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Yiiksek Fruktoz Icerikli Beslenmenin Overlerde Perilipin Ekspresyonu ve
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Perilipin Expression
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OZET

Amacg: PCOS ve yiiksek fruktoz icerikli diyet birlik-
teligini gosteren ¢alismalar kisitli sayidadir. Calis-
mamizda ratlarda yiiksek fruktoz icerikli beslenme-
nin overlerde perilipin ekspresyonu iizerine etkisi ve
Polikistik Over gelisimi ile ilgisini degerlendirildi.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda hi¢bir uygulama
yapilmayan Kontrol (K) grubu, Yiiksek Fruktoz (HF)
grubu ve DHEA (dehidroepiandrosteron) enjekte edi-
len Hormon (H) grubu over yapilari karsilastirild.
Gruplar arasindaki morfolojik farkliliklar: goste-
rebilmek i¢in hematoksilen-eozin boyamast yapild,
PLIN2 ve PLIN3 antikorlar: i¢in western blot yon-
temi uygulandi. Progesteron ve LH seviyeleri ELISA
teknigi ile ol¢iildii.

Bulgular: HF ve Hormon gruplarinda antral ve
preantral folikiil sayisinin artmis oldugu gozlendi.
PLIN2 ve PLIN3 ekspresyonlarinin Hormon ve HF
gruplarinda yiiksek oldugu goriildii. Progesteron ve
LH seviyelerinde anlamli bir farklilik saptanmadi.

Sonug: Yiiksek fruktozlu diyet ile beslenme PCOS
olusumuna neden olabilir ve bu mekanizmada PLIN2
ve PLIN3 proteinlerinin asiri ekspresyonu etkili ola-
bilir.

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

Polikistik over sendromu (PCOS) kronik
anovulasyon, hiperandrojenizm ve ultrasonogra-
fide polikistik ovaryumlar ile karakterizedir [1].
PCOS’ta menstriiel diizensizlikler, hirsutizm,
akne, alopesi, anovulatuar infertilite ve tekrar-
layan gebelik kayiplart gozlenmektedir. Ayni
zamanda insiilin direnci, obezite, lipid anor-
mallikleri, glukoz tolerans testinde bozulma ve
artmis Tip 2 diabetes mellitus riski ile baglanti-
dir. Ureme ¢agindaki kadimlarda goriilme sikli-
g1 ise %5-13,9 arasindadir [1-3]. Beslenmedeki
baslica fruktoz kaynaklarindan biri olan yiiksek
fruktozlu misir surubu (High Fructose Corn Sy-
rup-HFCS), %55-90 oraninda fruktoz igermek-
tedir. HFCS, 1970’1i yillarda, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’de tiim kalorili tatlandiricila-
rin %1 ini temsil ederken, bu oran 2000’11 yillar-
da %42’ye ylikselmistir. HFCS, gazli ve meyve
aromali igecekler, cikolata, seker ve recel gibi
birgok islenmis iiriinde yaygin bir sekilde kulla-
nilmaktadir [4]. ABD’de dogurganlik ¢agindaki
kadnlar giinliik enerji ihtiyaclarmin %23 iinden
fazlasini tatlandirilmis iceceklerden karsilamak-
tadirlar [5].

Glinliik diyet ile alinan fruktoz miktarinin
artmasi ile birlikte viicutta glikojen sentezi, li-
pogenez ve trigliserid (TG) sentezi de artmak-
tadir [6, 7]. Asir1 fruktoz alimu ile birlikte insulin
direnci olusmaktadir [8]. PCOS’taki insulin di-
renci sonucu olusan hiperinsulinemi obezitede-
kinden bagimsizdir. PCOS ve obezite kombinas-
yonu glukoz insulin dengesini bozarak ovaryan
stereogenezi tesvik etmektedir [9]. Bunun sonu-
cu olarak PCOS’ta insulin direnci kaynakli hipe-
rinsulinemiye ayni zamanda hiperandrojenizm
de eslik etmektedir. Bu olay PCOS’ta kiigiik ant-
ral folikiillerin graniiloza hiicre luteinizasyonla-
rina neden olmakta, hiicre ¢ogalmasi ve folikiil
biiytimesi durmaktadir. Hiperandrojenizm, erken
follikiiler atreziye ve bunun sonucunda oligo-/
anovulasyona neden olmaktadir [10-13]. Bazal
kosullarda serum androstenedion seviyesi antral
folikiil sayisin1 belirlemektedir. PCOS hastala-
rindaki yiiksek serum androjen seviyesi artan 2-5
mm capimdaki folikiiller ile pozitif korelasyon
gostermektedir [14, 15]. Hiicre ici sitoplazmik
yapilar olan Lipid Dropletler (LD), hiicre igeri-
sindeki lipidleri metabolik enerji, membran bile-
seni, protein modifikasyonu ve sinyal molekiilii
gibi birgok hiicre i¢i olayda kullanmak tizere, TG
olarak depolamaktadirlar [16, 17]. LD, 6zel pro-
teinler iceren fosfolipid yapida bir tabaka ile ¢ev-
rilidirler [18, 19]. Bu 6zel proteinlerden biri olan
perilipin (PLIN), LD dinamiginde 6nemli bir
role sahiptir [20]. LD’in ylizeyini 6rten PLIN,
sitozolik TG’in hormon sensitif lipaz (HSL)
tarafindan hidrolize edilmesini engeller. PLIN
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ve HSL, siklik adenozin monofosfat (cAMP)
bagimli protein kinaz A (PKA) ile fosforile edi-
lerek aktive olmaktadir. Bu basamak, HSL re-
giilasyonunda kilit 6neme sahiptir ve lipolizin
hiz kisitlayic1 basamagini olusturur [21]. PLIN
bu islevi ile yag damlaciklar1 ve hiicresel gevre
arasindaki regiilasyonu saglamaktadir. Daha 6n-
ceki caligsmalar ile PLIN’in lipid yikimini engel-
leyip, lipid birikimini tesvik ettigi gosterilmistir.
Farkli dokularda ekspresyon farkliliklar1 goste-
ren 5 farkl alt tipi bulunmaktadir [22]. Yapilan
calismalarda %30 fruktoz ile beslenen farelerde
PLIN2 ekspresyonunun up-regiile oldugu sap-
tanmustir [23]. PCOS olan kadinlarin derialt1 yag
dokusunda PLIN1, PLIN3 ve PLIN5’in kontrol
grubuna gore %90 daha az eksprese oldugu;
PLIN2 ve PLIN4’iin ise kontrol grubuna gore
3 kat daha fazla eksprese oldugu saptanmistir
[24]. Ozellikle PLIN2 ve PLIN3’{in, oositlerde
eksprese oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya
konmustur (21). Hayvan modelleri ile yapilan
calismalar, PLIN2 ve PLIN3’iin oosit matiiras-
yonunda ve erken embriyo gelisiminde 6nemli
rol oynadigin1 gostermistir [25-27]. Bu bilgiler
1s1¢inda, yliksek fruktoz icerikli beslenmenin,
PLIN2 ve PLIN3 expresyonlarinda meydana ge-
lecek degisiklikler tizerinden PCOS gelisimine
neden olabilecegini diisiinmekteyiz.

GEREC VE YONTEM

Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri ve Rejeneratif ve Restoratif
Tip Arastirmalart Merkezi (REMER) tarafin-
dan desteklenen ¢alisma, Istanbul Medipol Uni-
versitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(IMU-HADYEK, EK No: 38828770-604.01.01-
E.2562) tarafindan belirlenmis olan deney hay-
vanlar1 bakim, kullanim ve 6tenazi protokoliine
uygun olarak gerceklestirildi. Caliymamizda
Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hay-
vanlart Arastirma Merkezinden elde edilen 26
adet Balb/C disi fareler kullanildi. Denekler de-
ney siiresince 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
periyoduna uyularak, sicakligi 22 +2°C olarak
ayarlanmis bir ortamda bakildi. Hayvanlar 12
hafta boyunca standart fare yemi ile beslendi ve
icme suyu olarak ¢esme suyu verildi. Deneklere
uygulama her sabah 09.00-12.00 aras1 yapildi ve
agirliklar: haftalik olarak tartildi.

Deney Gruplari: HF (High Fructose) grubu
(n=10); 28 giinliik farelere standart diyet uygu-
land1 ve 12 hafta boyunca oral gavaj ile agirlig
dikkate alinarak %20 fruktoz iceren ¢esme suyu
verildi.

H (Hormon) grubu (n=8); 92 giinliik farelere
20 giin boyunca DHEA (dehidroepiandrosteron, 6
mg/100g/giin) susam yaginda ¢ozdiiriilerek (0.01
ml 95% etanol igerisinde ¢oziilerek ve 0.09 ml su-
sam yagi ile karistirilarak) subkutan enjekte edildi.
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K (Kontrol) grubu (n=8); 28 giinliik fare-
ler 12 hafta boyunca standart yem ile beslendi ve
hi¢bir uygulama yapilmadi.

Ovaryum Orneklerinin Alinmasi ve Ha-
zirlanmasi: HF ve K gruplarindaki deneklere
12 haftanin, H grubundaki deneklere 20 giiniin
sonunda intraperitoneal olarak ksilazin (10 mg/
kg) ve ketamin (100 mg/kg) anestezisi uygu-
landi. Doku diseksiyonu yapilmadan 6nce tim
hayvanlardan LH (Liiteinlestiricic Hormon) ve
Progesteron Hormon diizeylerinin belirlenebil-
mesi amaci ile kan drnekleri alind1 ve santrifiij
edilerek serumlar1 alinip -80°C’de muhafaza
edildi. Deneklerin agrili uyaranlara cevap ver-
medikleri anlasildiktan sonra, abdominal bolge-
leri acild1 ve her iki overleri de ¢ikarildi. Bir ta-
nesi 151k mikroskobik preparasyon igin %10’luk
ndtral tamponlu formalin (Sigma#SLBK3646V)
icerisine, digeri ise Western blot analizi i¢in kuru
buz iizerine alindi. Fikse olan dokular 24 saat
musluk suyunda yikandi ve rutin histolojik takip
protokolii uygulandi. Parafin bloklamanin ardin-
dan mikrotom (Thermo SCIENTIFIC, Microtom
HM 340E) ile Sum kalinliginda kesilen dokular
adheziv lamlara alind.

_Hematoksilen-Eozin Boyama ile Histolo-
jik Inceleme: Hematoksilen (#2311; Bio-Opti-
ca) — Eozin (#5114; Bio-Optica) boyamasi rutin
protokollere uygun sekilde yapildi [28]. Kesitler
Isik Mikroskobu (Nikon, ECLIPSE Ni) ile go-
riintiilenip fotograflar1 ¢ekildi ve gruplar morfo-
lojik olarak incelenip karsilastirildi.

Western Blot Analizi: Tartilan overler uy-
gun miktarda T-PER (Thermo Scientific# 78510)
ornek tampon ve protez inhibitdrii (PMSF, Roc-
he#10837091001) eklenerek homojenizatorde
(Next Advance, Bullet Blender) homojenize
edildi. Santrifij (10.000 RPM) sonras1 6rnek-
lerden siipernatantlar1 alindi ve Qbit ile total
protein miktar1 tespit edildi. Hazirlanan stok
proteinlerden alinan uygun miktardaki 6rnekler,
yiikleme soliisyonu (2x Laemmli Sample, Bio-
Rad# 161-0737) ile 1:1 oranda karistirildiktan
sonra 95°C’de 5 dakika kaynatildi. Calisilacak
olan proteinin kilo dalton agirlig1 dikkate alina-
rak, uygun yiizdelerde jellere, 30pg/ml oraninda
protein iceren numuneler yiiklendi. Numuneler
elektroforezde 80V 30mA’de 10 dakika ve ardin-
dan 120V 30mA’de jelin sonuna kadar yiirtitiildii.
Jeldeki proteinleri membrana aktarmak i¢in im-
munoblotting yapildi. Proteinlerin transferinden
sonra, %0.1 Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliis-
yonu (TBS-T, pH=7.4) ile yikand1 ve membran
1 saat oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan %5’lik
yagsiz siit tozu ile bloklandi. Daha sonra memb-
ran PLIN2 antikoru ile 1 saat karistiric tizerinde
oda 1s1sinda inkiibe edildi. Ardindan TBS-T ile 3
kez 10 dakika yikanarak, sekonder antikorla oda
sicakhiginda karistirict lizerinde 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez
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10 dakika yikanip chemiluminisans ile 5 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Membrandaki protein
bantlarin goriintiilenmesi Chemi DOC MP Ima-
ging Sistem (Bio-Rad) ile yapildi. Membranlar
PLIN3 ve B- actin antikorlar1 i¢in de +4°C’de 1
gece karistirict tizerinde inkiibe edildi. Geri ka-
lan agamalar PLIN2’deki gibi aynen uygulandi.

ELISA (Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay): ELISA icin -80°C’den ¢ikarilan
serumlarin buz {istiinde erimeleri beklendi.
Progesteron (#E-EL-M0944, Elabscience) ve
LH (#E-EL-MO0057, Elabscience) ELISA Kkitleri
lireticinin tavsiyesi dogrultusunda oda 1sisina ge-
tirildi. Konsantre yikama soliisyonu, konsantre
biyotinlenmis antikor ve konsantre HRP konju-
gati ile sulandirildi. Her kuyucuga hangi 6rnegin
ve standartin konacag belirlendi ve kayit edil-
di. ELISA testi i¢in standart, 6rnek ve QC so-
lisyonlarinin her birinden 100pl alinarak uygun
kuyucuklara koyuldu, 30 saniye karistirildi ve
tizeri parafilm ile kapatilarak 90 dakika 37°C’de
inkiibe edildi. Kuyucuklarm igerigi bosaltild1 ve
her kuyucuk {izerine biyotinlenmis enzim kon-
juge progesteron / LH sollisyonundan 100ul
eklendi, 30 saniye karistirildi ve 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Siire bitiminde kuyucuk-
larin igerigi bosaltildi ve tiim kuyucuklar 3 kez,
300-350ul yikama soliisyonu ile yikandi. Tiim
kuyucuklara 100ul HRP konjugati eklendi ve 30
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Kuyucuklarin ice-
rigi bosaltild1 ve tiim kuyucuklar 5 kez, 300-350
ul yikama soliisyonu ile yikandi. Tiim kuyucuk-
lara 90ul TMB substrat soliisyonundan eklendi
ve 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan
50ul durdurma soliisyonu eklenerek yavasca ka-
ristirildi. Kuyucuklar SpectraMax 13 Spektrofo-
tometrede 450 nm dalga boyunda okutuldu.

Istatistiksel Degerlendirme: Istatistiksel
analizler i¢in SPSS 18.0 (SPSS 18 for Windows;
SPSS Inc. Chicago, IL, USA) istatistik paket
programi kullanildi. Calisma gruplar tekyonli
varyans analizi (One- way ANOVA) ile deger-
lendirildi ve gruplar arasi farkliliklar Tukey’s
HSD testi ile karsilastirildi. p<0.05 degeri ista-
tistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

Deneklerin ilk ve son agirliklarma bakil-
diginda 12 hafta siireyle HF uygulanan farelerin
kontrol ve hormon grubuna gore daha fazla kilo
aldig1 ancak bunun istatistiksel olarak anlamli ol-
madig1 gozlendi (p>0,05).

Hematoksilen-Eozin Boyama ile Grup-
larin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi:
Fare Ostrus siklusunun ¢ok kisa olmasi sebebi
ile kesit goriintiilerinde, farkli gelisim asamala-
rina ait folikiiller bir arada gozlendi. Primordi-
yal, primer, preantral ve antral folikiiller ve kor-
pus luteumlar tespit edildi. Histolojik olarak,
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HF ve Hormon grubu farelerde, normal gruba
gore over dokusunda antral ve preantral folikiil
sayisinin ve teka kalinliginin artmis oldugu, bu-
nun yaninda HF ve Hormon gruplarinda folikii-
ler kist benzeri yapilar goriildi (Figiir 1).

Western Blot Analizi Bulgulari: HF ve
Hormon gruplar1 Kontrol grubu ile kiyaslandi-
ginda PLIN2 ve PLIN3’iin artmis oldugu go-
rildi (Figiir 2). Western Blot dlgtimler iki kez
tekrarlandigindan istatistiksel bir degerlendir-
me yapilamasa da HF ve Hormon gruplarina
ait degerler Kontrol grubuna gore daha yiiksek
olgtildii.

ELISA Bulgulari: ELISA yontemi ile
Progesteron ve LH i¢in standart konsantrasyon
egrileri olusturuldu (Figiir 3). Progesteron hor-
mon seviyesinin kontrol grubuna gore diger iki
grupta daha diisiik oldugu, LH seviyesinde ise
kontrol grubuna gore diger iki grupta da hafif
artmis oldugu belirlendi ancak istatistiksel ola-
rak anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 2).

Tablo 1: Gruplarda gozlenen ortalama kilo artis miktarlari.

GRUPLAR HF H K
Ortalama Kilo Artis 6,6 gr 4,3 gr 0,5gr
Tablo 2: ELISA sonuglari (p>0,05).
GRUPLAR HF H K
Ort. Progesteron (ng/ml) 19 1.9 2.7
ort. LH (ng/ml) 14.6 14.8 13.0

s un-m
b T

PLIN2

15 5
4
3
2
1
0

HF  Hormon Kontrol
Figlir 2: PLIN2 ve PLIN3 western bantlari.

HF Hormon  Kontrol

CILT: 47 YIL: 2016 SAYI: 4

TARTISMA

Son yillarda lipid damlaciklar1 ve onlari
saran perilipinler hakkinda literatiir bilgisi ge-
lisme gostermistir. Perilipin adipositlerde lipid
damlaciklarini kaplayan bir proteindir [18]. Li-
pid damlaciklart merkezde ndtral lipid igerir, et-
rafini ise tek tabaka fosfolipid sarar. Perilipinler
lipid damlaciklarin yiizey proteinleridir ve total
hiicre proteininin %0.25-0.5 ini olustururlar.
Perilipinler kabaca adipositlerin koruyucu ve
diizenleyici proteinleridir [22]. Bir nevi lipidi
lipaz enzimlerinin lipolizinden koruyan fiziksel
bir bariyer gorevi goriirler. Adipositlerdeki li-
poliz perilipinin fosforlanmasi ile regiile edilir.
Perilipin geni knockout edilmis ratlarda hormon
sensitif lipazlarin siirekli aktif oldugu, bu hay-
vanlarin diet ile indiiklenebilen ve genetik te-
melli obeziteye direngli olduklar1 gozlenmistir
[29]. Insanlarda da Perilipin geni varyasyonlari
obezite ve artmis lipid seviyeleri ile iligkilen-
dirilmistir. Kadinlarda en sik goriilen endokrin
bozuklardan biri olan PCOS un etiyolojisinde
de obezitenin ¢ok dnemli rolii olmasi perilipin
ile PCOS arasinda olas1 bir iligkiyi akla getir-
mektedir. Bundan once cesitli ¢alismalarda ka-
dinlarda perilipin geninin varyasyonlari ile obe-
zite, insiilin resistans1 ve glukoz intoleranst ile
iliskili metabolik anomaliler arasinda iliskiler
gosterilmistir [30].

ra -,r

om efrisi (ag/mi)

Optik Darvite

A = S AVMLES4T v~ 0PPRARITI

e
m icim standart k-sm Itln(.'hl}

s

Figiir 3: ELISA standart konsantrasyon egrileri.
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Baska bir ¢alismada PCOS’lu kadinlarda
lipaz aktivitesinin ve lipolizin olumsuz etkilen-
digi gosterilmistir [31].

Sonug olarak; HF ve Hormon gruplarina
ait over kesitlerinde PCOS ile uyumlu artmis
folikiil gelisimi ve atretik folikiil yapilarinin iz-
lenmesi, PLIN2 ve PLIN3 ekspresyonlarinin bu
iki grupta da kontrol grubuna gore yiiksek ol-
masl, progesteron ve LH seviyelerinin PCOS’lu
kadinlarda gozlenen hormonal degisiklikler ile
benzerlik gostermesi yiiksek fruktoz iceren di-
yetle beslenmenin PLIN2 ve PLIN3 ekspresyo-
nunu artirarak PCOS gelisiminde etkili olabile-
cegi hipotezimizi giiclendirmistir.
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