatilmis  olup tarihinde
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii (BAP) tarafindan
30.12.2020 2020-7-24-112 ile

desteklenmistir. Deney materyali ve arastirma diizeni i¢in

tarih  ve sayilli karar
Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Uygulama
ve Aragtirma Merkezinden elde edilen 200-250 gr
agirhiginda, 16 adet disi Spraque Dawley rat kullanildi
Caligma siiresince deneklerin her biri 22 + 2 °C sicaklikta, 12
saat aydinlik (07:00-19:00), 12 saat karanlik (19:00-07:00)
stk siklusunda, seffaf kafeslerde birbirlerini gorebilecek
sekilde sessiz bir ortam saglanarak beslenmeye tabi
tutuldular. Kontrol ve deney gruplari rastgele segilen
hayvanlardan olusturuldu. Kontrol grubu (n=7), standart rat
yemi ve ¢esme suyu, deney grubu (n=8) ise 6zel olarak
hazirlanmis yiiksek yagli diyet [(D12492; %20 kcal protein,
%20 kcal karbonhidrat, %60 kcal yag), D12451 (%20 kcal
protein, %35 kcal karbonhidrat, %45 kcal yag) serili] ile
beslenmeye tabi tutulurken, es zamanli olarak deney
stiresince gavaj yolu ile fruktoz uygulandi. Deneklerin
agirhiklar;, ¢alisma boyunca haftalik olarak tartilarak
kaydedildi.

Hayvanlar sakrifiye edilmeden once, serumlardan FSH ve
AMH seviyeleri ¢alisilmak tizere EDTA’I1 kan tiiplerine
deneklerden kardiyak kan ornekleri alindi. Tim cerrahi
islemler ketamin (100 mg/kg, i.p.) ve xylazine (10 mg/kg, i.p.)
anestezisi altinda, steril kosullar saglanarak gerceklestirildi.
Histopatolojik degerlendirmeler yapmak {izere her iki
teknikler
kullanmak suretiyle karaciger ve ovaryum doku ornekleri
Notral %10luk  formaldehit
solisyonunda edilen numuneler, doku
islemlerinin sonunda parafin bloklara gomuldii.
Mikrotomda 5
hematoksilen-eozin boyama teknigi uygulanarak Nikon

gruptaki tim deneklerden, uygun cerrahi

alind1. tamponlanmis

tespit takip

pm  kalinliginda alman kesitlere
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Eclipse 80i marka mikroskop altinda degerlendirilerek

fotograflandu.

Istatistiksel Analiz

Calisma boyunca her iki grupta agirlik 6l¢timleri istatistiksel
olarak anlamli artis gostermistir (p<0.001). Deney

grubundaki arti kontrol grubuna kiyasla daha fazla B
olmustur (p<0.001). Istatistiksel analizler SPSS (Statistical §

Package for the Social Sciences) 24,0 paket programi (SPSS
Inc. ve Lead Tech. Inc. Chicago. ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Iki grubun siirekli degiskenleri normal
dagilimi  Kolmogorov/Smirnov testiyle degerlendirildi.
Normal verilerin dagiliminin kargilastirilmasinda Student t
testi kullanildi. Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda
Ki Kare Fisher Exact test kullanildi. Gruplarda tekrarlayan
Olgtimlerin kullanimi Repeated Measures Anova Test ile
degerlendirildi.  P<0,05  olanlar  anlamli  olarak
degerlendirildi.
BULGULAR

Calismanin  baglangicinda  hayvanlar rastgele segilerek

gruplar olusturulurken yapilan tartimlarda kontrol grubu §

ratlarin canli agirlik ortalamalar1 207.5 gr (max. 213 gr, min.
200 gr), deney grubu ratlarin canl agirlik ortalamalar ise
208.06 gr (max. 220 gr, min. 200 gr) olarak 6lgiilmiistiir.
Non-alkolik yagli karaciger olusturmak amacr ile yiiksek
yagl diyet ile beslenen deney grubu hayvanlarin son hafta
canli agirlik ortalamalari 314.6 gr (max. 360 gr, min. 280 gr)
olarak kaydedilmistir ve kontrol grubu ratlarinin canli agirhik
ortalamalar1 ise 290.7 gr (max. 300 gr, min. 280 gr) olarak
kaydedilmistir. Calisma sonlandirildiginda, kontrol ve deney
gruplarinin her ikisinde de canli agirhk ortalamalarinda
istatistiksel olarak anlamli artis gorilmistir (p<0.001).
edildiginde,
grubundaki hayvanlardaki canli agirhik artisi kontrol

Gruplar birbirleri ile mukayese deney

grubuna kiyasla daha fazla olmus ve aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.001) (Tablo 1).
Sakrifiye dokulari

histopatolojik olarak degerlendirildiginde, kontrol grubu

edilen  hayvanlarin  karaciger

deneklerin karaciger goriinimleri normal morfoloji ile

gozlendi. Karaciger lobtllerinde merkezi yerlesimli vena
centralis belirgindi, sinuzoidlerin komsulugunda Remark

kordonlar1 radiyer dagilim gosteriyordu ve lobiillerin

periferindeki portal alanlarda triad yapilar1 ayirt ediliyordu
(Resim 1).
Gruplarda
degerlendirmek tizere kan 6rneklerinde ¢aligilan AMH ve

over  rezervini  biyokimyasal  olarak

FSH seviyeleri karsilagtirldiginda, istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik izlenmedi (P=0,05) (Tablo 1).

Resim 1: (H&E X200): Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda steatoz
izlenmemektedir.

Deney grubu ratlarin karaciger dokularinda, non-alkolik

karaciger ~ yaglanmast  modelinin  olusturuldugunu
destekleyen; lobiillerdeki hepatosteatik alanlar dikkat
¢ekmekteydi (Resim 2).

‘e o Wiy
Resim 2: (H&E X200): Deney grubu karaciger dokusunda, hepatositlerdeki
graniiler kopiiksii sitoplazma ile karakterize mikrovezikiiler steatoz (mavi ok) ve
sitoplazmik biiyiik vakuol ile karakterize makrovazikiiler steatoz (siyah ok) alanlar1

goriilmektedir.

dokularinin
degerlendirmelerinde de gruplar arasinda belirgin bir

Deneklerin ~ ovaryum histopatolojik
farklilik gorilmedi. Ovaryum dokularinin mikroskobik

gortintiilerinde  merkezi yerlesimli medullar yapida
yogunlukla stromal ve vaskiler unsurlar izleniyordu,
medullar dokuyu cevreleyen ovaryal kortekste ise her iki
grupta da gelisimlerinin farkli evrelerindeki folikiiller ve

S i

korpus luteum goriintiileri izlendi (Resim 3, Resim 4).

L& A Vo > 3 L
Resim 3 (H&E X100): Kesitlerde kontrol grubu over dokusundaki folikiil kistleri
(siyah ok isareti) ve korpus luteum (mavi ok isareti) goriilmektedir.

11
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Tablo 1: Deney ve kontrol gruplar: viicut agirhiklar: (gr.), serum AMH (ng/ml), FSH (mlU/ml) degerleri, PKOS ve Steatoz

sonuglari (mean+SD)

AMH (mean+SD) 1.254+0.70 1.97+1.25 0.211
FSH (mean+SD) 9.13£1.50 9.01£1.93 0.898
PKOS Var (%) 6 (75) 5(71.4) 0.876

Yok (%) 2 (25) 2(28.6)
Karaciger Steatoz grade 2 (%) 4 (50) 0(0) 0.001

grade 3(%) 4 (50) 0(0)

Yok (%) 0(0) 7 (100)
Olqﬁm 1 (mean+SD) 208.63 + 6.94 207.86 + 4.84 0.811
Olgﬁm 2 (mean*SD) 218.0+7.15 213.14 £ 5.08 0.159
Ol(;l"lm 3 (mean*SD) 228.75+7.32 216.57 +4.99 0.003
Olgﬁm 4 (mean+SD) 239.63 +7.02 221.86 + 4.84 <0.001
Olqﬁm 5 (mean+SD) 250.88 + 9.89 23229 +2.81 <0.001
Olqﬁm 6 (mean+SD) 263.88 +9.97 240.0 £ 3.41 <0.001
Olqﬁm 7 (mean+SD) 275.75 £ 10.93 250.43 + 3.95 <0.001
Olqﬁm 8 (mean+SD) 287.0+£11.18 256.61 +4.71 <0.001
Ol(;l"lm 9 (mean*SD) 300.38 + 13.29 263.86 + 6.81 <0.001
Olqﬁm 10 (mean+SD) 315.0+13.24 271.29 £ 6.10 <0.001
Olqﬁm 11 (mean+SD) 328.88+11.76 279.57 £+ 7.41 <0.001
Olqﬁm 12 (mean+SD) 335.63 + 16.19 290.71 £ 7.20 <0.001

SD: Standart Deviaayon

Resim 4 (H&E X400): Kesitlerde deney grubu over dokusundaki Gh: granuloza
hiicreleri, KL: korpus luteum, Te: teka interna, Te: teka eksterna, ok: primordiyal
folikiil

TARTISMA
NAFLD ¢alismalar: icin birka¢ deneysel model vardir.

Calismamizda alkol dis1 yagh karaciger modeli olusturmak
tizere deneklere Lee indeksine gore obezite modeli
uyguladik(11). Caliyma boyunca deney grubundaki
hayvanlarin agirhik artiglar1 ve karaciger dokularinin
histopatolojik  bulgular1 NAFLD modelini bagariyla
gerceklestirdigimizi gostermektedir. Deneklerdeki kilo
artislar1 tek bagina modelin olusturulduguna dair bir bulgu
degildir ancak sakrifiye edilen deney grubu hayvanlarin
karacigerlerinde, hepatositlerdeki steatoz, mikrovezikiiler
ve makrovezikiiler yaglanma, modelin basariyla
olusturuldugunu gostermektedir.

Yapilan bazi caligmalar obezitenin IVF (In vitro

fertilizasyon) ve over rezervi tzerine birtakim etkileri
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oldugunu gostermektedir (12).

bozulmalarin tireme islev bozukluguna sebep oldugu agikea

Enerji dengesindeki
anlagilmaktadir. Enerji dengesizligine bagli obezitenin,
normal VKI' ye sahip kadinlarla kiyaslandiginda daha
disiik implantasyon ve gebelik, artan menstrual siklus
diizensizlikleri, azalmis ovulasyon, artan abortus ve disiik
canli dogum agirhiklari gibi parametreleri etkileyerek
yardimc:r  treme  tekniklerini  olumsuz  etkiledigi
gosterilmektedir (13).

Yagli gidalarin fazla tiketilmesi sonucu ortaya g¢ikan
obezite, polikistik over sendromunun baslica nedenlerinden
biridir (14). PKOS, reprodiiktif donemdeki kadinlarda sik¢a
gortilen ve infertilite tedavi siirecinde baslica karsilagilan
endokrin bozukluklardan birisidir. Tipik olarak instlin
direnci ve obezite ile karakterizedir (15). PKOS kadinlarin
yaklagik %5'ini etkiler ve vakalarin yaklagik yarisi obezdir.
Fakat obezitenin PKOS i¢in predispozan bir faktor mii ya da
PKOSun getirdigi bir
tartigtlmaktadir.  Birgok

sonu¢ mu oldugu heniz

olguda menstriiel siklusta
bozulmalar baslamadan énce VKI’de belirgin bir artis
oldugu gorilmektedir. Menstrual disfonksiyon, infertilite,
hirsutizm ve kronik anovulasyon PKOS i¢in belirli tani
kriterlerindendir ve obezite bir tami kriteri olmasa da
hastalarin %80 inde PKOS prevalansini artiran bir
komorbiditedir (16). PKOS'ta genellikle karin duvarinda ve
viseral mezenterik bolgelerde yag dokusu birikimi olarak
kendini gosteren android tipi obezitenin PKOS belirtilerini
daha da kotilestirdigi bilinmektedir (17). Yag dokusu
tarafindan salgilanan leptin, insiilin gibi androjenlerin
iiretimini artirarak over fonksiyonunu etkiler. Obezite ve
PKOS arasindaki iligki, glukoz hemostazi tizerinde zararl
bir sinerjistik etkiye sahiptir ve hem hiperandrojenizmi hem
de siddetlendirebilmektedir (18).

Oligo/anoviilasyon fertilitenin birincil nedeni gibi goriinse

anoviilasyonu

de implantasyon oranlarinin azalmasi, azalmis oosit kalitesi
ve obezite ile de iligkilendirilmektedir.

Obezite ayn1 zamanda AMH degerinin beklenenden diisiik
Olctilmesine de neden olabilmektedir (19). Over rezervinin
kritik AMH
gerceklestirebilmek tizere sakrifikasyon oncesinde alinan
AMH

en belirteci ~ olan Slgtimlerini

kardiyak kan Orneklerinde deney grubunda

\__/
seviyelerinin istatistiksel anlamli olmamakla birlilge/daha
disiik oldugu dikkati cekmektedir.

Biz ¢aliymamizda non alkolik karaciger yaglanmasi
modeliyle karaciger yaglanmasi olusturulan disi ratlarda
karaciger  yaglanmasinin  over rezervine  etkisini
degerlendirmek istedik. Olusturdugumuz kontrol ve deney
gruplarinin her ikisinde de agirlik 6l¢timlerinin istatistiksel
anlamli olarak arttigini (p<0.001), deney grubundaki artigin
verdigimiz yiiksek yagh diyet sebebiyle kontrol grubuna
kiyasla daha fazla oldugunu (p<0.001) gordiik. Karaciger
yaglanmas: elde ettigimiz deney grubu ratlarindaki AMH,
FSH seviyeleri ile karaciger yaglanmasi gelismeyen kontrol
grubu ratlarindaki AMH, FSH seviyeleri kiyaslandiginda
deney grubu ratlarinda AMH seviyeleri daha digiik

bulundu fakat istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu.

SONUC
Calismamizda karaciger yaglanmasinin over rezervi tizerine
anlamli  bir  etkisinin = olduguna  dair  veriler

gozlemlenmemistir. Non alkolik karaciger yaglanmasinin
dogrudan over rezervi tizerine etkileri ile ilgili ¢aligmalar
heniiz tatmin edici seviyede degildir ve konu ile ilgili daha

kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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