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BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin kendi ¢alisgmam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safthalarda etik disi davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
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bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin galisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadigi beyan ederim.
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TABLOLAR LiSTESI

:Cesitli otoritelere gore PKOS’'un tani kriterleri.

:Androjen uyarili PKOS fare modelleri ve 6zellikleri.
:Deneyin ilk ve son gini (1. ve 21. giinii) deney hayvanlarinin
agirlikliklarini istatistiksel olarak gosteren tablo.

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, 21. giindeki serum E; ve P, hormon
seviyelerini istatistiksel olarak gosteren tablo.

:Toplam folikiil sayim1 icin One -Way ANOVA coklu karsilastirma testi
sonuclari.

:Primordial folikiil sayim1 i¢cin One -Way ANOVA c¢oklu karsilastirma
testi sonuglari.

:Primer folikiil sayim1 icin One -Way ANOVA coklu karsilastirma testi
sonuclari.

:Sekonder folikiil sayimi icin One -Way ANOVA c¢oklu karsilastirma testi
sonuclari.

:Graaf folikiil sayimi icin One -Way ANOVA c¢oklu karsilastirma testi
sonuclari.

:Atretik folikiil sayimi icin One -Way ANOVA c¢oklu karsilastirma testi
sonuclari.

:Kistik folikiil sayimi icin One -Way ANOVA coklu karsilastirma testi
sonuclari.

:KL sayimi i¢in One -Way ANOVA ¢oklu karsilastirma testi sonuclari.

:Deney  gruplarindaki  hayvanlarin, ovaryumlarindaki =~ PCNA
immiinreaksiyon seviyelerinin One-way ANOVA testi coklu
karsilastirma sonuglarini gésteren tablo

:Deney  gruplarindaki  hayvanlarin, ovaryumlarindaki  Cas-3
immiinreaksiyon seviyelerinin One-way ANOVA testi coklu
karsilastirma sonuglarini gésteren tablo

:Deney  gruplarindaki  hayvanlarin, ovaryumlarindaki mTOR
immiinreaksiyon seviyelerinin One-way ANOVA testi coklu
karsilastirma sonuglarini gésteren tablo

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarindaki P-mTOR (Ser
2448) immiinreaksiyon seviyelerinin One-way ANOVA testi ¢oklu
karsilastirma sonuglarini gésteren tablo

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarindaki P-mTOR (Ser
2481) immiinreaksiyon seviyelerinin One-way ANOVA testi ¢oklu
karsilastirma sonuglarini gésteren tablo
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SEKILLER LISTESI

Sekil 2-1 :PGH’leri, gelisimin 4. haftasindan 6. haftasina kadar yolk kesesinin kaudal
endodermal tabakasinda bulunur.

Sekil 2-2 :Disi ve erkekte germ hiicrelerinin mayotik nuklear olgunlagmasi.

Sekil 2-3 :Gelisimin degisik evrelerindeki ovaryum kesitleri. A. 4. Ay. Oogonialar,
overin kortikal kisminda kiimeler halinde gruplagmistir. Bazilar1 heniiz mitoz
asamasindayken, bazilar1 da primer oosit haline gelmis ve 1. mayotik
boliinmenin profaz evresine girmistir. B. 7. Ay. Oogonialarin hemen tiimii 1.
Mayotik bolinmenin profaz evresindeki primer oositlere doniismiis
durumdadir. C. Dogumda. Oogonialar yoktur. Primer oositlerin her biri, tek
tabaka folikiil hiicreleri tarafindan gevrelenerek primordial folikiilii olusturmus
durumdadir. Oositler, ovulasyonun hemen Oncesine kadar iginde kalacaklari
diploten evresindedirler.

Sekil 2-4 :Genital sirtlarin ve paramezonefrik kanallarin olusumu. (A), (D) 5. ve 6.
haftalarda, arka karin duvarinda genital sirtlar olusur. (B) Her paramezonefrik
kanal, mezonefrik kanala kaudal olarak paralel (ok) uzanan s6lomik epitel
hiicrelerinin ¢ogalmas1 ve invajinasyonu ile gelisir. (C) Mezonefrik ve
paramezonefrik kanallarin birbirleri ile ve gelismekte olan gonadlar ve
bobrekler ile olan iliskisi. (D) PGH’leri, periton boslugunu kaplayan sélomik
epitel hiicrelerini, ¢ogalmast ve somatik destek hiicrelerini olusturmasi i¢in
uyartr.

Sekil 2-5 :Doku seviyesinde insan disi gonad gelisimi. SRY yoklugunda, somatik destek
hiicreleri folikiil hiicrelerine farklilagir. Bu hiicreler, oositleri kusatarak
ovaryumun dis kortikal bolgesinde lokalize olma egilimini gosteren primordial
follikiilleri olusturur. Mezoneftrik kanallar ve mezonefrik tiibiiller, epodphoron,
parodphoron ve Gartner kistleri gibi kalintilar disinda kaybolur. Paramezonefrik
kanallar, oviduktlar, uterus ve vajinayi olusturmak iizere gelismeye devam eder.

Sekil 2-6 :A. Gelisimin 7. haftasinda, primitif cinsiyet kordonlarinin dejenerasyonunu ve
kortikal kordonlarin olusumunu gosteren overin transvers kesiti. B. Gelisimin 5.
ayinda over ve genital kanallar. Medullar kordonlardaki dejenerasyona dikkat
ediniz. Mezonefrik bosaltim tiibiilleri rete ile iliskili degildir. Overin kortikal
bolgesi, folikiil hiicreleri ile gevrelenmis oogonya gruplarini barindirmaktadir.

Sekil 2-7 :Transkripsiyon faktorlerine, biliylime faktorlerine ve disi gonadlarin
olusturulmasindan sorumlu ¢esitli hiicre tiplerinin kdkenine genel bakis.

Sekil 2-8 :Disi tireme organlarinin anatomik yapisi.

Sekil 2-9 :Ovaryumda yumurtanin olgunlagmasi ve ovulasyon.

Sekil 2-10  :Primordiyal folikiil. Sematik olarak 1. mayotik bdliinmenin profazinda
duraklamaya girmis olan oosit goriilmektedir.

Sekil 2-11  :Erken primer folikiil. Gelisimin erken evresindeki bir primer folikiiliin sematik
¢izimi.

Sekil 2-12  :Geg primer folikiiliin sematik ¢izimi.

Sekil 2-13  :Sekonder folikiiliin sematik ¢izimi.

Sekil 2-14  :Graaf folikiiliin sematik ¢izimi.



Sekil 2-15
Sekil 2-16
Sekil 2-17
Sekil 2-18

Sekil 2-19

Sekil 2-20
Sekil 2-21
Sekil 2-22
Sekil 3-1

Sekil 3-2
Sekil 3-3
Sekil 3-4
Sekil 4-1

Sekil 4-2

Sekil 4-3

Sekil 4-4

:Menstrual siklusdaki ovaryan, endometrial ve hormonal degisiklikler.
:Ovaryan siklustaki mayotik olaylar ve zamanlama.
:Folikiiler gelisim.

:Ovaryumdaki 6strojen, progesteron ve androjen iiretiminin, LH ve FSH ile, iki
hiicreye ve iki gonadotropin sistemine dayali olarak diizenlenmesi. LH hem
teka hem de GH’leri tlizerine etki eder; FSH sadece GH’leri iizerine etki eder.
FSH ve LH, G-proteinine bagli reseptorler araciliiyla adenilat siklazi uyarir.
Adenosin trifosfattan (ATP) iiretilen siklik adenozin monofosfat (cAMP),
steroidojenik enzimleri uyaran protein kinaz A'y1 aktive eder. Gs, G proteini;
GDP, guanozin difosfat; GTP, guanozin trifosfat 53.

:Ovaryumda steroid hormonlarin biyosentez yollari. A4 yolagi, pregnenolonu
progesterona doniistiiriir ve korpus luteumdaki esas yolaktir. A5 yolagi,
pregnenolonu androjenlere ve daha sonra Ostrojenlere doniistliriir ve teka
hiicrelerinde tercih edilen yolaktir. Ayrica, sadece adrenal bezde goriilen
CYP21 ve CYPI11la'nin bir sonucu olarak, 170H-progesteronun, aldosterona ve
kortizole doniistiiriilmesi de gosterilmistir. Geri doniisii olmayan reaksiyonlar
tek bir okla; geri doniisiimlii reaksiyonlar ¢ift oklarla gosterilmektedir 53.

:PKOS’un farkli fenotipleri.
:mTOR sinyal yolag:.
:miRNA biyosentezi.

:Ostrus periyodlarini tanimlama araci. Bu arag, dstrus dongiisiiniin 4 periyodu
boyunca, degisiklik gosteren hiicre tiirlerinin ve oranlarmin sematik bir
temsilidir. Daire isaretindeki ¢izgiler, Ostrus fazinin degistigi alanlar1 isaret
etmektedir. Her bir kadranin (2 c¢izgi arasi) boyutu, kabaca o periyodun
uzunlugunu temsil eder. Dongiiniin tamami 4-5 gilin siirer. Bu grafigi
kullanmak icin, vajinal smear hiicreleri incelenir ve her hiicre tipinin goreceli
sayis1 belirlenir. Sonra, grafigin ilizerine hayali bir ok yerlestirilir. Yerlestirilen
bu ok, smearde goriilen hiicre tiirleri ve oranlari okun altinda goriiniinceye
kadar saat yoniinde hareket ettirilir. Okun hareketi sabitlenince, bulundugu
kadrandaki faz, ostrus fazini isaret eder.

:Balb/c farelerin Ostrus fazlarina gore dis genital organlarinin gériniimii.
:ELISA testinde E, baglanmasini gosteren standart egri grafigi.
:ELISA testinde P baglanmasini gosteren standart egri grafigi.

:Kontrol grubuna ait vajinal smear preperatlart. Kontrol grubundaki deney
hayvanlari, normal dstrus sikluslar1 sergilemis ve 9 giinliik inceleme siiresince 2
tam siklusu tamamlamiglardir.

:PKOS-Sham (SY) grubuna ait vajinal smear preperatlart. 20 giin siire ile SY
enjeksiyonu yapilan deney hayvanlari, normal Ostrus sikluslari sergilemis ve 9
glinliik inceleme siiresince 2 tam siklusu tamamlamiglardir. (Biiylitme x40).

:Inhibisyon-Sham (DMSO) grubuna ait vajinal smear preperatlar1. 20 giin siire
ile DMSO enjeksiyonu yapilan deney hayvanlari, bir miktar uzamayla birlikte
normal Ostrus sikluslar1 sergilemis ve 9 giinliik inceleme siiresince 1 tam, bir de
yarim siklusu tamamlamislardir. (Biiytitme x40).

:PKOS grubuna ait vajinal smear preperatlari. 20 giin siire ile DHEA
enjeksiyonu yapilan deney hayvanlari, uzamis Ostrus sikluslari sergilemis ve 9
glinliik inceleme siiresince 1 tam  siklusu bile tamamlayamamislardir.

X



Sekil 4-5

Sekil 4-6

Sekil 4-7

Sekil 4-8

Sekil 4-9

Sekil 4-10

Sekil 4-11

Sekil 4-12

Sekil 4-13

Sekil 4-14

Sekil 4-15

Sekil 4-16

Sekil 4-17

Sekil 4-18

Sekil 4-19

(Biiyiitme x40).

:PKOS+Inhibisyon grubuna ait vajinal smear preperatlari. 20 giin siire ile
DHEA ve KU-0063794 enjeksiyonu yapilan deney hayvanlari, uzamis 6strus
sikluslar1 sergilemis ve 9 giinlik inceleme siiresince 1 tam siklusu bile
tamamlayamamislardir. (Biiytlitme x40).

:Inhibisyon grubuna ait vajinal smear preperatlari. 20 giin siire ile KU-0063794
enjeksiyonu yapilan deney hayvanlari, diizensiz strus sikluslari sergilemis ve 9
gilinliik inceleme siiresince 2 siklus tamamlamis ancak hi¢ Ostrus fazina
girmemistir. (Biiylitme x40).

:Deneyin ilk ve son giinii (1. ve 21. gilinli) deney hayvanlariin agirlikliklarini
gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda: * p <0,05; ** p <0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, 21. giindeki serum E, ve P; hormon
seviyelerini gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p < 0,05; **p <
0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan toplam folikiil
sayilarin1 gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p <
0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan primordial folikiil
sayilarin1 gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p <
0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan primer folikil
sayilarin1 gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda: ~ * p<0,05; **p <
0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan sekonder folikiil
sayilarin1 gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p <
0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan Graaf folikiil
sayilarin1 gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p <
0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan atretik folikiil
sayilarin1 gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p <
0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan kistik folikiil
sayilarin1 gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p <
0,001).

:Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan KL sayilarim
gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p < 0,001).

:Gruplardaki deney hayvanlarinin genel over morfolojilerini gosteren resim. A.
Kontrol grubu; B. SY grubu; C. DMSO grubu; D. PKOS grubu; E.
PKOS+Inhibisyon grubu; F. Inhibisyon grubu. (H&E; x4).

:Kontrol grubuna ait ovaryumlardan kesitler. Siyah yildiz: Primordiyal folikiil;
PF: Primer folikiil; SF: Sekonder folikiil; GF: Graaf folikiil; Mavi yildiz:
Atretik folikiil; KL: Korpus luteum. (H&E; A,B,C,D,F x20; E x40)

:Kontrol grubuna ait ovaryum yapisini gosteren resim. KL: Korpus luteum; SF:
Sekonder folikiil; Mavi yildiz: Primer folikiil; Siyah yildiz: Atretik folikiil;
Siyah dikdortgen: Sekil 4-13’de biiyiitiillen alan. (Masson’un trikrom boyasi
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Sekil 4-21

Sekil 4-22

Sekil 4-23

Sekil 4-24

Sekil 4-25

Sekil 4-26

Sekil 4-27

Sekil 4-28

Sekil 4-29

Sekil 4-30

Sekil 4-31

Sekil 4-32

Sekil 4-33

Sekil 4-34

Sekil 4-35

x10).

:Sekil 4-12°de siyah c¢erceve igindeki alan1 gdsteren resim. Sar1 yildiz:
Primordiyal folikiil; PF: Primer folikiil; SF: Sekonder folikiil; Siyah yildiz:
Atretik folikiil; FH: Folikiil hiicreleri; GH: Graniiloza hiicreleri, Siyah ok: Zona
pellusida (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:Kontrol grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisini gosteren resim. GF: Graaf
folikiil; Siyah yildiz (*): Atretik folikiil. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:Kontrol grubuna ait bir KL un yapisini gdsteren resim. KL: Korpus luteum.
(Masson’un trikrom boyasi, x40).

:SY grubuna ait ovaryumlardan kesitler. PF: Primer folikiil; SF: Sekonder
folikiil; GF: Graaf folikiil; Mavi yildiz: Atretik folikiil; KL: Korpus luteum.
(H&E; A,C,E x10, B,D,F x20).

:SY grubuna ait ovaryum yapisini gosteren resim. PF: Primer folikiil; SF:
Sekonder folikiil; Siyah yildiz: Atretik folikiil; KL: Korpus luteum; Siyah
dikdortgen: Sekil 4-18’de biiyiitiilen alan. (Masson’un trikrom boyasi, x10).

:Sekil 4-17’de siyah gerceve i¢indeki alan1 gosteren resim. PF: Primer folikiil;
SF: Sekonder folikiil; ZP: Zona pellusida (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:SY grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisini1 gdsteren resim. GF: Graaf folikiil;
(PF): Primer folikiil. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:Kontrol grubuna ait bir KL un yapisin1 gdsteren resim. (PF): Primer folikil;
(SF): Sekonder folikiil; (KL): Korpus luteum. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:DHEA grubuna ait ovaryum kesitleri. Siyah yildiz: Primer folikiil; SF:
Sekonder folikiil; GF: Graaf folikiil; Mavi yildiz: Atretik folikiil; KL: Korpus
luteum; ZP: Zona pellusida. (H&E; A,x10; B,C,D,E x20; Fx40).

:DHEA grubuna ait ovaryum yapisin1 gosteren resim. PF: Primer folikiil; GF:
Graaf folikiil; Siyah yildiz: Atretik folikiil; Siyah dikddrtgen: Sekil 4-23’de
biiyiitiilen alan. (Masson’un trikrom boyasi, x10).

:DHEA grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisin1 gosteren resim. PF: Primer
folikiil; GF: Graaf folikiil; KH: Kiimiliis hiicreleri; GH: Graniiloza hiicreleri;
ZP: Zona pellusida (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:DHEA grubuna ait Sekonder folikiillerin yapisin1 gosteren resim. SF:
Sekonder folikiil; Siyah yildiz: Atretik folikiil; Siyah ok: Odematdz stroma.
(Masson’un trikrom boyast, x40).

:DHEA grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisin1 gdsteren resim. GH: Graniiloza
hiicreleri; ZP: Zona pellusida (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:PKOS grubuna ait ovaryumlardan kesitler. Siyah yildiz: Kistik folikiiller;
Siyah ok: Kistik folikiillerin limenine dokiilen GH’leri; Mavi ok: Kistik
folikiillerin igerisindeki dejeneratif oositler. (H&E; A,B,C x10; D,F x20; E
x40).

:PKOS grubuna ait folikiillerden kesitler. Siyah yildiz: Kistik folikiiller; Mavi
yildiz: Atretik folikiiller; Siyah ok: Dejenere olan ZP’lar; Mavi ok: Kistik
folikiillerin igerisindeki dejeneratif oositler; GH: Graniiloza hiicreleri. (H&E;
A,B,C x20; D,E,F x40).

:A: PKOS grubuna ait bir ovaryumdan ovule edilen bir oosit. B: A seklinde
dikdortgen icerisindeki alanin biiyiitiilmiis hali. Siyah yildiz: Dejenere oosit.
Siyah ok: biitiinliiglinii kaybetmis ve dejenere olmus ZP; Mavi ok: Oosit ile
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birlikte atilan, genellikle piknotik nukleuslu olan kiimiiliis hiicreleri.
(Masson’un trikrom boyasi; A x10; B x40).

:PKOS grubuna ait ovaryum yapisin1 gosteren resim. PF: Primer folikiil; SF:
Sekoder folikiil; Siyah yildiz: Kistik folikiil; Mavi yildiz: Atretik folikiil
(Masson’un trikrom boyasi, x10).

:PKOS grubuna ait kistik bir folikiiliin yapisin1 gosteren resim. Siyah yildiz:
Kistik folikiil; Siyah ok: Dejenere ZP; Mavi ok: Kistik folikiil icerisindeki
dejenere oosit; Mavi yildiz: Sekonder folikiil igerisindeki dejenere oosit; Siyah
daireler: Kistik folikiil icerisine dokiilmiis olan GH’leri; Cift bash ok: Kistik
folikiilii gevreleyen incelmis GH tabakasi (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:PKOS grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisin1 gosteren resim. Siyah yildiz:
Dejenere oosit; Siyah ok: Dejenere ZP; Mavi ok: Birbirinden ayrilmalar
gosteren GH’leri. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:PKOS grubuna ait bir ovaryumun yapisini gosteren resim. A: Siyah dikddrtgen
icerisindeki alanin biiyiitiilmiis resmi. Nadiren de olsa goriilen bir KL’un
oldukga acik renkli sitoplazmaya sahip olan lutein hiicreleri dikkat ¢ekici. B:
Siyah daire igerisindeki bir sekonder folikiiliin biiyiitiilmiis resmi. Siyah yildiz:
Dejenere oosit; Siyah ok: Dejenere ZP; GH: Birbirinden ayrilmalar gosteren ve
genellikle piknotik nukleuslara sahip olan GH’leri. (Masson’un trikrom boyasi,
Kiigiik resim x10; Ax40; Bx40).

:PKOS+INH grubuna ait folikiillerden kesitler. Siyah yildiz: Kistik folikiiller;
Mavi yildiz: Dejeneratif oositler; Siyah ok: ZP’dan infiltre olan makrofaj
benzeri hiicreler; Mavi ok: Dilate kan damarlari. (H&E; A,B x10; C,D x20; E,F
x40).

:PKOS+INH grubuna ait bir ovaryumun yapisin1 gdsteren resim. Siyah yildiz:
Kistik folikiil; Mavi yildiz: Atretik folikiil (Masson’un trikrom boyasi, x10).

:PKOS+INH grubuna ait bir sekonder folikiiliin ve KL’un yapisin1 gdsteren
resim. Siyah yildiz: Dejenere oosit; Mavi yildiz: Atretik folikiil; KL: Korpus
luteum. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:PKOS+INH grubuna ait kistik bir folikiiliin yapisin1 gdsteren resim. Siyah
yildiz: Kistik folikiil; Siyah ok: Kistik folikiil i¢erisine dokiilmiis olan GH’leri;
Mavi yildiz: Atretik folikiil (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:PKOS+INH grubuna ait kistik ve sekonder bir folikiiliin yapisimi gdsteren
resim. Siyah yildiz: Dejenere oosit; Siyah ok: Dejenere ZP; Cift bash ok: Kistik
folikiilii gevreleyen incelmis GH tabakasi (Masson’un trikrom boyasi, x40).

:PKOS+INH grubuna ait bir ovaryumun yapisini gosteren resim. A: Siyah A
dairesi igerisindeki alanin biiyiitiilmiis resmi. Primer bir folikiil igerisinde,
oldukg¢a fazla dejenerasyona ugramis olan oosit ve ZP dikkat ¢ekici . B: Siyah
B dairesi igerisindeki bir sekonder ve kistik folikiiliin biiylitiilmiis resmi. C:
Siyah C dairesi igerisindeki folikiillerin biiylitiilmiis resmi. Siyah yildiz:
Dejenere oosit; Siyah ok: Dejenere ZP; Mavi yildiz: Kistik folikiil. (Masson’un
trikrom boyast; Kiiciik resim x10; Ax40; Bx40; Cx40).

:INH grubuna ait ovaryumlardan ve bu ovaryumlara ait folikiillerden kesitler.
Siyah yildiz: Dejeneratif oositler; Mavi ok: Odematdz stroma; Siyah ok: Dilate
kan damarlari. (H&E; A,B x10; C,D x20; E,F x40).

:INH grubuna ait bir ovaryumun ve bu ovaryumdaki Graaf folikiillerin yapisini
gosteren sekil. A,E ve F: Dejeneratif bir primer oosit ve bozuk yapili bir ZP
iceren sekonder folikiiller. B,C,D: Antrumlarinda dokiilmiis GH’leri igeren ve
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dejeneratif primer oositler iceren Graaf folikiiller. Siyah yildiz: Dejenere oosit;
Mavi yildiz: Atretik folikiil. Siyah ok: Dejenere ZP; Mavi ok: Dokiilmiis
GH’leri. (Masson’un trikrom boyast; Kiiclik resim x10; Ax40; Bx40; Cx40;
Dx40; Ex40; Fx40).

Sekil 4-48  :INH grubundaki bir ovaryumdaki gesitli folikiillerin yapisini gdsteren sekil.
Siyah yildiz: Dejeneratif oositler; Mavi ok: Dilate kan damarlari;; Siyah ok:
Odematdz stroma. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

Sekil 4-49  :INH grubundaki bir ovaryumdaki primer ve sekonder folikiillerin yapisini
gosteren sekil. Siyah yildiz: Sekonder folikiildeki dejeneratif oosit; Mavi yildiz:
Primer folikiillerdeki dejeneratif oositler; Mavi ok: Odematdz stroma; Siyah ok:
Dejenere ZP. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

Sekil 4-50  :INH grubundaki bir ovaryumda atreziye giden folikiillerin yapisini gdsteren
sekil. Siyah yildiz: Dejeneratif oosit; Siyah ok: Dejeneratif ZP. (Masson’un
trikrom boyasi, x40).

Sekil 4-51  :INH grubundaki bir ovaryumda atreziye giden folikiillerin yapisini gdsteren
sekil. Siyah yildiz: Dejeneratif oosit; Mavi yildiz: Atretik folikil; Siyah ok:
Dilate kan damar1. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

Sekil 4-52  :Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki PCNA immiinreaksiyon
seviyelerini gosteren grafik (Kontrol ile karsilagtirildiginda:  * p < 0,05; ** p
<0,001).

Sekil 4-53  :Deney gruplarina ait PCNA immiinreaktivitesini gosteren 1sik mikrograflari
(x10 biytitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS
grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.

Sekil 4-54  :Deney gruplarina ait PCNA immiinreaktivitesini gosteren 1sik mikrograflari
(x40 biytitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS
grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.

Sekil 4-55  :Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki Cas-3 immiinreaksiyon
seviyelerini gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p < 0,05; **p <
0,001).

Sekil 4-56  :Deney gruplarina ait Cas-3 immiinreaktivitesini gosteren 1sitk mikrograflari
(x10 biiytitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS
grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.

Sekil 4-57  :Deney gruplarina ait Cas-3 immiinreaktivitesini gosteren 1sik mikrograflari
(x40 buyiitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS
grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.

Sekil 4-58  :Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki mTOR immiinreaksiyon
seviyelerini gosteren grafik (Kontrol ile karsilagtirildiginda:  * p < 0,05; ** p
<0,001).

Sekil 4-59  :Deney gruplarina ait mTOR immiinreaktivitesini gosteren 151k mikrograflari
(x10 biiytitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS
grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.

Sekil 4-60  :Deney gruplarina ait mTOR immiinreaktivitesini gosteren 151k mikrograflari
(x40 biiytitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS
grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.

Sekil 4-61  :Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki P-mTOR (Ser 2448)
immiinreaksiyon seviyelerini gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda:
*p <0,05; ¥*p <0,001).
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Sekil 4-62  :Deney gruplarina ait P-mTOR (Ser 2448) immiinreaktivitesini gosteren 151k
mikrograflar1 (x10 biiyiitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO
grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif
kontrol.

Sekil 4-63  :Deney gruplarina ait P-mTOR (Ser 2448) immiinreaktivitesini gosteren 11k
mikrograflar1 (x40 biiyiitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO
grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif
kontrol.

Sekil 4-64  :Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki P-mTOR (Ser 2481)
immiinreaksiyon seviyelerini gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda: *
p <0,05; **p <0,001).

Sekil 4-65  :Deney gruplarina ait P-mTOR (Ser 2481) immiinreaktivitesini gosteren 151k
mikrograflar1 (x10 biiyiitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO
grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif
kontrol.

Sekil 4-66  :Deney gruplarina ait P-mTOR (Ser 2481) immiinreaktivitesini gosteren 151k
mikrograflar1 (x40 biiyiitme). A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO
grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif
kontrol.

Sekil 4-67  :Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki miR-21 gen ekspresyon

seviyelerini gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda: * p < 0,05; **p <
0,001).
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OZET

DEMIRCI DELIPINAR, S. (2018). Farelerdeki Polikistik Over Sendromu Modelinde miR-21
ve mTOR Iliskisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve
Embriyoloji AbD. Doktora Tezi. Istanbul. 2018.

Anovulatuvar infertilitenin en yaygin nedenlerinden biri olan polikistik over sendromu
(PKOS), iireme cagindaki kadinlarda goriilen kompleks bir endokrinopatidir ve cevresel
faktorlerin bu hastaligin kokeni ve gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan PKOS
calismalarinda, hiicrenin proliferasyonu, biiyiimesi, metabolizmasi1 gibi siire¢lerde rol oynayan
bir serin/tironin kinaz olan mammalian target of rapamycin (mTOR) ile PKOS arasinda bir iligki
olabilecegi ortaya konulmustur. Kodlama yapmayan kiiciik RNA molekiilleri olan mikroRNA
(miRNA)’lar da, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptoz ve hormon biyosentezi gibi cesitli
hiicresel, fizyolojik ve patolojik siireclerin post transkripsiyonel diizenlenmesinden
sorumludurlar. Ovaryumda eksprese edilen ¢ok sayida miRNA, ovaryan bozukluklardaki folikiil
biiyiimesi, atrezi, ovulasyon ve steroidogenezin diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadirlar ve
bunlardan en dnemlilerinden biri miRNA-21 (miR-21)’dir.

Biz de buradan yola c¢ikarak, farelerdeki deneysel PKOS modelinde, hiicresel
fonksiyonlara ortak yolaklar iizerinden etki eden mTOR ve miR-21 arasindaki iliskiyi
incelemeyi hedefledik. Bunun i¢in 42 adet 22-25 giinliik disi Balb/c fareyi 6 deney grubuna
ayirdik: Kontrol grubu, PKOS Sham grubu, PKOS grubu, Inhibisyon grubu, PKOS +inhibisyon
grubu, Inhibisyon Sham grubu. Hayvanlarda PKOS olusturmak icin 20 giin boyunca 0,01 ml
%95 etanol + 0,09 ml susam yagi (SY)’nda ¢oziinmiis 6mg/100g dehidroepiandrosteron
(DHEA) enjeksiyonu subkutan olarak; mTOR inhibisyonu yapmak i¢in 0,1 ml, dimetilsiilfoksit
(DMSO) igerisinde ¢oziinmiis 1 mg/100g KU-0063794 enjeksiyonu intraperitoneal olarak
uygulandi. Deney sonunda hayvanlardan elde edilen serum Orneklerinden ELISA (enzym-
linked immunsorbent assay) yontemi ile strojen (E,) ve progesteron (P4) hormon seviyeleri
olciildi.

Hayvanlarin ovaryumlarindan biri, histomorfolojik incelemeler i¢in rutin doku
takibinden gecirildi ve elde edilen kesitlere Hematoksilen-Eosin (H&E) ve Masson’un trikrom
boyast uygulandi. Immunohistokimyasal incelemeler icin mTOR, P-mTOR (Ser-2448), P-
mTOR (Ser-2481), Proliferating Cell Nuclear Protein (PCNA) ve caspase-3 (Cas-3) primer
antikorlar1 uygulandi. RT-PCR (Real time-polymerase chain reaction) analizi i¢in, hayvanlarin
diger ovaryumlarindan total RNA (riboniikleik asit) izolasyonu yapild1 ve gen amplifikasyonu
icin mir-21 primeri kullanildi. Caligmadan elde edilen veriler One-Way ANOVA testi ile uygun
istatistiksel metodlar kullanilarak degerlendirildi.

PKOS grubundaki hayvanlarin viicut agirliklari, hormon E, ve P4 seviyeleri, PCNA,
Cas-3, mTOR, P-mTOR (Ser-2448) ve P-mTOR (Ser-2481) immiinreaktiviteleri kontrol
grubuna gére artmistr. mTOR inhibisyonu yapilan PKOS+INH grubunda, viicut agirhiklari artis
gostermezken, INH grubunda azalmisti. mTOR inhibisyonu, graniiloza hiicre (GH)
proliferasyonu ve apoptozunu da azaltmisti. Ancak hormon seviyelerinde, kontrole yakin bir
iyilesme gozlenmedi. Ayrica mTOR inhibisyonunun, morfolojik olarak PKOS’ta gérdiiglimiiz
dejeneratif bulgular1 iyilestirmedigi gibi, saglikli bir ovaryumda da ciddi bozulmalara ve
anovulasyona neden olmasi dikkat g¢ekiciydi.PKOS grubundaki yiiksek miR-21 seviyesine,
inhibisyon gruplarindaki yiiksek miR-21 seviyelerinin eslik etmesi de, mTOR inhibisyonunu,
PKOS tedavisinde kullanilabilecek bir alternatif olmaktan uzaklastiriyordu.

Elde ettigimiz bu verilerin, ileri ¢aligmalar ile birlikte, PKOS (6n)tan1 ve tedavisinde
gelistirilecek yontemler i¢in 151k tutacagini 6ngdriiyoruz.

Anahtar Kelimeler : Polikistik over sendromu, mTOR, MicroRNA, miR21, ovaryum.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: 24841
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ABSTRACT

DEMIRCI DELIPINAR, S. (2018). Investigation of miR-21 and mTOR relation in polycystic
ovary syndrome model in mice. Istanbul University, Institute of Health Science, Histology and
Embryology Department. Doctoral Thesis, Istanbul. 2018.

Polycystic ovary syndrome (PCOS) which is one of the most common causes of
anovulatory infertility is a complex endocrinopathy affecting women in the reproductive age
group and it is known that environmental factors have a role in the origin and development of
this disease. In the PCOS studies, it is revealed that there may be a relation between PCOS and
the mammalian target of rapamycin (mTOR) which is a serine/threonine kinase having a role in
processes such as proliferation, growth and metabolism of a cell. Also, microRNAs (miRNAs)
which are noncoding small RNA molecules are responsible for post-transcriptional regulation of
a variety of cellular, physiological and pathological processes such as cellular proliferation,
differentiation, apoptosis and hormone biosynthesis. A large number of miRNAs expressed in
ovary play a crucial role in regulation of follicular growth, atresia, ovulation and steroidogenesis
in ovarian disorders and one of the most important ones is miRNA-21 (miR-21).

Starting from this point, we aim at investigating the relation between miR-21 and
mTOR which affect the cellular functions through common pathways in experimental PCOS
model in mice. For this experiment, we divided 42 Balb/c female mice (22-25 weeks of age)
into 6 experimental groups: Control group, PCOS Sham group, PCOS group, Inhibition group,
PCOS+Inhibition group, Inhibition Sham group. For 20 days, the mice were subcutaneously
injected with 6mg/100g of dehydroepiandrosterone (DHEA) dissolved in 0.01 ml of 95%
ethanol+0.09 ml of sesame oil (SO) in order to generate PCOS; and were intraperitoneally
injected with 1 mg/100g of KU-0063794 dissolved in 0,1 ml of dimethyl sulfoxide (DMSO) in
order to provide mTOR inhibition. At the end of the experiment, estrogen (E,) and progesterone
(P4) hormone levels of the serum samples from the mice were measured via ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay). One of the ovaries of the mice was subjected to a routine tissue
processing for histomorphological investigation and Hematoxylin-Eosin (H&E) and Masson's
trichrome stains were applied onto the obtained section. For immunohistochemical
investigations, mTOR, P-mTOR (Ser-2448), P-mTOR (Ser-2481), Proliferating Cell Nuclear
Protein (PCNA) and caspase-3 (Cas-3) primer antibodies were applied. For RT-PCR (Real time-
polymerase chain reaction) analysis, a total RNA (ribonucleic acid) isolation from the other
ovary of the mice is performed and mir-21 primer was used for gene amplification. Data
obtained from this study were evaluated via One-Way ANOVA test by using convenient
statistical methods.

The body weights, E, and P, hormone levels, PCNA, Cas-3, mTOR, P-mTOR (Ser-
2448) and P-mTOR (Ser-2481) immunoreactivities of the mice in PCOS group increased
compared to the control group. In the PCOS+INH group performed mTOR inhibition, the body
weights did not show any increase, however there was a reduction in INH group. The mTOR
inhibition also reduced the GH cellular proliferation and apoptosis. However, a near-control
improvement was not observed in hormone levels. Moreover, it was remarkable that the mTOR
inhibition did not improve the degenerative findings morphologically seen in PCOS and it
caused serious degenerations and anovulation in a healthy ovary. Accompaniment of high levels
of miR-21 in inhibition groups to the high level of miR-21 in PCOS group prevented mTOR
inhibition from being an alternative to be used in PCOS treatment.

We anticipate that these data will shed light on the methods to be developed for pre-
diagnosis and treatment of PCOS along with further studies.

Key Words: Polycystic ovary syndrome, mTOR, MicroRNA, miR21, ovary.
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
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1. GIRIS VE AMAC

PKOS, iireme cagindaki kadinlarin % 5-10’unda goriilen, ovaryumda 10 veya
daha fazla folikiiler kistin bulunmasiyla karakterize, kompleks bir endokrinopatidir.
Sergiledigi degisken klinik bulgular nedeniyle son derece heterojen bir sendrom oldugu
icin, tan1 kriterleri tartisma konusu olmustur. Pekgok otorite, 2003 Rotterdam/ASRM-
sponsorlugundaki PKOS Fikir Birligi Calisma Grubu’nun kurallarin1 kabul eder ve buna
gore PKOS tanisi i¢in su kriterlerden en az ikisinin mevcut olmasi gerekmektedir: a)
Oligoovulasyon ve/veya anovulasyon; b) Klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm;
¢) Ultrason incelemesinde polikistik ovaryan morfoloji (PKOM) '. Hastalik menarsla
baglar ve belirtiler genellikle oligomenor, amenor, anovulasyon, ¢ok sayida antral
folikiil varligi, dolasimdaki luteinlestirici hormon (LH)’1n asir1 sekresyonu ve folikiil
situmulan hormon (FSH)’un diisiik veya ortalama seviyeleri, obezite, hirsutizm ve
insiilin direncidir . PKOS ayrica hipotalamo-hipofizyal dissenkronizasyon, anormal
pulsatil gonadotropin salgisi, graniiloza/teka hiicre disfonksiyonu ve hiperandrojenizm
ve hiperinsiilinemi de dahil olmak iizere cesitli metabolik bozukluklar gosterir ™.
Anovulatuar infertilitenin en yaygin nedenlerinden biri olan PKOS un mekanizmasi
hala belirsiz olmakla birlikte, ¢evresel, epigenetik ve hormonal faktorlerin bu hastaligin

gelismesinde 6nemli bir yere sahip oldugu diisiiniilmektedir '

mTOR, sik rastlanan bir serin/tironin kinazdir ve hiicre proliferasyonu, hiicre
bliylimesi, metabolizma, apoptoz gibi hiicresel faktorlerde rol oynayan, farkli stres
etkenlerinin, biliylime faktorlerinin, besinlerin ve hormonlarin kontroliiyle iligkili olan

bir molekiildiir >

. mTOR, hiicre biliylimesi ve akibetinden sorumlu olan iki
multipotent kompleks olusturur: mTOR kompleksi-1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi-
2 (mTORC2) . mTOR sinyalinin puberte baslangici ve gonadotropin salmiminda
onemli roller oynadigi, ayrica mTOR inhibitdrii olan rapamisinin disi sicanlarda LH
sekresyonunu azalttigi gosterilmistir'®. Ayrica yapilan PKOS calismalarinda, mTOR
sinyalizasyonunda kontrol gruplariyla karsilastirildiginda herhangi bir farklilik
bulunmamisken, P-mTOR (Ser-2448) protein seviyeleri Onemli derecede artis

gostermistir '°. Bu ¢alismalar sonucunda, mTOR sinyal yolaginin, PKOS mekanizmasi

ve ovaryan fonksiyonlar ile yakin iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir.



miRNA’lar, endojen, kiigiikk, kodlamayan, tek-zincirli, 18-22 niikleotid

uzunlugundaki RNA molekiilleridir *°.

miRNA’lar, hiicre proliferasyonu, farklilagsma,
apoptoz ve hormon biyosentezi gibi ¢esitli hiicresel, fizyolojik ve patolojik siireglerin,
posttranskripsiyonel diizenlenmesinden sorumludurlar. Ovaryumda eksprese edilen ¢ok
saytda miRNA, ovaryan bozukluklardaki folikiil biiylimesi, atrezi, ovulasyon ve
steroidogenezin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. miR-21, ovaryumdaki farkli
gelisim siireclerinde, en fazla eksprese edilen miRNA’lardan biridir. Son calismalar,
miRNA’larin farkli ekspresyonlarinin ve disregiilasyonlarinin, ovaryum kanseri (OK),
PKOS ve prematiire ovaryan yetmezlik gibi ovaryan hastaliklarla iligkili oldugunu

gostermistir 22, Ayrica miR-21, PKOS hastalarinda, obezite ve dolasimdaki androjen

konsantrasyonundan etkilenen metabolik siire¢lerde énemli bir rol oynamaktadir .

Biz de buradan yola ¢ikarak bu c¢alismada, farelerdeki deneysel PKOS
modelinde, hiicresel fonksiyonlara benzer yolaklar lizerinden etki eden mTOR ve miR-
21 arasindaki iliskiyi incelemeyi hedefliyoruz. Bunun i¢in, mTOR sinyal yolagin1 hem
saglikli, hem de PKOS’lu farelerde inhibe ederek, inhibisyon yapilmayan gruplarla
karsilagtirmali olarak hormon seviyelerindeki ve hiicresel olaylardaki farki ortaya
koymayr amaghyoruz. Ayrica mTOR inhibisyonunun gruplardaki miR-21
ekspresyonunu ne yonde degistirecegini gostermeyi hedefliyoruz. Elde edecegimiz
verilerin, ileri c¢aligmalar ile birlikte, PKOS (6n) tan1 ve tedavisinde gelistirilecek

yontemler i¢in 151k tutacagini ongoriiyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. OVARYUM EMBRIiYOLOJISi
2.1.1. Primordial Germ Hiicreleri

Hem erkek hem de disi gametlerin oncii hiicreleri olan ilkel germ hiicreleri,
gestasyonun dordiincii haftasinda, Yolk kesesi denilen ekstraembriyonik bir zar i¢inde
tespit edilebilir (Sekil 2-1). Gastriilasyon asamasinda ortaya ¢ikti§ina inanilan bu
hiicrelere primordiyal germ hiicreleri (PGH’leri) ve onlarin soyuna da germ hatt1 adi
verilir. PGH’leri, diger hiicrelerden kolaylikla ayirt edilebilen soluk sitoplazmalar1 ve
yuvarlak sekilleri nedeniyle, Yolk kesesi i¢inde ve sonraki gogleri sirasinda
tanmabilirler. Ayrica bu hiicreler, bir dizi molekiiler marker ile etiketlenebilir **.
Epiblasttan koken alan PGH’leri, primitif ¢izginin kaudal kismina ve ekstraembriyonik
alana hareket ederler . Bu hiicreler dort ve altinci haftalar arasinda ameboid
hareketler ile, Yolk kesesinden bagirsak tiipiiniin duvarina ve bagirsak mezenteri
araciligi ile dorsal viicut duvarina gog¢ ederler (Sekil 2-1). PGH’leri daha sonra, orta
cizginin her iki tarafinda, gevsek mezenkimal dokuda, s6lomik kavitenin membrandz
(epitelyal) astarina kadar uzanirlar. PGH’leri, gé¢ sirasinda mitozla ¢ogalmaya devam
ederler ve bu hiicrelerin ¢ogu, viicut duvarinda, gonadlari olusturacaklar1 seviyede
toplanirlar. Ancak bazit PGH’leri, gocleri sirasinda ekstragonadal sahada mahsur kalarak

teratom denilen bir tiimdr tiiriine yol agabilir.

Yolk kesesi

Genital sirt
£ Orta barsak
"L~ Allantois

Sekil 2-1: PGH’leri, gelisimin 4. haftasindan 6. haftasina kadar yolk kesesinin kaudal endodermal tabakasinda
bulunur *'.



PGH’lerinin gelismekte olan gonadlara gdg¢ti, tenascin C, B2 integrin ve laminin
gibi adezyon molekiillerinin yanisira, Sdf-1 (stromal cell-derived factor-1) ligand ve
Cxcr4 reseptorii gibi bazi kemokinler tarafindan diizenlenir *’. PGH’lerinin ¢ogalmasi
ve hayatta kalmasi, bu hiicrelerin veya iliskili hiicrelerin igerdigi TIAR ve nanos3 gibi
trofik faktorler (hiicre biliylimesini ve hayatta kalmay: tesvik eden faktorler) ile steel
faktor (c-kit ligandi) ve LIF (interlokin) gibi sitokinler tarafindan saglanir. *7* C-kit,
gb¢ yolu boyunca PGH apoptozunu baskilar. Bu da PGH’lerinin neden gé¢ yolundan
ciktiklarinda ¢ogunlukla dejenere olduklarini agiklar. PGH’leri olasi gonadlarin igine
girdikten kisa bir silire sonra gonosit olarak isimlendirilirler ve bu hiicrelerin son
farklilagsmasini diizenlemek adina murine vasa homolog (mVh), germ cell nuclear

antigen 1 (Genal) ve germ cell-less (Gell) gibi ¢ok sayida gen eksprese edilir 2%,

2.1.2. Gametogenez

Hem erkek hem de disilerde, PGH'leri gonadlar i¢inde 6nce mitotik bdliinmeler
gecirerek gametogenezi baslatirlar, daha sonra olgun erkek ve disi gametlere

(spermatozoa ve oosit) doniisiirler. Ancak, bu islemlerin zamanlamasi iki cinsiyette

farklhidir (Sekil 2-2).

Erkek Disi
Primordial germ hiicresi ; ; Diploid, 2N f )\ Primordial germ hiicresi
PUBERTE e }\ MiTOZ ) 2o
L2 VRT3
Cers \
i} } sy i1
Spermatogonya a ’ t ’ Diploid, 2N i ‘ Oogonya
| DNA SENTEZI |
ACECEIEL x x __ _ _ Diploidan K x _______ Primer oosit
1. MAYOZ PUBERTE
/ \ v v / \ Sekonder oosit
Sekonder spermatosit A A Haploid, 2N A x ve 1. polar cisim
/ \ / \ D / \ / \ Son oosit ve
Spermatid ) ( | (3 Haploid, N j fZ/) 7)) () Q’ 3 polar cisim

Sekil 2-2: Disi ve erkekte germ hiicrelerinin mayotik nuklear olgunlagmast *’.

Erkeklerde PGH'leri (bu siiregte gonositler olarak adlandirilir) embriyonik
gelisimin altinc1 haftasindan ergenlik donemine kadar uykuda kalir. Ergenlik ¢aginda,

seminifer tlibliller olgunlagir ve gonositler, spermatogonyalara farklilasir.



Spermatogonyalar mayoz boliinme ile olgun spermatozoalar1 olusturur. Spermatozoalar

ergenlikten 6liime kadar stirekli olarak tiretilir.

Buna karsilik disilerde, PGH’leri (gonositler) somatik destek hiicreleri
tarafindan sarildiktan sonra birka¢ mitotik bolinme daha gecirir ve daha sonra
oogonialara farklilagirlar. Fetal gelisimin besinci ayinda, tiim oogonialar mayoz
boliinmelerine baglayarak primer oositler adim1 alir. Ancak, mayozun erken
evrelerinde, tiim seks hiicreleri uyku durumuna girer ve cinsel olgunluga kadar birincil
oosit olarak duraklamada kalir. Ergenlik cagi ile birlikte, her ay birkac¢ folikiil,
hipofizyal gonadotropik hormonlara yanit olarak gelismeye devam eder ancak
genellikle sadece bir primer oosit, sekonder oosite olgunlasir ve yumurtaliktan disar
atilir (ovulasyon). Ovulasyonla atilan bu oosit mayotik duraklamada ikinci bir faza girer
ve dollenme olana kadar mayoz boliinmesini tamamlamaz. Bu aylik dongiiler menopoz
baslangicina kadar devam eder. Erkek ve disi gametogenez siireci, sirasiyla

spermatogenez ve oogenez adini alir.
2.1.2.1. Oogenez

Disi germ hiicreleri somatik destek hiicreleri tarafindan sarildiktan sonra, bir dizi
mitotik boliinmeler gecirir ve sonra oogoniaya farklilagir. Gelisimin 12. haftasinda,
oogonialarin bir kismi1 mitotik bdliinmelerini devam ettirirken, bir kism1 da 1. mayoz
boliinmenin profaz evresine girerek uykuda kalir. Uykudaki oogonialar artik primer
oosittir. Kismen yogunlasmis profaz kromozomlarini i¢eren nukleuslari, ¢cok biiyiik ve
stvi doludur ve germinal vezikiil olarak adlandirilir. Germinal vezikiiliin bu sis halinin,
uzun siire mayotik duraklamada kalan oosit DNA'smi korudugu diisiiniilmektedir >,
Somatik destek hiicrelerinden kdken alan, tek katli, yassi, epitelyal folikiil hiicreleri,
her bir primer oositi sikica ¢evreler. Bu epitelyal kapsiil ve c¢evreledigi primer oosit,
primordial folikiilii olusturur. Bundan sonraki birka¢ ay i¢inde oogonialarin sayisi
hizla artar ve besinci aym sonunda, tim oogonialar, primer oosit olmak tiizere ilk
mayotik boliinmelerini baglatir, ve primordial folikiil sayis1 yaklagik yedi milyona
ulasir. Bu sirada hiicre 6liimii baslar *° ve folikiillerin ¢ogu sonradan dejenere olur.
Dogumda, sadece 700.000-2.000.000 primordial folikiil bulunurken, ergenlik ¢aginda
bu say1 400.000°e kadar azalir.

Dogumdan hemen 6nce, primer oositlerin tiimii, 1. mayozun profazinin diploten

evresinde dinlenme fazina girmis durumdadir ve bu oositler puberteye kadar bu evrede



kalirlar (Sekil 2-3). Bu siire zarfinda oositlerin olgunlasmasi, folikiil hiicrelerinden

salgilanan oosit maturation inhibitor (OMI) tarafindan baskilanir >

Istirahat halindeki primer oosit
Overin yiizey epiteli Profaz evresinde (diploten evresi)

/\é) primer oosit Folliktl hiicresi

Yass! epitel :}
hiicresi ~ Z=: /AU

Oogonia

profaz
evresinde

primer ﬁ,/\ d

oositler mﬂ

1. mayotik Y > « B
bblﬂnmer@
=7

Yenidbgan

Sekil 2-3: Gelisimin degisik evrelerindeki ovaryum kesitleri. A. 4. Ay. Oogonialar, overin kortikal kisminda kiimeler
halinde gruplasmistir. Bazilar1 heniiz mitoz asamasindayken, bazilar1 da primer oosit haline gelmis ve 1. mayotik
boliinmenin profaz evresine girmistir. B. 7. Ay. Oogonialarin hemen tiimii 1. mayotik boliinmenin profaz evresindeki
primer oositlere doniismiis durumdadir. C. Dogumda. Oogonialar yoktur. Primer oositlerin her biri, tek tabaka folikiil
hiicreleri tarafindan gevrelenerek primordial folikiilii olusturmus durumdadir. Oositler, ovulasyonun hemen 6ncesine
kadar iginde kalacaklar diploten evresindedirler %,

2.1.3. Gonadlarin Gelisimi
2.1.3.1. Farkhlasmamis Evre

Her iki cinsiyette de, gonadlarin olusumu ve farklilasmasi, PGH’lerinin ara
mezoderm igerisine ulagmasi ile baslar. PGH’leri normalde besinci hafta boyunca yolk
kesesinden dorsal mezenter araciligiyla, arka viicut duvarinda onuncu toraks seviyesine
yakin bir alana go¢ ederler (Sekil 2-4 A). Burada, gelismekte olan mezonefrik
bobreklerin sadece medial ve ventralinde bulunan sélom epiteline bitisik yerlesirler.

Buna karsilik, s6lom epiteli prolifere olur, kalinlagir ve PGH’leri ile birlikte, bir ¢ift
genital sirt olusturur (Sekil 2-4). 6. hafta boyunca sélom epitelinden kdken alan

hiicreler, daha sonra germ hiicrelerini saracak olan somatik destek hiicrelerini

olusturur (Sekil 2-4 D).

Altinc1 haftadan sonra, bu somatik destek hiicrelerini, erkek ve disilerde farkli
kaderler izler. Ayrica 6. hafta boyunca, hem erkek hem de kadin embriyolarda,
mezonefrik kanallarin lateralinde yeni bir ¢ift kanal olan paramezonefrik kanallar
(Miiller kanallari) sekillenmeye baslar (Sekil 2-4 B-D). Bu kanallar, tigiincii torasik

segmentten kaudal olarak iirogenital siniisiin arka duvarma uzanan sdlomik epitel



hiicrelerinin ¢ogalmasiyla kalinlasan bir seridin kraniokaudal yonde invajinasyonu ile
ortaya ¢ikar. Daha sonra paramezonefrik kanallarin kaudal uclari, gelisen pelvik mesane
ile sadece medialde sag ve sol mezonefrik kanallarin agikliklarina baglanmak icin
biiyiir. ki paramezonefrik kanalin kaudal uglar1, gelismekte olan pelvik iiretraya temas

etmeden hemen once birlesir.

6. haftanin sonunda, erkek ve disi genital sistemleri goriiniiste ayirt edilemezler,
ancak kiiclik hiicresel farkliliklar halihazirda mevcuttur. Her iki cinsiyette de, germ
hiicreleri ve somatik destek hiicreleri gonadal taslaklarda bulunur ve tam olarak gelismis
mezonefrik ve paramezonefrik kanallar yan yana uzanir. Genital gelisimin
farklilasmamis evresi bu noktada sona erer. 7. haftadan itibaren, erkek ve disi genital

sistemleri farkli gelisimsel yollar1 takip eder.

Dorsal aorta Mezonefrik kanal
;

\ / Ny
Primordial germ p \ Paramezonefrik

hiicreleri .

Somatik destek hiicreleri .
Genital sirt
Mezonefroz

Mezonefrik kanal
Paramezonefrik kanal

|
|
[ sekillenen
| paramezonefrik
| kanal

/™ Gonad

Genital sirt

1 Mezonefroz
Genital sirt

Metanefroz

Sslom epiteli

A B C D

Sekil 2-4: Genital sirtlarin ve paramezonefrik kanallarin olusumu. (A), (D) 5. ve 6. haftalarda, arka karmn duvarinda
genital sirtlar olusur. (B) Her paramezonefrik kanal, mezonefrik kanala kaudal olarak paralel (ok) uzanan sélomik
epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve invajinasyonu ile gelisir. (C) Mezonefrik ve paramezonefrik kanallarin birbirleri ile
ve gelismekte olan gonadlar ve bobrekler ile olan iligkisi. (D) PGH’leri, periton boslugunu kaplayan sdlomik epitel
hiicrelerini, ¢ogalmasi ve somatik destek hiicrelerini olusturmasi igin uyarir “'.

2.1.3.2. Ovaryumlarin Gelisimi

Genetik olarak disilerde iki X seks kromozomu, erkeklerde ise bir X ve bir Y
seks kromozomu vardir. Cinsiyetin farklanmasi, bazilar1 otozomal olan ¢ok sayida
genin rol oynadig1r kompleks bir siiregtir. Cinsiyet kromozomu c¢iftleri, erkek ve disi
gelisim yollarinin seg¢ilmesini belirlemesine ragmen, cinsel gelisim sonrasindaki
asamalar1 sadece cinsiyet kromozomlarindaki genler tarafindan degil, ayn1 zamanda
cogu otozomlar iizerinde kodlanmis hormonlar ve diger faktorler tarafindan da kontrol
edilir *’. Seksiiel dimorfizm, kisa kolunda (Yp11) SRY (sex determining region on Y)
genini tagiyan Y kromozomu tarafindan belirlenir *°. Bu nedenle gonadlarm temel
gelisim yolu, ovaryum gelisiminde ayrilik gosterir. SRY gen ifadesi, Sertoli hiicrelerinin

farklilagsmasin1 baslatarak gonadin testis yoniinde gelisimini yonlendirir. Ciinkii bu



genin protein iirlinl, rudimenter durumdaki cinsiyet organlarinin kaderini belirleyen

genleri uyaran testis-determining factor (TDF)’diir.

Disi embriyosunda XX somatik destek hiicreleri Y kromozomu ya da SRY geni
icermezler. Bu nedenle Sertoli hiicreleri yerine folikiil hiicrelerine farklilagirlar. Sertoli
hiicreleri Anti Miillerian Hormon (AMH) {iretiminden ve testis i¢indeki diger tim
hiicre tiplerinin farklilagmasindan sorumludur ve yoklugunda ne AMH, ne de
testosteron iretilir. Bundan dolay:1 da disilerde, erkek genital kanallarin ve aksesuar
cinsel yapilarin gelisimi uyarilmazken, bunun yerine, paramesonefrik kanallarin
gelisimi devam eder ve Fallop tiipleri, uterus ve vajinaya farklilanmasi i¢in uyarilir

(Sekil 2-5).

Geligen paramezonefrik kanal

Dejenere olan mezonefrik
kanal ve tiibiiller

Stroma ve
damarlar

Somatik destek Oogonya
hiicreleri ve

germ hiicreleri Folikiil

hiicreleri

Oviduct Epodphoron
Paraséphoron Gartner

kisti

Iy S

Sekil 2-5: Doku seviyesinde insan disi gonad gelisimi. SRY yoklugunda, somatik destek hiicreleri folikiil hiicrelerine
farklilagir. Bu hiicreler, oositleri kusatarak ovaryumun dis kortikal bolgesinde lokalize olma egilimini gdsteren
primordial follikiilleri olusturur. Mezonefrik kanallar ve mezonefrik tiibiiller, epodphoron, paroéphoron ve Gartner
kistleri gibi kalintilar disinda kaybolur. Paramezonefrik kanallar, oviduktlar, uterus ve vajinay: olusturmak iizere

gelismeye devam eder *7.

Disi gonadin yiizey epiteli, erkeklerdekinin aksine ¢ogalmaya devam eder ve 7.
haftada burada ¢ogalan hiicreler alttaki mezensim i¢ine gdmiilerek kortikal kordonlar
adi1 verilen ikinci nesil kordonlar1 olusturur (Sekil 2-6). 4. ayda disilerde, s6lomik epitel
hiicrelerinden delaminasyon yapan somatik destek hiicreleri, erkeklerde oldugu gibi

Sertoli hiicrelerine farklilasmak yerine PGH kiimelerini kusatirlar (Sekil 2-6).



Dejenere olan
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Sekil 2-6: A. Gelisimin 7. haftasinda, primitif cinsiyet kordonlarinin dejenerasyonunu ve kortikal kordonlarin
olusumunu goésteren overin transvers kesiti. B. Gelisimin 5. ayinda over ve genital kanallar. Medullar kordonlardaki
dejenerasyona dikkat ediniz. Mezonefrik bosaltim tiibiilleri rete ile iliskili degildir. overin kortikal bolgesi, folikiil
hiicreleri ile gevrelenmis oogonya gruplarini baridirmaktadir 2

Erkeklerde, Sertoli hiicreleri, 1. mayoz baslamadan 6nce germ hiicre gelisimini
engeller. Disilerde ise, folikiil hiicreleri tarafindan kusatilan bu germ hiicreleri
oogonialara farklilasarak cogalirlar ve primer oositleri olusturmak iizere 1. mayoz

boliinmelerini tamamlarlar (Sekil 2-7).

OVARYUM S6E)m egiteli
O AAANAL ) Primordial folikiil
v 1avr-4v ,' _—_— / wnm/Rspol <7
' < @ ~hiicresi _ hucresn
Gonadal / 7 @
sirt (0.0 s) Mayoz
[ SANS 0 [o | Dosit o - d i %\ /
/() /GErmhucrelenG - Gog sinyali Tekalhicreler " B NN
Mezonefrik
mezengim Tekal hiicreler ve Paramezonefrik
endotelyal oncidler kanal

Sekil 2-7: Transkripsiyon faktorlerine, biiyiime faktorlerine ve disi gonadlarin olusturulmasindan sorumlu gesitli
hiicre tiplerinin kokenine genel bakis. AMH: anti-Miillerian hormon; AR: Androjen reseptorii; RA: Retinoik asit 2

Bu mayotik oositler, komsu somatik destek hiicrelerini, folikiil hiicrelerine (veya
graniilosa hiicreleri) farklilasmak i¢in uyarir ve daha sonra tek bir oositi ¢evreleyerek
primordial folikiilleri olusturur. Bu folikiiller genellikle ovaryumun kortikal bolgesinde
lokalize olur. Medullar bolge, organin damarlardan, sinirlerden ve bag dokusundan

olusan kismidir. Folikiil hiicreleri bu noktada, ergenlige kadar oositlerin daha fazla
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geligsmesini engeller ve daha sonra bir grup primer oosit her ay gametogenezi siirdiirmek

icin uyarilir.
2.2. OVARYUM ANATOMISI

Ovaryumlar, diizensiz bir yiizeye sahip, kiigiik, oval sekilli ve grimsi renkte
organlardir. Bir ovaryumun gercek boyutu, bir kadinin yasina ve hormonal durumuna
baglidir; modifiye bir periton ile kapli olan yumurtaliklar, dogurganlik yillarinda
yaklagik 3-5 cm uzunlugundadir ve menopozda gitgide kiiciilerek sonunda atrofik hale
gelir. Ovaryumlar, uterusun her iki tarafinda, fallop tiiplerinin altinda, genis ligament
(ligamentum latum uteri) i¢cinde yerlesmis olan bir ¢ift organdir. Ovaryum, eksternal
iliak damarlara, obliterik umblikal artere ve iiretere bagl bir bosluk olan ovaryan fossa

(fossa ovarica)’da bulunur.
2.2.1. Ovaryan Ligamentler

Ovaryumlar1 birkag ¢ift ligament destekler. Ovaryumlar, embriyonik fibroz
kordon gubernakulumun bir kalintis1 olan ** ovaryan ligament (ligamentum ovarii
proprium-ligamentum uteroovaricum) ile uterus yan duvarina, tuba uterinalarin
tutunma yerine yakin bir noktadan baglanir **. Genis ligamentin posterior kismu,
ovaryumu destekleyerek arteriyal ve vendz damarlarimi barindiran mesovaryum’u
olusturur. Ovaryumlar pelvik duvara ise, ovaryumun damar ve sinirlerini de i¢eren
infundibular pelvik ligament (ligamentum suspensorium ovarii) ile baglanir (Sekil

2-8).
2.2.2. Ovaryumlarin Damarlanmasi, innervasyonu ve Lenfatik Drenaji

Ovaryumlarin kan akisi, aorta abdominalisin bir dali olan ovaryan arter (a.
ovarica) tarafindan saglanir. Ovaryan arter ve ven, ovaryuma hilumdan girer ve ¢ikar.
Sol ovaryan ven, sol renal vene akarken, sag ovaryan ven, dogrudan inferior vena kava

(inferior vena cava)’ya bosalir.

Ovaryuma sinirler, ligamentum suspensorium ovarii araciligi ile hilumdan girer.

Innervasyon ise, ovaryan, hipogastrik ve aortik pleksuslar tarafindan gergeklestirilir
44-46

Ovaryumlarin lenfatik drenaji Oncelikle lateral aortik nodlarla saglansa da,

44-46

iliak nodlar da direnaja katilir ve lenf nodi lumbalis’e akar *°.
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Sekil 2-8: Disi iireme organlarinin anatomik yapist 4,

2.3. OVARYUMUN HISTOFiZYOLOJISi

2.3.1. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, disaridan germinal epitel ile ¢evrili, korteks ve medulladan olusan
organlardir. Germinal epitel, hilum bdlgesinde tek katli yassi, organin geri kalan
boliimiinde tek kathi kiibik epitelden meydana gelir. Germinal epitelin hemen altinda,
kortek ile arasinda, siki bag dokusundan olusan ve organi bir kapsiil gibi saran tunika
albuginea bulunur ***’. Kortikal bolge, organin periferinde yer alan ve ovaryan
folikiilleri barindiran selliiler bag dokusundan olusur. Folikiillerin etrafindaki stromada,
daginik bir halde diizenlenmis olan diiz kaslar bulunur. Medullar bélge, bir sinir ile
kortikal bolgeden ayrilmaz. Organin merkezinde, interstisyal hiicreleri, kan damarlarini

. 4 .. ..
(ovaryumun sarmal ve kivrimli arteri ve venler) ¥ lenf damarlarini ve sinirleri i¢eren

gevsek bag dokusundan olugmus kisimdir.
2.3.2. Folikiil Gelisimi

Ovaryumda 3 temel tip folikiil bulunur (Sekil 2-9):

11
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1. Primordiyal folikiiller
2. Biiylimekte olan folikiiller

3. Olgun (Graaf) folikiiller

SEKONDER FOLiKUL

GOK TABAKALI Teka folikiili
PRIMORDIYAL TEK TABAKALI PRIMER FOLIKUL Graniiloza hiicreleri — Membrana graniiloza
FOLIKUL PRIMER FOLIKUL Zona pellusida
Oosit

GRAAF FOLIKUL

- Kiimulis ooforus
Teka folikli

Folikil hiicreleri . Zona pellusida
Graniiloza Zona pellusida Bazal membran

Oosit hiicreleri oosit

Korona radyata

Korpus albikans

Korpus ’ Teka lutein Teka interna

Luteum Granliloza lutein

Teka eksterna

Korona radyata

Oosit
Oositin nukleusu

Sekil 2-9: Ovaryumda yumurtanin olgunlasmas: ve ovulasyon *®.

Primordial folikiiller ilk olarak gelisimin 3. ayinda ortaya ¢ikarlar ve erken
gelisimleri gonadotropin uyarisindan bagimsizdir *. Olgun ovaryumdaki primordial
folikdiller, tunika albugineanin hemen altindaki kortikal bolgede yerlesir. Yaklasik 30
um capindaki oosit, tek katli yassi folikiil hiicreleri ile g¢evrelenmistir ve folikiil
hiicrelerinin dis ylizeyi, bir bazal lamina ile sinirlandirilmistir. Oosit, 6kromatik bir
nukleus ve eksantrik yerlesimli bir ya da daha fazla nukleolus igerir. Ooplazma (oositin
sitoplazmast), ultrastriiktiirel diizeyde, Golgi membranlar1 ve vezikiilleri, endoplazmik
retikulum, mitokondriyon ve lizozomlarin birlikte olusturdugu Balbiani cisimcigi

adinda bir yap1 ve niiklear zarf kesitlerinden olusan aniiler lameller icerir (Sekil 2-10).
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Sekil 2-10: Primordiyal folikiil. Sematik olarak 1. mayotik boliinmenin profazinda duraklamaya girmis olan oosit
goriilmektedir *2.

Puberteye ulasildiginda ovaryumlar, primordial folikiillerden olusan bir folikiil
havuzudur ve her menstrual siklusta 5-15 primordial folikiil, farkli agsamalardan gecgerek
olgunlasmaya baslar *’. Folikiiller biiyiiyen folikiile doniismeye basladiginda, folikiil
hiicrelerinde ve komsu stromada birtakim degisiklikler meydana gelir. Primordial
folikiiller, hipofizyal gonadotrofinlerden bagimsiz olarak kalinlagir ve tek katli yassi
folikiil hiicreleri, tek kath kiibik hiicrelere doniisiir (Sekil 2-11). Bu folikiiller artik
primer folikiil adin1 alir. Folikiil hiicreleri ile birlikte oosit, birkag tip glikoproteinden
(zona pellusida glikoproteinleri: ZP-1, ZP-2, ZP-3) olusan ince bir aselliiler madde
sentezler ve bu madde oosit ylizeyinde ince bir tabaka olusturur. Zona pellusida (ZP)
adindaki bu tabaka, folikiil hiicreleri ve oosit arasinda fiziksel bir bariyer
olusturuyormus gibi goériinmesine ragmen (Sekil 2-12), aslinda hiicre i¢i baglantilar
aracilig1 ile oosit hiicre zarmna ve ince uzantilar ile folikiil hiicrelerine baglidir ****’. Bu

uzantilar ve hiicre i¢i baglantilar1 ovulasyondan hemen 6ncesine kadar bozulmadan kalir

ve muhtemelen hem gelisimsel sinyalleri hem de metabolik destegi oosite iletirler *'.

Folikul hucrelen

Stromal hucreler

Olusan zona
pellusida
Y. 7 4
’ 9
) T4
il 74
A\ 4
QOosit

Sekil 2-11: Erken primer folikiil. Gelisimin erken evresindeki bir primer folikiiliin sematik ¢izimi *2.
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Bu 5-15 primer folikiiliin folikiil hiicreleri daha sonra, oosit ¢evresindeki ¢ok
katmanli kapsiilii (stratum graniilozum-membrana graniiloza) olusturmak {iizere
prolifere olurlar ve graniiloza hiicreleri adin1 alirlar (Sekil 2-12). Bu proliferasyon,
transforming growth factor-p (TGF-P) ailesi iiyesi growth differentiation factor-9
(GDF-9) aracilif1 ile gergeklesir . Bazal lamina, bag dokusu ile folikiil hiicreleri
arasindaki yerini korur. Oositin ve folikiiliin normal gelisimi i¢in gerekli olan besinlerin

gecisi i¢in graniiloza hiicreleri arasinda yaygin oluklu baglantilar (gap junction) gelisir.

oositin mikrovilluslari

B »_ oluklu baglanti
graniloza
hucreleri \\; .
J\ ) graniloza
® 3)\/ hicresinin
. 34 ( uzantisi
oosit
sitoplazmasi

zona pellusida

graniloza
hiicreleri

kortikal /X3
grandller

stratum granilozum
GEC PRIMER FOLIKUL

Sekil 2-12: Geg primer folikiiliin sematik ¢izimi 2,

Graniiloza hiicreleri proliferasyona ugrayinca, folikiile komsu olan stromal
hiicreler, teka folikiili adindaki bag doku kilifin1 olustururlar (Sekil 2-12). Teka folikiili
daha sonar 2 tabakaya farklilagir:

Teka interna: Bazal laminaya komsu, steroid hormon {ireten hiicre
ultrastriiktiiriine sahip olan kiibik salgi hiicrelerinden olusan i¢ tabakadir ve oldukca
vaskiilarizedir. Salgi hiicrelerinin yanisira bu tabakada fibroblastlar ve kollajen lif

demetleri bulunur.

Teka eksterna: Diiz kas hiicreleri ve kollajen lif demetlerinden olusan dis bag
doku tabakasidir.
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Bu noktadan sonra, biiyiiyen folikiillerin bazilar1 dejenere olurken, birkag tanesi
ylikselen FSH seviyesine yanit olarak biiylimeye devam eder. Oosit ve folikiil gelisimi
icin ayrica biliylime faktorleri (epidermal biiyiime faktorii-EGF, insiilin benzeri biiyiime
faktorii I-IGF 1) ve kalsiyum (Ca'™) iyonlarina ihtiyag vardir **. 6-12 sirali stratum
graniilozum tabakasindaki folikiil hiicreleri arasinda, kiigiik hiicreleraras1 bosluklar
(Call-Exner cisimleri) goriiliir ¥’ ve daha sonra bu bosluklar, hyaluronan bakimimndan
zengin folikiil sivis1 (likor folikiili) ile dolmaya baglayarak kiiciik kaviteler olusturur.
Daha sonra bu kaviteler birleserek hilal seklinde tek bir bosluk olan antrumu meydana
getirir. Bu folikiiller de artik sekonder folikiil veya antral folikiil olarak isimlendirilir
(Sekil 2-13). Bu evrede yaklasik olarak 125 pm capinda olan oosit, graniiloza
hiicrelerinden folikiil sivisina salgilanan OMI tarafindan baskilanarak daha fazla

bliylimez.

Teka
ekstema

Teka intema

P\. Y.
Bazal lamina "
00
Granuloza hucreleri |\ 257 >
\\CLI@

1
\

Qosit
Bazallamina

Granuloza hucreleri

Kan
damarlan

Zona pellusida

Sekil 2-13: Sekonder folikiiliin sematik ¢izimi *.

Graniiloza ve teka hiicrelerinin birlikte salgiladig1 E, sayesinde, endometriyum
proliferatif evreye girer, servikal mukus sperm gegisine izin verecek kadar incelir *°.
Sonunda, biiyliyen folikiillerden biri 6ncelik kazanir ve sivi emerek biliylimeye devam
eder. Oosit, kiimiiliis hiicreleri denilen bir grup graniiloza hiicresi tarafindan sarilir ve
antruma dogru bir ¢ikinti yapar. Bu ¢ikint1 kiimiiliis ooforus (yumurta tepecigi) adin

alir. Kiimiiliis hiicreleri, graniiloza hiicreleri ile baglantidadir ve ovulasyonda, oosit ile
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birlikte atilan ve oositin hemen etrafini ¢evreleyen kiimiiliis hiicrelerine korona radiata
denilmektedir. Biiylik, sismis bu folikiil artik olgun folikiil veya Graaf folikiil olarak
tanimlanir (Sekil 2-14). Folikiillerin geri kalani ise atreziye ugrar (atretik folikiil).
Folikiiller, gelisimlerinin herhangi bir evresinde atreziye ugrayabilir. Atretik folikiiller,
cams1 membran denilen kalin, kivrilmis membrandz materyal, ZP ve dejenere oosit ile

folikiil hiicrelerinin kalintilarindan ayirt edilir */.

Teka

eksterna _1eka Granuloza hucreleri
intem

Bazal lamina

Folikuler
sIviiceren
antrum

Korona radyata

Kumalus ooforus

Sekil 2-14: Graaf folikiiliin sematik ¢izimi *2.

2.3.3. Menstrual Siklus ve Ovulasyon

Kadinlarda, puberteden (menars) menopoza girinceye kadar, hipotalamik,
hipofizyal ve ovaryan hormonlarin kontrolii altindaki aylik dongiilere menstrual siklus
adi1 verilir ve bu dongii, her ay olgunlagsmis bir disi gametin ovulasyonu ve uterusun
kendini dollenmis bir embriyonun implantasyonuna hazirlamasi ile sonuglanir. Bu 28

giinliik dongii sunlardan olusur:

* Her ay, (genellikle) tek bir primordial folikiiliin olgunlagsmasi

* Uterin endometriyumun es zamanli proliferasyonu

* Ovulasyon (Olgunlasan oositin ovaryumdan atilmasi)

*  Ovulasyonun gerceklestigi folikiiliin gelismeye devam ederek endokrin KL’a
donilismesi

* Implantasyon gerceklesmezse, uterin endometriumun dékiilmesi ve KL’un

gerilemesi
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Menstrual siklusun, bir onceki siklusta dejenere olan uterin endometriumun
dokiilmesi (menstruasyon) ile basladigi kabul edilir. Dongiiniin besinci giiniinde
(menstruasyon basladiktan sonraki besinci giin), hipotalamus tarafindan salgilanan
kiigiik bir peptit hormon olan gonadotropin-salgilatici hormon (gonadotropin-
releasing hormone - GnRH) sekresyonundaki artig, hipofiz bezinden iki gonadotropik
hormonun (gonadotropinler) salgilanmasin1 uyarir: FSH ve LH (Sekil. 2-5). Hipofizyal
gonadotropin  seviyelerindeki artis, ovaryumlardaki follikiillogenezi ve uterin

endometrium proliferasyonunu diizenler.

Events in ovary

Follicle : Corpus luteum

Endometrial changes Ovulation

Day of menstrual cycle

Hormone levels -
FSH Estrogen \

Sekil 2-15: Menstrual siklusdaki ovaryan, endometrial ve hormonal degisiklikler *7.

_—Progesterone

Menstrual dongiiniin yaklasik oniic ya da ondordiincii giinii (endometriumun
proliferatif fazinin sonunda), FSH ve LH diizeyleri aniden c¢ok keskin bir sekilde
yiikselir (Sekil 2-15). Hipofizyal gonadotropinlerdeki bu dalgalanma, olgunlasmis
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sekonder folikiillerdeki primer oositleri, mayozu devam ettirmeleri i¢in uyarir. Yirmi
saat i¢inde kromozomlar, metafaz plaginda siralanir. Sekonder oositi olusturmak iizere
hiicre boliinmesi hizla gerceklesir ve birinci polar cisim olusur (Sekil 2-16). Sekonder
oosit, hemen ikinci mayotik boliinmesine baslar ancak ovulasyondan yaklasik ii¢ saat
once ikinci mayozun metafaz evresinde duraklamaya girer. Germinal vezikiil yikilinca,
kiimiiliis hiicreleri, hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybedip ayrisarak yumurtay1 gevrelerler.
Sonug olarak, oosit ve onu cevreleyen gevsek kiimiiliis hiicre kitlesi, antral kaviteye
dogru cikint1 yapar. Birka¢ saat icinde, kiimiiliis hiicreleri, kiimiiliis hiicre kitlesini
birka¢ kat genisletmek i¢in, hyaluronik asitten zengin bol miktarda ekstraselliiler

matriks salgilar >,

Germinal vesikiil ve
nukleolus

= " % 4

| L L]

SAATLER 0 15 20 35 38
LH ve FSH'In Germinal 1. mayotik 2. mayotik Ovulasyon
ovulatuvar vesiktiliin metafaz metafaz
dalgalanmasi yikilmasi

Sekil 2-16: Ovaryan siklustaki mayotik olaylar ve zamanlama ',

Ovulasyon siireci inflamatuvar yanita benzemektedir. Ovulasyonla sonuglanan
ve ard arda gerceklesen olaylarin, inflamatuvar medyatorler olan histamin ve
prostaglandinlerin salgilanmasi tarafindan baslatildigi disiiniilmektedir. FSH ve LH
dalgalanmasindan birkag¢ saat sonra, folikiil daha vaskiilarize ve 6dematdz hale gelerek
gozle goriiliir sekilde pembelesir. Folikiil, ovaryumun ylizeyine dogru yer degistirir
(Sekil 2-9). Ovulasyon yaklagirken, folikiil duvar1 incelmeye baslar, boylece stigma adi
verilen kiiciik, meme seklinde bir ¢ikinti meydana gelir. Sonug¢ olarak, folikiil
duvarindaki diiz kas hiicreleri, bolgedeki fibroblastlar tarafindan iiretilen kollajen-yikici
enzimler ve diger faktorlerin serbest birakilmasi, folikiiliin yirtilmasina neden olur.
Oosit, hyaluronik asit matriksine bagl kiimiiliis hiicreleri ile birlikte, yavas yavas
ovaryum yiizeyine dogru hareket eder. Folikiiler stromal hiicrelerden P4 yapimi uyarilir
(luteinizasyon) ve bu olaylarin sonucunda folikiiller yirtilarak ovulasyon gerceklesir >,
Ovulasyon, FSH ve LH dalgalanmasinin baglamasindan yaklasik otuz sekiz saat sonra

gerceklesir. Kiimiiliis-oosit kompleksi, fimbriadan ovidiikte girdikten sonra ovidiikt
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duvarindaki sillerin senkronize hareketi ile ampullaya tagmir. Ampulla i¢inde, oosit

dollenme kapasitesini kaybetmeden 6nce yirmi dort saat boyunca canli kalabilir.

2.3.4. Luteal Evre

Ovulasyondan sonra degisim su evreleri izler:
1. Folikiiliin bazal membrani yirtilir.

2. Folikiiler hiicre kiimesi vaskiilarize olur ve antrum bosluguna kan dolarak
pihtilagir. Boylece gegici bir yap1 olan korpus hemorajikum olusur *#’. Daha
sonra yeni olusmus kan damarlari, fibroblastlar ve kollajen lifler fibrin pihti

icine girer.

3. Folikiiler hiicreler, LH etkisi altinda sitoplazmalarinda sar1 bir pigment
biriktirerek tipik steroid sentezleyen hiicre Ozelligindeki folikiiler lutein
hiicrelerine doniisiirler (Sek 2-9). Bu hiicreler FSH ve LH etkisi altinda P, ve E;

salgilarlar.

4. Teka interna hiicreleri de teka lutein hiicrelerine dontiserek LH uyarisina yanit

olarak androstenedion ve P, iiretirler.

Bu degisimler sonucunda, hormon salgilayan endokrin bir yapt olan Korpus
luteum (KL) olusur “#. P, , Ostrojenik hormonlarin da katkistyla uterusun sekretuvar
evreye girmesini saglar . Dollenme gerceklesmezse, ovulasyonu izleyen 9. giinden
itibaren KL kii¢clilmeye bagslar ve ovulasyondan sonraki 14. giinde dejenerasyona
ugrayarak korpus albikans denilen fibrotik bir skar dokusuna doniisiir ** (Sekil 2-17).
Bu sirada P, iretimi de azaldigindan menstrual kanama baslar. Oositin dollenmesi
durumunda ise, embriyonun sinsityotrofoblastlari tarafindan iiretilen human chorionic
gonadotropin (hCG) hormonu, KL’un gerilemesini engelleyerek gebelik korpus
luteumunun (Korpus luteum graviditatis) olugmasin saglar. Gebeligin ilk 4 ayinda
gerekli olan P,’'u bu yap1 temin ederken, 4. aydan sonra gerekli olan P, hormonu,

plasenta tarafindan temin edilir.



~ Gelisimin 6. haﬁaslnda ovaryan kortekse gé¢

Sekil 2-17: Folikiiler gelisim .

20
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2.3.5. Ostrojenler
2.3.5.1. Ostrojenlerin Biyosentezi

Ostrojenler, cesitli dokularda iiretilen, 18 karbonlu bir steroid hormon ailesidir
031 17-B 6stradiol, Gstron ve Ostriol dogal ostrojenlerdir. Ovaryan orjinli primer
Sstrojen ise 17-B ostradioldiir °% 17-p ostradiol, dolasimdaki 6stron ile denge halindedir.
Ostron daha sonra &striole doniisiir. Bu doniisiimiin biiyiik bir kismi karacigerde
gerceklesir. Bu 3 Ostrojen iginde etkisi en kuvvetli olan 17-f 6stradiol, en zayif olan ise
ostrioldiir °'. 17-p ostradioliin dstrojenik kuvveti, dstrona gére 12 kat, dstriole gore 80

kat daha fazladir 2.

Ovaryan Ostrojenler, over folikiillerinin teka interna ve graniiloza hiicrelerinden,
KL’dan ve plasentadan salgilanir °'. Ya biyosentetik yolla androjenlerden, ya da
dolasimdaki androstenedionun aromatizasyonu ile sentezlenirler. Aromataz (CYP19),
androstenedionun Ostrona, testosteronun ise Ostradiole doniisiimiinii katalizleyen

enzimdir (Sekil 2-18) **>".

Teka interna hiicreleri, LH reseptorlerine sahiptir. LH, siklik adenozin
monofosfat (cAMP) iizerinden etki gostererek, kolesteroliin, E, prekiirsorii olan
androstenediona déniisiimiinii saglar °'. Androstenedionun bir kismi, dstradiole déniisiir
ve dolasima geger. Bir kismi1 da GH’lerine aktarilir ve testosteron iiretilir - Testosteron
GH’lerinde aromataz enzimi araciligi ile ostradiole ¢evrilir - GH’lerinde bulunan gok
sayidaki FSH reseptorii, cAMP {iizerinden etki gostererek aromataz etkinligini arttirir ve

bu hiicrelerin dstradiol salgisini giiclendirir '
2.3.5.2. Ostrojenlerin Etki Mekanizmasi

Diger steroidler gibi Ostrojenler de hiicre ¢ekirdegindeki reseptorleri ile birlesir
ve olusan kompleks, DNA ile baglaninca messenger RNA (mRNA) olusumu artar >
Béylece hiicre islevinde degisikliklere neden olacak yeni proteinler iiretilir. iki farkli
dstrojen reseptorii tanimlanmistir: Ostrojen reseptorii o (ERa) ve strojen reseptorii
B (ERP). ERa, uterus, testis, hipofiz, bobrek, epididim ve adrenal bez; ERp ise over,
prostat, akciger, mesane, beyin ve kemik dokularinda bulunur. Hipofizin over
fonksiyonlarim1 diizenlerken ERa’y1; over folikiillerinin igerisine salgilanan E;’nin ise
ERP’y1 kullandig: diisiiniilmektedir °'. Ciinkii yapilan ¢alismalarda ERo geni devredist

birakilan disi ve erkek farelerin steril oldugu, bunun aksine ERf geni devredist birakilan
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disi ve erkek farelerin normal gelisim gosterdigi ve disi farelerin iireyebildikleri
gosterilmistir °'. Ancak bu etki mekanizmalarmim yanisira, strojenlerin, beyinde néron
desarj1 veya gonadotropin salgilanmasindaki geribildirim gibi hizli etkilerini, membran

reseptorleri araciligi ile gerceklestirdigine inanilmaktadir '
2.3.5.3. Ostrojenlerin Etkileri

*  Ureme ile ilgili dokularin gelisimini uyarir.

*  Opver folikiillerinin gelisimini ve uterus tiiplerinin hareketini kolaylastirir.

* Endometrium, serviks ve vajinanin dongiisel degisikliklerine etki eder.

* Uterusun kan akimini arttirir.

* Uterus diiz kaslarinin kasilmasini ve uterusun oksitosine duyarliligini arttirir.
* FSH salgisini azaltir.

* LH salgisina bazen negatif geribildirim, bazen pozitif geribildirim yapar.

*  Meme kanallarinin

* Anjiyotensinojen ve tiroid baglayici globulin salgisini arttirir.

* Epifiz kapanmasina neden olur.

* Alzheimer hastaliginin ilerlemesini yavaslatir.

* Menstruasyondan dnce viicutta su ve tuz tutulumunu arttirir.

* Plazma kolesterol diizeyini azaltir ve NO iiretimini arttirarak vazodilatasyon

yapar ve aterogenezi engeller.
2.3.6. Progesteron
2.3.6.1. Progesteron Uretimi

Progestinler igerisinde en 6nemlisi, 21 karbonlu steroid bir hormon olan P4 dur
>2. Ancak kii¢iik miktarlarda bulunan bir baska progestin, 17a-hidroksiprogesterondur.
Bu hormon Py’la birlikte salgilanir ve aslinda onunla ayni etkiye sahiptir. Bu nedenle Py,
tek onemli progestin olarak kabul edilir 2 Py, KL, plasenta, ovaryan folikiiller ve az
miktarda da olsa testis ve bobrek iistii bezinden salgilanir. Ovaryan folikiillerden 17a-
hidroksiprogesteron salgilanir. Dolasimdaki Ps’un yaklasik %2’si serbesttir, %80’
albumine, %18’1 ise kortikosteroid-baglayici globuline (KBG) baglhdir.

Teka hiicreleri, GH’lerine pregnenolon saglar ve GH’leri de pregnenolonu P4’a

doniistiiriir (Sekil 2-18). Folikiiler evrenin sonuna dogru, P4 salgis1 artmaya baglar.
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Luteal fazda KL, adenilat siklazin islev kazanmasi sonucu LH uyarisi altinda yiiksek

miktarda P, salgilar ve plazma P, seviyesi belirgin bir artig gosterir (Sekil 2-19) ',
2.3.6.2. Progesteronun Etki Mekanizmasi

Psun, tek bir genden iiretilen iki reseptor izoformu vardir: Progesteron
reseptoriic. A (PRA) ve progesteron reseptorii B (PRB). P, yoklugunda bu
reseptorlere bir 1s1 soku proteini baghdir ', Reseptore Py’iin baglanmasi, bu 1s1 soku
proteinini serbest birakir ve reseptoriin DNA’ya baglanan kismi agiga ¢ikar. Reseptor
kompleksi ile DNA’nin baglanmasi ise mRNA sentezini baglatir. PRA aktive
edildiginde PRB’nin bazi etkilerini inhibe eder.

2.3.6.3. Progesteronun Etkileri

*  Endometriumdaki E, reseptorlerinin sayisini azaltir.

e Uterusun proliferatif fazdan sekretuvar faza gecisini uyarir.

* Uterus diiz kaslariin kasilmasini ve uterusun oksitosine duyarliligini azaltir.

e 17-P ostradioliin, daha diisiik etkili 6strojenlere doniistiiriilme hizin1 arttirir.

* Meme lobiil ve alveollerinin gelisimini uyarir, siit salgisint destekler.

* Yiksek dozu LH salgisint inhibe eder ve Ostrojenlerin inhibe edici etkisini
giiclendirerek ovulasyonu engeller.

* Is1 olusturur ve muhtemelen ovulasyon sirasinda bazal viicut sicakliginin

artisindan sorumludur.
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Ovaryumdaki Ostrojen, progesteron ve androjen iretiminin, LH ve FSH ile, iki hiicreye ve iki
gonadotropin sistemine dayali olarak diizenlenmesi. LH hem teka hem de GH’leri iizerine etki eder; FSH sadece
GH’leri iizerine etki eder. FSH ve LH, G-proteinine bagl reseptorler araciligryla adenilat siklazi uyarir. Adenosin
trifosfattan (ATP) {iretilen siklik adenozin monofosfat (cAMP), steroidojenik enzimleri uyaran protein kinaz A'y1
aktive eder. Gs, G proteini; GDP, guanozin difosfat; GTP, guanozin trifosfat 53,

Sekil 2-19: Ovaryumda steroid hormonlarin biyosentez yollari. A4 yolagi, pregnenolonu progesterona donistiiriir ve
korpus luteumdaki esas yolaktir. A5 yolagi, pregnenolonu androjenlere ve daha sonra dstrojenlere doniistiiriir ve teka
hiicrelerinde tercih edilen yolaktir. Ayrica, sadece adrenal bezde goriilen CYP21 ve CYP11a'nin bir sonucu olarak,
170H-progesteronun, aldosterona ve kortizole doniistiiriilmesi de gosterilmistir. Geri doniisii olmayan reaksiyonlar
tek bir okla; geri déniisiimlii reaksiyonlar cift oklarla gésterilmektedir *>.
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2.4. POLIKISTIK OVER SENDROMU (PKOS)
2.4.1. insan’da PKOS

PKOS, iireme ¢agindaki kadinlarin yaklasik %5 ila 10'unu etkileyen karmasik,

¢ok faktorlii bir endokrinopatidir ve anovulatuvar infertilitenin en yaygin nedenidir '*~*

6! Hastalik menarsla baslar ve semptomlar genellikle oligomenore, amenore,
anoviilasyon, cok sayida antral folikiil, dolasimdaki LH'm hipersekresyonu ile daha
diisiik veya esdeger FSH seviyeleri, obezite, hirsutizm, hiperinsiilinemi, insiilin direnci,
hipotalamik-hipofizyal dissenkronizasyon, anormal pulsatil gonadotropin salgisi,
graniiloza/teka hiicre disfonksiyonu, cesitli metabolik bozukluklar ve asir1 ovaryan

e 19,62-66
androjen tretimidir ~"7".

PKOS, degisken klinik tablolar ile olduk¢a heterojen bir sendrom oldugu i¢in
tan1 kriterleri tartismalidir. Stein ve Leventhal, bu sendromu ilk kez 1935 yilinda
tanimlamuslardir ’, PKOS tanisi igin belirlenen kriterlerin gesitli otoriteler tarafindan

giincellenmis sekli ise Tablo 2-1’de verilmektedir S

Tablo 2-1: Cesitli otoritelere gire PKOS’un tam kriterleri ”°.

TANIMLAMA/YIL TANISAL KRITERLER

NIH-1990 Eszamanli varlig1 gerekir:
1. Hiperandrojenizm (klinik ve/veya biyokimyasal)

2. Ovaryan disfonksiyon

Retterdam (ESHRE/ASRM)-2003 En az iki kriterin varlig1 gereklidir:
1. Hiperandrojenizm (klinik ve/veya biyokimyasal)
2. Ovaryan disfonksiyon

3. Polikistik over morfolojisi (PKOM)

AES-2006 Hiperandrojenizmin (klinik ve/veya biyokimyasal) varligi gerekir

ve:
1. Ovaryan disfonksiyon

2. PKOM

Androjen Fazlahg1 ve PKOS Dernegi | Eszamanl varlig gerekir:
(Androgen Excess and PCOS 1. Hiperandrojenizm (klinik ve/veya biyokimyasal)

Society)-2009 2. Ovaryan disfonksiyon (ovulatuvar disfonksiyon ve/ veya

PKOM)
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Giliniimiizde bu kriterlerin olas1 kombinasyonlar1 kullanilarak dort farklh

fenotipte PKOS tanimlanmistir ve bu farkli fenotipler Sekil 2-20°de goriilmektedir ”°.
Tip A: Hiperandrojenizm, kronik anoviilasyon ve polikistik ovaryumlar.

Tip B: Hiperandrojenizm ve kronik anoviilasyon.

Tip C: Hiperandrojenizm ve polikistik ovaryumlar.

Tip D: Kronik anoviilasyon ve polikistik ovaryumlar.

Polikistik over
(PKO)

Sekil 2-20: PKOS un farkli fenotipleri 704

PKOS’lu kadmlar, genellikle metabolik sendroma tipa tip benzeyen metabolik

60617174~ Metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastaliklarm

bozukluklara sahiptir
gelisimi i¢in Ulusal Kolesterol Egitimi Yetiskin Tedavi Programina gore, diyabet ve
prediyabet, abdominal yaglanma, yiiksek kolesterol ve yiiksek kan basincini kapsayan
risk faktorleri grubudur ®7°7®, PKOS’lu kadmlarin %38-88’i obezdir ve %50-70’i
insiilin direncine sahiptir 7. Sonug olarak PKOS, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler

hastaliklar gibi uzun dénemli hastaliklar ile iliskili bir endokrinopatidir *7"7%8+5,

Ikizlerde yapilan kalitim ¢aligmalari, PKOS patogenezinin %70’inden fazlasini
genetik faktorler ile agiklamaktadir ®. Ayrica genomla iliskili giincel ¢alismalar,
obezite, insiilin direnci ve FSH’daki genetik varyasyonlarla iliskili fazlaca korunmus

genlerle PKOS’un genetik olarak iliskili oldugunu gostermistir .

PKOS’lu kadmlar hamile kaldiklarinda, gestasyonel diyabet, gebelikle
indiiklenen hipertansiyon ve preeklemsiyi iceren metabolik gebelik komplikasyonlar1 ve
erken dogum gibi perinatal komplikasyonlar da daha fazla goriilir **. Dahasi PKOS’lu

kadinlarin bebeklerinde, Ozellikle kardiyovaskiiler ve iirogenital anomaliler gibi
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konjenital anomalilerin riskleri de artar .
2.4.1.1. Polikistik Ovaryum Morfolojisi (PKOM)

PKOS’lu kadinlarin ovaryumlari hafifce genisler ve ¢ok sayida kiigiik (2-9 mm)
antral folikiiller icerir. Merkezi stroma artar ve bu folikiiller genellikle perifere dogru
yerlesirler *°. Polikistik overin bu farkli goriiniimii, her bir ovaryum igin 12 folikiilden
fazlas1 veya 10 ml’den fazla ovaryum hacmi ile tanimlanmistir (Rotterdam, 2004a,b).
Histolojik olarak biiyliyen preantral folikiiller ve erken antral folikiil olusumu normale
benzer. Ancak mid-antral agsamadaki normal gelisim, folikiil biiyiime duraksamasi ve

Y Folikiiler sivi birikimi ve antrumun

dejeneratif degisimler gdstermeye baglar
genislemesi giderek artar. Folikiil genisledikce GH tabakasi apoptoza gider ve giderek
daha fazla atretik hale gelir. Sonunda folikiil duvar1 GH’lerinden yoksun hale gelerek

ince duvarl bir kist goriiniimiinii alir ve kistik folikiilleri sekillendirir.
2.4.1.2. PKOS’ta Insiilin Direnci ve Hiperandrojenizm

PKOS’un etiyolojisi hem genetik yatkinlik, hem de gevresel ve yasam tarzi
faktorlerinden etkilenir. PKOS’lu kadinlar, yasam tarzi ve obezite aracili ekstrinsik
insiilin direnciyle siddetlenen intrinsik insiilin direncine sahiptir °'. Steroidogenez ve
androjen mekanizmasinin ¢esitli yolaklarinin ¢alisilmasina ragmen, hiperandrojenizmin
PKOS’taki patogenezi hala belirsizdir. Androjen fazlaligi, konjenital adrenal hiperplazi
veya androjen {iireten ovaryum tliimdrleri olan hiperandrojenik kadinlarda PKOM

goriilmektedir ***,

Ayrica uzun donem androjen tedavisi alan kadin-erkek
transseksiieller, genellikle PKOM sergiler *>°7. Yiiksek dozda testosteron uygulanan
insan olmayan primatlarda da benzer bulgular goriilmiis, artan ovaryum biiyiikliigiine,

preantral ve antral folikiil sayilarinda artislar eslik etmistir *®

. Ek olarak androjenin
GH’lerinde FSH reseptor ekspresyonunun artisgin1 indiikledigi gosterilmis ve bu
androjen etkisi agisindan bir mekanizma olarak diisiiniilmiistiir.

99,100

PKOS, puberteden Once veya pubertede ortaya ¢ikabilir Yapilan

calismalarda, PKOS’lu kizlarda GnRH salm sikliginda artis gorilmistir .
GnRH’daki bu artis, fazla LH salimimia yol agar. Cok erken sathalarda, biiyiiyen
folikiillerle birlikte LH reseptor ekspresyonunun zamanindan once kazanimiyla birlikte
bu durum, ovaryan androjen tiretiminin artisina neden olur '°'. Hiperandrojenizmin bir

diger nedeni de, hiperinsiilinemi olabilir. Ciinkii insiilin, LH ile birlikte ovaryumun

steroidojenik cevabini uyarir %,
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Androjenler, folikiilogenezin yani sira, adiposit fonksiyonunda da ¢esitli etkilere
sahiptir. PKOS’lu kadinlarda hiperandrojenizm, abdominal depolarda yag birikmesiyle
karakterize android viicut yagi dagilimyla iliskilidir '*. Hiperinsiilineminin varlig:

obeziteden bagimsizdir '

ve dolayisiyla PKOS’da bagimsiz bir faktdr olabilir.
Hiperandrojenizmin hiperinsiilinemiye yol acip a¢madigi veya tam tersi
hiperinsiilineminin hiperandrogenizme neden olup olmadigi ise belirsizdir ve her ikisi
de miimkiindiir '”*. Ayrica, androjenlerin yam sira artan folikiil havuzundan salinan

diger faktorlerin, metabolik fenotipe yol acip agmadigi da bilinmemektedir.
2.4.1.3. Biiyiime ve farkhlasma faktorii-9’un rolii

Yapilan caligmalar, PKOS’da biiyiiyen folikiillerdeki en fazla artigin, primer
asamadaki folikiil sayisinda gergeklestigini gostermis ve primerden sekonder asamaya
gecisin PKOS’da daha yavas olabilecegini diisiindiirmiistiir "*'"”. TGF-p ailesinin oosite
ozel bir iiyesi olan biiyiime farklilasma faktorii-9, folikiilogenezde kritik rol oynar *.
Farelerde yapilan ¢aligmalar, GDF-9’un primer folikiilden sonraki biiylime i¢in gerekli
oldugunu ve disi GDF-9 knock-out farelerin primer asamada folikiilogenezlerinin
tamamiyla engellenerek infertil hale geldiklerini gostermistir '*'”, PKOS’lu ve normal
ovaryumlarda, GDF-9 ekspresyonunu incelemis; GDF-9 ekspresyonunun PKOS
ovaryumlarinda, transizyonelden Graaf folikiillere kadar tiim gelisimsel asamalardaki
oositlerde, normale kiyasla azaldigini1 gostermislerdir. Filho ve ark., PKOS’da primer
folikiillerin oositlerinin sadece %8-12’sinde GDF-9 sinyali oldugunu, normal
kontrollerde ise %96’sinda bulundugunu ve daha gelismis folikiillerde sinyal
oldugunda, normal folikiillere kiyasla daha zayif oldugunu gostermistir '*. Boylece
primer folikiil asamasindaki biiylimenin yavaslamasina makul bir agiklama gelmistir.
Dolayisiyla PKOS’da biiyiime hatalar1 folikiilogenezin en erken agsamalarinda, antral

folikiiliin duraksamasindan hemen once baslayabilir.
2.4.1.4. Anti-miillerian hormon (AMH)

TGF-B ailesinin bir diger tiyesi olan AMH, 6zellikle biiyiliyen preantral ve kiiglik

antral folikiillerin GH’leri tarafindan firetilir ve folikiil olgunlagsmasinin ilerlemesini

110

negatif olarak diizenler ~ . PKOS ovaryumlarinda primordiyal ve primer folikiillerde

AMH ekspresyonu, normal ovaryumlara kiyasla azalmustir '

. Erken asamadaki
folikiillerde AMH ekspresyonun kismi azalmasi, PKOS’da preantral folikiil sayisinin

artig1 icin olas1 bir mekanizma ortaya koyabilir. Ilgingtir ki PKOS’lu kadinlarda serum
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AMH diizeyleri normal kadinlarda goriilen degerlere kiyasla 2-3 kat artmaktadir. Bu
PKOS’da folikiil sayisinin artisina atfedilirken giincel kanitlar, her GH’de in vitro AMH
iiretiminin bu hastalikta arttigim gostermektedir ''>. Diger bir deyisle PKOS
ovaryumlarinda her kiiciik antral folikiil, ilgili normal bir folikiilden daha fazla AMH
iiretir. Ozetlersek bu bulgular PKOS’lu kadlarda AMH ekspresyonunun erken
bliyliyen folikiillerde  azalarak  gelisimin ilerlemesine izin verebilecegini
diistindiirmektedir. Ancak antral asamaya gelen folikiil biiyiimesiyle birlikte artan AMH
iretimi, artan folikiil sayisinin ve her hiicre i¢in daha fazla iiretimin sonucu olarak

meydana gelebilir.
2.4.2. PKOS’un Kemirgen Modelleri

Hiperandrojenizm, PKOS’un ana sebebi olarak diisliniilmektedir. Bu nedenle
cogu PKOS hayvan modeli androjenlerle indiiklenmektedir. PKOS fare modellerinde en

sik kullanilan androjenler testosteron, DHEA ve dehidrotestosteron (DHT)’dur 13,14

113

Ancak bazi modellerde Ostrojen tedavisi de uygulanmistir . Androjenler ile

olusturulan bu modellerde, li¢ ana modelleme paradigmasi kullanilmistir:

1. Prenatal ve/veya neonatal steroid manipiilasyonu kullanarak polikistik
ovaryumlarin gelisimsel programlamasi: Bu yontem primatlarda ve koyunlarda
tanimlanan PKOS un prenatal androjenizasyon modelini tekrarlamaktadir ',

2. Pubertal veya yetiskin hayvanlarm steroid ile manipiilasyonu '**''.

3. Polikistik ovaryum fenotipine sahip knock-out ve knock-in transgenik fare

modellerinin degerlendirilmesi.

Gelisimin farkli asamalarinda steroid indiiksiyonu, pre- veya postnatal hayatta
veya yetiskinlikte PKOS’un farkl fenotiplerini indiiklemek i¢in kullanilir ve ¢gogunlukla
hiperinsiilinemi ve/veya insiilin direncinin baslamasiyla iligkilendirilmektedir ''*.
PKOS, artan insiilin direnci insidansiyla birlikte polifolikiiler —ovaryumlar,
hiperandrojenizm ve anoviilasyonun yer aldig: bir fenotipik spekturumu yansitir. Ancak
FSH diizeyleri karakteristik olarak normal menstrual siklus aralifinda kalir. PKOS’lu
kadinlarda pulsatil LH salgist ve serum LH’1 artarken PKOS’lu obez kadinlar normal
veya hafif artmig konsantrasyonlarda LH’a sahip olmaya yatkindir. Tek problem

kemirgen ovaryumu ve mono-oviiler tiirler arasindaki farktir.
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Normal 6strus siklusunda en az alti oviilasyonlu poli-oviiler tiirlerden sican ve
fare ovaryumlarinda herhangi bir donemde ¢ok sayida biiyiik folikiil bulunur. Bu
preovulatuvar folikiiller kismen sagliklidir, biiylimektedir ve fonksiyonel olarak
normaldir ve apoptoz, atrezi ve aromataz aktivitesi analiziyle belirlenebilir. Dahasi,
gecerli Ostrus siklusunun ve onceki dstrus siklusunun luteolize giden KL’lar1 da bulunur
ve ovaryuma hakim Kkitleyi olusturur. Yetiskin hayvanlarda herhangi bir sebeple
oviilasyonun olmamasi, ovaryumda KL yokluguyla ve c¢oklu antral folikiillerin
varligiyla kolayca taninabilir. Ancak, kemirgenlerde polikistik ovaryumlarin dogasi,

kadinlardaki gibi olmayabilir.

Kadinlarda FSH plazma diizeylerinin diisiik oldugu normal menstrual siklusun
luteal fazinda veya hipogonadotropik hipogonadizmli kadinlarda (6rnegin Kallman
Sendromu) folikiiller, ebat olarak yaklasik 5 mm’e kadar goriiliir, FSH yoklugunda veya

U Folikiil bityiimesinin bu

diisitk FSH varliginda bu ebat biiylimeye devam eder
asamast gonadotropinden bagimsiz asama olarak adlandirilir; gonadotropinlerden
ozellikle FSH folikiil biiyiimesinin hizim etkileyebilmesine ragmen gerekli degildir '°.
18-20 mm captaki preovulatuar ebatta folikiillerin biliylimesi tamamen FSH ve LH’a
bagimlhidir, bu da folikiil biiyiimesinin gonadotropin bagimli asamasidir. PKOS’lu
kadinlarda folikiil biiyiimesi, bu gonadotropin bagimli asamada duraksar. Preoviilatuar
folikiiliin capiin yarisindan daha kiiciik olan folikiillerin ebatlart 5 mm ila 10 mm
arasinda degisir. Aslinda bu duraksayan folikiillerin neredeyse ¢ogu kistiktir, saglikl bir
oosit igerir '*° ve ekzojen FSH ile kurtarilabilir. Aslinda ¢oklu preovulatuar folikiillerin
gelisimiyle birlikte ovaryan hiperstimiilasyon sendromu (OHSS), gonadotropinlerle

121 . -
. Tersine kemirgen

ovaryan stimiilasyonu yapilan PKOS’lu kadinlarda ana risktir
modellerin birkaginda folikiiller, bir preovulatuvar folikiiliin ebadina esit veya daha
bliyliktiir ve bazis1 veya ¢cogu tedaviye bagl olarak ve tedavi sirasinda aslinda atretik ve
kistik olabilir. PKOS’lu kadinlar normal veya hafif artmig serum Ostradiol
konsantrasyonlarina sahiptir. Bazi kemirgen modeller letrozol kullanilarak Ostrojenleri
elimine etmektedir veya aromataz geninin knockout edildigi ArKO transgenik farelerde
ovaryumlarin endojen androjen {retimi artmaktadir. Ancak Ostrojen yoklugunda
preovulatuvar folikiil sayis1 artacak ve preovulatuvar LH artis1 baslatilamazken

ovaryumlarda gonadotropin kullanimi arttirtlarak oviilasyon inhibe edilecektir. Bu da

polikistik ovaryum izlenimi vermekte fakat PKOS ile baglantis1 yaniltic1 olabilmektedir.
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2.4.2.1. Dihidrotestosteron (DHT)

DHT ile tedavi, kemirgenlerde PKOS benzeri fenotipi uyarmak i¢in en sik
kullanilan yaklasimdir. DHT, aromatize edilemeyen bir androjen oldugundan dolay1
testosteronun tersine Ostradiole c¢evrilemez. Bu nedenle DHT tedavisiyle elde edilen
sonuclar tamamen DHT’ye atfedilebilmektedir. Ancak veriler DHT’nin, Ostrojen
reseptorii B’ya baglanabilen S5a-androstan-3b,17b-diol’e metabolize edilebildigini

gostermektedir

. Buna karsin DHT androjen reseptdriine karsi testosterondan daha
yiiksek affiniteye sahiptir, bu da daha giiclii bir androjen olmasini saglar. Gebeligin 16-
18. giinlerinde disi farelerin 250 pg DHT ile prenatal tedavisi, disi yavrularinda iireme

anomalilerine yol agmustir' %,

2.4.2.2. Testosteron

127-130 .
130 nadiren

Testosteron siklikla PKOS sican modellerinde kullanilsa da
farelerde de wuygulanmaktadir. Farelerde testosteronun sadece neonatal olarak
uygulandigi modeller tanimlanmistir. Disi farelerin yasamlarinin ilk ii¢ glintinde 100 pg
testosteron veya testosteron propionat uygulamasi, anoviilasyona ve polifolikiiler

ovaryumlara yol agar "',
2.4.2.3. Dehidroepiandrosteron (DHEA)

DHEA, esasen adrenal kaynakli bir androjendir ve PKOS’lu kadinlarda artig
gosterir °%. Dolayistyla DHEA farkli kemirgen modellerinde PKOS’u indiiklemek igin
kullanilmaktadir. DHEA, si¢anlarda PKOS’u uyarmak icin ilk kez Roy ve ark.

tarafindan kullamlmustir >

. Yaklagik 22 giinliik prepubertal sicanlar genellikle 20-27
giinler arasinda giinliik olarak DHEA (0,2 ml SY igerisinde ¢6ziilmiis 6 mg/100 g viicut
agirhginda) enjeksiyonu yapilmaktadir. Uygulama sonrasinda sicanlar asiklik ve
anoviilatuar hale gelmektedir **'*°. DHEA ile indiiklenen siganlarda 0,45 ila 2,2 mm
arasinda degisen caplarda ¢oklu folikiiler kistlere sahip c¢esitli siddette kistik ovaryumlar
gelismektedir ve bunlarin graniiloza hiicre tabakalar1 dejenere olmaktadir. Ovaryum
tunikasinin kapsiilii kalinlasmamakta ve DHEA uygulanan siganlarin ovaryum agirligi

anlamli derecede artmaktadir 4140,

Farelerin prenatal DHEA androjenizasyonu rapor edilmemistir; bunun sebebi
belki de gebeligin erken doneminde (7. gline kadar) prenatal DHEA tedavisinin

embriyonik rezorpsiyona neden olmasidir '*'. Diisiik dozlarda DHEA’nin prenatal
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uygulamasi veya gebeligin daha ileri asamasinda uygulanmasi embriyonik rezorpsiyonu
koruyabilir ve PKOS’u indiikleyebilir ancak heniiz boyle bir ¢alisma uygulanmamustir.

Dolayistyla ¢ogu calismada DHEA ile prepubertal uygulama yapilmstir.

Tanimlanan ¢alismalarda DHEA uygulamasi pubertede baslatilmigtir. Motta ve
arkadaslar1 25 giinliik farelere 20 giin boyunca giinliik enjeksiyonlarla 6 mg/100g viicut

agirligi dozda DHEA uygulamustir '+

. Uygulama yapilan fareler infertildir ve
ovaryumlarinda her biri i¢in ikiden fazla olmamasina ragmen daha fazla atretik folikiil
ve folikiiler kistler vardir. Bu Kkistler ince bir teka tabakasi ve kompakt bir granuloza
hiicre tabakasina sahiptir (Tablo 2-2). Bu az sayida kist, 6zellikle polioviilatuvar
tiirlerde ince teka hiicre tabakasiyla birlikte, PKOS’lu kadinlardaki folikiiler fenotiple
uyusmamaktadir. Ovaryum folikiillerine benzer bir etki de yaklasik 22 giinliik immatiir
sicanlara 7-21 giin arasinda DHEA uygulamasindan sonra goriilmiistiir. Sonu¢ olarak
farelerin DHEA ile postnatal tedavisi baslica metabolik fenotip olmak iizere baz1 PKOS

fenotiplerini indiiklemistir (Tablo 2-2). Ancak ovaryan fenotipi insan fenotipi ile birebir

ayni degildir.

Tablo 2-2: Androjen uyarith PKOS fare modelleri ve dzellikleri '°.

UYGULAMA |OVARYAN HORMON METABOLIK

UYGULAMA | 7 \MANI FENOTIP SEVIYELERI [FENOTIP
Bozulmus 6strus siklusu . L
Azalmis KL LH A Z;:/irtil A adiposit
Kiigiik antral folikiil sayisinda AN | T A\

DHT Prenatal Ince GH tabakas1 GnRH aktivitesi ig\:/lili/(esi A glukoz
Kalin TH tabakast 0 Glukoz intoleranst
Devamli andstrus
KL yoklugu Viicut agirligi A
Atretik folikiil sayisinda A\ Leptin A\ Adiposite A\

DHT Prepubertal Kist benzeri yapilar Adiponeptin W | Adiposit boyutu A\
Ince GH tabakas1 Glukoz intoleranst
Kalin TH tabakasi
Anovulasyon

T Neonatal Polifolikiller ovaryumlar Tanimlanmamis | Tanimlanmamis

Testgsteron Neonatal Kist benz?rl yapilar Tanimlanmamis | Tanimlanmamis

propionat KL yoklugu
. . Viicut agirhigi A

DHEA Pubertal Klrff;atlll?(flikﬁl sayisinda AN Tanimlanmamiss | Insiilin A\

Y Glukoz AN

= . Kist benzeri yapilar

Ostradiol Neonatal - Tanimlanmamis | Tanimlanmamig
KL yoklugu

DHT: Dehidrotestosteron; T: Testosteron, DHEA:Dehidroepiandrosteron; DLH: Luteinlestirici hormon;
GnRH: Gonadotropin salgilatict hormon; A\:Artis; W: Azalis.
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2.4.2.4. Ostrojenler:

5-7 giinliik nenonatal farelerde 20 pg ostradiol ile giinliik subkutan enjeksiyonlar

5100 giinlik farelerin

PKOS modelini gelistirmek iizere uygulanmaktadir
ovaryumlarmin analizi bu kisa siireli ostradiol tedavisinin folikiiler kist olusumuna ve
KL’un tamamen yokluguna yol agtigim gostermistir '"°. Ancak folikiil ve kistlerin

morfolojisi ¢aligilmamustir.
2.5. MAMMALIAN TARGET OF RAPAMYCIN (mTOR)

PKOS, yasam boyu devam eden, heterojendz belirtiler ve semptomlar birlesimi
olan bir endokrinopatidir '*°. Ancak molekiiler patogenezi hala bilinmemektedir. PKOS
ve OK’nde 6zellikle aktif oldugu goriilen fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT/mTOR
sinyal yolagimin, PKOS ve ovaryum kanseri (OK) patogenezi ile yakin iliskisi oldugu

diistiniilmektedir .
2.5.1. mTOR kompleksleri

mTOR, evrim siirecinde geni ve proteini nispeten korunmus bir serin/treonin
kinazdir **. Fosfatidilinositol kinaz-iliskili kinaz (PIKK) protein ailesine aittir ve hiicre
biliylimesini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini aktif olarak diizenledigi, translasyon,
ribozom biyogenezi, besin tasmmasi ve otofajide aktif rol oynadigi gosterilmistir .
Ayrica mTOR aracili sinyal yolagi, tip 2 diyabet ve bazi kanserler gibi bir dizi

6

hastaligin gelisiminde 6nemli bir rol oynar ®*. Stres, besin yetersizligi ve biyiime

faktorlerinin azalmasi sonucunda mTOR aktivitesi de azalir. Bu da, hiicre

4

proliferasyonu '*” ve doku bilyiimesinde azalmaya '* ve otofajinin baslamasina yol agar

148

mTOR, makromolekiiler bir proteindir ve farkli proteinlerle birlestiginde iki
farkli tipte kompleks olusturur: rapamisine duyarli mTORC1 ve rapamisine duyarsiz
mTORC2 **. mTORC1, mTOR, Raptor, mLST8 ve PRAS40'dan olusur **'*’. Hiicre
bliylimesi ve ¢ogalmasi, protein sentezi, metabolizma ve otofaji, RNA translasyonu ve
besin metabolizmasini diizenleyerek mitokondriyal ve ribozomal biyogenezde kritik bir
rol oynar 2. mTORC2, mTOR, Rictor, Sinl, PRR5/PRR5L (Protor 1/Protor 2) ve
mLST8'den olusur ve oynadigi baslica roller hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre

150-159

sagkalimi ve polaritedir . 1991 yilinda Heitman ve arkadaslari, mTORCI ve

mTORC2'nin mayadaki farkli genler tarafindan kodlandigini gostermistir. mTORCI,
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5'TOP mRNA'larinin translasyonu yoluyla protein sentezini ve ribozomal biyogenezi
indiikleyerek translasyonun baslatilmasini saglar. mTORC2, serum ve glukokortikoid
kaynakli protein kinaz 1 (SGKI1) ve AKT'nin seviyelerini diizenleyerek hiicresel
bilyiimeye ve hayatta kalmaya aracilik eder ®. mTORC2, RhoA ve PKC-a'yi

diizenleyerek hiicre iskeleti organizasyonu ve hiicre polaritesini de diizenleyebilir '*.
2.5.2. mTOR Komplekslerinin Upstream Regiilatorleri

Iki mTOR sinyal yolagi vardir: PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi ve
LKB1/AMPK/TSC/mTOR sinyal yolag1 ®*. Bunlardan ilki, fosforilasyon ile calisir
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve insiilin gibi biiylime faktorleri, hiicre
biiylimesini diizenleyen siire¢ sirasinda, hiicre yiizeyinde bulunan reseptdr tirozin
kinazlar (RKT) ile birleserek AKT'yi aktive eder '°'. AKT, dogrudan veya dolayl
olarak, TSC1/TSC2 kompleksi araciligiyla tiim sinyal yolagin harekete gegirebilir ',
TSC1/TSC2 kompleksinin negatif bir regiilatér olmasi nedeniyle, PI3K/AKT/mTOR
yolaginin upstream molekiilii ile birleserek mTOR aktivasyonunu baskilayabilir. Bunun
yaninda AKT, fosforilasyon yoluyla TSCI1/TSC2 kompleksini inhibe edebilir.
TSC1/TSC2, mTORC!'in kritik bir upstream regiilatoriidiir. TSC1/TSC2, PI3K yolagini
aktive etmek i¢in bilylime faktorleri de dahil olmak tizere mTORCI iizerinde etkili olan

upstream akim sinyallerinin ¢ogunu iletebilir ',

Ikinci yolakta, AMPK enerji sensdrii gibi davranir ve AKT gibi dogrudan
mTOR fizerine etki edebilir. AMPK, mTORCl!'in allosterik inhibisyonunu uyaran

163 Ek olarak, AMPK, GTP enzim aktivitesini arttirmak ve bir

raptoru fosforile edebilir
mTORC1 aktivatorii olan GTP-baglayic1 protein Rheb'i baskilamak suretiyle
TSC1/TSC2 kompleksini aktive edebilir ©. Ayrica, glikojen sentaz kinaz 3p (GSK-3p),
TSC1/TSC2 kompleksini de aktive edebilir. Ayrica, diisiik oksijen ve enerji seviyesi
gibi bazi faktorler, LKBI/SKTI-AMPK yolag1 ile kontrol edilen TSC1/TSC2
kompleksi araciligi ile mTORCI iizerine etki edebilir '®* ve enerji stres kosullarinda

mTORC1 aktivitesini baskilayabilir '®.

mTORC2 aktivitesi ise bircok biiyiime faktorlii araciligi ile artabilir, fakat
upstream regiilasyon mekanizmalar yeterince anlasilamamustir *>. mTORC2'nin insiilin
ile °* ve PI3K yolag: ile '°® aktive edilebilecegi gosterilmistir. Ashworth ve arkadaslart
17 PKB/AKT'nin tam aktivasyonunda, mTOR'un, fosforilasyonun iki asamas ile 6nemli

bir rol oynadigma isaret etmistir. Ilk olarak, proteinin Thr308'i PDK1 tarafindan
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fosforile edilir. Ikinci asamada Ser473 kalintis;, mTORC?2 ile fosforile edilir. Daha
sonra, mTORC2, dolayli olarak PKT/AKT'nin aktivasyonu yoluyla mTORCI1
aktivitesini artirabilir. TSC1/TSC2 kompleksinin mTORC2'yi aktive edebildigi de
gosterilmistir. Ayrica TSC1/TSC2 kompleksi mTORCI1 yerine mTORC?2 ile fiziksel

166

olarak birlesebilir mTORC1’in Rictor'un fosforilasyonuyla mTORC2 aktivitesini

168

baskilamasi " mTORC1 ve mTORC?2 arasinda islevsel olarak bir baglanti oldugunu

gosterir
2.5.3. mTOR komplekslerinin downstream regiilatorleri

Aktive edilmis mTOR sinyal yolaginda iki downstream hedef vardir: 70s
ribozomal protein S6 kinaz (S6K1) ve Okaryotik translasyon baslatma faktorii 4E
baglayici protein 1 (4E-BP1) . S6K1, translasyon baslatmay: daha da ileriye gotiiren,
Okaryotik translasyon baslatma faktorii 4B (elF4B) ve Okaryotik baslatma faktorii 2
kinaz (eEF2K)’1 fosforiller '**. S6K1 ayrica mTORC] ile fosforile edilebilir ve sonug
olarak translasyon baslatma aktivasyonuna neden olur. Ancak bazen, ayn1 zamanda,
insiilin reseptor substratt 1'in (IRS1) aktivitesini baskilayarak PI3K sinyalini azaltir ve
fosforile edilmis S6K1 yoluyla translasyonun baslatiimasinda negatif bir rol oynar .
4E-BP1 negatif bir regiilatordiir ve elF4E translasyon baglatma faktoriinti baglar. 4E-
BP1'in mTOR tarafindan fosforilasyonu, eIF-4E'yi serbest birakir '""*'"2. Salinmus eIF-
4E, elF-4A, elF-4G ve elF-4B'ye baglanarak elF-4F kompleksini olusturur ve

translasyonun baslatilmasini tesvik eder ' (Sekil 2-21).
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Sekil 2-21: mTOR sinyal yolagi ©
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2.5.4. PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolu ve PKOS arasindaki iliski

Zhang ve arkadaslar1 PKOS’lu hastalarda, kontrol bireylere kiyasla daha yiiksek

17 PKOS hastalari, homeostaz

fosforile AKT (p-AKT) ifadesi oldugunu raporlamistir
model degerlendirme-insiilin direnci (HOMA-IR) indeksine dayanarak, insiilin direnci
olan ve insiilin direnci olmayan seklinde gruplandiginda, insiilin direnci grubunda p-
AKT'nin insiilin direnci olmayan gruba goére daha yiiksek bir ifadeye sahip oldugu

2 Roa ve arkadaslari, ergenlik baslangici ve LH salgilanmasmin

bulunmustur
kontroliinde, mTOR'un &nemli bir rol oynadigmi belirtmistir '*. Bununla birlikte,
mTOR sinyal yolu rapamisin tarafindan bastirildiginda, pubertede gonadotropik aksin
inhibisyonuna, ostradiol ve LH seviyelerini azaltmaya, vajinal agiklig1 dnemli 6l¢iide
geciktirmeye ve uterus ve ovaryum atrofisine neden olur. mTOR, p70S6K kinaz ve 40S

ribozomal protein S6'nin fosforillenmesi yoluyla translasyonun baglatiimasini tegvik

' Yaba ve Demir, mTOR ifadesinin PKOS’lu farelerde, kontrol ile

eder
karsilastirildiginda arttigini ve mTORC1 ve mTORC2'nin PKOS gelisiminde énemli rol
oynayabilecegini belirtmislerdir '°. Yaba ve Demir baska bir galismalarinda ise
mTOR"un, mitotik bir sagkalim kontrol noktasi olarak calisarak, folikiil biiylimesini in

176

vivo olarak diizenleyebildigine dikkat ¢ekmislerdir Ayrica aymi caligmada

Rapamisin tarafindan inhibe edilen mTOR aktivasyonunun, in vitro folikiil bilylimesini

176

ve graniiloza hiicre proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir Allemand ve

arkadaglari, S6K ve mTOR'un yiiksek fosforilasyonunun, insiilin IRS1’in aktivasyonunu

inhibe ettigini ve bu durumun insiilin direnci ile sonuglandigini ortaya koymustur .

2.5.5. PKOS Tedavisinde mTOR inhibitorleri

Enerji stresi, endoplazmik retikulum (ER) stresi, asit yoksunlugu ve hipoksi ile

mTORC1 aktivitesinin baskilanabilecegini destekleyen arastirmalar vardir >,

Birinci jenerasyon mTOR inhibitorlerinin ¢esitli tipteki tiimorlerde tedavide
etkili oldugu gosterilmistir . Ayrica, giderek artan sayida c¢alisma klinik etki olup
olmadigini aragtirmak i¢in ikinci nesil mTOR inhibitorleri olarak PI3K veya AKT'yi
hedeflemeye ¢alismaktadir .

Klinik uygulamada rapamisin ve tiirevleri, Everolimus, Temsirolimus ve

Ridaforolimus genellikle ilk sirada kullanilan mTOR inhibitérleridir. Rapamisin LH
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seviyesini azaltir ve bu nedenle PKOS hastalarin1 tedavi etmek i¢in kullanilir '®.
Ovulasyonu uyarmak, PKOS hastalarinin tedavisinde en temel yontem olarak kabul
edilir ve dolayli olarak FSH seviyesini artirma yetenegine sahip bir oral Ostrojen
reseptorli olan klomifen sitrat (CC) tarafindan gergeklestirilebilir. CC, ilk tedaviden
sonra ovulasyonu %80'e kadar geri dondiirebilir, ancak gebelik orani sadece %35
kadardir '’®. Temsirolimus yeni bir oral mTOR inhibitorii tipidir ve oral ilag
tedavisinden sonra rapamisine hidrolize edilebilir. Diisiik biyoyararlanimi oldugu igin,
Temsirolimus PKOS semptomunlari icin de kullanilabilir ®*. Bu terapétik veriler, LH
veya FSH sekresyon seviyesini degistirmenin PKOS'un semptomlarini hafifletmeye
egilimli oldugunu gostermistir *. Bugiine kadar, Rapamisin, PKI-587 ', PI-103 '* ve

diger baz kii¢lik molekiillii inhibitdrlerin tiirevleri gelistirilmistir.
2.5.6. PKOS Tedavisinde PI3K Inhibitorleri

Shah ve ark’nin, pre-pubertal disi sicanlarda metfromin ve quersetin tedavisi ile
gerceklestirdigi PKOS deneyinde, quersetin ile tedavi edildikten sonra PKOS
grubundaki ovaryum ve uterus agirliklari, kontrol grubuna gore énemli dlgiide azalma
gosterirken, LH, testosteron ve insiilin diizeyleri de dramatik sekilde iyilesmistir 181
Quersetinin ayrica, PI3K aktivitesini de inhibe edebilecegi gosterilmistir. Bu nedenle bu
calisma, quersetin'in PKOS hastalari iizerinde PI3K sinyal yolagini inhibe ederek pozitif
etkisi olabilecegini diisiindliirmektedir. Sivalingam VN ve arkadaslari, etkili bir oral
anti-hiperglisemik ila¢ olan metforminin, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolag ile etkileserek
PKOS'lu kadinlarda oviilasyonu desteklemek i¢in tek basina veya CC ile kombine
olarak kullanilabilecegini gostermistir '*. Zhao ve arkadaslar1 da ayrica, LY-294002
(PI3K inhibitérii) ve BAY-117082'nin PKOS hastalarinda WNT5a ile indiiklenen

inflamasyonu acik¢a onledigini gostermistir ',
2.6. MIKRO RNA’LAR (miRNA)

Ambros ve arkadaglari tarafindan 1993 yilinda kesfedilen miRNA’lar endojen,
kiigiik, kodlama yapmayan, tek zincirli RNA molekiilleridir ve uzunluklar1 22-24
niikleotit (nt) arasinda degisir '**. Primer miRNA (pri-miRNA)’lar transkriptleri birkag
kilobaz uzunlugundadir ve nukleusta asamali islemlerden gecerek 70 ila 90 nt
uzunlugunda prekiirsér miRNA (pre-miRNA) iiretimine yol acar. Pre-miRNAlar Diver
ile ileri islemlerden gegerek ¢ift zincirli mRNA dupleksini ve sonrasinda olgun

miRNAlar1 olusturur. Olgun miRNA’lar hedef mRNA’larin 3'-¢evrilmemis bolgesine
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(3'-UTR) baglanarak translasyonu diizenlemede énemli roller oynar '**'*’. Ekzozom ile
kontrol edilen miRNA transferi hiicreler arasindaki genetik aligverisin ana
mekanizmasidir '**. Kosaka ve ark. dolasimdaki miRNA’larin, miRNA, mRNA ve
proteinler gibi ekzozomlar ile salindigini ve sonrasinda fonksiyonlarini yerine getirmek

iizere alicilara transfer edildigini rapor etmistir '*.

miRNA’lar hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptozu ve hormon biyosentezi
ve salmimi gibi cesitli O6nemli hiicresel fizyolojik ve patolojik siireclerin

diizenlenmesine dahil olur '

. Insan ovaryumu dogumda, uzun siireli fertil siiregte
hazirlanan yaklagik 10.000 primordiyal folikiil icerir. Folikiilogenez ve steroidogenez,
intraovaryan gen ekspresyonu, sinyal yolaklar1 ve endokrin ve parakrin faktorleri de
dahil eden kompleks siireglerdir '*'"'*>. PTEN/PI3K/Akt sinyal yolagi oositin
proliferasyonuna, sagkalimma, gociine ve metabolizmasma katkida bulunur '
Wingless tipte MMTV integrasyon bdlgesi ailesi iiyesi 4 (WNT4) graniiloza
fonksiyonlarmim diizenlenmesinde antral folikiil gelisimi i¢in gerekmektedir '**. TGF-p
siiper ailesi iiyeleri GDF9 ve kemik morfogenik protein 15 (BMP15), folikiil

19

gelisiminde ana regiilatorlerdir '*> ve miRNA’lar graniiloza hiicre proliferasyonu ve

apoptozunda gorev alirlar >,
2.6.1. miRNA’larin Biyogenezi ve Etki Mekanizmalar:

Glinlimiizde hayvan genomlarinda 1000’den fazla miRNA tanimlanmasina

ragmen ¢ok azinm fonksiyonu aydmnlatilmistir '*°

. Tim miRNAlar islemden gecer ve
koordine bir dizi siireci takip eden kompleks bir biyogenezle olgunlastirilir (Sekil 2-22).
Baslangigta miRNA genleri, bir veya daha fazla RNA polimeraz II yapisiyla uzun pri-
miRNAlar olarak transkripte edilir. Bu pri-miRNAlar RNaz III Drosha komplekleri
tarafindan islenerek uzun pre-miRNA’lara doniistiiriiliir. Sac tokasi seklinde yapiya
sahip pre-miRNAlar sonra eksportin 5 aracilifiyla sitozola nakledilir ve RNaz II Dicer
tarafindan ileri islemlerden gegirilerek olgun miRNA’lar meydana getirilir. Sonugcta
kilavuz zinciri olarak adlandirilan ve diger zincirden daha yiiksek seviye gdsteren olgun
tek zincirli miRNA’lar, RNA ile indiiklenen susturucu (silencing) kompleksine girer
(RISC) 7. Yolcu zinciri ad1 verilen ve adinin sonuna yildiz (*) isareti alan diger zincir
parcalanir. Baz1 vakalarda 5p ve 3p adi verilen her iki zincir de fonksiyoneldir ve
198

yiiksek seviyelerde saptanir

hedef mRNA’nin 3'-UTR bélgesine baglanir '**?. Bu miRNA-mRNA etkilesimi

. miRNA-RISC kompleksleri hatali baz eslesmesiyle
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translasyon baglangicini baskilar veya hedef mRNA’nin endonukleolitik klivajim
indiikler '*"'*°. Hayvan miRNA’lar1 genellikle hedef genlerinin korunmus cekirdek
sekanslarindan sadece 7-8 baziyla kismi homoloji gosterir ve translasyonel represyonu

indiikleyebilir *°'.
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Guide strand (or miRNA 3p: Active)

3'0H LLLUUJ.LULLMU.L Passenger strand (miRNA 5p o miRNA”: degradation)

Sekil 2-22: miRNA biyosentezi 2.

2.6.2. Ovaryumda miRNA Profilleri

miRNA ekspresyonu organa spesifiktir ve organ fonksiyonu ile ozellikle de
ovaryum ile yakindan iligkilidir. Ovaryumda eksprese edilen miRNA’lar memeli
iiremesinin diizenlenmesinde goérev alirlar. miRNA ekspresyonu ve fonksiyonu farkli
hiicre tiirleriyle iliskilidir. Biyoinformatik ve gen ontolojisi analizleri, ovaryumda
agirlikli  olarak eksprese edilen miRNA’larin  hedef genlerinin hiicre siklusu
diizenlenmesi, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve apoptozunda, endokrin sistem

hastaliklarinda ve ovaryan fonksiyonlarda gérev aldigii gostermistir **°.

miRNA ekspresyon profilleri insan, fare, sigir, koyun, tavuk, balik domuz ve at
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196,197,204-209

gibi c¢esitli tlirlerde de tanimlanmistir Timoneda ve ark. Domuz

ovaryumlarinda 6zellikle let-7a, miR-25 ve miR-106a’nin eksprese edildigini bulmustur
18 Li ve ark. yetiskin domuzlarin hem ovaryum hem de testislerinde miR-21-5p, miR-
143-3p ve let-7 ailesi tiyelerinin en 6zgiin miRNA’lar oldugunu ve bu miRNA’larin
ovaryum ve testikiiler gelisimde hiicresel housekeeping roller oynadigini rapor
etmislerdir 7 miR-378, miR-1, miR-206, miR-379, miR-127 ve miR-411 testisten cok
ovaryumda down regiile edilmekte; buna karsin miR-10b, miR-26a, miR-21, miR-140

ve miR-101 testiste degil, ovaryumda upregiile edilmektedir *'°.

Ayrica, X
kromozomunda bulunan ayrimsal olarak eksprese edilen miRNA’larm (X-bagh
miRNA’lar) ¢ogu testise kiyasla ovaryumda anlamli derecede upregiile edilmektedir.
Tiirlerden bagimsiz olarak let-7 ailesi, miR-21, miR-99a, miR-125b, miR-126, miR-

143, miR-145 ve miR-199b ovaryumdaki en baskin miRNA popiilasyonlaridir '*°.
2.6.3. miRNA’lar ve Hormonlar

Kronik olarak androgenize siganlarda viicut agirliginin arttigi, ostrus siklusun
bozuldugu, insiilin duyarliliginin azaldig1 ve ovaryan agirhiginin azaldigi gosterilmistir.
Bu fenotiplerin diizenleyici genlerin kodlanmayan miRNA’larinin bozulmasiyla iliskili
oldugu da bulunmustur *'"*'>. Bazt miRNA’larin FSH’1n negatif kontroliinde folikiiler

gelisim sirasinda eksprese oldugu 2"

ve FSH ile indiiklenen sican graniiloza
hiicrelerinin P, iiretiminde gorev alabilecegi kaydedilmistir *'*. Bazi asamali yapay
noral ag analizleri, meme kanserinde tahmini miRNA isaretlerinin Ostrojen reseptor
durumuyla iliskili oldugunu gostermistir *'>. Bu calismalarin bulgular1 eksojen DHT
tedavisiyle degistirilen miRNA ekspresyonunun, folikiiler hiicrelerde Ostrojen
reseptOrlerini  aktiflestirerek dolayli steriodal etki gostermesi veya androjen

metabolizmasinin diizenlenmesi i¢in androjen reseptor yolaginda dogrudan etki

gostermesi olasiligimi arttirmustir *'°.
2.6.4. miRNAlar ve PKOS

Insan PKOS ovaryumlarinda normale kiyasla ayrimsal gen ekspresyonu ortaya

konmustur >

. PKOS’un genomik c¢aligmalari, hiicre bdliinmesi, apoptoz ve gen
ekspresyonu ve metabolizma diizenlenmesi de dahil olmak {izere bir¢ok fonksiyonel
kategoriye tekabiil eden genlerin degismis tiirlerini gostermistir. Retinoik asit
biyosentezi ve LH’a cevap veren genler de dahil olmak iizere steroidogenezde gorev

alan genler, genellikle PKOS’lu bireylerin teka hiicrelerinde upregiile edilirken *'*, Wnt
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sinyallesmesi ve ovaryum folikiilogeneziyle iliskili genler downregiile edilmektedir *'*
220 Ovaryan apoptotik genler PKOS’da degisiklige ugramasina ragmen bu degisimlerin
net etkisi belirsizdir *'°. Posttranskripsiyonel gen diizenlenmesinde yeni gelismeler,
farkli memeli tiirlerinde miRNA’larin yiizlercesinin kesfini saglamistir. miRNA’nin
farkl1 ekspresyon modelleri ve ovaryumda potansiyel hedeflerinin fazla miktarlari,
ovaryan fonksiyonun diizenlenmesinde onemlerini arz etmektedir. Giinlimiizde ¢ok

221-222

saytda miRNA ovaryumda tespit edilmis ve folikiiler gelisme sirasinda

223,224

gonadotropinler tarafindan diizenlendigi bulunmustur Glincel c¢aligmalar

miRNA’larin insan graniiloza hiicrelerinde steriodogenez, hiicre proliferasyonu ve

apoptozunun diizenlenmesinde gorev aldigim gostermistir 222,

Yardimer iireme tedavisi goren kadinlarin graniiloza/kiimiiliis hiicrelerinde miR-
23b, miR-542-3p, miR-211 ve miR-17-5p ayrimsal ekspresyonlar, miRNA
ekspresyonunun disi infertilitesinde altta yatan etiyoloji olabilecegini akla getirmektedir
206207 " Dahasi miRNA’lar obezite, insiilin direnci dahil olmak iizere metabolik
sendromlar **® ve siklikla PKOS ile iliskili kosullarda rol oynadigini géstermistir. miR-
222 in situ lokalizasyonla teka hiicrelerinde eksprese oldugu kanitlanmis ve
ekspresyonun androjenler tarafindan baskilanarak ve p27/kipl hedeflenerek hiicre
proliferasyonunu diizenledigi kaydedilmistir. Ek olarak miR-222 fazla ekspresyonu,
azalan ERa proteini ve ERa hedef genlerinin sinyallesmesine ek olarak ekspresyonuyla
da iligkilendirilmistir. miR-132 ve miR-320 polikistik ovaryuma sahip hastalarin
folikiiler sivilarinda, normal kontrole kiyasla anlamli derecede azalmis diizeylerde
eksprese olmaktadir. Ek olarak PKOS hastalarinda miR-132, miR-320, miR-520c-3p,
miR-24 ve miR-222 Ostrojen konsantrasyonlarini diizenler ve miR-24, miR-193b, ve
miR-483-5p PKOS hastalarinda P4 konsantrasyonunu diizenler. miR-93 PKOS’da fazla
eksprese olur ve GLUT4 ve artan IR ile iligkilidir ***. miRNA-21, miRNA-27b,
miRNA-103 ve miRNA-155 metabolik siire¢lerde 6nemli roller oynar ve PKOS

hastalarinda obezite ve dolasimdaki androjen konsantrasyonlarindan etkilenir *°.
2.6.5. PKOS’ta Serum/Plazma miRNA Biyoisaretleyicileri

Serumda fazlaca bulunan miRNA’lar stabil ve niikleaz aktivitesine direncli
olduklar1 ve tespit edilmesi kolay oldugu i¢in, PKOS’ta invaziv olmayan bir
biyoisaretleyici olarak gérev alabilir ***. miRNA’larmn 6zellikle seruma nasil gectigi ve

serumda bulunmalarinin hastalifa 6zel olup olmadigi bilinmemektedir ve serumda
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hiicresel orijinlerini belirlemek zor olabilir. Gilinlimiizde PKOS serumunda diger ¢esitli
biyomarkerlar tanisal amagli kullanilmaktadir. Bunlar arasinda LH, androjen
konsantrasnlar1 ve FSH yer almaktadir **°. 12 saghkli kadm, 12 saglikli erkek ve 12
PKOS hastast ile yapilan bir ¢alismada, miR-21, miR-27b, miR-103 ve miR-155
ekspresyonlart PKOS’lu kadinlarda arttig gostermistir. Ayrica serumdaki serbest
testosteron diizeyleri ile miR-21, miR-27b ve miR-155 arasinda pozitif bir iligki
oldugunu, bu miRNA’larin hormon metabolizmasina ve reprodiiktif hiicresel siireclere
dahil olabilecegini gostermistir 1 miR-222, miR-16, miR-19a, miR-106b, miR-30c,
miR-146a, miR-24, miR-186 ekspresyon diizeyleri PKOS hastalarinin serumlarinda

arti gosterirken miR-320 ekspresyonunda diisiis goriilmiistiir *'°

. Long ve ark.nin
yaptig1 ilging bir gozlemde PKOS’lu kadinlarin ovaryan dokularinda bulunan ve
ayrimsal olarak eksprese edilen miRNA’larin ¢ogunun, kana salinmadigi ve dolayisiyla
PKOS serumunda degismedigi goriilmistir . Sonu¢ olarak farkli miRNA’larin
dolasimda bulunmasi tanisal olarak kullanigh bir ara¢ olabilecegini ve belki de PKOS
tedavisi i¢in kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. PKOS’lu hastalarin miRNA
profillerinin saglikli kontrollerle karsilastirilmast miRNA’larin patogeneze katkida
bulunabilecegini gdstermektedir. miR-21, miR-27b ve miR-103 yukarida da
bahsedildigi gibi PKOS ile ve metabolik hastaliklarla da iliskilendirilmistir. Bunlar

arasinda obezite, T2D, diisiik dereceli inflamasyon ve adipogenez bozuklugu da yer

almaktadir.

Sonug olarak PKOS patofizyolojisi jinekoloji, endokrinoloji ve diyabetoloji gibi
alanlar ilgilendirir. Kullanilan PKOS kritelerine gore farkli fenotipler ortaya ¢ikmakta
ve miRNA’larin ¢esitli aglar1 kompleksiteye katkida bulunmaktadir. Ancak degisen
miRNA ekspresyon profilinin PKOS’un sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu heniiz ayirt
edilemese de, miRNAlar PKOS’lu hastalar1 normal menstruasyon gegiren kadinlardan

ayirt etmek veya bu heterojen sendromun fenotiplerini belirlemek i¢in kullanilabilir.
2.6.6. miRNA’lar ve Apoptoz

miRNAlar kanserli hiicrelerde ve tiimorlerde en ¢ok ve giiclii sekilde upregiile
edildigi i¢in anti-apoptotik faktor olarak cok¢a arastirilmaktadir *°. miR-21’in
gliyoblastomada anti-apoptotik faktér oldugu ve kemorezistansta ¢oklu rollere sahip

234

oldugu gosterilmistir “*. Meng ve ark. miRNA’larin insan kolanjiyokarsinoma

hiicrelerinde apoptozda ve antikanser ila¢ direncinde gérev aldigmi kaydetmistir >,
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Spesifik bir prekiirsor ile transfekte edildikten sonra miR-21 ekspresyonunun artmasi,
kontrol hiicrelerinde ve gemsitabin ile tedavi edilen hiicrelerde apoptotik indeksi
anlamli derecede diisiirmiistiir. Ozellikle miR-21 ve anti-miR-21’in in vitroda PTEN-
3'UTR igeren bir lusiferaz yapisin1 ve PTEN ekspresyon diizeylerini degistirdigi ve
PTEN’in miR-21 diizeyleriyle ters iliskiye sahip oldugu gosterilmistir *>**’. miR-21’in
fazla ekspresyonu, PTEN downregiilasyonuna ve PI3-kinaz-Akt yolag: {izerinden daha
aktif bir sinyallesmeye yol agabilecegi hipoteziyle uyumlu sekilde, apoptoza daha az
yatkin kanser hiicrelerinin olusturulmast ve miR-21 ekspresyonun artmasi,
PI3K/Akt/mTOR yolaginin aktivasyonuyla iligkilidir. Ayrica bu yolagi hedefleyen
ilaclar gemsitabin ile kombine edildiginde pAkt diizeylerini azaltarak apoptozu
giiglendirir >**. Bu bulgular PI3K inhibtorlerinin gemsitabin ile tedavi goren hiicrelere
eklenmesinin, pAkt’i azalttigin1 ve apoptozu arttirdigini rapor eden onceki ¢aligmalarla

23238239 prostat kanser hiicrelerinde miR-21 knockdown: proliferatif ve

uyumludur
invaziv potansiyeli ve kemo- ve radyosensitivite profillerini etkilemede veya PTEN ve

tiimér supresor PDCD4 ekspresyonunu degistirmede yetersiz kalmustir >,

PTEN, PI3K/Akt yolagmin aktivasyonunu inhibe eden diger énemli bir timor
supresor gendir. Dolayistyla hiicre apoptozunu kontrol ederek tiimor hiicrelerinin
direncli profillerine katkida bulunabilir. Yukarida bahsedildigi {izere ¢esitli ¢caligmalar
miR-21’in PTEN ekspresyonunu ve downstream kinazi olan Akt fosforilasyonunu

235-23 . . S .
7 miR-21’in azalmasi in vitro ve in

diizenledigi c¢esitli calismalarda gdsterilmistir
vivoda gemsitabin ile indiiklenen apoptozun giiclenmesi ile ve antitiimdr aktivitesinin
giiclenmesiyle iliskilendirilmistir. Ancak PTEN iizerinden miR-21 diizenlenmesi bir¢ok
timorde yaygin olmaktan ¢ok hiicreye spesifik 6zellik gostermektedir ve miR-21’in

PTEN’i dogrudan veya dolayl olarak diizenleyebildigi hala belirsizdir **'.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma igin Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan
27/05/2016 tarihli ve 2016/55 sayili etik kurul onay1 alinmis ve tiim ¢alismalar etik

kurul ilkelerine bagl kalinarak gergeklestirilmistir.
3.1. DENEY PROSEDURU

Calismamizda 42 adet, 25 giinliik, disi, Balb/c fareler kullanildi. Calismada
kullanilacak deney hayvanlari, 1.U. Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,
Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri AbD’ndan temin
edildi ve hayvanlarmn bakimi 1.U. Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Deney
Hayvanlar1 Laboratuari’nda yapildi. Tiim hayvanlar, igerisinde %21 protein bulunan
sikistirilmis pellet yemle ile serbest olarak beslendi ve igme suyu olarak, hergiin 1 kez
degistirilmis, taze sebeke suyu kullanildi. 12 saat giin 15181/12 saat karanlik uygulanan
sessiz bir odada, uygun kafeslerde barmmma saglandi. Kafesler muntazam olarak
temizlendi. Deneyin ilk ve son giinii tiim gruplardaki hayvanlarin agirliklar1 6l¢iildii. 6

adet deney grubu olusturuldu ve gruptaki deney hayvanlar1 ayr1 kafeslerde muhafaza
edildi.

1. Grup (Kontrol Grubu) (n=6) : 25 giinliik farelere 20 giin boyunca hicbir invazif

islem uygulanmadi.

2. Grup (PKOS Sham Grubu) (n=6) : 25 giinliik farelere 20 giin boyunca subkutan
olarak 0,01 ml %95 etanol + 0,09 ml SY enjeksiyonu uygulandi (SY toksik olmayan

dogal bir ¢oziiciidiir).

3. Grup (PKOS Grubu) (n=8): 25 giinliik farelere 20 giin boyunca 0,01 ml %95 etanol
+ 0,09 ml SY’nda c¢oziinmiis 6mg/100g DHEA enjeksiyonu subkutan olarak
uygulanarak PKOS modeli olusturuldu.

4. Grup (inhibisyon Grubu) (n=8): 25 giinliik farelere 20 giin siire ile hergiin 0,1 ml,
DMSO igerisinde ¢ozlinmiis 1 mg/100g KU-0063794 enjeksiyonu intraperitoneal olarak
uyguland1 ve mTOR sinyal yolag1 inhibisyonu gergeklestirildi.

5. Grup (PKOS +inhibisyon Grubu) (n=8): 25 giinliik farelere 20 giin boyunca 0,01
ml %95 etanol + 0,09 ml SY’nda ¢oziinmiis 6 mg/100g DHEA enjeksiyonu subkutan
olarak ve 0,1 ml, DMSO igerisinde ¢ozlinmiis 1 mg/100g KU-0063794 enjeksiyonu
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intraperitoneal olarak uygulandi ve bdylece PKOS modeli olusturulurken ayni1 zamanda

mTOR sinyal yolagi inhibisyonu da gerceklestirildi.

6. Grup (inhibisyon Sham Grubu) (n=6): 25 giinliik farelere 20 giin siire ile hergiin
0,1 ml DMSO enjeksiyonu intraperitoneal olarak uygulandi.

20 giinlik deneyin sonunda alinan vajinal smear Orneklerine gore didstrus
fazinda olan hayvanlar tartildi. Ketamin (100 mg/kg; ip)-ksilazin (10 mg/kg; ip)
anestezisi altinda, intrakardiyak ponksiyon yontemi ile kan ornekleri toplanan deney

hayvanlar1 sakrifiye edilerek sag ve sol ovaryumlari ¢ikartildi.
3.1.1. Deneyde Kullanilan Kimyasal Ajanlar:
3.1.1.1. Dehidroepiandrosteron (DHEA) (Sigma Aldrich-D4000)

Adrenal bezin zona retikiilaris tabakasindan salgilanan adrenal androjenlerden
biridir **. Salgilanmasi, adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortikal androjen-
uyarict hormon tarafindan kontrol edilir. Pregnenolon, 17a-hidroksilasyonu ile 17a-
hidroksipregnenolona, 17a-hidroksipregnenolon da 19 karbonlu (C-19) DHEA’ya
doniistir. DHEA’da daha sonra bir adrenal siilfokinaz araciligi ile DHEA siilfata
doniistiiriiliir. Adrenal androjenler olan DHEA, DHEA siilfat ve androstenedion,
minimal androjenik aktiviteye sahiptir. Bu nedenle etkilerini daha androjenik aktiviteye

sahip testosteron ve dihidrotestosterona doniiserek gosterirler.
3.1.1.2. Susam Yag (Sigma Aldrich-S3547)
SY, toksik olmayan, dogal, bitkisel bir ¢oziiciidiir ***.
3.1.1.3. KU-0063794 (Selleckchem-S1226)
mTOR inhibitorii PP242 ile karsilastirildiginda KU-0063794, PI3K’lar veya

diger 76 kinaza karst mTOR’un inaktif olmas1 i¢in daha yiiksek bir 6zgiilliik sergiler.

HEK-293 hiicrelerinde, 30 nM KU-0063794, hidrofobik motifin (Thr’*)

fosforilasyonunu ve daha sonra T-loop kalmtisinin (Thr**

ederek S6K1 aktivitesini hizla yok etmek icin yeterlidir. 100-300 nM KU-0063794,

) fosforilasyonunu bloke

S6K1 ve S6 proteininin amino-asit kaynakli fosforilasyonunu tamamen inhibe eder.

S6Kl'e benzer sekilde, KU-0063794, mTORC1’de Ser’**®ve mTORC2’de

2
Ser

veya IGF1 uyarist varliginda KU-0063794, Akt (Ser'” ve Thr'®®) aktivitesi ve

*1 fosforilasyonunu doz bagimli ve zamana bagl bir sekilde inhibe eder. Serum
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fosforilasyonunun yani sira, Akt substratlari PRAS40 (Thr**’), GSK3o0/GSK3p
(Ser’'/Ser’) ve Foxo-1/3a (Thr**/Thr’*)’nin  fosforilasyonunun doz bagimli
inhibisyonunu uyarir. Rapamisinin aksine KU-0063794, SGK1 aktivitesini ve Ser**?
fosforilasyonunu inhibe ederken forbol esterinin indiikledigi ERK veya RSK
fosforilasyonunu ve RSK aktivasyonunu inhibe etmez. Rapamisin ile
karsilastirildiginda, KU-0063794, Thr'’, Thr** ve Ser®'de 4E-BPl'in tamamen
defosforilasyonunu indiiklemek icin daha giiclii bir etki sergiler. KU-0063794,
embriyonik fare fibroblastlarinda, rapamisinden daha etkili bir gekilde, hiicre
biiyiimesini engeller ve hiicre dongiisiinin G1 fazinda durmasma neden olur **.

KU0063794 ayrica, preklinik renal hiicreli karsinom modelinde tiimor biiylimesini ve

mTOR sinyalini inhibe etmistir ***,
3.1.1.4. Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Bio Shop-DMSS555)

DMSO, (CHj3),S formiiliine sahip bir organosiilfiir bilesigidir. Renksiz, kokusuz,
berrak olan bu sivi, hem polar, hem de apolar bilesikleri ¢ozen, suyun yanisira ¢ok
cesitli organik coziictiler icinde karigabilen 6nemli bir polar aprotik ¢oziiciidiir. Nispeten
yiikksek bir erime noktasina sahiptir. Hiicresel zarlara kolaylikla niifus eder ve bu

ozelligi sayesinde diger maddelerin de diflizyonunu arttirabilir.
3.2. VAJINAL SMEAR ORNEKLERININ ALINMASI

Farelerde, Ostrus dongiisii 4 asamaya (proostrus, Ostrus, metostrus, ve didstrus)

ayrilir ve gebelik, yalanci gebelik veya andstrus tarafindan kesintiye ugramadig: siirece

104

her 4 ila 5 giinde bir tekrarlar . Prodstrus fazi 12 saat, Ostrus fazi 12-24 saat,

metdstrus fazi 6-8 saat ve didstrus fazi 52-60 saat siirer %1%

. Fare 0strus dongiisiinde
hormonal degisikliklere bagli olarak meydana gelen degisiklikler, vajinal sitoloji,
elektriksel direncin Ol¢lilmesi, biyokimyasal idrar analizleri ve dis genital organlarin
gorsel olarak gdzlemlenmesi gibi degisik metodlar ile belirlenebilir. Vajinal hiicrelerin
morfolojik olarak degerlendirilmesi, tim evreleri tanimlamak i¢in en dogru yontem
olarak kabul edilir. Ostrus déngiisiiniin hangi evrede oldugunun tanimlanmasinda, iig
hiicre tipinin orami belirleyici olarak kullanilir: 1. Polimorfoniiklear 16kositler; 2.

Kornifiye epitel hiicreleri; 3. Niikleuslu epitel hiicreleri '****2*7. (Sekil 3-1).
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Q_QG” Sekil 3-1: Ostrus periyodlarini tanimlama araci. Bu arag, dstrus
44(? dongiisiiniin 4 periyodu boyunca, degisiklik gosteren hiicre
Q

tiirlerinin ve oranlarinin gematik bir temsilidir. Daire isaretindeki
cizgiler, ostrus fazinin degistigi alanlar: igaret etmektedir. Her bir
kadranin (2 ¢izgi aras1) boyutu, kabaca o periyodun uzunlugunu
temsil eder. Dongiiniin tamami1 4-5 giin siirer. Bu grafigi
kullanmak icin, vajinal smear hiicreleri incelenir ve her hiicre
/ tipinin goreceli sayisi belirlenir. Sonra, grafigin {izerine hayali bir

a

SNy1s308

ok yerlestirilir. Yerlestirilen bu ok, smeared goriilen hiicre tiirleri
ve oranlar1 okun altinda goriiniinceye kadar saat yoniinde hareket
ettirilir. Okun hareketi sabitlenince, bulundugu kadrandaki faz,
Ostrus fazini igaret eder. L: Lokosit; N: Nukleuslu epitel hiicresi;
TET / C: Kornifiye epitel hiicresi '™

Proostrus

* Pembe sitoplazmali ve koyu mavi ¢ekirdekli, ayn1 biiylikliikte epitel hiicrelerinin

varligi ile karakterizedir.
* Az sayida keratinosit goriiliir '****>%.

* Vajina agik hale gelir ve pembe renktedir (Sekil 3-2).

* Hipofizyal FSH ve LH seviyesi, proostrus fazinda artis gosterir ve Ostrus fazina

dogru maksimum seviyelerine ulasir.

* E; seviyesi de bu fazda ylikselmeye baslayarak 6strus fazinda maksimum seviyesine

ulagir.

* P, hormon diizeyi, prodstrus fazinda en diisiik seviyesindedir.

Ostrus

* Niikleussuz kornifiye skuamoz epitel hiicreleri ile karakterizedir ve bu hiicrelerin

say1s1 prodstrus fazindakinden 2 kat fazladir '*+**2,

* Hiicre farklilagmasi sirasinda sentezlenen keratin nedeniyle biiyiik kornifiye hiicreler

PAP boyasi ile turuncu renkte goriiniir.
Ostrus periyodu, pik yapan E,’nin etkisi altindadur.

* Ovulasyon, proostrus basindan Ostrus sonuna kadar gergeklesir. Oositler atilinca

geride bir KL kalir.



48

Metostrus

* Degisik oranlarda lenfositler, yash kornifiye hiicreler ve niikleuslu epitel hiicreleri
ile karakterizedir '****2%,

*  Metostrustaki g¢ekirdekli hiicreler, koyu mavi boyanan g¢ekirdeklerini ¢evreleyen
soluk mavi bir hiicre zar1 ile sinirlanirlar.

* Metostrusta oli hiicrelerin kalintilarindan dolay1 vajinal dokular soluk ve kurudur
(Sekil 3-2).

* Vajinal salgilar, smearin beyaz ve opak goriinmesini saglar.

* Polimorfoniiklear l6kositler, E, salgisindaki azalma nedeniyle vajinal kanala geger
ve yogun olarak diger hiicrelerin etrafinda toplanirlar. Lenfositlerin bu
kiimelenmesi, kemokinlerden kaynaklanir. Kemokinler, luteal regresyon sonucu

104,245-247

eksprese edilirler

* Lokositlerin ~ bollugu, smeare genel bir koyu mavi renk verir.

Diostrus

*  (Cogunlukla 16kositlerden olusur.

Az sayida nukleuslu epitel hiicreleri goriiliir '****2%7,

* Didstrus KL biiylimesi ile iligkilidir.

* Didstrus Ostrojenik uyaridan yoksundur, yiiksek P, etkisi altindadir.

* Ureme dokularinda dejeneratif degisiklikler goriiliir.

* Vajina mavimsi-mor renktedir (Sekil 3-2).
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PROOSTRUS OSTRUS METOSTRUS DIGSTRUS

* Cok kabank * Az kabarik * Kabarik degil * Kabarik degil
* Pembe * Acik pembe * Pembe degil * Pembe degil
* Islak * Nemli * Kuru * Kuru

* Burusuk * Burusuk * DUz * Diz

Sekil 3-2: Balb/c farelerin 6strus fazlarima gore dis genital organlarinin gériiniimii ',

Deneyin son 10 giinii, biitiin gruplardaki deney hayvanlarinin herbirinden, her
sabah saat 10:00°da, siklus tayini i¢in vajinal smear Ornekleri alindi. Bu islem igin
hayvanlar sirt bolgelerinden tutulup karinlar1 yukar1 bakacak sekilde konumlandirildi ve
kuyruklar1 sabitlendi. Icinde yaklasik 50 pl fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl ¢ozeltisi)
bulunan ince uglu Pastor pipeti, deney hayvaninin vajinasina yerlestirilerek birkac kez
pipetaj yapildi. Islem sonunda vajinadan alman Ornekler, temiz bir lam iizerine
yayilarak havada kurutulduktan sonra, %96 etanol igerisinde fikse edildi. Daha sonra
metilen mavisi ile boyanan vajinal smear 6rnekleri, 151k mikroskobunda incelendi ve
hayvanlarin strus sikluslarmin evreleri belirlendi '******. Elde edilecek sonuglarin,
farkli Ostrus fazlarinda gosterecegi degisikliklerin Oniine ge¢cmek adina, biitiin

gruplardaki hayvanlar, didstrus fazinda sakrifiye edildi.
3.3. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Hayvanlardan deney sonunda intrakardiyak ponksiyon yontemi ile toplanan kan
ornekleri, serum tiiplerine alinarak 1500 rpm’de 15 dk. santrifiij (Sigma 2-16 K) edildi
ve serumlar1 ayrildi. Toplanan serum Ornekleri ~ -80 °C’de muhafaza edildi ve bu

orneklerden daha sonra ELISA yontemi ile E; ve P4hormon tayinleri yapildi.
3.3.1. Serum E; Seviyesi Tayini:

Serumdaki E, seviyesini belirlemek icin Fine Test’in EU0390 katalog numarali

ELISA kiti kullanilmastir.
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ELISA Prosediirii:

Reaktiflerin hazirlanmasi

E, standardi: 45 ng/ml E, standart soliisyonu oda 1sisina getirildi. 1’den 6’ya kadar
numaralandirilmis altt ependorf tiip hazirlandi. Her tiibe 0,3 ml standart diliient
konuldu. 1. tiipten 0,3 ml diliient alind1 ve yerine 0,3 ml 45 ng/ml’lik E, standart
sollisyonundan eklendi. Tiip vortekslendi ve 1. tiipten 0,3 ml alinarak 2. tiibe eklendi
ve vortekslendi. 2. tiipten 0,3 ml alinarak 3. tiibe eklendi ve vorteklendi. Bu islem 6.

tiibe gelene kadar tekrarlandu.

Not: 1.tiipten 6. tiibe kadar E, konsantrasyonlar1 sirastyla 22,5; 11,25; 5,625; 2,813;
1,406 ve 0,703 ng/ml olmaliydi ve bizim konsantrasyonlarimiz sirasiyla 22,5;

11,544; 7,395; 4,203; 1,672 ve 0,792 ng/ml olarak bulundu.

Yikama soliisyonu: Deneye baslamadan dnce 30 ml konsantre yikama soliisyonu,
750 ml distile su ile sulandirildi ve +4 °C’de muhafaza edildi. Kullanmadan 6nce

oda 1s1sina getirildi.

Biotinli Primer Antikor: Ihtiyacimiz olan total antikor miktar1 hesapland:
(kuyucuk basina 0,05 ml) ve biotinli antikor, antikor diluent soliisyonu ile 1:100

oraninda sulandirild.

HRP-Streptavidin Konjugati (SABC): Konjugat oda 1sisina getirildi. ihtiyacimiz
olan total SABC miktar1 hesaplandi (kuyucuk basina 0,1 ml) ve SABC, SABC

diluent soliisyonu ile 1:100 oraninda sulandirildi.
Deney Prosediirii
1. Deney diizeni tablosu hazirlandi ve deney kagidina isaretlendi

2. NSB ve Bo kuyucuklarma 50 pl standart diliient koyuldu (deney tamponu veya

doku kiiltiirii medyumu) .
3. Standart 1-7 isaretlenen kuyucuklara koyuldu.
4. Her bir serum 6rneginden 50 pl isaretlenen kuyucuklara koyuldu.
5. Biitlin kuyucuklara 50 pl antikor ¢alisma soliisyonu koyuldu.

6. Kuyucuklarin iizeri yapigkan koruyucu ile kaplandi ve 45 dk. 37 °C’de inkiibe
edildi.
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Stirenin sonunda her kuyucuk aspire edilerek yikama soliisyonu ile 3 kez

yikandi.

Biitiin kuyucuklara 100 pl SABC koyuldu. Kuyucuklarin iizeri yapiskan
koruyucu ile kaplandi ve 30 dk. 37 °C’de inkiibe edildi.

Stirenin sonunda her kuyucuk aspire edilerek yikama soliisyonu ile 5 kez

yikandi.

Her kuyucuga 90 pl TMB substrat eklendi ve kuyucuklarin {izeri yapiskan
koruyucu ile kaplanarak ve 10-20 dk. 37 °C’de, karanlikta inkiibe edildi.

Deney siiresi sonunda her kuyucuga 50 pl reaksiyon durdurma soliisyonu

eklendi ve kuyucuklar bosaltildi.

Bos kuyucuklar 450 nm optik dansitede okutuldu

4
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-0.87
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Sekil 3-3: ELISA testinde E, baglanmasini gosteren standart egri grafigi.
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3.3.2. Serum P4 Seviyesi Tayini:

Serumdaki P4 seviyesini belirlemek i¢in Fine Test’in EM1281 katalog numaral

ELISA kiti kullanilmastir.

ELISA Prosediirii:

Reaktiflerin hazirlanmasi

P standardi: Standart diliientten 1 ml alinarak standat tiipe konuldu ve 10 dk oda
is1sina getirildi. 1’den 6’ya kadar numaralandirilmis alti ependorf tlip hazirlandu.
Her tiibe 0,3 ml standart diliient konuldu. 1. tiipten 0,3 ml diliient alind1 ve yerine
0,3 ml 20 ng/mI’lik P standart soliisyonundan eklendi. Tiip vortekslendi ve 1. tlipten
0,3 ml alinarak 2. tiibe eklendi ve vortekslendi. 2. tiipten 0,3 ml alinarak 3. tiibe

eklendi ve vorteklendi. Bu iglem 6. tiibe gelene kadar tekrarlandi.

Not: 1.tiipten 6. tiibe kadar P konsantrasyonlar1 sirasiyla 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 ve
0,313 ng/ml olmaliydi ve bizim konsantrasyonlarimiz sirastyla 10,524; 5,262; 2,533;
1,265; 0,646 ve 0,386 ng/ml olarak bulundu.

Yikama soliisyonu: Deneye baslamadan dnce 30 ml konsantre yikama soliisyonu,
750 ml distile su ile sulandirildi ve +4 °C’de muhafaza edildi. Kullanmadan 6nce

oda 1s1sina getirildi.

Biotinli Primer Antikor: Ihtiyacimiz olan total antikor miktar1 hesapland:
(kuyucuk basina 0,05 ml) ve biotinli antikor, antikor diluent soliisyonu ile 1:100

oraninda sulandirild.

HRP-Streptavidin Konjugati (SABC): Konjugat oda 1sisina getirildi. ihtiyacimiz
olan total SABC miktar1 hesaplandi (kuyucuk basina 0,1 ml) ve SABC, SABC

diluent soliisyonu ile 1:100 oraninda sulandirildi.
Deney Prosediirii
1. Deney diizeni tablosu hazirlandi ve deney kagidina isaretlendi

2. NSB ve Bo kuyucuklarma 50 pl standart diliient koyuldu (deney tamponu veya

doku kiiltiirii medyumu) .
3. Standart 1-7 isaretlenen kuyucuklara koyuldu.

4. Her bir serum 6rneginden 50 pl isaretlenen kuyucuklara koyuldu.
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5. Biitlin kuyucuklara 50 pl antikor ¢alisma soliisyonu koyuldu.

6. Kuyucuklarin iizeri yapigkan koruyucu ile kaplandi ve 45 dk. 37 °C’de inkiibe
edildi.

7. Siirenin sonunda her kuyucuk aspire edilerek yikama soliisyonu ile 3 kez

yikandi.

8. Biitlin kuyucuklara 100 ul SABC koyuldu. Kuyucuklarin iizeri yapiskan
koruyucu ile kaplandi ve 30 dk. 37 °C’de inkiibe edildi.

9. Siirenin sonunda her kuyucuk aspire edilerek yikama soliisyonu ile 5 kez

yikandi.

10. Her kuyucuga 90 pl TMB substrat eklendi ve kuyucuklarin {izeri yapiskan
koruyucu ile kaplanarak ve 10-20 dk. 37 °C’de, karanlikta inkiibe edildi.

11. Deney siiresi sonunda her kuyucuga 50 pl reaksiyon durdurma soliisyonu

eklendi ve kuyucuklar bosaltildi.

12. Bos kuyucuklar 450 nm optik dansitede okutuldu.
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Sekil 3-4: ELISA testinde P baglanmasini gosteren standart egri grafigi.
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3.4. ISIK MIKROSKOBIK YONTEMLER:

Hayvanlarin ovaryumlarindan biri 151k mikroskopik incelemeler i¢in %4’liik
tamponlanmis notral formaldehit (Atabay Kimya) ile 24 saat fikse edildikten sonra,
herbirinde 24 saat bekletilmek iizere sirasiyla %70, %90, %96 ve %100’lik yiikselen
etil alkol serilerinden (Merck) gecirilerek dehidratasyon islemi uygulandi. Dokular
seffaflagtirma islemi i¢cin 3x5 dk toluenden (Riedel-de Haén) gecirildikten sonra
infiltrasyon islemi i¢in 56 °C’lik etiiv igerisinde, yumusak parafin (46-48 °C) ve sert
parafin (56-58 °C)’de 45’er dk. bekletildi. Doku takibi tamamlanan ovaryumlar, sert
parafin icerisine gdmiildii ve kaliplarin oda 1sisinda sertlesmesi beklendi. Parafin blok
haline getirilen doku 6rneklerinden kizakli mikrotom (Leica SM 2000) araciligr ile 5
um kalinliginda seri kesitler alindi ve pozitif sarjli lamlar (Thermo Scientific) {izerine
yapistirildi. Deparafinizasyon ve hidratasyon islemlerinden sonra orneklere, 1s1k
mikroskopik incelemeler icin H&E ve Masson’un trikrom boyast uygulandi.
Ovaryumlardaki toplam folikiil sayilariin hesaplanmasi icin, her 30. kesitte bir
(yaklasik 150 pm) folikiil sayimi gergeklestirildi ***. Ornekler tizerinde Olympus DP-72
kamera atagmanli Olympus BX-61 151k mikroskopu ile genel morfolojik inceleme
yapildi ve 150 pm’de bir alinan kesitlerin tamami degerlendirilerek toplam folikiil
sayilar1 hesaplandi. Ovaryumdaki folikiillerde ayrica primordial folikiiller, primer
folikiiller, sekonder folikiiller, Graaf folikiiller, atretik folikiiller ve kistik folikiiller ile

KL yapilari morfometrik olarak degerlendirildi.

3.4.1. H&E Boyama Prosediirii:

1- Deparafinizasyon (Ksilol) 2 saat
2- Hidratasyon (Inen etanol serisi- %100, %96, %90, %70 etanol) 5’er dk
3- Distile su Calkalama
4- Hematoksilen 15 dk
5- Akarsu Yikama
6- Farklilagtirma (%1 ’lik asit-alkol ¢ozeltisi) Calkalama
7- Morartma (akarsu) 10 dk
8- Mavilestirme (%]1’°lik amonyak) 1 dk

9- Akarsu Yikama



10-Eozin

11- Akarsu

12- Dehidratasyon (Yiikselen etanol serisi-%70, %90, %96, %100, etanol)

13-Seffaflagtirma (Ksilol)

14- Kapama (Entellan)

%1’lik asit-alkoliin hazirlanmisi:
% 70’lik etil alkol 99 cc

Hidroklorik asit (HCI) I cc

%1’lik amonyagin hazirlanis::
Distile su 99 cc

Amonyak 1 cc

3.4.2. Masson’un Trikrom Boyasi1 Boyama Prosediirii:

1- Deparafinizasyon (Ksilol)

2- Hidratasyon (Inen etanol serisi- %100, %96, %90, %70 etanol)
3- Distile su

4- Weigert’in demirli hematoksileni

5- Morartma (Akarsu)

6- Fuksinli Ponceau

7- Akarsu

8- %1’lik asetik asit

9- Farklilastirma (%5°lik Fosfowolframik asit)

10- %1’lik asetik asit
11- Isik yesili
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1-3 dk
Yikama
5’er dk

1 saat

2 saat

5’er dk
Calkalama
2 dk

10 dk

15 sn
Yikama

1 dk

15 dk

1 dk
1-3 dk



12- Akarsu

13- %1°lik asetik asit

14- Dehidratasyon (Yiikselen etanol serisi-%70, %90, %96, %100, etanol)

15-Seffaflagtirma (Ksilol)
16- Kapama (Entellan)

Weigert’in Demirli Hematoksileninin hazirlanmasi

Cozelti A:

Hematoksilen lg
%96 alkol 100 cc
Cozelti B:

% 30’ luk Per chlortir de ferroficinil 4ce
HCI I cc
Distile su 95 cc

A ve B soliisyonlarindan 1-1 oraninda karistirilir ve taze olarak kullanilir.

Fuksinli Ponceau Boyasinin Hazirlanmasi

%1 Ponceau xylidine 198 cc
Asetik asit 2 cc
%1 Asit fuksin 99 cc
Asetik asit I cc

Fosfowolframik Asit Soliisyonunun Hazirlanmasi
Fosfowolframik asit 5¢g
Distile su 100 cc
Isik Yesili Boyasinin Hazirlanmasi

Isik yesili 0,2 ¢
Asetik asit 0,2 cc

Distile su 100 cc
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Yikama

1 dk

5’er dk

1 saat
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3.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLER:

Doku orneklerinde, hiicre ve doku antijenlerini gostermek amaci ile isaretlenmis

monoklonal ve poliklonal antikorlar kullanilarak Streptavidin-Biotin-Peroksidaz

yontemi ile immiinohistokimyasal boyama iglemi uygulandi.

Immunohistokimyasal incelemeler igin parafin bloklardan alinan 5 pm

kalinligindaki kesitlere mTOR, P-mTOR (Serin-2448), P-mTOR (Serin-2481), PCNA

ve Cas-3 primer antikorlar1 uygulandi. Elde edilen H-SCORE verileri, One-Way

ANOVA testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.5.1. immiinohistokimya Prosediirii

1.

2.

Kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 saat toluende bekletildi.

Dokular hidratasyon amaciyla sirasiyla %100-%96-%90-%70’lik inen alkol

serilerinden gegirildikten sonra 3x5 dk fosfat tamponu ile yikandi.

Antijenik epitoplarin agia ¢ikarilmast amaciyla mikrodalga firinin orta

ayarinda 3x5 dk. sitrat tamponu ile antijen geri-kazandirma iglemi yapildi.
Kesitler oda 1sisina sogutuldu.

Kesitler fosfat tamponu ile 3x5 dk yikandi ve dokudaki endojen peroksidaz
aktivitesini durdurmak i¢in %3’liikk hidrojen peroksit (H,O,) igerisinde 10 dk
bekletildi.

Fosfat tamponu ile 3x5 dk yikanan kesitler, boyama haznesine dizildikten
sonra, 5 dk. UV blokta (Invitrogen) bekletildi (6zgiin olmayan baglanmay1

engellemek ve istenmeyen zemin boyanmasini 6nlemek i¢in).

UV bloktan sonra yikama yapilmadan uygun dillisyon oranlarinda [mTOR-
1:100, P-mTOR (Serin-2448)-1:100, P-mTOR (Serin-2481)- 1:100, PCNA-
1:100 ve Cas-3-1:100) sulandirilan primer antikor damlatild1 ve kesitler +4
°C’de 1 gece bekletildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlanan kesitler 4 kere fosfat tamponu ile yikandiktan

sonra fazla s1v1 kurulandi ve sekonder antikor (Invitrogen) damlatilarak 30

dk. beklendi.
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9. Kesitler 4 kere fosfat tamponu ile yikandiktan sonra fazla sivi kurulandi ve

streptavidin-peroksidazda (invitrogen) 30 dk. bekletildi.

10. Kesitler 4 kere fosfat tambonu ile yikandiktan sonra fazla sivi kurulandi ve
3,3'-diaminobenzidin (DAB) (ScyTek: ACH500) damlatilarak mikroskop

altinda renkli reaksiyon olusana kadar takip edildi.
11. Reaksiyon veren kesitler distile suya alinarak reaksiyon durduruldu.
12. Niikleus boyas1 olarak Mayer Hematoksilen kullanildi (30 sn).

13. Fosfat tamponu ile morartma islemi yapilan kesitler distile sudan
gecirildikten sonra dehidratasyon islemi i¢cin 2x5 dk %96 alkol, 2x5 dk
%100 alkol, 30 dk toluenden gegirilerek entellan ile kapatildi

3.5.2. Immiinohistokimyasal Degerlendirme:

Kesitlere, her primer antikor i¢in, prosediirde belirtildigi  gibi
immiinohistokimyasal boyama uygulandi. Olympus BX 61 marka 151k mikroskobunda
x40 biyiitmede her bir doku 6rneginde rastgele segilen bes bolgede histokimyasal
skorlama (H-SCORE) yéntemi ile yari-kantitatif degerlendirme yapildi. Orneklere
immiin reaktivitelerine gore iki farkli kor kisi tarafindan 0-300 arasinda degerler verildi

ve bu degerlendirmeye gore istatistiksel olarak analiz yapildi.
3.5.3. Kullanilan Primer Antikorlar:

m-TOR primer antikoru: Invitrogen’in tavsanda insan, fare ve sigana karsi
iiretilmis mTOR, monoklonal antikoru (Kat.No: 14-2190-82), 1:100 oraninda antikor
dilient ile sulandirilarak belirtildigi gibi isaretleme yapildi. Bu 289-kDa’luk
serin/treonin kinaz, biiyiime faktorlerine, enerjiye, besin maddelerine ve strese cevaben
PI3K/Akt sinyal yolu aracilifi ile Ser2448'in fosforilasyonuyla aktive olur. mTOR,
Okaryotlarda oldukc¢a iyi korunmustur ve hem immiin sisteme ait (6rn.T, B, nk,
dendritik hiicreler, mast hiicreleri ve nétrofiller) hem de immiin sisteme ait olmayan
dokularda (6rn. kalp) asil olarak ifade edilir. mTOR, rapamisin ve fosforilasyon
hedeflerine farkli hassasiyetlere sahip olan iki farkli komplekse sahiptir: mTORCI1 ve
mTORC2. Rapamisin, mMTORC1 ve mTORC2'nin ayrigmasina neden olan FKBP12'ye
baglanarak mTOR aktivitesini inhibe eder. mTOR, hiicre metabolizmasi, hayatta kalma,
dendritik hiicre olgunlagsmasi ve aktivasyonu ve protein sentezinde kritik bir rol

oynamaktadir. Mtor'un deregiilasyonu ¢esitli kanser tiirleri ile iliskilidir. Caligmalar
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ayrica Foxp3 ekspresyonu ve diizenleyici T hiicre farklilasmasinda mTOR’un rol

oynadigini ileri siirmektedir.

P-mTOR (Serin-2448) ( Santa Cruz. Sc-293133) ve P-mTOR (Serin-2481)
(Santa Cruz. Sc-293132) primer antikoru: PIK-iliskili kinazlar Atm, DNA- PK¢s ve
mTOR’dur. Atm geni, serebellar dejenerasyon ve gozlerin konjonktivasinda dilate kan
damarlarinin goriiniimii ile karakterize, otozomal resesif bir bozukluk olan ataksi
telanjiektazi (AT)’de mutasyona ugrar. AT hiicreleri, iyonize radyasyona karsi asiri
duyarhidir, DNA sentezinin inhibisyonuna aracilik etmede bozulur ve p53
indiiksiyonunda gecikmeler gosterir. DNA-PK, DNA-PK¢s adinda biiytik bir altbirim ve
Ku olarak bilinen iki kiiclik altbirimden olusan heterotrimerik bir DNA baglama
enzimidir. DNA-PK kaybi, DSB onariminda ve V(D)J rekombinasyonunda kusura
neden olur. mTOR, serin yoniinde otofosforile olabilir ve rapamisin/FKBP'ye
baglanabilir. mTOR ayn1 zamanda S6 kinazin yukar1 yonli bir diizenleyicisidir ve p27
ve p21 ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar. mTOR, translasyonel baskici kosullar

2481,

altinda Ser™ 'e otofosforile olur. Phosphorylation of mTOR at Ser 2448 is mediated by

p70S6 kinase. mTOR'un Ser****'e fosforilasyonu, p70S6 kinaz tarafindan diizenlenir.

Caspase-3 (Cas-3) primer antikoru: Millipore’un tavsanda insan, fare ve
sicana karsi iiretilmis kaspaz-3 poliklonal antikoru (AB3623), 1:100 oraninda antikor
diliient ile sulandirilarak belirtildigi gibi isaretleme yapildi. Kaspaz-3 proteini bir
sistein-aspartik asit proteaz ailesi {iyesidir ve memeli hiicrelerinde apoptozun anahtar
diizenleyicisi olarak tanimlanmustir >**, CASP3 geni tarafindan kodlanir. Kaspazlarm
birbiri ardina aktivasyonu, hiicre apoptozunun meydana gelmesinde ¢ok énemli bir rol
oynamaktadir. Hiicrede inaktif proenzimler olarak yer alan kaspazlar, korunmus
aspartik kalintilarda proteolitik siiregten gecerek biiyiik ve kiiclik alt birimleri
olustururlar ve bu birimler dimerleserek aktif enzimi meydana getirir. Bu protein,
kaspaz 6 ve 7’yi aktive ederken, kendisi de kaspaz 8, 9 ve 10 tarafindan aktive
edilmektedir. Cas-3 apoptotik hiicrede hem ekstrinsik (6liim reseptorleri yolu) hem de
intrinsik (mitokondriyal yol) yolaklar tarafindan aktive edilir. Kaspaz-3’iin zimojen
yapida olmasi gereklidir ¢linkii eger regiile edilmezse kaspaz aktivitesi hiicreleri
rastgele Oldiirebilir. Efektor bir kaspaz olan zimojen kaspaz-3, apoptotik sinyalden
sonra bir baslatic1 kaspaz tarafindan kesilmedigi siirece inaktiftir. Ekstrinsik aktivasyon

apoptotik yolagin belirleyici 6zelligi olan ve kaspaz-3’tin dominant bir rol oynadigi
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kaspaz kaskadin1 tetikler. Intrinsik aktivasyonda mitokondrideki sitokrom c, kaspaz-9,

Apaf-1 ve ATP ile birlikte prokaspaz-3 aktivasyonunda rol alir.

Proliferating Cell Nuclear Protein (PCNA) (Neo Markers-MS-106-P0):
PCNA ekspresyonu, ge¢ G1 fazinda cekirdekte baglar, DNA sentezinin baslangicindan
hemen Once, S-faz1 sirasinda maksimum seviyeye ulasir ve G2 ve M fazlar sirasinda
azalir. Seviyesi dogrudan ¢ogalan hiicre oranlar1 ve DNA sentezi ile iliskilidir.
PCNA/siklin, hiicre ¢ogalmasmin baslatilmasinda, DNA polimeraz-delta proteininin

yardimcisi gibi hareket ederek baslica rol oynayabilir.
3.6. RT-PCR (Real Time-Polymerase Chain Reaction):

Hayvanlarin 151tk mikroskobik  degerlendirmeler i¢in  kullanilmayan
ovaryumlarmin yarist RT-PCR analizi i¢in kullanildi. Dokudan total RNA izolasyonu
yapild1 ve gen amplifikasyonu i¢in mir-21 primeri kullanildi. Kontrol olarak U6 snRNA
geni kullanildi.

3.6.1. Total RNA Izolasyonu:

1. Biitiin gruplardaki hayvanlardan alinan taze ovaryum dokularindan AllPrep
DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak total RNA
izolasyonu yapildi.

2. Oncelikle 10-20 um kalinhginda kesilen dokularin fiziksel pargalanmasi igin
sonikasyon metodu kullanildi.

3. Sonikatdr ile fiziksel olarak pargalanan 6rneklerden RNA izolasyonu yapmak
amaci ile kite ait protokol izlenerek, izolasyon kiti i¢indeki ¢ozeltiler kullanildi.

4. Her bir ornek iizerine; 320 ul RLT tampon ¢ozeltisi eklendi ve ardindan da
vortekslenerek 1120 pl %96°1ik etanol igerisinde ¢oziildii.

5. Elde edilen ¢ozeltinin 700 pl’si 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis RNeasy
MinElute spin kolonuna aktarildi ve 15 saniye boyunca 8000 x g’de santrifiij
edildi.

6. Toplama tiipiine akan sivi atilip tip tekrar kullanilarak, ¢o6zeltinin
tamami santrifiij edilene kadar islemler tekrarlandi.

7. Orneklerin tamami kullamldiktan sonra; spin kolonun iizerine 350 pl FRN
tampon ¢ozeltisi eklenerek, 8000 x g’de 15 saniye boyunca santrifiij edildi ve

toplama tiipline akan siv1 atildi.
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8. Her bir 6rnek i¢in 70 pl RDD tampon ¢o6zeltisine 10 pul DNase I stok ¢ozeltisi
eklenerek, DNase I inkiibasyon karigimi hazirlandi.

9. Bir RNeasy MinElute spin kolonunun iizerine 80 pul DNase I inkiibasyon
karisimi eklenerek, oda sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

10. Inkiibasyon sonrasinda spin kolonun iizerine 500 ul FRN tampon c¢dzeltisi
eklendi ve 15 saniye boyunca 8000 x g’de santrifiij edildi. Toplama tiipiine akan
ve RNA iceren sivi ornekler sonraki adimlarda kullanilmak tizere muhafaza
edildi.

11. RNeasy MinElute spin kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. Bir
onceki adimda saklanan 6rnekler spin kolona eklendi ve 15 saniye boyunca 8000
x g’de santrifiij edildi.

12. Toplama tiipiine akan s1v1 atildiktan sonra, kolona 500 pul RPE tampon ¢ozeltisi
eklendi ve santrifiij islemi tekrarlandi. Toplama tiipiine akan siv1 atild1.

13.500 pl RPE tampon c¢ozeltisi kullanilarak ayni islem tekrarlandi. Toplama
tiipline akan siv1 atildi.

14. RNeasy MinElute spin kolonlar1 yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi.
Kolonlarin tamamen kuruyabilmesi i¢in; kapaklart agik bir sekilde 10000 x g’de
5 dakika boyunca santrifiij edildi. Toplama tiipii, akan s1v1 ile birlikte atild.

15. Kolonlar yeni 1.5 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. Her bir 6rnegin oldugu
kolonu membranina direkt olarak 25 pl RNaz icermeyen su eklendi ve 1 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

16. Son olarak biitiin 6rnekler 10000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildikten

sonra, izole edilen total RNA Ornekleri -20°C’de muhafaza edildi.

3.6.2. RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Orneklerin RNA konsantrasyonlar, Qubit RNA HS Assay kiti (Invitrogen,
Q32852) kullanilarak asagidaki protokole gore belirlendi.

1. Qubit RNA reaktifi, Qubit RNA Tamponu igerisinde 1:200 oraninda
sulandirilarak Qubit Caligma Sollisyonu hazirlandi. Her bir standart ve 6rnek

icin 200 pl Qubit Caligma Soliisyonu hazirlandi.
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2. Her bir standart ve 6rnek Qubit Caligma Soliisyonu igerisinde asagida belirtilen
sekilde sulandirilarak 0,5 mI’lik Qubit Assay tiipii (Invitrogen, Q32856)
icerisine kondu.

3. Standartlar ve drnekler 2-3 saniye vortekslendikten sonra oda sicakliginda 2

dakika inkiibe edildi.
Hacim Standartlar Ornekler
Qubit Calisma Soliisyonu 190 pl 199 ul
Standartlar 10 pl -
Ornekler - Il
Final Hacim 200 pl 200 pl

4. Inkiibasyon sonrasi standartlar ve drneklere ait tiipler Qubit 2.0 Fluorometer
(Life Technologies) cihazina yerlestirilerek ol¢iildii.

5. Normalizasyon: RNA ornekleri, her bir RNA 6rneginden esit miktarda (6,7 ng)
olacak sekilde sulandirildi.

3.6.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, TagMan MicroRNA Reverse Transcription kiti (Applied
Biosystems, 4366596) ve miR-21 ve U6 snRNA’ya spesifik olarak dizayn edilmis
TagMan MicroRNA Assays primerleri kullanilarak asagidaki protokole gore
gerceklestirildi.

1. Ters transkripsiyon (RT) reaksiyon karigimi, buz iizerine yerlestirilen 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tiipii igerisinde asagidaki tabloya gore hazirlandu.

Reaksiyon bilesenleri Hacim
TagMan MicroRNA Assays primer 6,00 pl
dNTP karsimi (100 mM) 0,30 ul
MultiScribe ters transkriptaz enzimi (50 U/ul) 3,00 pl
10X ters transkripsiyon tamponu 1,50 pl
RNaz inhibitorii (20 U/ul) 0,19 ul
dH,O 1,01 wl

TOPLAM 12 ul
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2. Tiipiin igerisine konulan karisim tiipiin 6 kez bas asag1 edilmesiyle dikkatlice
karistirildi.

3. Tiip kisaca santrifiijlenerek tiim karigimin tiipiin dibine ¢cokmesi saglandi.

4. 12 pl RT reaksiyon karisimi, RT reaksiyonunun gerceklestirilecegi 0,2 ml’lik
mikrosantrifiij tiipleri i¢erisine konuldu.

5. RT reaksiyon karisimi konan her bir mikrosantrifiij tiipiine sulandirilmis RNA
orneginden 3 pl konuldu.

6. Tiipiin igerisine konulan karisim tiipiin 6 kez bas asag1 edilmesiyle dikkatlice
karigtirildiktan sonra tiip kisaca santrifiijlenerek tiim karisimin tiipiin dibine
cokmesi saglandi.

7. Tipler buz lizerinde 5 dakika inkiibe edildi.

8. RT reaksiyonu asagidaki 1s1 dongiileri kullanilarak gergeklestirildi.

Siire Sicakhik
30 dakika 16°C

30 dakika 42°C

5 dakika 85°C

00 4°C

9. Reaksiyon sonrast tiipler -20°C’de saklandi.
3.6.4. cDNA’larin sulandiriimasi
cDNA’lar, mRNA ekspresyon analizi oncesi 5 kat1 kadar sulandirilda.
3.6.5. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

mRNA ekspresyon analizi TagMan Universal Master Mix II, with UNG kiti
(Applied Biosystems, 4440042) ve TagMan MicroRNA Assays problar1 kullanilarak
LightCycler 480 (Roche) cihazinda gergeklestirildi. miR-21 miRNA ekspresyonunun
dogru bir sekilde belirlenebilmesi igin U6 snRNA geni kullanilarak 2. normalizasyon
islemi yapildi. qRT-PCR deneyleri, her bir cDNA 6rnegi ikiser kez ¢alisilarak asagidaki
protokole gore gerceklestirildi:

1. PCR reaksiyon karisimi asagidaki tabloya gore hazirlandi.

Reaksiyon bilesenleri Hacim

TagMan Universal Master Mix II (2X) Sul
TagMan MicroRNA Assays probe (20X) 0,5 ul
TOPLAM 55ul
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2. PCR reaksiyon karigimi mikropipet yardimiyla karistirilda.

3. 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 5,5 ul PCR reaksiyon karigimindan
konuldu.

4. Her bir kuyudaki PCR reaksiyonu karisimi {izerine 4,5 pl sulandirilmis cDNA
kalib1 eklendi.

5. 96 kuyulu plakanin {izeri kaplama yapiskani ile kapatildi.

6. 96 kuyulu plaka kisaca santrifiijlendikten sonra LightCycler 480 cihazina

konuldu ve asagidaki 1s1 dongiileri kullanilarak reaksiyon gercgeklestirildi.

UNG Polimeraz PCR (40 dongii)
inkiibasyonu  aktivasyonu Denatiirasyon Baglanma/uzama
Sicaklik (°C) 50 95 95 60
Zag) 2:00 10:00 00:15 1:00

(dakika:saniye)

3.6.6. qRT-PCR Deneylerinin Analizi

Orneklerin miR-21 ekspresyon seviyesini belirlemek {izere qRT-PCR

2(referans Ct’si

deneylerinden elde edilen Ct degerleri ACT= - hedef gen CUS) formiiliine gore

hesaplandi. Hesaplamalar Microsoft Office Excel 2016 programinda yapildu.

3.7. ISTATISTIiKSEL ANALIZLER:

Calismadan elde edilen biitiin veriler One-Way ANOVA testi ile uygun
istatistiksel metodlar kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilima uygunluk,
Kolmogorov-Smirnov Testi ile degerlendirildi. Gruplar arasinda normal dagilima sahip
olan degiskenler i¢in tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA), normal dagilima
sahip olmayan degiskenler icin ise Kruskal Wallis Testi kullanildi. Coklu
karsilagtirmalar i¢in Tukey, Dunnett ve Dunn testleri uygulandi. p<0,05 anlamli olarak

kabul edildi. Istatistiksel analiz GraphPad Prism 7.0 programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. VAJINAL SMEAR BULGULARI

Deney gruplarindaki hayvanlardan, deneyin son 10 giinii hazirlanan vajinal
smear preparatlari incelendi. Elde edilecek sonuglarin, dstrus fazlarina gore farklilik
gostermemesi i¢in biitiin gruplardaki hayvanlar, didstrus fazinda sakrifiye edildi. Biitiin

hayvanlarda, son didstrus fazindan 6nceki 9 giin degerlendirmeye alindu.

Yapilan mikroskobik degerlendirme sonucunda gruplar arasinda diizensizlikler
oldugu goriildii. Farelerde bir 6strus siklusu 4-5 giin siirmektedir. Kontrol ve Sham (SY
ve DMSO) gruplarindaki hayvanlarin normal 6strus sikluslart sergiledigi ve genellikle 9
giinliik gézlem zarfinda 2 diizenli dstrus siklusu gecirdigi gézlemlendi (Sekil 4-1, Sekil
4-2, Sekil 4-3).

PKOS ve PKOS+INH gruplarindaki deney hayvanlarinin vajinal smear
yaymalari incelendigi zaman, hayvanlarin her iki grupta da Ostrus sikluslarinin uzadig

ve tek bir siklusun bile tamamlanamadig: goriildii (Sekil 4-4, Sekil 4-5).

Son olarak INH grubundaki deney hayvanlarinin vajinal smear yaymalari
incelendigi zaman, hayvanlarin  diizensiz Ostrus sikluslar1 sergiledigi, 9 giinliik
inceleme siiresince 2 siklus tamamlamis olmalarina ragmen hi¢ Ostrus fazina

girmedikleri gozlemlendi.
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3. Ostrus

-

. .

6. Proostrus
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‘\'.'n

7. Ostrus 8. Metéstrus 9. Diostrus

Sekil 4-1: Kontrol grubuna ait vajinal smear preperatlart. Kontrol grubundaki deney hayvanlari, normal &strus
sikluslar sergilemis ve 9 giinliik inceleme siiresince 2 tam siklusu tamamlamislardir (Biiyiitme x40).
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7. Ostrus 8. Metostrus 9. Diostrus

Sekil 4-2: PKOS-Sham (SY) grubuna ait vajinal smear preperatlart. 20 giin siire ile SY enjeksiyonu yapilan deney
hayvanlari, normal 6strus sikluslari sergilemis ve 9 giinliik inceleme siiresince 2 tam siklusu tamamlamiglardir
(Biiyiitme x40).
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Sekil 4-3: Inhibisyon-Sham (DMSO) grubuna ait vajinal smear preperatlari. 20 giin siire ile DMSO enjeksiyonu
yapilan deney hayvanlari, bir miktar uzamayla birlikte normal strus sikluslart sergilemis ve 9 giinliik inceleme
stiresince 1 tam, bir de yarim siklusu tamamlamiglardir (Biiyiitme x40).
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7. Diostrus 8. Diostrus 9. Diostrus
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Sekil 4-4: PKOS grubuna ait vajinal smear preperatlari. 20 giin siire ile DHEA enjeksiyonu yapilan deney
hayvanlari, uzamis Ostrus sikluslari sergilemis ve 9 giinlik inceleme siiresince 1 tam  siklusu bile
tamamlayamamislardir (Biiyiitme x40).
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3. Metostrus

9. Diostrus

7. Diostrus

Sekil 4-5: PKOS-+inhibisyon grubuna ait vajinal smear preperatlari. 20 giin siire ile DHEA ve KU-0063794
enjeksiyonu yapilan deney hayvanlari, uzamis Ostrus sikluslari sergilemis ve 9 giinliik inceleme siiresince 1 tam
siklusu bile tamamlayamamiglardir (Biiyiitme x40).
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Sekil 4-6: Inhibisyon grubuna ait vajinal smear preperatlari. 20 giin siire ile KU-0063794 enjeksiyonu yapilan deney
hayvanlari, diizensiz 6strus sikluslari sergilemis ve 9 giinliik inceleme siiresince 2 siklus tamamlamis ancak hi¢ &strus
fazina girmemistir (Biyiitme x40).
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4.2. VUCUT AGIRLIGI OLCUMLERI

Deneyin ilk ve son giinii deney hayvanlarinin agirliklart 6lgiildii. Gruplar
arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede 1. giin agirliklar1 arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi (Sekil 4-7, Tablo 4-1). 21. giin agirliklari, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, DMSO ve INH gruplarindaki hayvanlarin viicut agirliklarinda
anlamli bir azalma goriilmiisken, PKOS grubundaki hayvanlarin viicut agirliklarinda
anlamli bir artis saptand1 (Sekil 4-7, Tablo 4-1). SY ve PKOS-+INH grubundaki

hayvanlarm 21. giin viicut agirliklar1 ise kontrol grubundaki hayvanlar ile benzerlik

gosterdi (Sekil 4-7, Tablo 4-1).

Agirlik/g

Sekil 4-7: Deneyin ilk ve son giinii (1. ve 21. giinii) deney hayvanlarinin agirlikliklarini gésteren grafik (Kontrol ile
karsilastinldiginda: * p<0,5 ; **p <0,001).

Tablo 4-1: Deneyin ilk ve son giinii (1. ve 21. giinil) deney hayvanlarinin agirliklarini istatistiksel olarak gdsteren

tablo.
ORT+SD KNT SY DMSO PKOS PKOS+iNH iNH
1. GUN 8,5+0,4 8,5+0,4 8,5+2,1 8,25+0,7 8,5+2.4 9+0,6

21. GON 19,5+0,9 19,4241 17,17+1,3% 21,75+0,7* 20,83+2,2 16,25+0,6*

Kontrol ile karsilagtirildiginda: * p <0,5 ; **p <0,001.
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4.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR
4.3.1. Serum Ostrojen (E,) Seviyesi

Deneyin son giinii deney hayvanlarindan alinan serum orneklerinde ELISA
yontemi ile E; seviyeleri belirlendi. Elde edilen sonuglar One-Way ANOVA yontemi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, PKOS (p<0,05)
ve PKOS+INH (p<0,001) gruplarindaki E, seviyeleri istatistiksel olarak artis gosterdi
(Sekil 4-8, Tablo 4-2). Sham gruplart (SY ve DMSO) ve INH gruplarindaki E,
seviyeleri ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik sergilemedi (p>0,05) (Sekil 4-8, Tablo 4-2).
4.3.2. Serum P4 Seviyesi

Deneyin son giinii deney hayvanlarindan alinan serum orneklerinde ELISA
yontemi ile P4 seviyeleri belirlendi. Elde edilen sonu¢lar One-Way ANOVA yontemi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, sadece PKOS
(p<0,001) grubundaki serum P, seviyeleri istatistiksel olarak artis gdsterdi (Sekil 4-8,
Tablo 4-2). Diger deney gruplarindaki P4 seviyeleri ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik sergilemedi (p>0,05) (Sekil
4-8, Tablo 4-2).
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Sekil 4-8: Deney gruplarindaki hayvanlarm, 21. giindeki serum E, ve P, hormon seviyelerini gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p < 0,001).
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Tablo 4-2: Deney gruplarindaki hayvanlarm, 21. giindeki serum E, ve P4 hormon seviyelerini istatistiksel olarak
gosteren tablo.

ORTxSD KNT SY DMSO PKOS PKOS+iNH iNH
E, 15,842,6  15,3+2,7 16,2+2,6 26,9+6,5* 46,1£8** 15,79+4 4
P 5,3+2 5,242 4+2,2 14,245,4** 20,4 1,1+0,6

Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001.

4.4. MORFOLOJIK BULGULAR
4.4.1. Morfometrik Bulgular

Deney gruplarindan elde edilen ovaryum preperatlart H&E boyasi ile
boyandiktan sonra, ovaryumlardaki toplam folikiil sayilarinin hesaplanmasi i¢in, her 30.
kesitte bir (yaklasik 150 pm) folikiil sayimi gergeklestirildi ***. Kesitlerin tamamindan
elde edilen folikiil sayimlari degerlendirilerek toplam folikiil sayilar1 hesaplandi.
Ovaryan folikiillerdeki inceleme, primordial folikiiller, primer folikiiller, sekonder
folikiiller, Graaf folikiiller, atretik folikiiller ve kistik folikiiller olmak {izere
gerceklestirildi. KL yapilart da ayrica morfometrik olarak incelendi. Elde edilen veriler,

istatistiksel olarak degerlendirildi.

Gruplar arasinda yapilan toplam folikiil sayimlari incelendiginde, PKOS
grubundaki toplam folikiil sayisi, diger biitiin gruplardaki toplam folikiil sayilarindan
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmisti (p<0,001). Bunun yaninda INH
grubundaki toplam folikiil sayis1 da, kontrol ve SY grubundan p<0,05, DMSO, PKOS
ve PKOS+INH gruplarindan ise p<0,001 oraninda bir artis sergiliyordu (Sekil 4-9,
Tablo 4-3).
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Sekil 4-9: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan toplam folikiil sayilarmni
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(Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-3: Toplam folikiil sayim1 i¢in TUKEY ¢oklu karsilastirma testi sonuglari.

&

N
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gosteren grafik

GRUPLAR ORT. 1 ORT. 2 ORT. FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 158,8 163,5 -4,667 0,6667 YOK 0,9968
KNT-DMSO 158,8 154,5 4,333 0,6191 YOK 0,9978
KNT-PKOS 158,8 110,2 48,67 6,953 VAR*** 0,0004
KNT-PKOS+INH 158,8 134,7 2417 3,453 YOK 0,1745
KNT-IiNH 158,8 194,8 -36 5,143 VAR* 0,0119
SY-DMSO 163,5 154,5 9 1,286 YOK 0,9411
SY-PKOS 163,5 110,2 53,33 7,62 VAR*** 0,0001
SY-PKOS+INH 163,5 134,7 28,83 4,119 YOK 0,0667
SY-INH 163,5 194,8 -31,33 4,476 VAR* 0,0376
DMSO-PKOS 154,5 110,2 44,33 6,334 VAR** 0,0013
DMSO-PKOS+INH 154,5 134,7 19,83 2,834 YOK 0,3640
DMSO-INH 154,5 194,8 -40,33 5,762 VAR** 0,0038
PKOS-PKOS+INH 110,2 134,7 -24,5 3,5 YOK 0,1638
PKOS-INH 110,2 194,8 -84,67 12,1 VAR ** <0,0001
PKOS+INH-INH 134,7 194,8 -60,17 8,596 VAR**** <0,0001

Kontrol ile karsilastirlldiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Gruplar arasindaki primordial folikiil sayilarina bakildiginda PKOS grubundaki
primordial folikiil sayilari, PKOS+INH grubundakilerden hari¢; PKOS+INH
grubundaki primordial folikiil sayilar1 da PKOS grubundakilerden hari¢ diger biitiin
gruplardaki primordial folikiil sayilarindan istatistiksel olarak anlamli derecede

azalmist1 (p<0,001), (Sekil 4-10, Tablo 4-4).
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Sekil 4-10: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan primordial folikiil sayilarin1 gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda: ~ * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-4: Primordial folikiil sayimi i¢in TUKEY ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari.

GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 69 66,5 2,5 0,6508 YOK 0,9972
KNT-DMSO 69 65,5 3,5 0,9111 YOK 0,9865
KNT-PKOS 69 31,33 37,67 9,805 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS+INH 69 40,33 28,67 7,462 VAR*** 0,0001
KNT-INH 69 75,83 -6,833 1,779 YOK 0,8048
SY-DMSO 66,5 65,5 1 0,2603 YOK 20,9999
SY-PKOS 66,5 31,33 35,17 9,154 VAR**** <0,0001
SY-PKOS+INH 66,5 40,33 26,17 6,811 VAR*** 0,0005
SY-INH 66,5 75,83 -9,333 2,43 YOK 0,5312
DMSO-PKOS 65,5 31,33 34,17 8,894 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS+INH 65,5 40,33 25,17 6,551 VAR*** 0,0009
DMSO-INH 65,5 75,83 -10,33 2,69 YOK 0,4205
PKOS-PKOS+INH 31,33 40,33 -9 2,343 YOK 0,5695
PKOS-INH 31,33 75,83 -44.5 11,58 VAR**** <0,0001
PKOS+INH-INH 40,33 75,83 -35,5 9,241 VAR**** <0,0001

Kontrol ile karsilastirlldiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Primer folikiil sayilar1 degerlendirildiginde, PKOS grubundaki primer folikiil
sayilari, PKOS+INH grubu hari¢ diger biitiin gruplardaki primer folikiil sayilarina gére
anlamli bir azalma sergilerken; PKOS+INH grubundaki primer folikiil sayilar: da PKOS
ve DMSO gruplar hari¢ diger biitiin gruplardaki primer folikiil sayilarindan istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmist1 (p<0,001), (Sekil 4-11, Tablo 4-5).
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Sekil 4-11: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan primer folikiil sayilarin1 gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda: ~ * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-5: Primer folikiil sayimi1 i¢in TUKEY ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari.

GRUPLAR ORT. 1 ORT. 2 ORT. FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 67,17 70,17 -3 0,8388 YOK 0,9907
KNT-DMSO 67,17 59,17 8 2,237 YOK 0,6163
KNT-PKOS 67,17 33,67 33,5 9,367 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS+INH 67,17 47,67 19,5 5,452 VAR** 0,0068
KNT-INH 67,17 67,67 -0,5 0,1398 YOK 20,9999
SY-DMSO 70,17 59,17 11 3,076 YOK 0,2788
SY-PKOS 70,17 33,67 36,5 10,21 VAR**** <0,0001
SY-PKOS+INH 70,17 47,67 22,5 6,291 VAR** 0,0014
SY-INH 70,17 67,67 2,5 0,699 YOK 0,9960
DMSO-PKOS 59,17 33,67 25,5 7,13 VAR*** 0,0003
DMSO-PKOS+INH 59,17 47,67 11,5 3,215 YOK 0,2360
DMSO-iNH 59,17 67,67 -8,5 2,377 YOK 0,5545
PKOS-PKOS+iINH 33,67 47,67 -14 3,914 YOK 0,0911
PKOS-INH 33,67 67,67 -34 9,506 VAR**** <0,0001
PKOS+INH-INH 47,67 67,67 -20 5,592 VAR** <0,0053

Kontrol ile karsilastirlldiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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PKOS

grubundaki sekonder folikiil sayisi, kontrol, SY, DMSO ve INH gruplarindan p<0,001
anlamlilik derecesi ile, PKOS+INH grubundan ise p<0,05 anlamlilik derecesi ile bir

artis gdstermisken; PKOS+INH grubundaki sekonder folikiil sayilar1 da, PKOS grubu

hari¢ diger biitiin gruplardaki sekonder folikiil sayilarindan istatistiksel olarak anlamli

dercede artmist1 (p<0,001), (Sekil 4-12, Tablo 4-6).
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Sekil 4-12: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan sekonder folikiil sayilarin1 gosteren grafik

(Kontrol ile karsilastirildiginda: ~ * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-6: Sckonder folikiil sayimi i¢in TUKEY ¢oklu karsilastirma testi sonuglart.

GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 10 12,5 2,5 3,343 YOK 0,2012
KNT-DMSO 10 11 -1 1,337 YOK 0,9311
KNT-PKOS 10 19,5 9,5 12,7 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS+INH 10 16,17 -6,167 8,246 VAR**** <0,0001
KNT-INH 10 13,17 -3,167 4,234 YOK 0,0556
SY-DMSO 12,5 11 1,5 2,006 YOK 0,7160
SY-PKOS 12,5 19,5 -7 9,36 VAR**** <0,0001
SY-PKOS+INH 12,5 16,17 -3,667 4,903 VAR* 0,0182
SY-INH 12,5 13,17 -0,6667 0,8915 YOK 0,9878
DMSO-PKOS 11 19,5 -8,5 11,37 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS+INH 11 16,17 -5,167 6,909 VAR*** 0,0004
DMSO-INH 11 13,17 -2,167 2,897 YOK 0,3402
PKOS-PKOS+INH 19,5 16,17 3,333 4,457 VAR* 0,0388
PKOS-INH 19,5 13,17 6,333 8,469 VAR**** <0,0001
PKOS+iNH-INH 16,17 13,17 3 4,012 YOK 0,0787

Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Gruplar arasindaki Graaf folikiiller degerlendirildiginde, PKOS grubundaki
Graaf folikiil sayilar1 kontrol ve SY gruplarindan p<0,05, DMSO, PKOS+INH ve INH
gruplarindan ise p<0,001 oraninda azalmisti. INH grubundaki Graaf folikiil sayilari ise
biitiin gruplardan p<0,001 anlamlilik derecesi ile istatistiksel olarak bir artig

sergilemekteydi (Sekil 4-13, Tablo 4-7).
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Sekil 4-13: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan Graaf folikiil sayilarin1 gosteren grafik

(Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-7: Graaf folikiil sayim1 i¢in TUKEY ¢oklu kargilagtirma testi sonuglart.

GRUPLAR ORT. 1 ORT. 2 ORT. FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 7 7 0 0 YOK 20,9999
KNT-DMSO 7 8,167 -1,167 1,402 YOK 0,9171
KNT-PKOS 7 3,167 3,833 4,606 VAR* 0,0303
KNT-PKOS+iNH 7 8,5 -1,5 1,802 YOK 0,7962
KNT-INH 7 13,5 -6,5 7,81 VAR**** <0,0001
SY-DMSO 7 8,167 1,167 1,402 YOK 0,9171
SY-PKOS 7 3,167 3,833 4,606 VAR* 0,0303
SY-PKOS+INH 7 8,5 -1,5 1,802 YOK 0,7962
SY-iNH 7 13,5 -6,5 7,81 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS 8,167 3,167 5 6,008 VAR** 0,0024
DMSO-PKOS+iNH 8,167 8,5 -0,3333 0,4005 YOK 0,9997
DMSO-iNH 8,167 13,5 -5,333 6,409 VAR** 0,0011
PKOS-PKOS+INH 3,167 8,5 -5,333 6,409 VAR** 0,0011
PKOS-iNH 3,167 13,5 -10,33 12,42 VAR**** <0,0001
PKOS+INH-INH 8,5 13,5 -5 6,008 VAR** 0,0024

Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Atretik folikiil sayilar1 gruplar arasinda degerlendirmeye tabi tutuldugunda,
PKOS, PKOS+INH ve INH grubundaki atretik folikiil sayilar1 kontrol, grubuna gore
anlamli bir arti sergilemekteydi (p<0,001); (Sekil 4-14, Tablo 4-8).
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Sekil 4-14: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan atretik folikiil sayilarmi gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-8: Atretik folikiil sayim1 i¢in TUKEY ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari.

GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 5,667 7,333 -1,667 1,36 YOK 0,9263
KNT-DMSO 5,667 10,33 -4,667 3,809 YOK 0,1063
KNT-PKOS 5,667 15,67 -10 8,162 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS+INH 5,667 17,17 -11,5 9,387 VAR**** <0,0001
KNT-INH 5,667 24 -18,33 14,96 VAR**** <0,0001
SY-DMSO 7,333 10,33 -3 2,449 YOK 0,5228
SY-PKOS 7,333 15,67 -8,333 6,802 VAR*** 0,0005
SY-PKOS+INH 7,333 17,17 -9,833 8,026 VAR**** <0,0001
SY-INH 7,333 24 -16,67 13,6 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS 10,33 15,67 -5,333 4,353 VAR* 0,0460
DMSO-PKOS+INH 10,33 17,17 -6,833 5,578 VAR** 0,0054
DMSO-INH 10,33 24 -13,67 11,16 VAR**** <0,0001
PKOS-PKOS+INH 15,67 17,17 1,5 1,224 YOK 0,9517
PKOS-INH 15,67 24 -8,333 6,802 VAR*** 0,0005
PKOS+INH-INH 17,17 24 -6,833 5,578 VAR** 0,0054

Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Kistik folikiil sayilar;, PKOS ve PKOS+INH gruplarinda, diger biitiin gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis sergilemekteydi (p<0,001); ancak PKOS+INH
grubundaki kistik folikiil sayisinda, PKOS grubuna kiyasla bir diisiis s6z konusuydu
(p<0,001) (Sekil 4-15, Tablo 4-9).
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Sekil 4-15: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan kistik folikiil sayilarmi gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda: ~ * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-9: Kistik folikiil sayimi1 i¢in TUKEY ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari.

GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 0 0 0 0 YOK 20,9999
KNT-DMSO 0 0,3333 -0,3333 1,044 YOK 0,9754
KNT-PKOS 0 6,833 -6,833 21,41 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS+INH 0 4,833 -4,833 15,14 VAR**** <0,0001
KNT-iNH 0 0,6667 -0,6667 2,089 YOK 0,6808
SY-DMSO 0 0,3333 -0,3333 1,044 YOK 0,9754
SY-PKOS 0 6,833 6,833 21,41 VAR**#* <0,0001
SY-PKOS+INH 0 4,833 -4,833 15,14 VAR**** <0,0001
SY-INH 0 0,6667 -0,6667 2,089 YOK 0,6808
DMSO-PKOS 0,3333 6,833 6,5 20,37 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS+INH  0,3333 4,833 45 14,1 VAR**** <0,0001
DMSO-INH 0,3333 0,6667 -0,3333 1,044 YOK 0,9754
PKOS-PKOS+INH 6,833 4,833 2 6,267 VAR** 0,0015
PKOS-INH 6,833 0,6667 6,167 19,32 VAR**** <0,0001
PKOS+iNH-INH 4,833 0,6667 4,167 13,06 VAR**** <0,0001

Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Son olarak deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarinda bulunan KL sayilari
karsilastiBerrildiginda, PKOS, PKOS+INH ve INH grubundaki KL sayilar1, kontrol, SY
ve DMSO gruplaria gore anlamli derecede bir azalmistt (p<0,001); (Sekil 4-16 Tablo

4-10).
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Sekil 4-16: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarinda bulunan KL sayilarin1 gosteren grafik (Kontrol ile

karsilastirildiginda:

* p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-10: KL sayimi i¢in TUKEY ¢oklu kargilagtirma testi sonuglart.

GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 14 11 3 2,511 YOK 0,4958
KNT-DMSO 14 9,167 4,833 4,045 YOK 0,0748
KNT-PKOS 14 2,333 11,67 9,764 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS+INH 14 3 11 9,206 VAR**** <0,0001
KNT-iNH 14 1,167 12,83 10,74 VAR®** <0,0001
SY-DMSO 11 9,167 1,833 1,534 YOK 0,8835
SY-PKOS 11 2,333 8,667 7,253 VAR*** 0,0002
SY-PKOS+INH 11 3 8 6,695 VAR*** 0,0006
SY-INH 11 1,167 9,833 8,229 VAR®** <0,0001
DMSO-PKOS 9,167 2,333 6,833 5,719 VAR** 0,0042
DMSO-PKOS+iNH 9,167 3 6,167 5,161 VAR* 0,0116
DMSO-INH 9,167 1,167 8 6,695 VAR*** 0,0006
PKOS-PKOS+INH 2,333 3 -0,6667 0,5579 YOK 0,9986
PKOS-INH 2,333 1,167 1,167 0,9764 YOK 0,9817
PKOS+INH-INH 3 1,167 1,833 1,534 YOK 0,8835
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4.4.2. Histolojik Degerlendirme

Biitlin gruplara ait over dokularindan, H&E ve Masson’un trikrom boyasi
kullanilarak hazirlanan preperatlar, Olympus DP-72 kamera atagmanli Olympus BX-61
151k mikroskopu ile ¢esitli biiyiitmelerde incelendi. Gruplara ait ovaryumlarin genel

yapisi Sekil 4-17°da goriilmektedir.

Sekil 4-17: Gruplardaki deney hayvanlarinin genel over morfolojilerini gosteren resim. A. Kontrol grubu; B. SY
grubu; C. DMSO grubu; D. PKOS grubu; E. PKOS+Inhibisyon grubu; F. Inhibisyon grubu. (H&E, x4).
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Kontrol grubundaki hayvanlarin ovaryumlar1 histolojik olarak incelendiginde,
gelisimin farkli evrelerinde, ¢ok sayida normal goriinlimlii ovaryan folikiil iceren
diizglin ovaryum yapisi izlendi (Sekil 4-18, 4-19). Folikiillerde bulunan oositler ve
oositi ¢evreleyen ZP’lar diizgiin goriiniimliydi (Sekil 4-20, 4-21). GH’leri birbirlerine
yakin konumluydu ve herhangi bir dejenerasyon sergilemiyordu (Sekil 4-20, 4-21).
TH’leri de folikiillerin etrafinda, diizgiin sirkiiler seyirli hiicreler olarak gorildu (Sekil
4-20, 4-21). Ovaryumlarda ayrica ¢ok sayida KL’un bulunmasi, ovulasyonda herhangi
bir diizensizligin olmadigmin kanitiydr (Sekil 4-19). Ovaryumu c¢evreleyen germinal
epitel diizgiin goriniimliiydil (Sekil 4-20, 4-21, 4-22). Teka tabakasinda ve medullada

bulunan kan damarlari ve ovaryum stromasi normal goriiniimliydii (Sekil 4-19, 4-20).

Sekil 4-18: Kontrol grubuna ait ovaryumlardan kesitler. Siyah yildiz: Primordiyal folikiil; PF: Primer folikiil; SF:
Sekonder folikiil; GF: Graaf folikiil; Mavi yildiz: Atretik folikiil; KL: Korpus luteum. (H&E; A,B,C,D,F x20; E x40)
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Sekil 4-19: Kontrol grubuna ait ovaryum yapisini gosteren resim. KL: Korpus luteum; SF: Sekonder folikiil; Mavi
yildiz: Primer folikiil; Siyah yildiz: Atretik folikiil; Siyah dikdortgen: Sekil 4-13’de biiyiitiilen alan. (Masson’un
trikrom boyasi, x10).

Germinal epitel

Sekil 4-20: Sekil 4-12°de siyah gergeve igindeki alani1 goésteren resim. Sari yildiz: Primordial folikiil; PF: Primer
folikiil; SF: Sekonder folikiil; Siyah yildiz: Atretik folikiil; FH: Folikiil hiicreleri; GH: Graniiloza hiicreleri, Siyah ok:
ZP (Masson’un trikrom boyasi, x40).
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Germinal epitel
20 ym

Sekil 4-21: Kontrol grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisin1 gosteren resim. GF: Graaf folikiil; Siyah yildiz (*):
Atretik folikiil. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

Sekil 4-22: Kontrol grubuna ait bir KL un yapisin1 gosteren resim. KL: Korpus luteum. (Masson’un trikrom boyas,
x40).
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SY grubundaki hayvanlarin ovaryumlar1 da, histolojik olarak incelendiginde,
kontrol grubu ile benzer bir morfoloji sergiledi. (Sekil 4-23). Ovaryumlar, herhangi bir
dejenerasyon sergilemiyordu (Sekil 4-24, Sekil 4-25, Sekil 4-26, Sekil 4-27).
Ovaryumlarda bulunan c¢ok sayida KL, bu grupta da ovulasyonda herhangi bir

diizensizligin olmadigin1 gdstermekteydi (Sekil 4-23, Sekil 4-24).

Sekil 4-23: SY grubuna ait ovaryumlardan kesitler. PF: Primer folikiil; SF: Sekonder folikiil; GF: Graaf folikiil; Mavi
yildiz: Atretik folikiil; KL: Korpus luteum. (H&E; A,C,E x10, B,D,F x20).
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Sekil 4-24: SY grubuna ait ovaryum yapisini gosteren resim. PF: Primer folikiil; SF: Sekonder folikiil; Siyah yildiz:
Atretik folikiil; KL: Korpus luteum; Siyah dikdortgen: Sekil 4-18’de biiyiitiilen alan. (Masson’un trikrom boyast,
x10).
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Germinal epitel

Sekil 4-25: Sekil 4-17°de siyah ¢ergeve igindeki alani gosteren resim. PF: Primer folikiil; SF: Sekonder folikiil; ZP:
Zona pellusida (Masson’un trikrom boyast, x40).
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Sekil 4-26: SY grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisin1 gosteren resim. GF: Graaf folikiil; (PF): Primer folikiil.
(Masson’un trikrom boyasi, x40).

Germinal

Sekil 4-27: SY grubuna ait bir KL’un yapisini gésteren resim. (PF): Primer folikiil; (SF): Sekonder folikiil; (KL):
Korpus luteum. (Masson’un trikrom boyast, x40).
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DMSO grubundaki hayvanlarin ovaryumlar1 histolojik olarak incelendiginde,
genellikle normal bir goriiniim sergiliyordu (Sekil 4-28). Gelisimin farkli evrelerinde,
cok sayida normal goriiniimlii ovaryan folikiil izlendi (Sekil 4-28, 4-29). Ancak
sekonder ve Graaf folikiillerde bulunan ZP’larda hafif dejenerasyonlar goriildi (Sekil 4-
28 B,C,E, 4-30, 4-31, 4-32). GH’leri ve TH’leri normal goriniimliiydii (Sekil 4-30, 4-
31, 4-32). Ovaryumlarda KL’un bulunmasi, ovulasyonda herhangi bir diizensizligin
olmadigin1 kanitladi (Sekil 4-28,F). Ovaryumu ¢evreleyen germinal epitel diizgiin
gorliiniimlitydi (Sekil 4-30). Ovaryum stromasi normalden daha 6dematdz goriiniiyordu
(Sekil 4-31).

Sekil 4-28: DMSO grubuna ait ovaryum kesitleri. Siyah yildiz: Primer folikiil; SF: Sekonder folikiil; GF: Graaf
folikiil; Mavi yildiz: Atretik folikiil; KL: Korpus luteum; ZP: Zona pellusida. (H&E; A,x10; B,C,D,E x20; Fx40).
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Sekil 4-29: DMSO grubuna ait ovaryum yapisini gosteren resim. PF: Primer folikiil; GF: Graaf folikiil; Siyah yildiz:
Atretik folikiil; Siyah dikdortgen: Sekil 4-23°de biiyiitiillen alan. (Masson’un trikrom boyast, x10).
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Sekil 4-30: DMSO grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisini gosteren resim. PF: Primer folikiil; GF: Graaf folikiil;
KH: Kiimiiliis hiicreleri; GH: Graniiloza hiicreleri; ZP: Zona pellusida (Masson’un trikrom boyasi, x40).
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Sekil 4-31: DMSO grubuna ait Sekonder folikiillerin yapisini gosteren resim. SF: Sekonder folikill; Siyah yildiz:
Atretik folikiil; Siyah ok: Odemat6z stroma. (Masson’un trikrom boyasi, x40).
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Sekil 4-32: DMSO grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisini gosteren resim. GH: Graniiloza hiicreleri; ZP: Zona
pellusida (Masson’un trikrom boyasi, x40).
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PKOS grubundaki hayvanlarin ovaryumlar: histolojik olarak incelendiginde,
gelisimin farkli evrelerindeki ovaryan folikiillerin yanisira ¢ok sayida i¢i sivi dolu kistik
folikiil yapis1 gozlendi (Sekil 4-33, 4-34, 4-36). Ovaryan folikiillerde bulunan primer
oositler ve oositi ¢evreleyen ZP’lar oldukca dejeneratifti (Sekil 4-34, 4-37, 4-38, 4-
40B). Oositler genellikle ZP’dan ayrilmis ve ZP’lar diizgiin yapilarin1 kaybederek
gevsek ve yer yer dilate bir yap1 sergilemekteydi (Sekil 4-34, 4-37, 4-38, 4-39B).

GH’leri genellikle birbirlerinden ayrilmis ve aralarinda bosluklar olusmustu
(Sekil 4-34D,E, Sekil 4-37, 4-38, 4-39). Ayrica ¢ogu GH’si apoptotik oldugu diisiincesi
veren piknotik nukleuslara sahipti (Sekil 4-38). Gelisimini tamamlayamayarak atreziye
ugrayan folikiil sayisi, kontrol grubuna gore oldukca fazlaydi. Gelisimini
tamamlayamayan bu folikiillerin bir kismu ise, 1-2 sira GH’si ile ¢evrelenmis, i¢i sivi
dolu ve genellikle oositlerini kaybeden kistik folikiilleri olusturuyordu (Sekil 4-33, 4-
36). Bazi kistik folikiillerin i¢inde dejeneratif oositler goriildii (Sekil 4-33D,F, Sekil 37).
Ayrica yine bazi kistik folikiillerde liimene dokiilmiis GH’leri dikkat ¢ekti (Sekil 4-
33D,F; Sekil 4-37).

Ovaryumlarda ya tek tiikk KL goriilmesi ya da hi¢ goriilmemesi, bu gruptaki
hayvanlarda anovulasyon ya da oligoovulasyon oldugunun gostergesi olarak kabul
edildi (Sekil 4-39). Ayrica ovule edilen oositler de son derece dejeneratifti (Sekil 4-35).
Ovaryum stromasi hiperplazik ve 6dematdz bir yap1 sergiliyordu (Sekil 4-34C, Sekil 4-
37).
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Sekil 4-33: PKOS grubuna ait ovaryumlardan kesitler. Siyah yildiz: Kistik folikiiller; Siyah ok: Kistik folikiillerin
liimenine dokiilen GH’leri; Mavi ok: Kistik folikiillerin igerisindeki dejeneratif oositler. (H&E; A,B,C x10; D,F x20;
E x40).
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Sekil 4-34: PKOS grubuna ait folikiillerden kesitler. Siyah yildiz: Kistik folikiiller; Mavi yildiz: Atretik folikiiller;
Siyah ok: Dejenere olan ZP’lar; Mavi ok: Kistik folikiillerin icerisindeki dejeneratif oositler; GH: Graniiloza
hiicreleri. (H&E; A,B,C x20; D,E,F x40).
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Sekil 4-35: A: PKOS grubuna ait bir ovaryumdan ovule edilen bir oosit. B: A seklinde dikdortgen igerisindeki alanin
biiyiitiilmis hali. Siyah yildiz: Dejenere oosit. Siyah ok: biitiinliigiinii kaybetmis ve dejenere olmus ZP; Mavi ok:
Oosit ile birlikte atilan, genellikle piknotik nukleuslu olan kiimiiliis hiicreleri. (Masson’un trikrom boyasi; A x10; B
x40).
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Sekil 4-36: PKOS grubuna ait ovaryum yapisini gosteren resim. PF: Primer folikiil; SF: Sekoder folikiil; Siyah yildiz:
Kistik folikiil; Mavi yildiz: Atretik folikiil (Masson’un trikrom boyasi, x10).

Sekil 4-37: PKOS grubuna ait kistik bir folikiiliin yapisin1 gésteren resim. Siyah yildiz: Kistik folikiil; Siyah ok:
Dejenere ZP; Mavi ok: Kistik folikiil icerisindeki dejenere oosit; Mavi yildiz: Sekonder folikiil igerisindeki dejenere
oosit; Siyah daireler: Kistik folikiil i¢erisine dokiilmiis olan GH’leri; Cift basli ok: Kistik folikiilii ¢evreleyen incelmis
GH tabakasi (Masson’un trikrom boyasi, x40).
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Sekil 4-38: PKOS grubuna ait bir Graaf folikiiliin yapisin1 gosteren resim. Siyah yildiz: Dejenere oosit; Siyah ok:
Dejenere ZP; Mavi ok: Birbirinden ayrilmalar gosteren GH’leri. (Masson’un trikrom boyasi, x40).
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Sekil 4-39: PKOS grubuna ait bir ovaryumun yapisini gésteren resim. A: Siyah dikdoértgen igerisindeki alanin
biiyiitiilmiis resmi. Nadiren de olsa goriilen bir KL’un oldukg¢a agik renkli sitoplazmaya sahip olan lutein hiicreleri
dikkat cekici. B: Siyah daire icerisindeki bir sekonder folikiiliin biiyiitiilmiis resmi. Siyah yildiz: Dejenere oosit;
Siyah ok: Dejenere ZP; GH: Birbirinden ayrilmalar gosteren ve genellikle piknotik nukleuslara sahip olan GH’leri.
(Masson’un trikrom boyasi, Kiiglik resim x10; Ax40; Bx40).
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PKOS+INH grubundaki hayvanlarin  ovaryumlar1  histolojik  olarak
incelendiginde, PKOS grubuna kiyasla daha az olsa da kistik folikiiller, gelisimin farkli
evrelerindeki folikiillere eslik ediyordu (Sekil 4-41, 4-42, 4-43, 4-44).

Ozellikle sekonder ve Graaf folikiillerde bulunan neredeyse biitiin primer
oositler ve bu oositleri ¢evreleyen ZP’lar oldukca dejeneratifti (Sekil 4-40, 4-44, 4-45B
ve C). Oositler, ZP ile baglantilarini neredeyse tamamen kaybetmisti ve ZP’larin

diizgiin yapilar1 yok olmustu (Sekil 4-40, 4-44, 4-45B ve C).

Bazi folikiillerde, ZP’dan infiltre olmus makrofaj benzeri hiicreler dikkat
cekiciydi (Sekil 4-40D). Birbirinden ayrilmis GH’leri arasinda bosluklar olugmustu
(Sekil 4-40E ve F, 4-44, 4-45C,). Atretik folikiillerin sayisi, kistik folikiil sayisinin
azalmasiyla iligkili olarak olduke¢a fazlaydi (Sekil 4-41).

Ovaryumlarda az sayida da olsa KL goriildii (Sekil 4-42). Ovaryum stromasinin,
PKOS grubuna kiyasla daha hiperplazik ve 6dematdz bir yap1 sergilemesinin yani sira,
teka tabakasinda ve stromada bulunan kan damarlar1 fazlasiyla dilate olmustu (Sekil 4-

40 A,B,C,D).
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Sekil 4-40: PKOS+INH grubuna ait folikiillerden kesitler. Siyah yildiz: Kistik folikiiller; Mavi yildiz: Dejeneratif
oositler; Siyah ok: ZP’dan infiltre olan makrofaj benzeri hiicreler; Mavi ok: Dilate kan damarlari. (H&E; A,B x10;
C,D x20; E,F x40).
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Sekil 4-41: PKOS+INH grubuna ait bir ovaryumun yapisini gosteren resim. Siyah yildiz: Kistik folikiil; Mavi yildiz:
Atretik folikiil (Masson’un trikrom boyasi, x10).

o "" p O 4 1.8 Ny
Sekil 4-42: PKOS+INH grubuna ait bir sekonder folikiiliin ve KL un yapisini gosteren resim. Siyah yildiz: Dejenere
oosit; Mavi yildiz: Atretik folikiil; KL: Korpus luteum. (Masson’un trikrom boyast, x40).
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Sekil 4-43: PKOS+INH grubuna ait kistik bir folikiiliin yapisim gdsteren resim. Siyah yildiz: Kistik folikiil; Siyah
ok: Kistik folikiil igerisine dokiilmiis olan GH’leri; Mavi yildiz: Atretik folikiil (Masson’un trikrom boyast, x40).

Sekil 4-44: PKOS+INH grubuna ait kistik ve sekonder bir folikiiliin yapisini gosteren resim. Siyah yildiz: Dejenere
oosit; Siyah ok: Dejenere ZP; Cift bash ok: Kistik folikiilii ¢evreleyen incelmis GH tabakasi (Masson’un trikrom
boyasi, x40).
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Sekil 4-45: PKOS+INH grubuna ait bir ovaryumun yapisini gosteren resim. A: Siyah A dairesi igerisindeki alanin
biiyiitiilmiis resmi. Primer bir folikiil igerisinde, olduk¢a fazla dejenerasyona ugramis olan oosit ve ZP dikkat ¢ekici .
B: Siyah B dairesi igerisindeki bir sekonder ve kistik folikiiliin bilyiitiilmiis resmi. C: Siyah C dairesi igerisindeki
folikiillerin biyiitiilmiis resmi. Siyah yildiz: Dejenere oosit; Siyah ok: Dejenere ZP; Mavi yildiz: Kistik folikiil.
(Masson’un trikrom boyast; Kiigiik resim x10; Ax40; Bx40; Cx40).
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INH grubundaki hayvanlarin ovaryumlar: histolojik olarak incelendiginde,
gelisimin farkli evrelerindeki folikiillere eslik eden c¢ok sayida Graaf folikiiliin
bulunmasi dikkat cekiciydi (Sekil 4-46, 4-47). Bu Graaf folikiillerde bulunan primer
oositlerin hemen hepsi ve bu oositleri ¢evreleyen ZP’lar dejenerasyona ugramist1 (Sekil
4-46, 4-47, 4-48). Bunlarin yanisira ¢cogu primer ve sekonder folikiilde bulunan primer

oositler de dejeneratif figlirler sergiliyordu (Sekil 4-49, 4-50, 4-51).

Atreziye ugrayan folikiillerin sayisi, olduk¢a fazlayd: (Sekil 4-50, 4-51). Bu
gruba ait hayvanlarin ovaryumlarinda neredeyse hi¢c KL goriilmedi. Vajinal smear
degerlendirmesinde, bu gruptaki hayvanlarin hi¢ Ostrus fazi sergilememesi de bu

bulguyu destekleyici nitelikteydi.

Ovaryum stromasi, PKOS+HINH grubundaki gibi hiperplazik ve 6dematdz bir
yapt sergilerken, teka tabakasinda ve stromada bulunan kan damarlar1 da ayni sekilde

dilateydi (Sekil 4-46, 4-48, 4-49, 4-50).



Sekil 4-46: INH grubuna ait ovaryumlardan ve bu ovaryumlara ait folikiillerden kesitler. Siyah yildiz: Dejeneratif
oositler; Mavi ok: Odematdz stroma; Siyah ok: Dilate kan damarlar1. (H&E; A,B x10; C,D x20; E,F x40).
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Sekil 4-47: INH grubuna ait bir ovaryumun ve bu ovaryumdaki Graaf folikiillerin yapisini gosteren sekil. A,E ve F:
Dejeneratif bir primer oosit ve bozuk yapili bir ZP iceren sekonder folikiiller. B,C,D: Antrumlarinda dékiilmis
GH’leri igeren ve dejeneratif primer oositler igeren Graaf folikiiller. Siyah yildiz: Dejenere oosit; Mavi yildiz: Atretik
folikiil. Siyah ok: Dejenere ZP; Mavi ok: Dokiilmiis GH’leri. (Masson’un trikrom boyast; Kiigiik resim x10; Ax40;
Bx40; Cx40; Dx40; Ex40; Fx40).
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Sekil 4-48: INH grubundaki bir ovaryumdaki gesitli folikiillerin yapisini gosteren sekil. Siyah yildiz: Dejeneratif
oositler; Mavi ok: Dilate kan damarlari;; Siyah ok: Odematdz stroma. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

Sekil 4-49: INH grubundaki bir ovaryumdaki primer ve sekonder folikiillerin yapisini gésteren sekil. Siyah yildiz:
Sekonder folikiildeki dejeneratif oosit; Mavi yildiz: Primer folikiillerdeki dejeneratif oositler; Mavi ok: Odematéz
stroma; Siyah ok: Dejenere ZP. (Masson’un trikrom boyasi, x40).
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Sekil 4-50: INH grubundaki bir ovaryumda atreziye giden folikiillerin yapisim gosteren sekil. Siyah yildiz:
Dejeneratif oosit; Siyah ok: Dejeneratif ZP. (Masson’un trikrom boyasi, x40).

Sekil 4-51: INH grubundaki bir ovaryumda atreziye giden folikiillerin yapisim gdsteren sekil. Siyah yildiz:
Dejeneratif oosit; Mavi yildiz: Atretik folikiil; Siyah ok: Dilate kan damari. (Masson’un trikrom boyasi, x40).
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4.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Deney gruplarindan alinan ovaryum kesitlerine uygulanan primer antikorlar ile
yapilan immiin isaretlemenin ardindan, hazirlanan preparatlardan x10 ve x40
biiylitmede c¢ekilen fotograflarda, kahverengi (DAB kromojen kullanildi) reaksiyon
veren hiicreler, immiin pozitif olarak kabul edildi. Olympus BX 61 marka 151k
mikroskobunda, her bir doku drneginden x40 biiylitmede rastgele secilen bes bolgede
H-SCORE yoéntemi ile yari-kantitatif —degerlendirme yapildi.  Orneklere,
immiinreaktivitelerine gdére immiinohistokimyasal boyanma siddeti ve yaygmligi
acisindan iki farkli kisi tarafindan 0-300 arasinda degerler verildi ve bu

degerlendirmeye gore istatistiksel olarak analiz yapildi.

4.5.1. PCNA Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

Deney gruplarina ait ovaryum dokularindaki hiicre proliferasyonunu gostermek
icin, PCNA proteinine yonelik immiin isaretleme yontemi kullanildi. Tiim folikiillerdeki
immiin pozitif hiicreler, semikantitatif H-SCORE yo6ntemi kullanilarak degerlendirildi
ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildi (Sekil 4-52, Tablo 4-11).

Negatif kontrol 6rneklerinde herhangi bir immiin reaksiyon gozlenmedi.

Biitiin gruplardaki hayvanlarin ovaryum dokularindaki PCNA pozitif hiicreler
genel olarak degerlendirildiginde, INH grubundaki proliferatif hiicrelerin, kontrol
grubundaki proliferatif hiicreler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldig1 gozlenirken (p<0,001); PKOS ve PKOS+INH grubundaki proliferatif
hiicrelerin, kontrol grubundaki proliferatif hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli

derecede artis gosterdigi gozlendi (p<0,001) (Sekil 4-52, 4-53, 4-54).

PKOS grubundaki proliferasyon, daha c¢ok GH’lerinde artis gdstermisken;
PKOS+INH grubundaki GH’lerinde PCNA pozitif hiicre sayis1 yok denilecek kadar
azdi (Sekil 4-54). Bu gruptaki proliferasyon, teka hiicrelerinde artis gostermekteydi
(Sekil 4-54).

SY ve DMSO grubundaki proliferatif hiicre sayisinda ise, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4-52: Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki PCNA immiinreaksiyon seviyelerini gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-11: Deney gruplarindaki hayvanlarm, ovaryumlarindaki PCNA immiinreaksiyon seviyelerinin One-way
ANOVA testi ¢oklu karsilagtirma sonuglarimi gosteren tablo (Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p <
0,001).

GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 79,33 82,67 -3,333 0,6755 YOK 0,9966
KNT-DMSO 79,33 41,33 38 7,7 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS 79,33 157,7 -78,33 15,87 VAR™** <0,0001
KNT-PKOS+INH 79,33 132,2 -52,83 10,71 VAR**** <0,0001
KNT-iNH 79,33 20,33 59 11,96 VAR**** <0,0001
SY-DMSO 82,67 41,33 41,33 8,376 VAR**** <0,0001
SY-PKOS 82,67 157,7 -75 15,2 VAR**** <0,0001
SY-PKOS+INH 82,67 132,2 49,5 10,03 VAR**** <0,0001
SY-INH 82,67 20,33 62,33 12,63 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS 41,33 157,7 -116,3 23,57 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS+INH 41,33 132,2 -90,83 18,41 VAR**** <0,0001
DMSO-iNH 41,33 20,33 21 4,255 YOK 0,0538
PKOS-PKOS+INH 157,7 132,2 25,5 5,167 VAR* 0,0114
PKOS-INH 157,7 20,33 137,3 27,83 VAR**** <0,0001
PKOS+INH-INH 132,2 20,33 111,8 22,66 VAR**** <0,0001

Kontrol ile karsilastirlldiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Sekil 4-53: Deney gruplarina ait PCNA immiinreaktivitesini gosteren 151k mikrograflari (x10 biiyiitme). A) Kontrol
grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.
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Sekil 4-54: Deney gruplarina ait PCNA immiinreaktivitesini gésteren 151k mikrograflari (x40 biiyiitme). A) Kontrol
grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.
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4.5.2. Cas-3 Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

Deney gruplarina ait ovaryum dokularindaki hiicrelerde apoptozu gostermek
icin, Cas-3 proteinine yonelik immiin igaretleme yontemi kullanildi. Tiim folikiillerdeki
immiin pozitif hiicreler, semikantitatif H-SCORE yo6ntemi kullanilarak degerlendirildi
ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildi (Sekil 4-55, Tablo 4-12).

Negatif kontrol 6rneklerinde herhangi bir immiin reaksiyon gozlenmedi.

Biitiin gruplardaki hayvanlarin ovaryum dokularindaki Cas-3 pozitif hiicreler
genel olarak degerlendirildiginde, DMSO, PKOS ve PKOS+INH gruplarindaki
apoptotik hiicrelerin, kontrol grubundaki apoptotik hiicreler ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi (p<0,001) (Sekil 4-55, 4-56, 4-
57).

DMSO grubundaki apoptotik hiicreler, daha ¢ok stromal hiicrelerdi (Sekil 4-
50C). PKOS grubundaki GH’lerinin ¢ogu apoptotikti. Ayrica bu gruptaki oositlerde de
yogun Cas-3 immunreaksiyonu izlendi (Sekil 4-57D). PKOS+INH grubunda, atreziye
dogru giden folikiillerin GH’lerinde de yer yer Cas-3 pozitif hiicreler gozlendi (Sekil 4-
57E).

SY ve INH grubundaki apoptotik hiicre sayisinda ise, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4-55: Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki Cas-3 immiinreaksiyon seviyelerini gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda:  * p<0,05; **p < 0,001).
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Tablo 4-12: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarindaki Cas-3 immiinreaksiyon seviyelerinin One-way
ANOVA testi ¢oklu karsilagtirma sonuglarmi gosteren tablo (Kontrol ile karsilagtirildiginda: * p<0,05; **p <
0,001).

GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 13,5 13,67 -0,1667 0,01982 YOK 20,9999
KNT-DMSO 13,5 136,5 -123 14,62 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS 13,5 2473 -233,8 27,8 VAR™* <0,0001
KNT-PKOS+INH 13,5 79,67 -66,17 7,867 VAR**** <0,0001
KNT-iNH 13,5 24 -10,5 1,248 YOK 0,9477
SY-DMSO 13,67 136,5 -122,8 14,6 VAR**** <0,0001
SY-PKOS 13,67 2473 -233,7 27,78 VAR**** <0,0001
SY-PKOS+INH 13,67 79,67 -66 7,847 VAR**** <0,0001
SY-INH 13,67 24 -10,33 1,229 YOK 0,9511
DMSO-PKOS 136,5 2473 -110,8 13,18 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS+INH 136,5 79,67 -56,83 6,757 VAR*** 0,0006
DMSO-INH 136,5 24 112,5 13,38 VAR**** 0,0538
PKOS-PKOS+INH 2473 79,67 167,7 19,94 VAR**** 0,0114
PKOS-INH 2473 24 2333 26,55 VAR**** <0,0001
PKOS+INH-INH 79,67 24 55,67 6,619 VAR*** 0,0007

Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Sekil 4-56: Deney gruplarina ait Cas-3 immiinreaktivitesini gdsteren 11k mikrograflar1 (x10 bilyiitme). A) Kontrol
grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.



Sekil 4-57: Deney gruplarina ait Cas-3 immiinreaktivitesini gdsteren 191k mikrograflar (x40 biiyiitme). A) Kontrol
grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.
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4.5.3. mTOR Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

Deney gruplarina ait ovaryum dokularindaki  hiicrelerde =~ mTOR
immiinreaksiyonunu  gdstermek ve  mTOR  inhibisyonunun  gergeklesip
gerceklesmedigini teyid etmek i¢cin, mTOR proteinine yonelik immiin isaretleme
yontemi kullanildi. Tiim folikiillerdeki immiin pozitif hiicreler, semikantitatif H-
SCORE yontemi kullanilarak degerlendirildi ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
karsilastirildi (Sekil 4-58, Tablo 4-13). Negatif kontrol 6rneklerinde herhangi bir immiin

reaksiyon gozlenmedi.

Biitiin gruplardaki hayvanlarin ovaryum dokularindaki mTOR pozitif hiicreler
genel olarak degerlendirildiginde, PKOS+INH ve INH grubundaki mTOR pozitif
hiicrelerde, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenirken (p<0,001); PKOS grubundaki hiicrelerde mTOR immiinreaksiyonu, kontrol
grubundaki hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmist1 (p<0,001) (Sekil

4-59, 4-60, 4-61).

mTOR immiinreaksiyonu, PKOS+INH ve INH gruplari hari¢ diger biitiin
hiicrelerde, gelismekte olan biitiin folikiilerin GH’lerinde, sitoplazmik olarak gdzlendi
(Sekil 4-60A,B,C,D). mTOR inhibisyonu yapilan PKOS+INH ve INH gruplarindaki
GH’lerinde ise herhangi bir immiin reaktivite izlenmedi (Sekil 4-60E,F).

SY ve DMSO grubundaki GH’lerindeki mTOR immiinreaktivitesi ise, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark sergilemedi (p>0,05).
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Sekil 4-58: Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki mTOR immiinreaksiyon seviyelerini gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda:

* p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-13: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarindaki mTOR immiinreaksiyon seviyelerinin One-way

ANOVA testi ¢oklu karsilagtirma sonuglarimi gosteren tablo (Kontrol ile karsilagtirildiginda:

* p<0,05; **p <

0,001).
GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 137,2 129 8,167 1,055 YOK 0,9742
KNT-DMSO 137,2 92,67 44,5 5,751 VAR** 0,0039
KNT-PKOS 137,2 234 -96,83 12,51 VAR™™** <0,0001
KNT-PKOS+iNH 137,2 25,5 111,7 14,43 VAR**** <0,0001
KNT-iNH 137,2 8,667 128,5 16,61 VAR**** <0,0001
SY-DMSO 129 92,67 36,33 4,695 VAR* 0,0261
SY-PKOS 129 234 -105 13,57 VAR**** <0,0001
SY-PKOS+INH 129 25,5 103,5 13,37 VAR**** <0,0001
SY-INH 129 8,667 120,3 15,55 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS 92,67 234 -141,3 18,26 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS+INH 92,67 25,5 67,17 8,68 VAR*** <0,0001
DMSO-iNH 92,67 8,667 84 10,85 VAR**** <0,0001
PKOS-PKOS+INH 234 25,5 208,5 26,94 VAR**** <0,0001
PKOS-iNH 234 8,667 225,3 29,12 VAR**** <0,0001
PKOS+iNH-INH 25,5 8,667 16,83 2,175 YOK 0,6434

Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Sekil 4-59: Deney gruplarina ait mTOR immiinreaktivitesini gosteren 151k mikrograflari (x10 biiyiitme). A) Kontrol
grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.
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Sekil 4-60: Deney gruplarma ait mTOR immiinreaktivitesini gosteren 151k mikrograflari (x40 bilyiitme). A) Kontrol
grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif kontrol.
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4.5.4. P-mTOR (2448) Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

Deney gruplarina ait ovaryum dokularindaki hiicrelerde P-mTOR (Ser-2448)
immiinreaksiyonunu gostermek i¢in, P-mTOR (Ser-2448) proteinine yonelik immiin
isaretleme yontemi kullanildi. Tiim folikiillerdeki immiin pozitif hiicreler, semikantitatif
H-SCORE yontemi kullanilarak degerlendirildi ve elde edilen sonuglar istatistiksel
olarak karsilastirildi (Sekil 4-61, Tablo 4-14). Negatif kontrol 6rneklerinde herhangi bir

immdiin reaksiyon gdzlenmedi.

Biitlin gruplardaki hayvanlarin ovaryum dokularindaki P-mTOR (Ser-2448)
pozitif hiicreler degerlendirildiginde, PKOS grubundaki hiicrelerde P-mTOR (Ser-2448)
immiinreaksiyonu, kontrol grubundaki hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli
derecede artmisken (p<0,001), PKOS+INH ve INH grubundaki P-mTOR (Ser-2448)
pozitif hiicreler, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlaml

derecede azalmist1 (p<0,001) (Sekil 4-61, 4-62, 4-63).

P-mTOR (Ser-2448) immiinreaksiyonu, PKOS+INH ve INH gruplar1 hari¢ diger
biitiin gruplarda, biiyiimekte olan folikiilerin GH’lerinde ve teka hiicrelerinde niiklear
olarak gdzlendi (Sekil 4-56 A,B,C,D). mTOR inhibisyonu yapilan PKOS+INH ve INH
gruplarindaki hiicrelerde, P-mTOR (Ser-2448) immiin reaktivitesi de izlenmedi (Sekil
4-63 E,F).

SY ve DMSO grubundaki P-mTOR (Ser-2448) immiinreaktivitesi ise, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedi

(p>0,05).
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Sekil 4-61: Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki P-mTOR (Ser 2448) immiinreaksiyon seviyelerini
gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05 **p < 0,001).

Tablo 4-14: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarindaki P-mTOR (Ser 2448) immiinreaksiyon seviyelerinin
One-way ANOVA testi ¢oklu karsilagtirma sonuglarin1 gosteren tablo (Kontrol ile karsilagtirildiginda: ~ * p<0,05;
sk

p<0,001).

GRUPLAR ORT.1 ORT.2 ORT.FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 74,5 62,83 11,67 2,005 YOK 0,7164
KNT-DMSO 74,5 84 9,5 1,632 YOK 0,8544
KNT-PKOS 74,5 237,3 -162,8 27,98 VAR*** <0,0001
KNT-PKOS+INH 74,5 17 57,5 9,88 VAR**** <0,0001
KNT-INH 74,5 5,833 68,67 11,8 VAR**** <0,0001
SY-DMSO 62,83 84 21,17 3,637 YOK 0,1358
SY-PKOS 62,83 237,3 -174,5 29,98 VAR**** <0,0001
SY-PKOS+INH 62,83 17 45,83 7,875 VAR**** <0,0001
SY-INH 62,83 5,833 57 9,794 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS 84 237,3 -153,3 26,35 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS+INH 84 17 67 11,51 VAR**** <0,0001
DMSO-iNH 84 5,833 78,17 13,43 VAR**** <0,0001
PKOS-PKOS+INH 2373 17 220,3 37,86 VAR**** <0,0001
PKOS-INH 237,3 5,833 231,5 39,78 VAR**** <0,0001
PKOS+INH-INH 17 5,833 11,17 1,919 YOK 0,7515

Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Sekil 4-62: Deney gruplarina ait P-mTOR (Ser 2448) immiinreaktivitesini gosteren 11k mikrograflari (x10 bilyiitme).
A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif
kontrol.
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Sekil 4-63: Deney gruplarina ait P-mTOR (Ser 2448) immiinreaktivitesini gosteren 151k mikrograflari (x40 bilyiitme).
A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif
kontrol.
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4.5.5. P-mTOR (2481) Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

Deney gruplarina ait ovaryum dokularindaki hiicrelerde P-mTOR (Ser-2481)
immiinreaksiyonunu gostermek i¢in, P-mTOR (Ser-2481) proteinine yonelik immiin
isaretleme yontemi kullanildi. Tiim folikiillerdeki immiin pozitif hiicreler, semikantitatif
H-SCORE yontemi kullanilarak degerlendirildi ve elde edilen sonuglar istatistiksel
olarak karsilastirildi (Sekil 4-64, Tablo 4-15). Negatif kontrol 6rneklerinde herhangi bir

immdiin reaksiyon gdzlenmedi.

Biitlin gruplardaki hayvanlarin ovaryum dokularindaki P-mTOR (Ser-2481)
pozitif hiicreler degerlendirildiginde, DMSO ve PKOS grubundaki hiicrelerde P-mTOR
(Ser-2481) immiinreaksiyonu, kontrol grubundaki hiicrelere gore istatistiksel olarak
anlamli derecede artmigken (p<0,001), PKOS+INH ve INH grubundaki P-mTOR (Ser-
2481) pozitif hiicreler, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli

derecede azalmist1 (p<0,001) (Sekil 4-64, 4-65, 4-66).

P-mTOR  (Ser-2481)  immiinreaksiyonu da, P-mTOR  (Ser-2448)
immiinreaksiyonunda oldugu gibi, PKOS+INH ve INH gruplari hari¢ diger biitiin
gruplarda, biiylimekte olan folikiilerin GH’lerinde ve teka hiicrelerinde niiklear olarak
gozlendi (Sekil 4-66 A,B,C,D). mTOR inhibisyonu yapilan PKOS+INH ve INH
gruplarindaki hiicrelerde, P-mTOR (Ser-2481) immiin reaktivitesi izlenmedi (Sekil 4-66
EF).

SY grubundaki P-mTOR (Ser-2481) immiinreaktivitesi ise, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedi (p>0,05).
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Sekil 4-64: Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki P-mTOR (Ser 2481) immiinreaksiyon seviyelerini

gosteren grafik (Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05 **p < 0,001).

Tablo 4-15: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarindaki P-mTOR (Ser 2481) immiinreaksiyon seviyelerinin

One-way ANOVA testi ¢oklu karsilagtirma sonuglarin1 gosteren tablo (Kontrol ile karsilagtirildiginda: ~ * p<0,05;
**p <0,001).

GRUPLAR ORT. 1 ORT. 2 ORT. FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 61,17 59,67 1,5 0,308 YOK >0,9999
KNT-DMSO 61,17 109,8 -48,67 9,992 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS 61,17 261,7 -200,5 41,17 VAR**** <0,0001
KNT-PKOS+INH 61,17 14,17 47 9,65 VAR**** <0,0001
KNT-iNH 61,17 6,167 55 11,29 VAR**** <0,0001
SY-DMSO 59,67 109,8 -50,17 10,3 VAR**** <0,0001
SY-PKOS 59,67 261,7 -202 41,47 VAR**** <0,0001
SY-PKOS+INH 59,67 14,17 455 9,342 VAR**** <0,0001
SY-iNH 59,67 6,167 53,5 10,98 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS 109,8 261,7 -151,8 31,17 VAR**** <0,0001
DMSO-PKOS+iNH 109,8 14,17 95,67 19,64 VAR**** <0,0001
DMSO-iNH 109,8 6,167 103,7 21,28 VAR**** <0,0001
PKOS-PKOS+iNH 261,7 14,17 247.,5 50,82 VAR**** <0,0001
PKOS-INH 261,7 6,167 255,5 52,46 VAR**** <0,0001
PKOS+INH-INH 14,17 6,167 8 1,643 YOK 0,8512

Kontrol ile karsilastirlldiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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Sekil 4-65: Deney gruplarina ait P-mTOR (Ser 2481) immiinreaktivitesini gosteren 151k mikrograflari (x10 bilyiitme).
A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif
kontrol.
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Sekil 4-66: Deney gruplarina ait P-mTOR (Ser 2481) immiinreaktivitesini gosteren 151k mikrograflari (x40 bilyiitme).
A) Kontrol grubu; B) SY grubu; C) DMSO grubu; D) PKOS grubu; E) PKOS+INH grubu; F) INH grubu; (-) Negatif
kontrol.
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4.6. RT-PCR ANALIZLERI

PKOS (p<0,05) ve PKOS+INH (p<0,001) gruplarindaki miR-21 gen ekspresyon
seviyeleri, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede
artmigken (Tablo 4-16, Sekil 4-67), SY, DMSO ve INH gruplarindaki ekspresyon
seviyeleri anlamli bir farklilik sergilemedi (p>0,05).
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Sekil 4-67: Deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryumlarindaki miR-21 gen ekspresyon seviyelerini gosteren grafik
(Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001).

Tablo 4-16: Deney gruplarindaki hayvanlarin, ovaryumlarindaki miR-21 gen ekspresyon seviyelerinin One-way
ANOVA testi ¢coklu karsilastirma sonuglarini gosteren tablo (Kontrol ile karsilastirildiginda: * p<0,05; **p < 0,001).

GRUPLAR ORT.1 ORT. 2 ORT. FARK q FARKLILIK P DEGERI
KNT-SY 0,00073  0,0001933 0,0005367 0,7079 YOK 0,9959
KNT-DMSO 0,00073 0,001714 -0,0009843 1,298 YOK 0,9397
KNT-PKOS 0,00073 0,004646 -0,003916 5,164 VAR** 0,0088
KNT-PKOS+INH 0,00073 0,00584 -0,00511 6,739 VAR*** 0,0003
KNT-INH 0,00073 0,00235 -0,00162 2,137 YOK 0,6592
SY-DMSO 0,0001933 0,001714 -0,001521 2,006 YOK 0,7158
SY-PKOS 0,0001933  0,004646 -0,004453 5,872 VAR** 0,0021
SY-PKOS+INH 0,0001933  0,00584 -0,005646 7,447 VAR**** <0,0001
SY-INH 0,0001933  0,00235 -0,002157 2,845 YOK 0,3531
DMSO-PKOS 0,001714  0,004646 -0,002932 3,866 YOK 0,0896
DMSO-PKOS+INH  0,001714 0,00584 -0,004125 5,441 VAR** 0,005
DMSO-INH 0,001714 0,00235 -0,0006362 0,839 YOK 0,9909
PKOS-PKOS+INH 0,004646 0,00584 -0,001194 1,574 YOK 0,8732
PKOS-INH 0,004646 0,00235 0,002295 3,027 YOK 0,287
PKOS+INH-INH 0,00584 0,00235 0,003489 4,602 VAR* 0,0256

Kontrol ile karsilastirlldiginda: * p<0,05; **p < 0,001.
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5. TARTISMA

PKOS, iireme ¢agindaki kadinlarin yaklagik %5-10'unu etkileyen karmasik bir

19,52-61 -
=", Hastaligin

endokrinopatidir ve anovulatuvar infertilitenin en yaygin nedenidir
semptomlar1 arasinda oligomenore, amenore, anoviilasyon, ¢ok sayida antral folikiil,
dolasimdaki LH'in hipersekresyonu ile daha diisiik veya esdeger FSH seviyeleri,
obezite, hirsutizm, hiperinsiilinemi, insiilin  direnci, hipotalamik-hipofizyal
dissenkronizasyon, anormal pulsatil gonadotropin salgisi, graniiloza/teka hiicre

disfonksiyonu, ¢esitli metabolik bozukluklar ve asir1 ovaryan androjen iiretimi yer alir
19,62-66

Menars ile birlikte baslayan PKOS’lu hastalarda, diizensiz menstrual siklus ya
da adet gorememe gibi siklus diizensizlikleri, genellikle anovulatuvar infertilite ile
sonuglanir. Yapilan ¢alismalarda, DHEA enjeksiyonu sonrasinda deneysel olarak PKOS
olusturulan siganlar, asiklik ve anovulatuvar hale gelmektedir '**. Bizim ¢alismamizda
da kontrol ve Sham (SY ve DMSO) gruplarindaki hayvanlar normal &strus sikluslar
sergilerken, PKOS ve PKOS+INH gruplarindaki deney hayvanlari, uzayan ve
tamamlanamayan Ostrus sikluslar1 sergiledi. Bu gruptaki deney hayvanlarinin ovaryum
kesitleri incelendiginde, ovaryumlarda ya hi¢ KL bulunmamasi ya da tek tiik KL yapis1
goriilmesi, bu gruptaki hayvanlarin ovulasyon gerceklestiremedigi bulgusunu
destekleyici nitelikteydi. Bu bulgular her iki grupta da deneysel PKOS modelinin
basarili bir sekilde olusturuldugunu dogruladi. Son olarak INH grubundaki deney
hayvanlarmin vajinal smear yaymalar1 incelendigi zaman, bu gruptaki hayvanlarin
nispeten daha diizenli 6strus sikluslar sergilemesine ragmen, sikluslarini tamamlasalar
bile, hi¢ 6strus fazina girememeleri dikkat cekiciydi. PKOS+INH grubundaki
hayvanlarin da diizensiz strus siklusu sergilemeleri ile birlikte bu bulgu bize, mTOR
inhibisyonunun, ovulasyonu engelliyor olabilecegini diisiindiirdii. INH grubundaki
deney hayvanlarinin ovaryumlarinda KL yapisina rastlanmamasi da bu diisiinceyi

giiclendirdi.

PKOS’lu kadmlar genellikle, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve prediyabet,
abdominal yaglanma, yiiksek kolesterol ve yiiksek kan basinci ile karakterize olan
metabolik sendroma tipa tip benzeyen metabolik bozukluklara sahiptir ®%6!6%7178

PKOS’Iu kadinlar, yasam tarzi ve obezite aracilt ekstrinsik insiilin direnciyle
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siddetlenen intrinsik insiilin direncine sahiptir °' ve PKOS’lu kadinlarin %38-88’i

obezken; %50-70’1 insiilin direnglidir "™

. Androjenler, folikiilogenezin yani sira,
adiposit fonksiyonunda da c¢esitli etkilere sahiptir. PKOS’lu  kadinlarda

hiperandrojenizm, abdominal depolarda yag birikmesiyle karakterize android viicut yagi

103 104

dagilimiyla iligkilidir ve hiperinsiilineminin varlig1 obeziteden bagimsizdir
Hiperandrojenizmin hiperinsiilinemiye yol acip ag¢madigi veya tam tersi
hiperinsiilineminin hiperandrogenizme neden olup olmadigi ise belirsizdir ve her ikisi
de miimkiindiir '”. Androjenlerin yani sira, artan folikiil havuzundan salman diger
faktorlerin, metabolik fenotipe yol agip agmadigi da bilinmemektedir. Deney hayvanlar
ile yapilan ¢aligmalarda, DHEA ile muamele edilen farelerin viicut agirliginda artigla
birlikte, aclik insiilin ve glikoz diizeylerinin de arttigi rapor edilmistir '**. Biz de
calismamizda, deneyin ilk ve son glinii deney hayvanlarinin viicut agirliklarini dlgtiik.
Deney sonunda, viicut agirliklar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, DMSO ve INH
gruplarindaki hayvanlarin viicut agirliklar1 azalirken, PKOS grubundaki hayvanlarin
viicut agirliklar anlamli derecede artmisti. SY ve PKOS+INH grubundaki hayvanlarin
viicut agirliklart ise kontrol grubundaki hayvanlar ile benzerlik gostermekteydi.
Sonuglarimiz arasinda, PKOS grubundaki hayvanlarin viicut agirliklarinin artmasi,
PKOS’lu kadinlardaki abdominal yaglanma ile birlikte viicut agirliginin artmasin
destekleyici nitelikteydi. DMSO ve INH gruplarindaki hayvanlarin viicut agirliklarinin
azalmasinin yaninda, normalde artis olmasi beklenen PKOS+INH grubunda da agirhigim
kontrol seviyelerine gerilemesi bize, mTOR inhibisyonu i¢in kullandigimiz KU-
0063794’tin ¢ozgen maddesi DMSO’nun, viicut agirhgmi disiiriicii bir etkisinin
olabilecegini, mTOR inhibisyonunun bu yonde c¢ok rol oynamayabilecegini

diisiindiirdii.

PKOS’un etiyolojisi hem genetik yatkinlik, hem de g¢evresel ve yasam tarzi
faktorlerinden etkilenir. Ancak, steroidogenez ve androjen mekanizmasinin cesitli
yolaklarinin caligilmasina ragmen, hiperandrojenizmin PKOS’taki patogenezi hala
belirsizdir. Hiperandrojenik kadinlarda ve uzun doénem androjen tedavisi alan kadin-
erkek transseksiiellerde genellikle PKOM goriilmektedir °>®7. Yapilan calismalardan
elde edilen sonuclarin, endojen gonadotropin salgisinin, bazal androjen salgisina katkida
bulundugunu ve diisiik gonadotropin diizeylerine ragmen ovaryan androjen sentezini ve
gonadotropinlere  duyarliligt ~ korudugunu  gostermesi, PKOS’lu  kadinlarda

hiperandrojenizme neden olan mekanizmalardan birinin, primer TH disfonksiyonu
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22023 Normal ovaryumlarda, TH olusumu, ilk olarak sekonder

olabilecegine isaret eder
folikiil gelisimi sirasinda bazal membran yakininda ve folikiil ¢evresinde birlesmeye
baslayan ince, uzamis stromal hiicrelerle ortaya ¢ikar. Folikiil biiylimeye devam ederken
TH’leri teka internaya farklilagir, steroidojenik kapasite ve androjen iiretme yetenegi
kazanir. Normal TH goriiniimiiniin tersine PKOS’un antral folikiilleri, olduk¢a biiyiik
hiicre niteligine sahip ve genellikle GH tabakasiin genisliginden kalin bir teka tabakasi
ile gevrelenir *'. Olusan bu teka hiperplazisinde, pitiliter LH salgisimn anormal
artisinin ve fazla ovaryan androjen iiretiminin kesinlikle rol oynadigini gdsteren
bulgular vardir > Ayrica, PKOS’da TH steroidogenezinde meydana gelen primer
bir hasarin, gonadotropin stimiilasyonuna fazla yanit verilmesine yol ag¢tig1
diistiniilmektedir. PKOS ovaryumlarindan kiiltiir edilen TH’lerinin, baslangicta ve LH
stimiilasyonunu takiben, normal TH’lerinden daha fazla androjen {irettigi ortaya

254255 § . Y . . g .
. In vivoda fazla ovaryan androjen iiretiminin dogasin1 belirlemek

koyulmustur
icin PKOS’lu kadinlara, normal kadinlara ve normal erkeklere GnRH agonisti
uygulanmasin takiben 24 saat sonra, PKOS’lu kadinlarin serum 17-hidroksiprogesteron
(17-OHP) ve androstenedion (A4) konsantrasyonlari, normal erkeklere benzer sekilde,
normal kadmlara kiyasla artarken; PKOS’lu kadinlar ve normal kadinlar arasindaki
testosteron (T) seviyelerinde farklilik bulunmamustir *°°, PKOS’lu kadmnlarla yapilan
baska bir calismada da, LH stimiilasyonu yerine hCG’ye cevaben 17-OHP iiretimi
normal kadinlara kiyasla artmigtir ve GnRH agonisti ile endojen gonadotropinlerin
baskilanmasimni takiben yiiksek kalmustir **°. Bu klinik sonuglar, PKOS’lu kadinlarda
gonadotropin stimiilasyonuna cevaben androjen {iretiminin artigsina yol agan TH’lerinde,
CYPI17°nin kalitsal diizensizligi goriisiinii desteklemektedir. Ayrica, PKOS TH’leri
kullanilarak, radyoaktif olarak isaretli pregnenolonun, 17-OH pregnenolona, DHEA’ya
ve sonunda A4’e, normal hiicrelere kiyasla daha hizli metabolize edildigi gosterilmistir
7 Yine bagka bir calismada, PKOS’lu kizlarda GnRH salim sikhiginda artis

101

goriilmiistir . GnRH’daki bu artis, fazla LH salinimina yol acar. Cok erken

safhalarda, biiyliyen folikiillerde, LH reseptorlerinin zamanindan 6nce kazanilmasi da,

1 Cok sayida ¢alismada,

ovaryan androjen iiretiminin artigina neden olabilmektedir
farkl biiyiikliiklerdeki PKOS’Iu ve normal folikiillerin GH’lerinde steroid iiretimi, LH
stimiilasyonu sonrasi ayr1 ayri1 degerlendirilmistir. Kiigiik PKOS folikiillerinde (4 mm)
LH ile stimiile edilen P4 iiretiminin, normal ovaryumlardaki daha biiytik folikiillerde

(9,5-10 mm) iiretilen P4 miktarindan daha fazla oldugu goriilmiistiir ***. PKOS’lu
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kadinlarda hiperinsiilinemiden 6nce ve sonra FSH’a karsi iretilen P, yanitlar
incelendiginde ise, PKOS’lu kadinlarda FSH ile uyarilan P4 {retiminde anlamli

% Normal

derecede artig goriilirken, normal kadinlarda degisim goriilmemistir
kadinlara kiyasla PKOS’lu kadinlarda FSH’a kars1 daha fazla P, yanitinin olmasi, bu
hastalikta erkenden luteinize olan GH’leri ile uyumluluk gostermektedir. Kii¢lik antral
folikiillerin GH’lerinin artan LH reseptdrlerini nasil kazandigi tam olarak
bilinmemektedir. Kiiltiir edilmis GH’lerinde FSH’m, LH reseptoriinii indiikledigi

bilinmektedir 2°°2%°

. Ancak PKOS’lu kadinlarda FSH salgisi azalmasina ragmen,
testosteron igceren silastik kapsiil implante edilmis insan olmayan primatlarin
GH’lerinde, FSH reseptor ekspresyonunun arttigi ve androjen reseptoriiyle birlikte

lokalize oldugu gosterilmistir ***°'

. Dolayisiyla fazla androjen iiretimi, PKOS’lu
hiperandrojenik kadinlarda FSH’a karsi daha fazla ovaryan yanit verildigini
gostermektedir. Ik in vitro ¢aligmalar, FSH stimiilasyonunu takiben anovulatuvar
PKOS’Iu kadmnlarin GH’leri tarafindan E, iiretiminin de, normal hiicrelerde goriilen
yanitlara kiyasla 6 ila 10 kat daha fazla oldugunu gostermistir *>**. Sonraki klinik
caligmalar, bu in vitro ¢alismalarin sonuclariyla uyumludur. PKOS’Iu kadinlar, artan
dozlarda intravenéz FSH ile akut olarak uyarildiginda, en yiiksek dozda FSH ile
uyarilan kadinlarda, normal kadinlarda goriilene kiyasla anlamli derecede daha fazla E,
iiretmistir ***. E;’nin de in vitroda FSH’a kars1 ovaryan yanitlart giiclendirebilecegi

265-268

gosterilmistir . Kiiltiir edilmis GH’lerinde E, ile FSH arasindaki sinerjinin, artan

FSH reseptor baglanmasi, LH reseptor indiiksiyonu, artan CYP17 aktivitesi ve progestin

senteziyle iliskili oldugu gdsterilmistir **°

. Knecht ve ark, E, ile muamele edilen
olgunlagmamis siganlarda, FSH stimiilasyonunu takiben her GH’sinde, FSH baglanma
kapasitesinin arttigmi gostermislerdir ”°. Almahbobi ve ark. da, PKOS’lu anovulatuvar
kadmlarin antral folikiillerinden kaynaklanan GH’lerinin FSH baglanmasinin, normal
ovaryumlardaki ayn1 biiyiikliikteki folikiillerden kaynaklanan GH’lerine kiyasla arttigini
rapor etmislerdir *’'. Hiperandrojenizmin bir diger nedeni de, hiperinsiilinemi olabilir.
Ciinkii insiilin, LH ile birlikte ovaryumun steroidojenik cevabii uyarir '°>27227
Insiilinin LH reseptorlerini inhibe ettiginin rapor edilmesine ragmen, sican ve domuz
GH’lerinde FSH ile indiiklenen LH reseptorlerini uyardigi gosterilmistir *'*27.
Insiilinin, GH fonksiyonundaki roliinii irdelemek iizere PKOS’lu ve normal kadinlarin
ovaryumlarindan elde edilen GH’leri ile bir dizi ¢alisma yapilmistir. Yalniz insiilin ile

inkiibasyon, normal ovaryumlarin ve ovulatuvar ve anovulatuvar PKOS ovaryumlarinin
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GH’lerinde, artan E, ve P, iiretimiyle sonuglanmistir 2. Sonug olarak, PKOS
folikiillerinin GH’lerinde insiilin ve LH, steroid iiretimini uyarmaktadir. Bu bulgular,
PKOS ovaryumlarindaki folikiillerde bulunan GH’lerinin, gelisimin daha erken bir
asamasinda LH reseptorlerini kazanarak erkenden luteinizasyon gecirdigini ileri
stirmistir *°. Bu goriis, PKOS’lu GH’lerinde LH reseptorii mRNA’smin, normal
folikiillerin GH’lerine kiyasla fazla eksprese edildigini gosteren c¢aligmalarla da

> PKOS’lu kadinlarn artan E, salgisi, fazla androjen iiretimi ve

desteklenmistir
dengeleyici hiperinsiilinemi ile birlikte insiilin direnci gosterdigi i¢in bu faktorler,
FSH’a karst GH duyarliliginin artisi ile agiklanabilir. PKOS’lu anovulatuvar kadinlarin
GH’leri, normal ovaryumlardaki ayni boyutlu folikiillerin GH’lerine kiyasla ¢ok daha
fazla E, iiretirler 2”°. DHEA ile indiiklenen deney hayvanlarinda da, serum DHEA, T,
E;, P4, FSH, LH ve PRL konsantrasyonlari, kontrol hayvanlarina kiyasla anlaml

19,136,137,141-143,178,280-285
derecede artmistir

. Biz de deneyin son giiniinde, gruplardaki
hayvanlardan elde ettigimiz serum Orneklerinde, ELISA yontemi ile E; ve P, tayini
yaptik. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, PKOS (p<0,05) ve PKOS+INH (p<0,001)
gruplarindaki E; seviyeleri anlamli derecede artarken, Sham gruplar1 (SY ve DMSO) ve
INH gruplaridaki E; seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli bir farklilik sergilemedi.
PKOS (p<0,001) grubundaki serum P, seviyesi de, kontrol grubuna kiyasla artarken,
diger deney gruplarindaki P4 seviyeleri, kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik
sergilemedi. PKOS grubumuzda E, ve P4 diizeylerinin kontrole gore yliksek ¢ikmasi,
daha oOnceden yapilan c¢aligmalar ile paralellik gostermekteydi. E, seviyesinin,
PKOS+INH grubunda, PKOS grubundan da fazla artis gosterirken, INH grubunda
kontrol seviyelerinde seyretmesi, dikkat ¢ekici bir bulguydu. INH grubundaki E,
seviyesinin kontrol ile paralellik gosterirken PKOS+INH grubunda, PKOS grubundan
da yiiksek seviyesi, yiiksek miR-21 ekspresyonu ya da baska bir mekanizma ile iligkili
olabilir ve ileri c¢aligmalara gereksinim duymaktadir. P4 seviyesinin ise hem
PKOS+INH, hem de INH grubunda, kontrol seviyelerinin altina diismesi, mTOR

inhibisyonunun P, liretimini ters yonde etkileyebilecegini gostermektedir.

PKOS’un bir diger 6zelligi de, primordiyal folikiil sayis1 herhangi bir degisiklik
gostermezken, biiyliyen preantral ve antral folikiillerin popiilasyonunun, normal
ovaryumlardaki popiilasyonun 2 ila 3 katin1 gecen belirgin folikiil sayis1 artisidir
20.107.286.287 Webber ve ark, saglikli ve PKOS’lu kadinlardan, kiiciik biiyiiyen folikiilleri
toplamis ve yaklasik 2 hafta kiiltiire etmislerdir **’. Kiiltiirde hem PKOS’lu, hem de
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normal folikiillerin ¢ap1 artmis ve biiylimiistiir. Ancak kiiltiir edilmis PKOS folikiilleri,
normal ovaryumlarin aynm1 asamadaki folikiillerinden daha az miktarda atreziye
ugramistir. Ayrica, immatiir prepubertal sicanlara DHEA uygulanmasi, bu hayvanlarda
yiiksek diizeylerde DHEA, testosteron ve androstenedion ile iliskili olarak, oositlerde
mayozun erken aktivasyonuna yol agmustir ***. PKOS’daki folikiillerin olgunlasma
hatasi, PKOS’lu kadinlarda azalan serum FSH diizeyleri sonucu yetersiz FSH
stimiilasyonuna atfedilmektedir. Fakat PKOS’lu GH’lerinin, in vitro ve in vivoda, FSH
reseptorli ekspresyonlart artig gostermis ve bu hiicreler FSH’a aninda yanit vermistir
264271277 Bk olarak PKOS’lu kadinlarda anoviilasyon, disaridan FSH uygulamasiyla
coziilebilmektedir. FSH salgisinin kismen baskilanmasi ve artan LH salgisi, PKOS’lu
kadinlarda goriilen hipotalamik GnRH sinyali iireticisinin artan aktivitesinin bir sonucu
olabilir. Artan GnRH sinyal aktivitesi, FSH-f gen ekspresyonunu inhibe ederken, LH-3
gen ekspresyonunu arttirir ve dolayisiyla yetersiz gonadotropin salgist PKOS’dan
sorumlu iken, LH ve FSH alt birim genleri, kademeli olarak diizenlenir **°. Dolagimdaki
FSH’1n daha fazla azalmasi, kronik E, salgilanmasindan da kaynaklanabilir. E; ile iki
haftadan fazla tedavi géren PKOS’lu kadinlarda serum FSH diizeyleri giderek azalmig

290 N
. Zamanindan Once

ve gonadotropinlerden FSH ve LH’in farkli salinimi artmistir
androjen tretimi, PKOS’da duraksamis antral folikiil gelisimini de agiklayabilir *” Ek
olarak intrinsik anormal ovaryan cevrenin folikiiler duraksamaya katkida bulunacagi

diisiiniilmektedir *"

. Biz de calismamizda, gruplar arasindaki folikiil sayilarim
karsilagtirmali olarak degerlendirdik. Toplam folikiil sayilar1 incelendiginde, PKOS
grubundaki toplam folikiil sayisi, diger gruplardakilere gore azalmisti. PKOS
grubundaki primordial, primer ve Graaf folikiil sayilari, kontrol grubuna gore
azalmisken; sekonder ve kistik folikiil sayilart artmisti. KL sayisi ise kontrol grubuna
gore anlamli derecede azalma sergilemekteydi. ‘Oosit i¢i PI3K/mTOR yolagr’
primordial folikiilden primer folikiile ge¢is, oosit biiylimesi, graniiloza hiicresinin yassi
halden kiiboidal hale farklilasmasi ve teka hiicre gogiinii kapsayan primordial

64,291

folikiillerin aktivasyonu ic¢in anahtar bir yolaktir . Transgenik fare modelleri

kullanilarak yapilan c¢alismalarda, PTEN, Aktl, Foxo3, rpS6 veya Tscl/Tsc2
yolaklarina ait genleri olmayan knockout farelerde, primordial folikiiller erkenden
tifkenir 22

graniiloza hiicrelerindeki mMTORCI1-KITL sinyalini aktive ederek KIT-PI3K sinyal yolu

. Liu ve ark, primordial folikiilleri cevreleyen mikrogevrenin, pre-

aracthigr ile, hareketsiz oositlerin aktivasyonunu tetikledigini gostermislerdir *°.
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Calismamizda, PKOS grubundaki yiiksek seviyede bulunan mTOR aktivitesi,
primordial folikiillerin aktivasyonunu hizlandirarak primordial folikiil sayisinin
azalmasini agiklayabilir. Primer asamada yavaslamig folikiil gelisiminin, uzayan folikiil
sagkalimi ile birlikte, preantral folikiil birikimine yol agmasi da PKOS’lu kadinlarin
ovaryumlaridaki biiyiiyen folikiil sayisinin artisin1 agiklamaktadir. Ayrica bu evreden
sonra, PKOS’da folikiil gelisimi, mid-antral asamanin Otesine gegemez ve folikiil
biiytimesi duraksar. Ancak duraksamadan veya folikiil gelisiminin sona ermesinden
sorumlu mekanizma tam olarak bilinmemektedir ve bu durumdan, prematiir terminal
GH farklilasmasi ve yetersiz FSH salimminin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir *°.
Bu gruptaki Graaf folikiillerin sayisinin azalarak atreziye giden folikiillerin biiyiik bir
cogunlugunun kistik folikiilleri olusturmast da bu bulgular1 desteklemektedir. Yetiskin
hayvanlarda herhangi bir sebeple oviilasyonun olmamasi, ovaryumda KL yokluguyla
kolayca taninabilir. Bu grupta gorilen KL azli§i, vajinal smear bulgular ile
desteklendiginde, PKOS’lu farelerin anovulatuvar ya da oligoovulatuvar olduklar
gercegini ortaya koymaktadir ve yine total folikiil sayisinin azalmasi ile de paraleldir.
PKOS+INH grubunda, PKOS grubuna benzer sekilde primordial ve primer folikiil
sayilari, kontrol grubuna gore azalmigken; sekonder ve kistik folikiil sayilar1 artmisti.
Ancak PKOS+INH grubundaki kistik folikiil sayisinda, PKOS grubuna kiyasla bir
diislis so6z konusuyken, atretik folikiil sayis1 belirgin derecede artig gdosterdi. Bu bulgu
da mTOR inhibisyonunun, kist olusumunu azaltarak dejenere folikiillerin atreziye
ugramasini sagladigini diislindiirmektedir. Ancak bu grupta da KL sayisinin az olmasi,
mTOR inhibisyonunun, PKOS’ta ovulasyonu destekleyici bir etki gdstermediginin
kamtidir. INH grubundaki Graaf ve atretik folikiil sayis1 belirgin derecede artis
gosterirken, bu gruptaki hayvanlarin ovaryumlarinda neredeyse hi¢ KL goriilmemesi
ise, mTOR inhibisyonunun saglikli bir ovaryumda ovulasyonu engelledigi ve
folikiillerin gelisim esnasinda dejenerasyona ugrayarak atreziye gittikleri gercegini

ortaya ¢ikarmaktadir.

Endokrin, parakrin ve otokrin sinyallerin hepsi, GH’nde birleserek biiylimelerini
ve farklilasmalarini kontrol eder '>****°7 Yaba ve ark, fare graniiloza hiicreleri ve
folikiilleri ile yaptiklar1 bir ¢calismada, mTOR inhibisyonunun in vitro olarak azalmig
GH proliferasyonu ile sonu¢landigini ve mTOR'un in vivo folikiil biiyiimesini
diizenlemek i¢in yeni bir mitotik sagkalim kontrol noktasi olarak davrandigini

gostermislerdir '7°. Yaba ve ark, daha sonra yaptiklar1 bir ¢alismada ise, PKOS’lu fare
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ovaryumlarinda hiicre proliferasyonunun arttigmmi ve bu nedenle, mTOR'un PKOS'ta
asir1  miktarda graniiloza ve teka hiicre proliferasyonundan ve hormonal
disfonksiyondan sorumlu olabilecegini ileri sirmiislerdir '’®. Bizim c¢alismamizda da,
gruplardaki hayvanlarin ovaryum dokularindaki hiicre proliferasyonu, PCNA
immiinboyanmasi ile degerlendirildi. INH grubundaki proliferatif hiicrelerin, kontrol
grubundaki proliferatif hiicreler ile karsilagtirildiginda azaldigi gozlenirken; PKOS ve
PKOS+INH grubundaki proliferatif hiicrelerin, kontrol grubundaki proliferatif hiicrelere
gore artig gosterdigi goriildii. PKOS grubundaki proliferasyon, daha ¢ok GH’lerinde
artmisken; PKOS+INH grubundaki GH’lerinde PCNA pozitif hiicre sayis1 yok
denilecek kadar azdi. Bu gruptaki proliferasyon, teka hiicrelerinde artig gostermekteydi.
Bu bulgular da bize, daha 6nceki ¢aligmalar ile paralel olarak, mTOR inhibisyonunun,

GH proliferasyonunu azalttigini gosterdi.

PKOS’Iu kadinlarin ovaryumlar igerdikleri ¢ok sayidaki kiiciik (2-9 mm) antral
folikiiller nedeniyle hafifce genisler, merkezi stroma artar ve bu folikiiller genellikle
perifere dogru yerlesirler *°. PKOS’un bu farkli goriiniimii, her bir ovaryum igin 12
folikiilden fazlasi veya 10 ml’den fazla ovaryum hacmi ile tanimlanmistir (Rotterdam,
2004 a,b). Histolojik olarak biiyiliyen preantral ve erken antral folikiil olusumu normale
benzer. Ancak mid-antral agsamadaki normal gelisim, folikiil biiyiime duraksamasi ve
dejeneratif degisimler gostermeye baslar *°. Folikiiler sivi birikimi ve antrumun
genislemesi artarken, GH tabakas1 apoptoza ugrar ve giderek daha fazla atretik hale
gelir. Sonunda folikiil duvart GH’lerinden yoksun hale gelerek ince duvarli bir kist
goriinimiinii alir ve kistik folikiilleri sekillendirir. Atretik folikiiller, artan TUNEL,
FasL, islenmis kaspaz-8 ve MT1-MMP mRNA diizeyleriyle iliskilendirilmistir 2***,
Calismamizda, ovaryum dokularindaki apoptotik hiicreler, Cas-3 immiinreaksiyonu ile
degerlendirildiginde, DMSO, PKOS ve PKOS+INH gruplarindaki apoptotik hiicrelerin,
kontrol grubundaki apoptotik hiicrelere kiyasla artmis oldugu gozlendi. DMSO
grubundaki apoptotik hiicrelerin, daha ¢ok stromal hiicreler olmasi, ¢6zgen maddenin
bir etkisi olabilecegini diisiindiirdii. PKOS grubundaki biiyliyen folikiillere ait
GH’lerinin ¢ogunun apoptotik olmasiyla birlikte, bu folikiillerdeki oositlerde de yogun
Cas-3 immunreaksiyonu izlenmesi, PKOS’da mid-antral folikiillerin biiyiimeye devam
etmeyerek atreziye yonlendigine isaret etmekteydi. Bulgularimiz, daha onceki
calismalarla da paralellik gdstermekteydi. PKOS+INH grubunda, atreziye dogru giden
folikiillerde de yer yer Cas-3 pozitif GH’lerin goézlenmesi, ancak oranin PKOS
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grubundakine gore diisiikk olmasi, mTOR inhibisyonunun yanisira, bu gruptaki yiliksek
miR-21 seviyelerinin de apoptozu engelliyor olabilecegini akla getirmektedir. Ciinkii,
pro-survival olan miR-21, murin granuloza hiicrelerinde LH ile yiiksek derecede
indiiklenmis ve in vitro olarak miR-21 aktivitesinin baskilanmasi1 GH apoptozuna yol

acmustir 9,

Bu etkisinden dolayr miR-21 seviyesinin artis, GH apoptozunu
engelleyecektir. Yine bu grupta kistik folikiil sayisinin PKOS grubuna gore bir miktar
azalirken atretik folikiil sayisinin da bir miktar artmasi, folikiillerin kistik yapilara
doniismek yerine atreziye yoneldiklerini desteklemektedir. DMSO grubunda apoptozun
yiiksek olmasina ragmen, ayni ¢dzgen maddenin kullanildigi INH grubunda apoptotik
hiicre seviyesinin kontrol seviyelerinde olmasi da, bu gruptaki nispeten yiiksek miR-21

seviyesi ile agiklanabilmekte ve bu hipotezimizi gii¢lendirmektedir.

Zhang ve arkadaslar1 PKOS’lu hastalarda, kontrol bireylere kiyasla daha yiiksek
fosforile AKT (p-AKT) ifadesi oldugunu raporlamistir '”*.  PKOS hastalar1, homeostaz
model degerlendirme-insiilin direnci (HOMA-IR) indeksine dayanarak, insiilin direnci
olan ve insiilin direnci olmayan seklinde gruplandiginda, insiilin direnci grubunun p-
AKT seviyesinin, insiilin direnci olmayan gruba gore daha yiiksek bir ifadeye sahip

2. Roa ve ark, ergenlik baslangici ve LH salgilanmasinin

oldugu bulunmustur
kontroliinde, mTOR'un Gnemli bir rol oynadigmi belirtmistir '*. Bununla birlikte,
mTOR sinyal yolu rapamisin tarafindan baskilandiginda, pubertede gonadotropik aksin
inhibisyonuna, Ostradiol ve LH seviyelerini azaltmaya, vajinal agiklig1 dnemli 6l¢iide
geciktirmeye ve uterus ve yumurtalik atrofisine neden olur. mTOR, p70S6K kinaz ve
40S ribozomal protein S6'min fosforillenmesi yoluyla translasyonun baglatilmasin
tesvik eder . Yaba ve Demir, p-mTOR ifadesinin PKOS’lu farelerde, kontrol ile
karsilastirildiginda arttigini ve mTORC1 ve mTORC2'nin PKOS gelisiminde énemli rol
oynayabilecegini belirtmislerdir '°. Yaba ve Demir baska bir ¢alismalarinda ise
mTOR'un, mitotik bir sagkalim kontrol noktas1 olarak ¢alisarak, folikiil biiylimesini in

vivo olarak diizenleyebildigine dikkat ¢ekmislerdir '7°.

Ayrica ayni c¢alismada
Rapamisin tarafindan inhibe edilen mTOR aktivasyonunun, in vitro folikiil bilylimesini
ve graniiloza hiicre proliferasyonunu azalttig1 gosterilmistir '’°. Biz de ¢alismamizda,
gruplardaki hem mTOR, hem de fosforile mTOR (P-mTOR) ekspresyon seviyelerini
inceledik. mTOR ekspresyonu, PKOS+INH ve INH gruplarinda, kontrole kiyasla
azalirken, PKOS grubunda anlamli derecede artmisti. P-mTOR (Ser-2448) ve P-mTOR

(Ser-2481) ekspresyonlar1 da, PKOS grubundaki hiicrelerde artarken, PKOS+INH ve
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INH grubundaki hiicrelerde, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla anlamli derecede
azalmigti. Bu bulgular hem daha onceki ¢aligmalar ile paralellik gosterirken, hem de

mTOR inhibisyonunun dogru bir sekilde gergeklestirildigini kanitlamaktadir.

miRNA’lar hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptozu ve hormon biyosentezi

ve salmimi gibi cesitli O6nemli hiicresel fizyolojik ve patolojik siireclerin

" : 188-190
diizenlenmesinde rol oynarlar

21

ve GH proliferasyonu ve apoptozunda gorev alirlar
. miRNA ekspresyonu, organa spesifiktir ve organ fonksiyonu ile, 6zellikle de
ovaryum ile yakindan iligkilidir. Ovaryumda eksprese edilen miRNA’lar memeli

) C . . 210
iiremesinin diizenlenmesinde gdrev alirlar

. miRNA ekspresyonu ve fonksiyonu,
farkl1 hiicre tiirleriyle iligkilidir. Biyoinformatik ve gen ontolojisi analizleri, ovaryumda
agirhikli olarak eksprese edilen miRNA’larin hedef genlerinin, hiicrenin siklus
diizenlenmesi, biiylimesi, proliferasyonu ve apoptozunda, endokrin sistem
hastaliklarda ve ovaryan fonksiyonlarda gérev aldigmi géstermistir >, insan PKOS
ovaryumlarinda, normale kiyasla, ayrimsal gen ekspresyonu analizleri yapilmugstir >
Retinoik asit biyosentezi ve LH’a cevap veren genler de dahil olmak {izere
steroidogenezde gorev alan genler, genellikle PKOS’lu bireylerin teka hiicrelerinde

upregiile edilirken *'®; Wnt sinyallesmesi ve ovaryum folikiilogeneziyle iliskili genler

downregiile edilmektedir *'**

. Ovaryan apoptotik genler PKOS’da degisiklige
ugramasina ragmen, bu degisimlerin net etkisi belirsizdir *'°. Yardimei iireme tedavisi
goren kadinlarin graniiloza/kiimiiliis hiicrelerinde miR-23b, miR-542—3p, miR-211 ve
miR-17-5p ayrimsal ekspresyonlari, miRNA ekspresyonunun disi infertilitesinde altta

300391 Dahasi miRNA’larin obezite,

yatan etiyoloji olabilecegini akla getirmektedir
insiilin direnci dahil olmak {izere metabolik sendromlar **” ve siklikla PKOS ile iliskili
kosullarda rol oynadigini gostermistir. miR-222’nin fazla ekspresyonu, azalan ERa
proteini ve ERa hedef genlerinin sinyallesmesine ek olarak ekspresyonuyla da
iliskilendirilmistir. miR-132 ve miR-320 polikistik ovaryuma sahip hastalarin folikiiler
stvilarinda, normal kontrole kiyasla anlamli derecede azalmis diizeylerde eksprese
olmaktadir. Ek olarak PKOS hastalarinda miR-132, miR-320, miR-520c-3p, miR-24 ve
miR-222 dstrojen konsantrasyonlarint diizenler ve miR-24, miR-193b, ve miR-483-5p
PKOS hastalarinda P4 konsantrasyonunu diizenler. miR-93 PKOS’da fazla eksprese olur
ve GLUT4 ve artan IR ile iliskilidir ***. miR-21, miR-27b, miR-103 ve miR-155

metabolik siireglerde 6nemli roller oynar ve PKOS hastalarinda obezite ve dolagimdaki

androjen konsantrasyonlarindan etkilenir *°. Folikiiler asamada miR-199a-3p, miR-145
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ve miR-31 fazlaca eksprese olur ve folikiiler-luteal gegiste anlamli bir azalma gosterir.
Buna karsin miR-503, miR-21 ve miR-142-3p genel olarak folikiiler asamalarda diigiik
diizeylerde eksprese olur ve luteal dokularda anlamli artislar gosterir **. Bizim
calismamizda da, gruplar arasinda, miR-21 gen ekspresyon seviyeleri
karsilastirildiginda, PKOS ve PKOS+INH gruplarindaki miR-21 ekspresyon seviyeleri,
kontrol grubuna goére anlamli derecede artmigti. miR-21’in fazla ekspresyonu, PTEN
downregiilasyonuna ve PI3-kinaz-Akt yolagi lizerinden daha aktif bir sinyallesmeye yol
acabilecegi hipoteziyle uyumlu sekilde, apoptoza daha az yatkin kanser hiicrelerinin
olusturulmast ve miR-21 ekspresyonun artmasi, PI3K/Akt/mTOR yolaginin
aktivasyonuyla iliskilidir ***. Ancak, Rapamisinin aksine KU-0063794, SGKI
aktivitesini ve Ser** fosforilasyonunu inhibe ederken forbol esterinin indiikledigi ERK
veya RSK fosforilasyonunu ve RSK aktivasyonunu inhibe etmez. Inhibisyon
gruplarindaki yiiksek ekspresyon seviyelerinin nedeni, miR-21 ekspresyonunun bu

yolaklar iizerinden devam etmesi olabilir.

Biitiin bu verilerin yanisira, yaptigimiz morfolojik degerlendirmelerde, PKOS
grubundaki oosit, ZP ve GH’lerinde ciddi morfolojik dejenerasyonlar goriildii.
Hayvanlar oligoovulatuvar ya da anovulatuvardi. Ayrica ovulasyon gerceklesse bile,
ovule edilen oosit dejeneratifti. PKOS+INH grubundaki hayvanlarda da PKOS grubuna
benzer dejenerasyonlarin  devam etmesi, KU-0063794 araciligt ile mTOR
inhibisyonunun, PKOS tedavisinde c¢ok basarili bir sonu¢ olusturamayacagina isaret
etmektedir. INH grubumuzda da, saglikli bir ovaryumda mTOR inhibisyonunun, oosit
ve GH dejenerayonu, folikiil atrezisi, folikiiler gelisimin duraksamasi ve anovulasyon
ile sonuglanmasi, bu hipotezimizi giliclendirmektedir. Ancak daha net veriler elde

edilmesi agisindan, ileri ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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