
ÖZET

Amaç: PCOS ve yüksek fruktoz içerikli diyet birlik-
teliğini gösteren çalışmalar kısıtlı sayıdadır. Çalış-
mamızda ratlarda yüksek fruktoz içerikli beslenme-
nin overlerde perilipin ekspresyonu üzerine etkisi ve 
Polikistik Over gelişimi ile ilgisini değerlendirildi.

Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda hiçbir uygulama 
yapılmayan Kontrol (K) grubu, Yüksek Fruktoz (HF) 
grubu ve DHEA (dehidroepiandrosteron) enjekte edi-
len Hormon (H) grubu over yapıları karşılaştırıldı. 
Gruplar arasındaki morfolojik farklılıkları göste-
rebilmek için hematoksilen-eozin boyaması yapıldı, 
PLIN2 ve PLIN3 antikorları için western blot yön-
temi uygulandı. Progesteron ve LH seviyeleri ELISA 
tekniği ile ölçüldü.

Bulgular: HF ve Hormon gruplarında antral ve 
preantral folikül sayısının artmış olduğu gözlendi. 
PLIN2 ve PLIN3 ekspresyonlarının Hormon ve HF 
gruplarında yüksek olduğu görüldü. Progesteron ve 
LH seviyelerinde anlamlı bir farklılık saptanmadı.

Sonuç: Yüksek fruktozlu diyet ile beslenme PCOS 
oluşumuna neden olabilir ve bu mekanizmada PLIN2 
ve PLIN3 proteinlerinin aşırı ekspresyonu etkili ola-
bilir.

Anahtar Kelimeler: fare; fruktoz; ovaryum; PCOS; 
perilipin

ABSTRACT

Objective: Studies showing diet consisting of PCOS 
combined with high fructose are in a limited level. 
In this study, it is aimed to investigate PLIN2 and 
PLIN3 expressions by showing diet consisting of 
combination of high fructose and PCOS.
 
Material and Method: A total of 26 Balb/C type fe-
male mice have been used and 3 groups are created: 
Control (no treatment), HF (tap water containing 
20% fructose is given by oral gavege) and Hormo-
ne (The injection of DHEA is injected s.c.). In order 
to show the morphological differences between the 
groups haematoxylin and eosin staining method has 
been used. For PLIN2 and PLIN3 antibodies western 
blot method has been used. ELISA technic has been 
used to compare progesterone and LH levels between 
the groups.

Results: It is seen that antral and preantral follicle 
numbers of HF and Hormone groups have increased. 
It is also seen that PLIN2 and PLIN3 expressions are 
high in HF and Hormone groups.

Conclusion: As a result diet with high fructose could 
contribute to PCOS development and in this mecha-
nism PLIN2 and PLIN3 proteins could also be effe-
ctive.

Keywords: mice; fructose; ovary; PCOS; perilipin
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GİRİŞ

 Polikistik over sendromu (PCOS) kronik 
anovulasyon, hiperandrojenizm ve ultrasonogra-
fide polikistik ovaryumlar ile karakterizedir [1]. 
PCOS’ta menstrüel düzensizlikler, hirşutizm, 
akne, alopesi, anovulatuar infertilite ve tekrar-
layan gebelik kayıpları gözlenmektedir. Aynı 
zamanda insülin direnci, obezite, lipid anor-
mallikleri, glukoz tolerans testinde bozulma ve 
artmış Tip 2 diabetes mellitus riski ile bağlantı-
dır. Üreme çağındaki kadınlarda görülme sıklı-
ğı ise %5-13,9 arasındadır [1-3]. Beslenmedeki 
başlıca fruktoz kaynaklarından biri olan yüksek 
fruktozlu mısır şurubu (High Fructose Corn Sy-
rup-HFCS), %55-90 oranında fruktoz içermek-
tedir. HFCS, 1970’li yıllarda, Amerika Birleşik 
Devletleri (ABD)’de tüm kalorili tatlandırıcıla-
rın %1’ini temsil ederken, bu oran 2000’li yıllar-
da %42’ye yükselmiştir. HFCS, gazlı ve meyve 
aromalı içecekler, çikolata, şeker ve reçel gibi 
birçok işlenmiş üründe yaygın bir şekilde kulla-
nılmaktadır [4]. ABD’de doğurganlık çağındaki 
kadınlar günlük enerji ihtiyaçlarının %23’ünden 
fazlasını tatlandırılmış içeceklerden karşılamak-
tadırlar [5].

 Günlük diyet ile alınan fruktoz miktarının 
artması ile birlikte vücutta glikojen sentezi, li-
pogenez ve trigliserid (TG) sentezi de artmak-
tadır [6, 7]. Aşırı fruktoz alımı ile birlikte insulin 
direnci oluşmaktadır [8]. PCOS’taki insulin di-
renci sonucu oluşan hiperinsulinemi obezitede-
kinden bağımsızdır. PCOS ve obezite kombinas-
yonu glukoz insulin dengesini bozarak ovaryan 
stereogenezi teşvik etmektedir [9]. Bunun sonu-
cu olarak PCOS’ta insulin direnci kaynaklı hipe-
rinsulinemiye aynı zamanda hiperandrojenizm 
de eşlik etmektedir. Bu olay PCOS’ta küçük ant-
ral foliküllerin granüloza hücre luteinizasyonla-
rına neden olmakta, hücre çoğalması ve folikül 
büyümesi durmaktadır. Hiperandrojenizm, erken 
folliküler atreziye ve bunun sonucunda oligo-/
anovulasyona neden olmaktadır [10-13]. Bazal 
koşullarda serum androstenedion seviyesi antral 
folikül sayısını belirlemektedir. PCOS hastala-
rındaki yüksek serum androjen seviyesi artan 2-5 
mm çapındaki foliküller ile pozitif korelasyon 
göstermektedir [14, 15]. Hücre içi sitoplazmik 
yapılar olan Lipid Dropletler (LD), hücre içeri-
sindeki lipidleri metabolik enerji, membran bile-
şeni, protein modifikasyonu ve sinyal molekülü 
gibi birçok hücre içi olayda kullanmak üzere, TG 
olarak depolamaktadırlar [16, 17]. LD, özel pro-
teinler içeren fosfolipid yapıda bir tabaka ile çev-
rilidirler [18, 19]. Bu özel proteinlerden biri olan 
perilipin (PLIN), LD dinamiğinde önemli bir 
role sahiptir [20]. LD’in yüzeyini örten PLIN, 
sitozolik TG’in hormon sensitif lipaz (HSL) 
tarafından hidrolize edilmesini engeller. PLIN 

ve HSL, siklik adenozin monofosfat (cAMP) 
bağımlı protein kinaz A (PKA) ile fosforile edi-
lerek aktive olmaktadır. Bu basamak, HSL re-
gülasyonunda kilit öneme sahiptir ve lipolizin 
hız kısıtlayıcı basamağını oluşturur [21]. PLIN 
bu işlevi ile yağ damlacıkları ve hücresel çevre 
arasındaki regülasyonu sağlamaktadır. Daha ön-
ceki çalışmalar ile PLIN’in lipid yıkımını engel-
leyip, lipid birikimini teşvik ettiği gösterilmiştir. 
Farklı dokularda ekspresyon farklılıkları göste-
ren 5 farklı alt tipi bulunmaktadır [22]. Yapılan 
çalışmalarda %30 fruktoz ile beslenen farelerde 
PLIN2 ekspresyonunun up-regüle olduğu sap-
tanmıştır [23]. PCOS olan kadınların derialtı yağ 
dokusunda PLIN1, PLIN3 ve PLIN5’in kontrol 
grubuna göre %90 daha az eksprese olduğu; 
PLIN2 ve PLIN4’ün ise kontrol grubuna göre 
3 kat daha fazla eksprese olduğu saptanmıştır 
[24]. Özellikle PLIN2 ve PLIN3’ün, oositlerde 
eksprese olduğu yapılan çalışmalar ile ortaya 
konmuştur (21). Hayvan modelleri ile yapılan 
çalışmalar, PLIN2 ve PLIN3’ün oosit matüras-
yonunda ve erken embriyo gelişiminde önemli 
rol oynadığını göstermiştir [25-27]. Bu bilgiler 
ışığında, yüksek fruktoz içerikli beslenmenin, 
PLIN2 ve PLIN3 expresyonlarında meydana ge-
lecek değişiklikler üzerinden PCOS gelişimine 
neden olabileceğini düşünmekteyiz.

GEREÇ VE YÖNTEM

 İstanbul Medipol Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma Projeleri ve Rejeneratif ve Restoratif 
Tıp Araştırmaları Merkezi (REMER) tarafın-
dan desteklenen çalışma, İstanbul Medipol Üni-
versitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 
(İMÜ-HADYEK, EK No: 38828770-604.01.01-
E.2562) tarafından belirlenmiş olan deney hay-
vanları bakım, kullanım ve ötenazi protokolüne 
uygun olarak gerçekleştirildi. Çalışmamızda 
Medipol Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hay-
vanları Araştırma Merkezinden elde edilen 26 
adet Balb/C dişi fareler kullanıldı. Denekler de-
ney süresince 12 saat aydınlık-12 saat karanlık 
periyoduna uyularak, sıcaklığı 22 ±2°C olarak 
ayarlanmış bir ortamda bakıldı. Hayvanlar 12 
hafta boyunca standart fare yemi ile beslendi ve 
içme suyu olarak çeşme suyu verildi. Deneklere 
uygulama her sabah 09.00-12.00 arası yapıldı ve 
ağırlıkları haftalık olarak tartıldı.
 Deney Grupları: HF (High Fructose) grubu 
(n=10); 28 günlük farelere standart diyet uygu-
landı ve 12 hafta boyunca oral gavaj ile ağırlığı 
dikkate alınarak %20 fruktoz içeren çeşme suyu 
verildi.
 H (Hormon) grubu (n=8); 92 günlük farelere 
20 gün boyunca DHEA (dehidroepiandrosteron, 6 
mg/100g/gün) susam yağında çözdürülerek (0.01 
ml 95% etanol içerisinde çözülerek ve 0.09 ml su-
sam yağı ile karıştırılarak) subkutan enjekte edildi. 
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 K (Kontrol) grubu (n=8); 28 günlük fare-
ler 12 hafta boyunca standart yem ile beslendi ve 
hiçbir uygulama yapılmadı.
 Ovaryum Örneklerinin Alınması ve Ha-
zırlanması: HF ve K gruplarındaki deneklere 
12 haftanın, H grubundaki deneklere 20 günün 
sonunda intraperitoneal olarak ksilazin (10 mg/
kg) ve ketamin (100 mg/kg) anestezisi uygu-
landı. Doku diseksiyonu yapılmadan önce tüm 
hayvanlardan LH (Lüteinleştirici Hormon) ve 
Progesteron Hormon düzeylerinin belirlenebil-
mesi amacı ile kan örnekleri alındı ve santrifüj 
edilerek serumları alınıp -80ºC’de muhafaza 
edildi. Deneklerin ağrılı uyaranlara cevap ver-
medikleri anlaşıldıktan sonra, abdominal bölge-
leri açıldı ve her iki overleri de çıkarıldı. Bir ta-
nesi ışık mikroskobik preparasyon için %10’luk 
nötral tamponlu formalin (Sigma#SLBK3646V) 
içerisine, diğeri ise Western blot analizi için kuru 
buz üzerine alındı. Fikse olan dokular 24 saat 
musluk suyunda yıkandı ve rutin histolojik takip 
protokolü uygulandı. Parafin bloklamanın ardın-
dan mikrotom (Thermo SCIENTIFIC, Mıcrotom 
HM 340E) ile 5µm kalınlığında kesilen dokular 
adheziv lamlara alındı.
 Hematoksilen-Eozin Boyama ile Histolo-
jik İnceleme: Hematoksilen (#2311; Bio-Opti-
ca) – Eozin (#5114; Bio-Optica) boyaması rutin 
protokollere uygun şekilde yapıldı [28]. Kesitler 
Işık Mikroskobu (Nikon, ECLİPSE Ni) ile gö-
rüntülenip fotoğrafları çekildi ve gruplar morfo-
lojik olarak incelenip karşılaştırıldı.
 Western Blot Analizi: Tartılan overler uy-
gun miktarda T-PER (Thermo Scientific# 78510) 
örnek tampon ve protez inhibitörü (PMSF, Roc-
he#10837091001) eklenerek homojenizatörde 
(Next Advance, Bullet Blender) homojenize 
edildi. Santrifüj (10.000 RPM) sonrası örnek-
lerden süpernatantları alındı ve Qbit ile total 
protein miktarı tespit edildi. Hazırlanan stok 
proteinlerden alınan uygun miktardaki örnekler, 
yükleme solüsyonu (2x Laemmli Sample, Bio-
Rad# 161-0737) ile 1:1 oranda karıştırıldıktan 
sonra 95ºC’de 5 dakika kaynatıldı. Çalışılacak 
olan proteinin kilo dalton ağırlığı dikkate alına-
rak, uygun yüzdelerde jellere, 30µg/ml oranında 
protein içeren numuneler yüklendi. Numuneler 
elektroforezde 80V 30mA’de 10 dakika ve ardın-
dan 120V 30mA’de jelin sonuna kadar yürütüldü. 
Jeldeki proteinleri membrana aktarmak için im-
munoblotting yapıldı. Proteinlerin transferinden 
sonra, %0.1 Tween-20 ilaveli Tris Buffer Solüs-
yonu (TBS-T, pH=7.4) ile yıkandı ve membran 
1 saat oda ısında TBS-T ile hazırlanan %5’lik 
yağsız süt tozu ile bloklandı. Daha sonra memb-
ran PLIN2 antikoru ile 1 saat karıştırıcı üzerinde 
oda ısısında inkübe edildi. Ardından TBS-T ile 3 
kez 10 dakika yıkanarak, sekonder antikorla oda 
sıcaklığında karıştırıcı üzerinde 1 saat inkübe 
edildi. İnkübasyon sonrasında TBS-T ile 3 kez 

10 dakika yıkanıp chemiluminisans ile 5 dakika 
karanlıkta inkübe edildi. Membrandaki protein 
bantların görüntülenmesi Chemi DOC MP İma-
ging Sistem (Bio-Rad) ile yapıldı. Membranlar 
PLIN3 ve β- actin antikorları için de +4°C’de 1 
gece karıştırıcı üzerinde inkübe edildi. Geri ka-
lan aşamalar PLIN2’deki gibi aynen uygulandı.
 ELISA (Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay): ELISA için -80˚C’den çıkarılan 
serumların buz üstünde erimeleri beklendi. 
Progesteron (#E-EL-M0944, Elabscience) ve 
LH (#E-EL-M0057, Elabscience) ELISA kitleri 
üreticinin tavsiyesi doğrultusunda oda ısısına ge-
tirildi. Konsantre yıkama solüsyonu, konsantre 
biyotinlenmiş antikor ve konsantre HRP konju-
gatı ile sulandırıldı. Her kuyucuğa hangi örneğin 
ve standartın konacağı belirlendi ve kayıt edil-
di. ELISA testi için standart, örnek ve QC so-
lüsyonlarının her birinden 100μl alınarak uygun 
kuyucuklara koyuldu, 30 saniye karıştırıldı ve 
üzeri parafilm ile kapatılarak 90 dakika 37˚C’de 
inkübe edildi. Kuyucukların içeriği boşaltıldı ve 
her kuyucuk üzerine biyotinlenmiş enzim kon-
juge progesteron / LH solüsyonundan 100μl 
eklendi, 30 saniye karıştırıldı ve 37˚C’de 1 saat 
inkübasyona bırakıldı. Süre bitiminde kuyucuk-
ların içeriği boşaltıldı ve tüm kuyucuklar 3 kez, 
300-350μl yıkama solüsyonu ile yıkandı. Tüm 
kuyucuklara 100μl HRP konjugatı eklendi ve 30 
dakika 37˚C’de inkübe edildi. Kuyucukların içe-
riği boşaltıldı ve tüm kuyucuklar 5 kez, 300-350 
μl yıkama solüsyonu ile yıkandı. Tüm kuyucuk-
lara 90μl TMB substrat solüsyonundan eklendi 
ve 15 dakika 37˚C’de inkübe edildi. Ardından 
50μl durdurma solüsyonu eklenerek yavaşça ka-
rıştırıldı. Kuyucuklar SpectraMax i3 Spektrofo-
tometrede 450 nm dalga boyunda okutuldu.
 İstatistiksel Değerlendirme: İstatistiksel 
analizler için SPSS 18.0 (SPSS 18 for Windows; 
SPSS Inc. Chicago, IL, USA) istatistik paket 
programı kullanıldı. Çalışma grupları tekyönlü 
varyans analizi (One- way ANOVA) ile değer-
lendirildi ve gruplar arası farklılıklar Tukey’s 
HSD testi ile karşılaştırıldı. p<0.05 değeri ista-
tistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

 Deneklerin ilk ve son ağırlıklarına bakıl-
dığında 12 hafta süreyle HF uygulanan farelerin 
kontrol ve hormon grubuna göre daha fazla kilo 
aldığı ancak bunun istatistiksel olarak anlamlı ol-
madığı gözlendi (p>0,05).
 Hematoksilen-Eozin Boyama ile Grup-
ların Morfolojik Olarak Değerlendirilmesi: 
Fare östrus siklusunun çok kısa olması sebebi 
ile kesit görüntülerinde, farklı gelişim aşamala-
rına ait foliküller bir arada gözlendi. Primordi-
yal, primer, preantral ve antral foliküller ve kor-
pus luteumlar tespit edildi. Histolojik olarak, 
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HF ve Hormon grubu farelerde, normal gruba 
göre over dokusunda antral ve preantral folikül 
sayısının ve teka kalınlığının artmış olduğu, bu-
nun yanında HF ve Hormon gruplarında folikü-
ler kist benzeri yapılar görüldü (Figür 1).
 Western Blot Analizi Bulguları: HF ve 
Hormon grupları Kontrol grubu ile kıyaslandı-
ğında PLIN2 ve PLIN3’ün artmış olduğu gö-
rüldü (Figür 2). Western Blot ölçümler iki kez 
tekrarlandığından istatistiksel bir değerlendir-
me yapılamasa da HF ve Hormon gruplarına 
ait değerler Kontrol grubuna göre daha yüksek 
ölçüldü.
 ELISA Bulguları: ELISA yöntemi ile 
Progesteron ve LH için standart konsantrasyon 
eğrileri oluşturuldu (Figür 3). Progesteron hor-
mon seviyesinin kontrol grubuna göre diğer iki 
grupta daha düşük olduğu, LH seviyesinde ise 
kontrol grubuna göre diğer iki grupta da hafif 
artmış olduğu belirlendi ancak istatistiksel ola-
rak anlamlı bir farklılık saptanmadı (Tablo 2).

GRUPLAR HF H K

Ortalama Kilo Artışı 6,6 gr 4,3 gr 0,5 gr

GRUPLAR HF H K

Ort. Progesteron (ng/ml) 1.9 1.9 2.7

Ort. LH (ng/ml) 14.6 14.8 13.0

TARTIŞMA

 Son yıllarda lipid damlacıkları ve onları 
saran perilipinler hakkında literatür bilgisi ge-
lişme göstermiştir. Perilipin adipositlerde lipid 
damlacıklarını kaplayan bir proteindir [18]. Li-
pid damlacıkları merkezde nötral lipid içerir, et-
rafını ise tek tabaka fosfolipid sarar. Perilipinler 
lipid damlacıkların yüzey proteinleridir ve total 
hücre proteininin %0.25-0.5’ ini oluştururlar. 
Perilipinler kabaca adipositlerin koruyucu ve 
düzenleyici proteinleridir [22]. Bir nevi lipidi 
lipaz enzimlerinin lipolizinden koruyan fiziksel 
bir bariyer görevi görürler. Adipositlerdeki li-
poliz perilipinin fosforlanması ile regüle edilir. 
Perilipin geni knockout edilmiş ratlarda hormon 
sensitif lipazların sürekli aktif olduğu, bu hay-
vanların diet ile indüklenebilen ve genetik te-
melli obeziteye dirençli oldukları gözlenmiştir 
[29]. İnsanlarda da Perilipin geni varyasyonları 
obezite ve artmış lipid seviyeleri ile ilişkilen-
dirilmiştir. Kadınlarda en sık görülen endokrin 
bozuklardan biri olan PCOS un etiyolojisinde 
de obezitenin çok önemli rolü olması perilipin 
ile PCOS arasında olası bir ilişkiyi akla getir-
mektedir. Bundan önce çeşitli çalışmalarda ka-
dınlarda perilipin geninin varyasyonları ile obe-
zite, insülin resistansı ve glukoz intoleransı ile 
ilişkili metabolik anomaliler arasında ilişkiler 
gösterilmiştir [30].

Tablo 1: Gruplarda gözlenen ortalama kilo artış miktarları.

Figür 1: Hematoksilen & Eosine, x10 büyütme over dokusu (bar=100µm). HF; %20 fruktoz verilen grup, H; Hormon grubu, K; Kontrol grubu.

Figür 2: PLIN2 ve PLIN3 western bantları. Figür 3: ELISA standart konsantrasyon eğrileri.

Tablo 2: ELISA sonuçları (p>0,05).
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 Başka bir çalışmada PCOS’lu kadınlarda 
lipaz aktivitesinin ve lipolizin olumsuz etkilen-
diği gösterilmiştir [31].

 Sonuç olarak; HF ve Hormon gruplarına 
ait over kesitlerinde PCOS ile uyumlu artmış 
folikül gelişimi ve atretik folikül yapılarının iz-
lenmesi, PLIN2 ve PLIN3 ekspresyonlarının bu 
iki grupta da kontrol grubuna göre yüksek ol-
ması, progesteron ve LH seviyelerinin PCOS’lu 
kadınlarda gözlenen hormonal değişiklikler ile 
benzerlik göstermesi yüksek fruktoz içeren di-
yetle beslenmenin PLIN2 ve PLIN3 ekspresyo-
nunu artırarak PCOS gelişiminde etkili olabile-
ceği hipotezimizi güçlendirmiştir.
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