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OZET

Doktora Tezi

Polikistik Over Sendromu’nda (PKOS) Yumurta Mikrogevresindeki
Molekiiler Degisikliklerin mikroRNA (miRNA) Diizeyinde Arastirilmasi

Alp Aydos
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigsman: Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Polikistik over sendromu (PKOS), iireme ¢agindaki kadinlarda siklikla goriilen ve yumurtlama
sorunlarma bagl infertilitenin en énemli nedeni olan endokrin ve metabolik diizensizliktir.
PKOS’un nedenleri tam anlasilmamakla birlikte, sendromda folikiiliin ve yumurtanin tam olarak
olgunlasamadigi, sonucunda kistik folikiillerin yumurtalik icerisinde biriktigi ve metabolik
diizensizlikleri beraberinde getirdigi bilinmektedir. Yumurta hiicresi kiimiiliis graniiloza
hiicreleri (KGH) ile ¢evrelenmis durumdadir. Bu hiicreler folikiil i¢erigini diizenlemekten ve
steroid hormonlarin salgilanmasindan sorumlu olan mural graniiloza hiicreleri (MGH) ile birlikte
folikiilii olusturmaktadir.

Bu caligsmada ayn1 6nciil hiicreden kdken alan (6nciil graniiloza hiicreleri) bu iki somatik hiicre
grubu arasinda PKOS’ta degisiklik gosteren mRNA ve miRNA ifadeleri incelenmektedir. Tez
kapsaminda literatiirde bulunan bagimsiz mikrodizin verileri naiv meta-analiz yontemi ile analiz
edilmis, daha onceki ¢alisjmada PKOS-kontrol gruplari arasinda MGH’lerde ifade farklilig:
gosteren miRNA ifadeleri PKOS grubunda MGH-KGH siniflari arasinda aragtirilmis ve mRNA-
miRNA iligkisinden yola ¢ikilarak PKOS’ta rol oynadig bilinen yolaklarin bu iki hiicre grubu
arasindaki ifade diizensizlikleri arastirilmistir.

Tez galismasi sonucunda daha once PKOS ile iliskisi tespit edilmis 7 miRNA’dan 5 tanesinin
MGH-KGH smiflar arasinda ifade farkliligi gosterdigi tespit edilmistir. Bu miRNA’lara ait
potansiyel hedefler biyoinformatik olarak tespit edilmis, naiv meta-analiz sonucunda PKOS-
spesifik olarak ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilen 1372 gen ile kesistirilerek ortak bir mRNA
listesi elde edilmistir. Ortak liste ile yapilan yolak analizleri sonucunda genlerin literatiirde
PKOS ile iliskilendirilmis MAPK, insiilin, Wnt, TGF-$ gibi yolaklarda zenginlestigi tespit
edilmistir. Elde edilen veriler miRNA ve mRNA molekiillerinin yumurta mikrogevresindeki bu
somatik hiicrelerde degisen ifadelerinin, yumurta-folikiil olgunlagsmasini etkileyerek PKOS un
gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir.

2020, 101 sayfa

Anahtar Kelimeler: Polikistik over sendromu (PKOS), mikrogevre, mikroRNA (miRNA),
mesajct RNA (mRNA), mural graniiloza hiicresi, kiimiiliis graniiloza hiicresi



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

Investigating the Molecular Changes in Oocyte Microenvironment in Polycystic Ovary
Syndrome (PCOS) at microRNA (miRNA) Level

Alp Aydos
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assoc. Prof. Bala Gur Dedeoglu

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine and metabolic disorder which is the most
common cause of infertility due to ovulation problems. Although the causes of PCOS are not
fully understood, it is known that the follicle and oocyte do not fully mature in the syndrome, as
a result cystic follicle accumulate in the ovary and cause metabolic disorders. The oocyte is
surrounded by the cumulus granulosa cells (CCs), which are responsible for regulating follicle
content and secreting steroid hormones, and the mural granulosa cells (MGCs).

In this study, mRNA and miRNA expressions were identified between these two somatic cell
groups originating from the same precursor cell (precursor granulosa cells) in PCOS. The
independent microarray data in the literature were analyzed by naive meta-analysis method. Also,
the expression profiles of miRNAs, which had been identified in our previous study between
PCOS-control groups in MGCs, between MGCs and CCs in PCOS were identified. In addition,
pathway dysregulations in PCOS between these somatic cells were investigated based on the
MRNA-miRNA relationship.

As a result of this thesis, it was identified that 5 of 7 miRNAs that were previously associated
with PCOS showed expression differences between MGC-CC classes. Potential targets of these
miRNAs were bioinformatically identified, and a common list of mMRNAs was obtained by
crossing with 1372 PCOS-specific genes which were identified from naive met-analysis. As a
result of the common list pathway analysis, genes were found to be enriched in pathways such
as MAPK, insulin, Wnt, TGF-B, which were related with PCOS in the literature. The data
obtained show that changing expressions of miRNA and mMRNA molecules in these somatic cells
in the oocyte microenvironment may play a role in the development of PCOS by affecting
oocyte-follicle maturation.

2020, 101 pages

Keywords: Polycystic ovary syndrome (PKOS), microenvironment, microRNA (miRNA),

messenger RNA (mRNA), mural granulosa cells, cumulus granulosa cells
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS) iireme ¢agindaki kadinlar1 yiiksek bir goriilme sikligi ile
etkileyen, infertilite ve hirsutism (killanma) gibi nedenlerle yasam kalitesini diisiiren, insiilin
direnci, diyabet, kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi sebeplerle uzun vadede hayati tehlikeler
dogurabilen endokrin ve metabolik bir diizensizliktir. Yumurtlama sorunlarina bagl
infertilitenin en sik goriilen nedenidir. PKOS; tanisi, tanimlamasi kolay olmayan belirli

kriterlere dayanan, tedavisi uzun siireli ve yliksek maliyetli metabolik bir sendromdur.

Yumurtlama (ovulasyon) ve folikiil gelisimi siiregleri ¢evresel etmenlerden dogrudan
etkilenen hassas ve hormonal-metabolik denge iginde gelisen bir siiregtir. Bu siiregler
yumurtanin diizgiin bir sekilde gelismesi, olgunlasmas1 ve sonug olarak folikiiliin ¢atlayarak
olgun yumurtanin dollenmeye hazir halde kadin iireme sistemine birakilmasiyla son
bulmalidir. Ancak folikiiliin ve yumurtanin gelisiminde folikiil igerisinde yer alan ve
disaridan gelen sinyalleri algilayarak i¢ katmanlara ileten, bu sinyallere gore folikiil stvisini
diizenleyen ve folikiil sivisindan iletilen bilesenler ile yumurtay1 besleyen somatik hiicrelerin
roli biiyiiktiir. Bu hiicrelerin tamami folikiil igerisinde “yumurta mikrogevresini”

olusturmaktadir.

Onciil folikiiller gelisirken oositin etrafin1 gevreleyen primer mikrogevre elemanlar1 (8nciil
graniiloza hiicreleri) geliserek ve farklilasarak daha spesifik gorevler iistlenirler. Yumurtaya
yakin olan hiicreler yumurta ile dogrudan iletisimden sorumlu kiimiiliis graniiloza hiicreleri
ve folikiil igerigini diizenleyen mural graniiloza hiicrelerine farklilagirlar. Bu 6zellesme

yumurta gelisimi ve folikiil olgunlagmasi i¢in elzemdir.

Bu durum, PKOS’un gelisiminde ve folikiiliin olgunlasmadan-g¢atlamadan yumurtaliklar
igerisinde kalmasina, bahsedilen mikrogevre elemanlar igerisinde gelisebilen molekiiler

diizensizliklerin neden olabilecegi sorusunu akla getirmektedir.

mikroRNA (miRNA)’lar yaklasik 20 niikleotid uzunlugunda, diizenleyici, endojen RNA
molekiilleridir. Bu kii¢lik molekiillerin diizenleyici rolleri gen ifadesini saglayan mesajct
RNA (messenger RNA) (mRNA)’lar lizerinde sagladiklar1 dejenerasyon veya translasyonun

(protein sentezinin) baskilanmasi ile saglanmaktadir.



PKOS’lu bireylerde yumurta mikrogevresini olusturan mural graniiloza ve kiimiiliis
graniiloza hiicrelerinde olusan molekiiler diizensizlikleri miRNA ve mRNA diizeyinde tespit
edebilmek, PKOS gibi metabolik ve kompleks bir sendromun gelismesindeki etkenlerin

daha iyi anlasilabilmesini saglayabilecegi gibi tanisi ve tedavisi agisindan da yeni umutlar

doguracaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. DIiSIi UREME SISTEMI

Disi lireme sistemi temelde insanlarda 2 boliime ayrilmaktadir. Dis boliimde vajinal agiklik,
klitoris ve iki ¢ift dudaktan (labia) olusur. Labialar bu yapilar1 ¢evrelemektedir. I¢ boliimde
ise hormonlarin salgilanmasindan sorumlu ve bu hormonlar araciligiyla yumurta (oosit)
olgunlagsmasini saglayan yumurtaliklar (ovaryum) ile yumurta kanallar1 (oviduct), rahim
(uterus) ve rahim duvar1 (endometriyum) gibi yumurta ve spermin birlesmesini (d6llenme)
saglayan yapilar bulunmaktadir. Uterus ve endometriyum tabakalar1 dollenme sonrasinda

embriyonun tutunmasini ve gelismesini saglayan yapilardir.

Ovaryumlar karin boslugunun her iki yaninda uterusa bagl sekilde bulunur ve icinde
olgunlagsmamuis folikiilleri barindirir. Folikiillerin igerisinde ise her folikiilde 1 adet olmak

lizere henliz mayoz boliinmesinin tamamlamamis ve olgunlagsmamis oosit bulunmaktadir (1).

2.2. YUMURTALIK FOLIKULER GELIiSiMi

Ovaryumlarin (yumurtaliklarin) temelde 2 6nemli gorevi vardir: Bunlar kadin tireme
sisteminde gorev yapan hormonlar1 iiretmek ve fertilizasyon igin gerekli olan olgun

yumurtanin se¢ilimini ve olgunlagmasini kontrol etmektir (2).

Ovaryumlarda folikiil gelisimi (0ogenez) kadinlarda anne karninda (fetal donemde) baslayan
ve yetiskinlikte tamamlanan, bir¢ok genin kontrolii altinda karmasik bir siirectir (3). Bu
stiregte baskin folikiiliin se¢ilimi, oosit mayozunun tekrar aktivasyonu, folikiil duvarinin
yikimi, kiimiliis-oosit kompleksinin olusumu ve korpus luteum yapisinin olusumu igin

doku-modellemesi gibi siki denetim altinda bulunan asamalar rol oynamaktadir (4).

Fetal donemde, hamileligin besinci haftasinda disi fetiis ovaryumlar1 500 ile 1300 arasinda
primordial esey hiicreleri (PEH) igermektedir. Hamileligin 20. haftasinda PEH’lerin mitoz
boliinmeleri sonucu fetiis 6-7 milyon arasi esey hiicresine (oogoniyum) sahip olur. Mitozun
tamamlanmasinin ardindan primer oosit denilen ve doguma kadar mayoz boliinmenin profaz
1 evresinde duraklayacak olan esey hiicreleri olusur. Dogum &ncesi (peripartum) donemde
primer oositlerin etrafinda onlar1 besleyen graniiloza hiicreleri ile sarilacak sekilde esey

hiicre keseleri (primordial folikiil) olusur ve doguma kadar siiren bir bekleme siirecine girilir.



Bu stire boyunca birgok esey hiicresi kaybedilir ve dogum esnasinda disi bireylerde yaklasik
olarak 1-2 milyon arasinda primordial folikiil bulunur. Dogum sonrasinda bu eksilme devam
eder ve birey ergenlik ¢agina geldiginde 400.000 ile 500.000 arasinda primordial folikiil
geriye kalmistir. Her adet dongiisiinde birey aylik olarak yaklasik 1000 folikiil kaybeder ve
35 yas sonrasinda aylik kayip sayis1 giderek artmaktadir (5,6).

Ergenlik ¢aginda adet dongiisiiniin baslamasi sirasinda folikiil uyarict hormon (Follicle-
Stimulating Hormone — FSH) belirli araliklarla salgilanmaya baslar. FSH’in etkisi ile
yumurtaliklarda bulunan bir grup folikiil uyarilarak gelismeye devam etmeye baslarlar (7).
Menopoza kadar gegen siiregte her ay bir folikiil igerisinde bulunan yalnizca bir primer oosit
mayozun birinci agamasini tamamlar ve olgunlasir. Olgunlasan bu primer oosit, mayotik
boliinmenin ikinci agamasina girer ve metafaz 2 asamasina kadar olgunlasir. Bu agsamadan
sonra olgunlasan ve sekonder oosit adini alan bu yumurta hiicresinin folikiiliin hormonlarin
etkisi ile ¢atlamasi sonucu serbest kalmasi gerekmektedir. Serbest kaldig1 bu asamadan sonra
bir sperm hiicresi ile karsilagsmasi durumunda spermin bas kisminin igeri girmesi ile
olgunlagmasini tamamlar. Oogenezin son {iriinii sperm hiicresinin bag kismini da igeren bir

yumurta hiicresidir (2).

Ovaryumlarda folikiiler gelisim; gonadotropin-bagimsiz biiyliime ve gonadotrpin-bagimli
bliylime olarak veya pre-antral biiylime ve antral biiylime olarak 2 farkli fazda ele almak
miimkiindiir. Gonadotropin olarak bilinen hormonlar, hipotalamustan salgilanan
gonadotropin salgilatici hormonun (Gonadotropin-Releasing Hormone — GnRH) etkisiyle
on hipofizden salgilanan FSH ve luteinlestirici hormondur (Luteinizing Hormon — LH). FSH,
graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu araciligiyla folikiiler biiylimeyi kontrol ederken, LH

yumurtlamadan sorumludur (7,8).

Folikiiler gelisim ovaryumun periferinde, korteks denilen kisimda baslamaktadir. Bir
primordiyal folikiiliin ovulasyon 6ncesi asamaya kadar olgunlagmasi yaklasik olarak 1 yil
almaktadir. Folikiil, bu silirecin biiyiik bir kisminm1 pre-antral biiyiime asamasinda
(gonadotropin-bagimsiz  biliylime asamasi) gegirmektedir. Bu asamada biiyiime
mikrogevrede salgilanan biiyiime faktorleri (Growth Factor — GF) araciligiyla
gerceklesmektedir. Pre-antral bliylimenin tamamlanmasi, yumurta hiicresinin biiylimesi ve

onciil graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ile son bulmaktadir. Graniiloza hiicreleri bu



proliferasyon sirasinda FSH reseptorlerini ifade ederler ve bu asamada folikiil primer folikiil
admi almaktadir (9). Primer folikiiliin dis yapisinda bulunan kiibik yapidaki epitel hiicreleri
dontlisiim gecirerek tabakali koloner bir yapi olustururlar. Periferik kanda bulunan
hormonlarin da etkisi ile bu stromal tabakanin dis ylizeyindeki hiicreler farklilagarak teka
eksterna, i¢ ylizeyindeki hiicreler ise farklilasarak teka interna adini alirlar. Folikiil i¢
ylizeyine bakan teka interna hiicreleri LH reseptorii ifade ederler. Graniiloza hiicrelerinde
bulunan FSH reseptorii ve teka interna hiicrelerinde bulunan LH reseptorleri sayesinde
folikiil FSH ve LH hormonlarina tepki verecek ve olgunlagsmasini devam ettirecek olan

sekonder folikiil halini almistir (7,10).

Sekonder folikiiller arasindan gonadotropin diizeyine en iyi tepki veren folikiiller baskin hale
gecerler. FSH’in graniiloza hiicrelerinde bulunan FSH reseptorlerine baglanmasi ile
folikiiller bitytimelerine devam ederler. Bu biiyiimenin etkisi ile folikiil i¢erisinde sivi dolu
bir bosluk belirmeye baslar. Bu bosluk antrum adini1 almaktadir ve biiyiiyen yumurta ve
graniiloza hiicrelerinden salgilanan materyallerden olusmaktadir. Bu agsamada folikiil erken
antral folikiil adim1 almaktadir. LH teka interna {izerinde bulunan LH reseptorlerine
baglanarak androjenlerin teka interna hiicreleri tarafindan iiretimini tetikler. Androjenler
folikiil gelisimini tetiklerken ayni zamanda folikiil igerisin olusan boslugun biiylimesini de
apoptoz aracili olarak tetiklemektedir (11). Olgunlasan folikiiller igerisinde bulunan
graniiloza hiicreleri androjenleri aromataz enzimler aracilifiyla Ostrojene dondistiiriirler.
Ostrojen diizeyi kanda yavas yavas artmaya baslar. Daha fazla folikiiliin strojen iiretmesi
sonucunda kandaki dstrojen diizeyi belirli bir seviyenin tizerine ¢ikar ve hipotalamus-hipofiz
salgi mekanizmasi lizerinde bir negatif geri besleme (feedback) olusur. Bu geri besleme
mekanizmasi kandaki FSH diizeyinde ani bir diisiise neden olur. FSH diizeyindeki bu ani
diisiise tepki olarak en gelismis folikiil dominant halde kalir ve diger folikiillerin gelisimi
durur. Azalan FSH miktar ile bas edemeyen kiigiik folikiiller dejenere olarak kaybolurlar.
Dominant folikiilde graniiloza ve teka hiicrelerinin proliferasyonu hizli bir sekilde devam
eder ve antrum hizla genislemeye baslar (2). Graniiloza hiicrelerinin hizli proliferasyonu ve
antrumun genislemesi sirasinda graniiloza hiicreleri farklilasarak mural graniiloza hiicreleri
(MGH’ler) ve kiimiiliis graniiloza hiicreleri (KGH’ler) olarak 2 gruba ayrilirlar. MGH’ler
antrum ic¢indeki maddelerin salgilanmasi ve Ostrojen iiretiminden sorumluyken, KGH’ler

yumurtanin beslenmesi ve enerji metabolizmasindan sorumludur (12).



Graniiloza hiicreleri farklilagirken ve antral folikiil olgunlasirken MGH’ler LH’a duyarli hale
gelecek sekilde LH reseptorleri ifade ederler. Bu sirada artan Gstrojen miktari belirli bir
seviyenin tizerine ¢ikar. Bu dalgalanma hipotalamus iizerindeki negatif geri besleme etkisini
ortadan kaldirir ve hizli bir GnRH salinimina neden olur. Yiiksek o6strojen diizeyi hipofiz
bezindeki LH salgilayici mekanizmalari indiiklediginden GnRH’a bagimli LH salinim1 FSH
salimmmindan daha yiiksek diizeyde olmaktadir ve kandaki LH diizeyinde bir pik
yaratmaktadir. LH ve FSH diizeyindeki ani artis nedeniyle oositi ¢evreleyen KGH’ler
dejenere olarak folikiiliin ¢atlamasina neden olurlar. Catlama sonucunda sekonder oosit

halinde bulunan yumurta fallop tiiplerine birakilir ve folikiiller faz sona erer (Sekil 2.1.) (1,2).
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Sekil 2.1. Kadinlarda tireme dongiileri ve zaman iliskisi gosterir grafikler. Sekilde (a)
hipotalamus etkisi ile 6n hipofizden salgilanan GnRH, (b) GnRH etkisi ile salgilanan
gonadotropinler ve (d) ovaryumlardan salgilanan steroid hormonlar tarafindan diizenlenen
(c) ovaryum dongiisiiniin ve (e) menstrual dongiiniin 28 giinliik degisimi gosterilmektedir
(Reece ve ark.’dan adapte edilmistir.) (1).



2.2.1. GEC ANTRAL FOLIKUL (GRAAFIAN FOLIKUL), MURAL GRANULOZA
HUCRELERI (MGH’LER) VE KUMULUS GRANULOZA HUCRELERI
(KGH’LER)

Gec antral folikiiliin olusumu; kadinlarda hormonal sistemin kontrolii ve diizenlemesi,
oositin olgunlasabilmesi ve serbest kalarak basarili bir dollenmenin saglanabilmesi igin en
onemli adimlardan bir tanesidir. Graafian folikdilii; bazal membranin dis yiizeyini kaplayan,
folikiilii koruyan ve folikiiliin viicuttan gelen sinyalleri almasini saglayan teka hiicrelerinden,
bazal membranin i¢ yiizeyini kaplayan, folikiil igerisinde antral boslukta bulunan folikiiler
stviyl beslemekle sorumlu olan, hormonlar, enzimler, elektrolitler ve steroid hormonlari
salgilayan mural graniiloza hiicrelerinden (MGH’ler), oosit ile dogrudan iletisimde olan,
oositin enerji metabolizmasindan ve biiylimesinden sorumlu kiimiiliis graniiloza
hiicrelerinden (KGH’ler) olusur. KGH’ler ve oosit; kiimiiliis-00sit kompleksi (KOK) denilen
bir yapi icerisinde folikiil duvarma bagl sekilde bulunurlar (Sekil 2.2.) (13).

Folikiiliin biiyiimesi ve olgunlagmasi sirasinda, primordial folikiil igerisinde bulunan 6nciil
graniiloza hiicreleri farklilasarak folikiil duvarini kaplayan MGH’leri ve oosit ile yakin
iliskide bulunan KGH’leri olusturmaktadir (14). Oositin ve folikiiliin olgunlasmasi birden
fazla faktoriin (endokrin ve parakrin faktorlerin) koordineli bir sekilde gerceklesmesi ile
olusabilecek kompleks olaylardir. Burada en biiyiik roller oositin olgunlasmasini saglayan
genleri ifade eden MGH’lere ve oositin beslenmesi ile oosite ulasan makromolekiil
trafiginden sorumlu olan KGH’lere diismektedir. Folikiil olgunlagmasinin son asamalarina
dogru MGH’ler ve KGH’ler arasindaki gen ifade farklilig1 radikal olarak degismektedir.
MGH’ler ve KGH’ler arasindaki gen ifade farklilig1 ve bu iki hiicre grubunun farklilasmasi
son yillarda iyi arastirilmis konulardir. Olgun ve fertilizasyona hazir bir yumurtanin olusumu
icin bu iki hiicre grubunun farklilasarak spesifik rollerini iistlenmeleri biiyiik bir nem teskil

etmektedir (14).
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Sekil 2.2. Graafian folikiiliin i¢ yapist (Hennet ve ark.’dan adapte edilmistir.) (13)

2.2.2. LUTEAL FAZ

Ovaryum dongiisiinde, folikiilin gelismesi ve ¢atlamasini luteal faz izlemektedir.
Yumurtanin serbest kalmasi (yumurtlamadan) sonra geriye kalan folikiil dokusu LH 1n etkisi
ile liiteinlesir ve korpus luteama doniisiir. Liiteinlestirici hormon (LH) ismini kalan folikiiler
doku iizerindeki liiteinlestirici etkisinden almaktadir. Korpus luteum salgi yapan bir bezdir
ve LH etkisi ile kandaki dstrojen ve progesteron diizeyini tekrar ylikseltir. Ancak kandaki
Ostrojen diizeyi daha dnceki pik noktasina ulagsmaz fakat negatif geri besleme ile FSH ve LH
diizeyini dislirecek kadar etkisi bulunmaktadir. Diisen FSH ve LH diizeyleri yeni
folikiillerin geligsmesini engeller. Bu sirada kandaki progesteron diizeyi yiikselir ve gebelik
icin gerekli ortamim olugmast saglanir (endometriyum kalinlagsmasi). Gebeligin
gerceklesmemesi durumunda gonadotropinlerin diisiik olmasi nedeniyle luteal fazin sonunda
korpus luteum dejenere olur ve bu dejenerasyon sonucunda kandaki dstrojen ve progesteron
diizeylerinde ani bir diisiis gerceklesir. Bu diisiis sonucunda 6n hipofiz-hipotalamus salgi

mekanizmasi tizerindeki etki kalkar ve FSH diisiik diizeylerde tekrar salgilanmaya baglar.



Bu salg1 sonucunda yeni folikiiller tekrar olgunlasmaya baslar ve ovaryum dongiisii basa

doner (Sekil 2.1) (1).

2.3. POLIKIiSTIiK OVER SENDROMU

Ureme cagindaki kadinlart en ¢ok etkileyen endokrinolojik diizensizlik tani kriterine
gore %8 ile %18 arasinda prevalans gosteren polikistik over sendromudur (PKOS) (15).
PKOS; 12 veya daha fazla sayida 2-9 mm capinda degisen ¢atlamamis folikiilleri iceren
ovaryum morfolojisi i¢in kullanilan polikistik over morfoloji (PKOM) (16) ve beraberinde
gelen heterojen ve etiyolojisi kesin olmayan kompleks endokrin diizensizligi ifade eden bir
sendromdur. Bu nedenlerle PKOS ve PKOM kavramlari birbirinden farkli kavramlar olarak
kabul edilmektedir (17).

Stein ve Leventhal tarafindan yapilan ¢aligma, PKOS ile ilgili yayinlasmis ilk ¢aligmadir.
Calismada genislemis ¢ok sayida kist igeren overlere sahip, killanma (hirsutism) sorunu olan
ve oligo/amenorrhea (adet kanamasinin ¢ok seyrek veya hi¢ olmamasi) sikayetleri bulunan
7 kadin kullanilarak ilk defa kistik overler ile ilgili tanimlamalar ve sendromik sorunlar ele

alinmistir (18).

Genellikle PKOM, kronik yumurtlama bozuklugu, hiperandrojenizm (androjen yiiksekligi),
hirsutism (erkek tipi killanma), insiilin direnci, glikoz intoleransi ve hiperinsulinaemia
(kandaki insiilin diizeyinin agir1 yiikselmesi) ile karakterize olan PKOS, hem hastalarin
yasam kalitesini diisiirmekte hem de uzun donemde kanser, diyabet, hipertansiyon, obezite

gibi hastaliklar ile birlikte infertilitenin en sik gosterilen nedenlerindendir (19).
2.3.1. PKOS’UN NEDENLERI (ETIYOLOJISI)

Sendromun etiyolojisi ile ilgili kesin bir agiklama ve neden-sonug iliskisi bulunmamaktadir.
Ancak c¢evresel ve genetik etkenlerden koken aldigini savunan ¢ok sayida hipotez mevcuttur
(20). Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda PKOS ile birlikte goriilen fenotipin ¢ocukluktan
ergenlige ve ergenlikten yetiskinlige kadar ¢ok farkli zamanlarda goriilebildigi tespit
edilmistir. PKOS’ta genetik faktorlerin roliiniin olduguna dair kanitlar bulunmaktadir ancak
poligenik bir sendrom oldugu bu nedenle de tek bir gen ile iliskilendirilemedigi
distintilmektedir (21-23). PKOS igin beklenen klinik belirtilerin, erkeklik hormonlarinin

(androjenlerin) genetik olabilecek nedenlerden dolayir fazla salgilanmasi sonucunda
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¢ocukluk ¢agi veya sonrasinda ortaya ciktigina dair kanitlar mevcuttur (24). Genetik
faktorlerin yaninda gevresel faktor olarak fetal donemde (anne karninda) androjenlere maruz
kalinmast veya diisiik dogum agirligi gibi nedenler de sendromun gelismesinde rol
oynayabilmektedir (25). Yapilan ¢alismalarda PKOS ile birlikte siklikla gozlenen insiilin
direnci ve obezite de diisiikk dogum agirligi ile iliskilendirilmistir (17).

2.3.2. PKOS’TA TANI (DIAGNOSTIK)

PKOS’ta tan1 koyulurken kullanilan kriterler ilk olarak 1990 yilinda Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisii (National Institute of Health - NIH) tarafindan belirlenmistir. Sonrasinda yapilan
cesitli toplantilarda gelistirilerek gliniimiizde kullanilan tani kriterleri belirlenmistir. PKOS
tanis1 glinlimiizde 2004 yilinda Rotterdam’da belirlenen ESHRE/ASRM (European Society
of Human Reproduction and Embryology/American Society for Reproductive Medicine)
konferansinda alinan kararlara veya 2008 yilinda AE-PCOS Society (Androgen Excess and
Polycystic Ovary Syndrome Society) konferansinda alinan kararlara istinaden

konulmaktadir.

[k toplant: NIH, 1990 (26) kriterlerine gore;

e Kilinik ve/veya biyokimyasal androjen yiiksekligi (hiperandrojenizm)

e Yumurtlama diizensizligi veya eksikligi (oligo-ovulation) (oligo/amenorrhea)

e PKOS'un neden olabilecegi diger herhangi bir durum ile birlikte yukaridaki

kriterlerinden hepsinin sendromlu bireylerde goriilmesi gerekmektedir.

2004 yili ESHRE/ASRM (Rotterdam) (27) kriterlerine gore;

e Yumurtlama diizensizligi (oligo-ovulation veya anovulation)

¢ Kilinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm

o Polikistik over morfolojisi kriterlerinden 2 tanesinin hastada goriilmesi yeterlidir.
2008 y1lt AE-PCOS Society (28) kriterlerine gore;

¢ Kilinik ve/veya biyokimyasal androjen yiiksekligi (hiperandrojenizm)

e Yumurtlama diizensizligi ve/veya PKOM kriterlerinin hastada goriilmesi yeterlidir.
2.3.3. INFERTILITE VE PKOS ARASINDAKI iLiSKi

PKOS tanisi goriilen kadinlarda %40 oraninda PKOS baglantili infertilite goriilmektedir (29).

Anovulasyon (yumurtlayamama) sorunu olan kadinlarda PKOS teshisi koyulma oran1 %90-
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95 diizeyine ¢ikmaktadir. Bu nedenlerle PKOS yumurtlama sorunlarina bagl infertilitenin
en yaygin neden olarak belirlenmistir. PKOS teshisi koyulmus bir kadinda primordial folikiil
say1s1 normal diizeylerde iken primer ve sekonder folikiillerin sayisi ciddi oranda artmistir.
Folikiiler olgunlasma i¢in gerekli olan faktorlerin (hormonlar ve diger faktorler)
salgilanmasindaki diizensizlik nedeniyle folikiiller 2-9 mm biiyiikliige ulastiklarinda
folikiiler olgunlagmada duraksamalar ve aksamalar meydana gelir. Normal siireg i¢in gerekli
olan baskin folikiilin gelisememesi nedeniyle yumurtlama ger¢eklesemez. Bu durum
catlamamis folikiillerin yumurtaliklar i¢inde birikmesine (yani PKOM gelismesine), ayni
zamanda da olgun bir yumurta hiicresinin serbest kalamamasi nedeniyle infertiliteye neden

olmaktadir (30).

2.4. In-vitro FERTILiZASYON YONTEMIi

[k “test tiipii bebegi”nin dogumundan bu zamana kadar gecen 25 yilda in-vitro fertilizasyon
(IVF) yontemi yani in-vitro (viicut dis1) kosullarda fertilizasyonun gerceklestirilmesi
oldukca gelistirilmistir. Ozellikle oositin folikiil icerisinde mikrogevresiyle (mural ve
kiimiiliis graniiloza hiicreleri ile ve folikiil sivisinin sagladigi ortam ile) etkilesimine ait
mekanizmalarin bir kismi aydinlatildiktan sonra yontem iizerinde biiyiik ilerlemeler

kaydedilmistir.

In-vitro fertilizasyon yontemi ge¢miste fallop tiiplerinden kaynaklanan “tiibal faktorlii
kisirlik” durumu i¢in gelistirilmis bir yontemdir. Ancak gilinlimiizde bir¢ok farkli infertilite
durumunda yonteme bagvurulmaktadir. IVF yonteminin ilk defa kullanildigr dénemlerde
menstiirasyon dongiisii sirasinda rastgele gelisen tek bir baskin folikiil se¢ilerek kullanistir
ancak bu durumun fertilite oranlarinin diisiik olmasina neden oldugu anlagilmistir. Bu
nedenle bireylere gonadotropin hormonlar verilerek normalden fazla yumurtlama
(stiperoviilasyon) saglanmis ve ¢ok sayida embriyo arasindan transfere en uygun olanlar
secilmeye baglanmistir. Bu durum fertilite oranlar1 artirirken transfer edilmeyen
embriyolarin 6zel yontemlerle dondurulmasi sonucu sonraki transfer denemeleri igin

saklanabilmesine olanak vermistir.

Gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH) ve gonadotropinlerin (FSH ve LH) belirli
araliklarla hastaya verilmesi sonucunda birden fazla oositin ve folikiiliin olgunlagsmasi

tetiklenir (siiperoviilasyon). Olgunlasan oositler ise Graafian folikiil yapisi igerisinden
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laparoskopik yontem folikiil igerisinden toplanir. Toplama islemi (oosit pick-up — OPU)
islemi sirasinda folikiil s1vis1, mural ve kiimiiliis graniiloza hiicreleri oosit ile birlikte alinir.
Her OPU sirasinda yaklasik olarak 10-20 adet ossit elde edilir. MGH ve KGH’lerden ayrilan
oosit fallop tiipleri ile ayn1 dzelliklere sahip steril kiiltiir ortaminda 37 °C’de inkiibe edilirler.
Kiiltiir ortamina 100.000 ile 200.000 arasinda sperm hiicresi birakilir veya her bir yumurtaya
sperm dogrudan sitoplazma i¢in enjeksiyon (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu — ICSI) ile

verilir ve dollenme gerceklesir.

En iyi durumda (morfolojik olarak) oldugu diisiiniilen embriyolar déllenme sonrasindaki 3-
5 giin igerisinde transfer islemi i¢in secilir. Embriyo transferinden sonra rahim duvarinin
(endometriyum) duyarliliginin artmasi1 ve embriyonun kolay tutunabilmesi i¢in disaridan

progesteron hormonu verilir (31).

2.5. MIKRORNA

MikroRNA’lar (miRNA’lar) kii¢iik, endojen, 21-25 baz uzunlugunda RNA molekiilleridir.
Protein kodlamayan miRNA’lar, gen ifadesinin diizenlenmesinde translasyonun
baskilanmasini ve mesajci RNA’larin (messenger RNA — mRNA) degredasyonunu
saglayarak rol oynarlar (32).

2.5.1. MIKRORNA’LARIN SENTEZIi (BIYOGENEZI)

MikroRNAlarin sentezi 3 asamada gergeklesmektedir. Baglangi¢ olarak miRNA’larin DNA
tizerinde bulunan gen boélgelerinden primer miRNA (pri-miRNA) olarak transkripsiyonu
gerceklesmektedir. Daha sonra sentezlenen bu pri-miRNA molekiilleri, niikleus igerisinde
prekiirsor miRNA (pre-miRNA)’lara ve son olarak da sitoplazmaya tasinarak burada olgun
miRNA’lara doniismektelerdir (Sekil 2.3.) (33).

RNA polimeraz I enzimi miRNA’1ar1 primer transkript (pri-miRNA) olarak sentezlemetedir.
500-3000 baz arasinda uzunlugu degisen pri-miRNA’lar, cap (sapka) ve poly (A) kuyruguna
(¢ok sayida Adenin bazi igeren kuyruk yapisi) sahip sap-ilmik yapisindalardir. Cekirdek
igerisinde pri-miRNA’lar bir endoniikleaz olan Drosha (RNA III enzim ailesinin bir tiyesi)
ve kofaktorii Pasha (DGCRS) (¢ift iplikli RNA baglayici bir protein) araciligiyla yaklasik 70
niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA sekline dondistiiriiliirler. Pasha ve Drosha’dan

olusan yapiya mikroislemci (microprocessor) kompleks adi verilmektedir (34).
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Pre-miRNA halini alan molekiil bir tasima reseptorii olan Exportin 5 araciligiyla RAN-
GTP’ye bagimli olarak ¢ekirdek zarindan sitoplazmaya taginir (35). Sitoplazmaya gecen pre-
miRNA’lar RNAaz III enzim ailesinden bir endoniikleaz olan Dicer enzimi tarafindan
kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA:MIRNA ikili yapisina
doniistiiriilir (36). Dicer, miIRNA:MIRNA dubleksinin sap-ilmigini keserken RNA ile
tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu da
baslatir (37) ve kesim sonrasinda olusan miRNA zincirlerinden yalnizca bir tanesi olusan
RISC yapisina katilir. RISC yapisi i¢erisinde bulunan Argonaute enziminin (RNaz) (AGO)
etkisiyle iki miRNA zincirinden bir tanesi secilir (kilavuz iplik). Diger zincir, anti-kilavuz
iplik olarak adlandirilir. RISC kompleksi, yolcu iplik olarak da adlandirilan anti-kilavuz
ipligi substrati olarak sindirir. mikroRNA molekiiller RISC kompleksi ile biitiinleserek AGO
proteinleri ile birlikte translasyonunun (protein sentezinin) baskilanmasina veya mRNA

molekiilerinin yikimina neden olarak etki gosterirler (38).

mMIiRNA biyogenezi sonucunda olusan her iki zincir de aym etkinlikte degildir. Olusan
zincirlerden hangisinin olgunlasacagi ve aktif miRNA molekiilii olacagi miRNA zincirinin
genetik kodu ve termodinamik etkilesimleri ile belirlenmektedir (39). Yeni nesil sekanslama
yontemleri ile yapilan ¢calismalar miRNA* olarak ifade edilen anti-kilavuz ipligin de yikima

ugramadigini ve aktivite gosterebildigini gostermistir (40).
2.5.2. MiKRORNA’LARIN ETKi MEKANIZMASI

mMiRNA molekiilleri olgunlagsmalarinin ardindan 2 farkli mekanizma araciligiyla gen
ifadesini diizenlerler;, MRNA ile tam komplementerite durumunda mRNA zincirinin
degredasyonu seklinde veya diisilk baglanma yiizdelerinde regiilasyon translasyonun

baskilanmasi seklindedir (Sekil 2.3.) (41,42).

miRNA’lar gen ifadesinin regiilasyonunu yukarida bahsedilen 2 farkli mekanizma
araciligryla ancak biyokimyasal olarak birkag farkli yolla ger¢eklestirmektedir; 1) miRISC
kompleksinin mMRNA molekiiliine baglanmasi sonucunda poly (A) kuyrugundaki Adenin
molekiilleri kopar (deadenilasyon) ve deadenile olan mMRNA molekiilleri islem cisimcikleri
(processing bodies — p-bodies) igine tasinir ve degredasyona ugrar veya depolanir, 2)
mMIiRISC yapisinin mRNA’ya yapigsmasindan sonra mRNA’nin sapka (cap) yapisini degistirir

protein sentezinin baslamasini durdurur, 3) miRISC’in mRNA’ya baglanmasinin etkisi ile
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translasyon sirasinda olusan polipeptid zinciri yikima (proteolizis) ugrar, 4) miRISC
mRNA’ya baglanarak translasyon icin MRNA’ya baglanan ribozomlarin mRNA zinciri

tizerinden diismesine ve protein sentezinin yavaslamasina neden olmaktadir (43).

Cekirdek Sitoplazma

Drosha

"MGpppG

awsagsa we |

ORF

TMGpppG AAAAA
Hedef
mRNA degredasyonu mRNA

Sekil 2.3. miRNA sentezini ve etki mekanizmasin1 gosterir sema. (He ve ark.’dan adapte
edilmistir.) (44)

2.5.3. MIKRORNA’LARIN FONKSIiYONU

Yapilan c¢alismalar Lin-4 ve Let-7 gibi miRNA’larin fonksiyonunun gelisimsel
zamanlamadaki rolii hakkinda fikir vermektedir. Bununla birlikte bu rol molekiillerin hiicre
igerisindeki bir¢cok gorevinden yalnizca bir tanesidir. Pek ¢cok model organizma iizerinde
miRNA’larin sentezi (biyogenezi) sirasinda dnemli rollere sahip Dicer enziminin ve AGO
proteininin durdurulmasi ile yapilan caligmalar bu kiigiik RNA molekiillerinin embriyo

gelisimi, farklilasma, proliferasyon, apoptoz, tiimor olusumunun baskilanmasi gibi bir¢cok
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yolakta aktif rol aldiklarini gostermektedir. Bu durum miRNA aktivitesinin canlilarin

biyolojik siiregleri i¢in ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (44).

2.6. PKOS’TA DEGIiSEN GEN iFADESI

Yapilan ¢alismalar PKOS gibi metabolik bir sendromun birden fazla faktérden ve farkl
asamalarda etkilendigini gostermistir. PKOS metabolik olarak bireyin hormonal dengesini
bozarak hirsutism, insiilin direnci gibi diizensizlikler gelismesine neden olurken, 6zellikle
yumurtalik dokusunda ve folikiillerde hiicresel-molekiiler diizeyde degisimler ile
iliskilendirilmistir. Hiicresel boyutta PKOS’lu kadinlarda folikiilii olusturan teka, mural
graniiloza (MG) ve kiimiiliis graniiloza (KG) gibi hiicrelerde ¢esitli genlerde kontrol
grubundaki bireylere gore ifade farkliligi oldugu tespit edilmistir. Ancak bu degisimlerin
PKOS sonucu mu oldugu yoksa bu degisimler sonucu mu bireyde PKOS gelistigi tam olarak

netlik kazanamamaktadir (14).

Wood ve arkadaglarinin 2004 yilinda PKOS’lu kadinlardan aldiklar1 6rnekleri kontrol
grubuna gore kiyaslayarak yaptiklar1 ¢caligma teka hiicrelerinde Wnt sinyal yolaginda yer
alan genlerin PKOS’lu bireylerde ifadelerinin degistigini gostermistir (45). Wnt sinyal
yolag1 hiicrenin proliferasyon ve farklilasma siire¢lerini etkileyen gelisimsel bir yolaktir. Bu
nedenle bu yolaktaki bozulmalarin folikiil olgunlagmasin etkileyerek PKOS gelisiminde rol

oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (46).

Benzer olarak yapilan ¢alismalarda MAPK (47), TGF- (48), insiilin (49), GnRH (50) gibi
sinyal yolaklarinda yer alan genlerin PKOS’ta ifade degisimi gosterdigi ve bu yolaklardaki

sinyal bozulmasi ile PKOS un iliskili olabilecegi gdsterilmistir.

2.7. miRNA VE PKOS

Giiniimiizde miRNA’larin yumurtaliklarda folikiil gelisiminde, 00sit olgunlagmasinda ve
fertilizasyonda oynadiklar1 roller ile ilgili makaleler bulunmaktadir. Yapilan bu ¢alismalar
sayesinde PKOS gibi metabolik bir diizensizlikte teka hiicre tabakasi, mural graniiloza
hiicreleri, kiimiiliis graniiloza hiicreleri ve folikiiler s1v1 gibi oosit mikrogevresini olusturan
katmanlarda degisen miRNA ifadesi ve etkileri aydinlatilmaya baslanmigtir (51-53). 2019

yili itibariyle yapilan g¢alismalar ve bu calismalarin derlenmesi ile yazilan makaleler
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sayesinde PKOS un pato-fizyolojisi ve miRNA molekiillerinin burada rolii hakkinda daha
detayli bilgiler agiga ¢ikmaktadir (54-56).

Sang ve ark. tarafindan 2013 yilinda AE-PCOS kriterine gore PKOS teshisi konulmusg
kadinlarda kontrol grubuna gére 2 miRNA’nin (hsa-miR-132 ve hsa-miR-320) ifadesinin
anlamli olarak diistiigii tespit edilmistir. Calisma yapilirken insan viicut sivilarinda ortak
olarak bulunan ve diger memelilerin yumurtaliklar ile yapilan c¢aligmalarda tanimlanan
miRNA’lar’dan yola ¢ikilmistir. Yine ilgili miRNA’lar daha 6nce yapilan ¢alismalarda da
PKOS baglantili tip-2 diyabet ve insiilin direnci (Insulin resistance — IR) ile
iliskilendirilmislerdir (51).

Rotterdam kriterlerine gore teshis edilen PKOS’lu kadinlar ile kontrol grubundan folikiil
stvist alinarak 2014 yilinda Roth ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢calismada miRNA ifade
profilleri kiyaslanmistir. Yapilan analizler sonucunda 5 farkli miRNA ifadesinin 2 grup

arasinda anlamli olarak artis gosterdigi belirlenmistir (52).

Song ve arkadaglarinin 2019 yilinda yayimladigi makalede 6 aday miRNA’dan 2 tanesinin
(hsa-miR-135a ve hsa-miR-186) PKOS’lu kadinlardan alinan mural graniiloza hiicrelerinde
ifadesinin arttig1 raporlanmistir. Calismada 83 kadindan alinan 6rnekler kullanilmistir ve bu
kadinlardan 63 tanesine Rotterdam kriterlerine gére PKOS teshisi koyulmustur. Bu iki
miRNA’nin MGH proliferasyonu ve apoptozunda rol oynayan ESR2 ve CDKNZ1A genlerine
etki ettigi tespit edilmistir (54).

2019 yilinda Che ve arkadaslar1 yapilan calismada 20 tanesi PKOS teshisi konulmus 20
tanesi kontrol olmak tiizere 40 kadin lizerinde yapilan mikrodizin ¢alismasinda analizler
sonucunda 1032 miRNA benzeri fonksiyon gosteren ve circRNAnin (circular RNA) PKOS
ve kontrol grubu arasinda ifade farkliligi gosterdigi tespit edilmistir (56).

Laboratuvarimizda 2014 yilinda tarafimdan savunulan yiiksek lisans tezi ve 2015 yilinda
tamamlanan 1128579 numarali TUBITAK 3501 projesi sonucunda da 7 adet miRNA nin
PKOS ve kontrol grubu arasinda ifade farkliligi gosterilmis, bu miRNA’lar’dan 2 tanesinin
(hsa-miR-3135b ve hsa-miR-4417) ifade farkliligi mikrodizin yontemi ile birlikte es-
zamanl1 kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Es-zamanli kantitatif PZR) (quantitative

real-time polymerase chain reaction - gRT-PCR) ile dogrulanmistir. Bu miRNA’larin
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fonksiyonlar1 hedefledikleri potansiyel genler ile birlikte degerlendirildiginde ifade
diizensizliklerinin PKOS gelisiminde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (57).

PKOS’ta miRNA’lar’in roliiniin daha 1iyi anlagilmast1 ve PKOS’un molekiiler
mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in Graafian folikiiliinii, yumurta mikrogevresini, folikiil
stvisint olusturan ve ayni Onciil graniiloza hiicrelerinden koken alan mural graniiloza
hiicreleri ve kiimiiliis graniiloza hiicrelerindeki mIRNA ifade profillerinin gosterdigi
degisikliklerin tespit edilebilmesi gerekmektedir (58). Literatiirde giiniimiize kadar yapilan
caligmalarda PKOS’ta MGH ve KGH’ler kullanilarak yapilan bdyle bir calisma

bulunmamaktadir.

2.8. MIKRODIZIN YONTEMIi

Molekiiler biyolojide kullanilan metotlarin ¢ogunlugunda deney basina tek bir gen
lokusunun analizi miimkiindiir. Bu durum her deneyde bir veya bir grup mRNA veya
miRNA ifadesinin tespit edilebilmesine olanak saglamaktadir. Gen ve miRNA gibi
molekiillerin tamaminin bir hastalik veya diizensizlik durumunda degisimini gérmek bu
geleneksel metotlar ile olduk¢a zor ve uzundur. Organizmalara ait binlerce genin bilgisi bir
¢ip lizerinde mikrodizin teknolojisi sayesinde goriintiilenebilmektedir. Bu genomik veya

transkriptomik bilgi sayesinde ayni anda binlerce genin etkilesimleri tespit edilebilmektedir
(59).

2.8.1. MIiKRODIZiN TEKNOLOJiSi

Mikrodizin yontemi genellikle ¢ip ad1 verilen cam, silikon veya naylon membranlar tizerinde
bulunan kii¢iik alanlara (mikro) yerlestirilmis tek iplikli cok sayida DNA parcaciklari (dizin)
ile genomda depolanmis bilgileri tagiyan hedef niikleik asit zincirlerinin hibridize olmasi
temeline dayanan ve bu hibridizasyon sonucu ac¢iga c¢ikan bilginin incelenmesi ile
yorumlanan bir tekniktir. Yontem sayesinde bir organizmadaki belirli bir grup molekiiliin
veya o molekiil ailesinin tamaminin ifade seviyeleri veya eslesme durumlari ¢ok kiigiik bir
alanda incelenebilmektedir. Amag¢ ve uygulanan yontem agisindan farkliliklar olabilirken
“DNA c¢ip”, “DNA array” ve “mikrocip” kavramlari da benzer uygulamalar1 ifade

edebilmektedir.

18



2.8.2. MIKRODIZiN TEKNOLOJISININ KULLANIM ALANLARI

Ayni anda binlerce genin genomik ve transkriptomik verisinin tespitini saglayan yiiksek
islem hacimli bir yontem olarak mikrodizin; iki grup arasindaki gen ifade farkliliklarinin
tespitinde, hastaliklarin  tanisinda, patojenite analizlerinde, polimorfizm ve/veya

mutasyonlarin tespitinde, toksikogenomik ve farmakogenetikte kullanilan bir teknolojidir
(60).

2.8.3. MIKRODIZiN PLATFORMLARI

Mikrodizin yonteminde kullanilan c¢ipler {iiretim teknolojileri ve kullandiklar1 temel
materyale (cam, silikon vb.) gore cesitlilik gostererek farkli iireticiler tarafindan
iiretilebilmektedir. Uretici firmalar aym1 zamanda arastirmacilarin isteklerine gére ozel
tasarim ¢ipler de lretebilmektedir. Glinlimiizde Agilent, Affymetrix (Thermo Sci.) ve

[Mlumina gibi firmalar bilinen ¢ip tireticileri olarak anilmaktadir.

Her iiretici tarafindan tasarlanan her model ¢ip “platform” olarak adlandirilmaktadir. Yeni
platform terimi hem marka bilgisini hem de spesifik bir is i¢in tasarlanmis model bir ¢ipi
ifade etmektedir. Klinik tanida kullanima uygun olarak tasarlanmis platformlar oldugu gibi
aragtirmacilarin siklikla bagvurdugu mRNA ifade profillemesi ¢ikartilabilen platformlar da
bulunmaktadir. Yukarida daha 6nce de belirtildigi gibi 6zel bir sebep ile arastirmacilarin

istegi tizerine Uretici firmalar 6zel platformlar da tasarlayabilmektedir (60).

Bir calismada kullanilan mikrodizin ¢iplerinin ayn1 platformda yapilmasi ¢caligsma icerisinde
giivenilirligi artirmak ve sonuglari daha kiyaslanabilir hale getirmek agisindan 6nemlidir.
Mikrodizin verilerinin teknik ve sistemik sorunlardan arindirilarak gercek biyolojik verinin
aciga cikarilmasi ve bu biyolojik verinin kiyaslanabilmesi adina “On-isleme” olarak

adlandirilan 6zel islemlerden gegmektedir. On isleme temel olarak 3 asamadan olusmaktadir
(61).

Cip lzerinde dizin kiimelerinin bulundugu noktalara spot adi verilmektedir. Calisma
sonrasinda bu spot bolgelerinden gelen sinyallerin bir kismi1 gercek biyolojik veriye ait
degildir. Bu sinyaller floresan boya ile isaretlenmis niikleik asitlerin spesifik olmayan
baglanmalari, yikama agamasi sonrasinda ¢ip lizerinde kalan floresan boya artiklari veya ¢ipi

tarayan sistemden kaynakli arka plan giiriiltiisiinden olusabilmektedir. Birinci agama olan
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arka plan diizeltmesinde (Background correction) bu teknik sorunlardan kaynakli kirlilik ve
giiriiltii matematiksel olarak elenir ve diizenlenir. Ikinci asama olarak normalizasyon
(normalization) adimi gelir ve ornekler matematiksel olarak kiyaslanabilir bir diizleme
cekilir. Bu asamada amag orneklerdeki farkli kosullardan kaynakli ifade farkliliklar yerine
gercek biyolojik ifade farklilik ortaya ¢ikarilmasi igin bir diizlem olusturmaktir. Son agama
olan 6zetlemede (summarization) ise prob seti denilen ve 11-20 arasinda probdan olusan
bolgeler birden cok 1simadan kaynaklanan g¢oklu degerden tek bir 1s1ma degerine
matematiksel olarak indirgenir (62). Bu islemlere 6rnek vermek gerekirse Affymetrix
firmasinin gelistirdigi MASS5.0 ve farkli platformlarda oldukca saglikli sonug verebilen
RMA (robust multiarray algorithm) algoritmalarindan bahsedilebilir (61).

2.8.4. MIiKRODIiZiN VERITABANLARI

Mikrodizin calismalar1 sonucu c¢ikan verilerin saklanabilmesi, biitiin bilim insanlarinin
kullanimina agik hale gelmesi ve ¢iplere yiiklenen Orneklerin 6zelliklerinin, klinik veya
patolojik  verilerinin  paylasabilmesi i¢in internet tabanli biiylik veri-tabanlar
kullanilmaktadir. Bu veri-tabanlari ilgili verileri belirli bir standartta depolayabilmek ve
kullanicilara ulastirabilmek adina “mikrodizin ¢alismasinin en temel bilgileri” (Minimum
information about a microarray experiment — MIAME) olarak isimlendirilen kriterler ile

kabul etmekte ve depolamaktadirlar (63).

Bu kriterlere gore; ham veri, veri-ornek baglantilar1 ve platform bilgisi gibi temel bilgiler
basta olmak tizere ek olarak deney ile ilgili temel bilgiler, deneysel tasarim bilgileri, platform
ile ilgili tanimlama bilgileri ve koordinatlar gibi kimliklendirme (anotasyon) bilgileri,
kullanilan veri isleme protokolleri (6n isleme basamaklari) ilgili veri-tabanlarindan

ulasilabilir formatta olmalidir (63).

MIAME kriterlerine gére ¢alisan ve acik veri-tabanlarindan en ¢ok kullanilanlar1 asagida

siralanmaistir:

2.8.4.1. ArrayExpress

Internet sitesi linki: https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
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The European Bioinformatics Institute (EBI); kapsami biiyiik ve Avrupa kokenli bir veri-
tabanidir. ArrayExpress ise mikrodizin verilerinin tutuldugu bir proje olarak EBI’in altinda

yer almaktadir.

Giincel olarak (2019 yil1 Aralik ay1 verilerine gore) ArrayExpress lizerinde 2.409.630 6rnek
ve bu Orneklerin bulundugu 72.633 veri-seti bulunmaktadir ve bu biyolojik veri 55.83

terabayt (TB) depolama alani kaplamaktadir (64).

2.8.4.2. GEO (Gene Expression Omnibus)
Internet sitesi linki: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Acik adi Gene Expression Omnibus olan GEO; diinyanin en kapsamli biyolojik veri-tabani
olan Amerika Birlesik Devletleri (ABD) kokenli NCBI'in (National Center for

Biotechnology Information) altinda bulunan mikrodizin veri-tabani projesidir.

Giincel bilgiler kontrol edildiginde GEO’da giiniimiizde (2019 y1l1 Aralik ay1 verilerine gore)
3.354.009 adet ornek, 20.465 cesit platform ile calisilmistir ve ortaya 122.453 calisma
cikmistir. Bu ¢alismalardan 4.348 tanesi ise GEO arastirmacilari tarafindan kontrol ve analiz

edilerek veri-setleri (data-set) haline getirilmistir (65).

Hem GEO hem de ArrayExpress veri-tabanlarinda bulunan araglar ve baglantilar ile verilerin
bulundugu caligmalar ve bu ¢alismalarin yapildig:r farkli platformlar hakkinda bilgi

edinilebilmekte ve temel araglar sayesinde basit analizler yapilabilmektedir (64,65).
2.85. META-ANALIZ YONTEMI

Meta-analiz istatistiksel bir yontem olmakla birlikte bir konu iizerinde farkli zaman
dilimlerinde ve farkli merkezlerde yapilan arastirmalara ait sonuclari niteliksel ve niceliksel
olarak birlestirmek icin kullanilmaktadir. Birgok veri meta-analiz yontemi ile
birlestirilebilmektedir ancak mikrodizin veri-tabanlarinda bulunan verinin diizenli olusu ve
MIAME kriterleri ile saglanan veri detaylari yontemin mikrodizin ¢aligsmalari i¢in daha

uygulanabilir olmasint miimkiin kilmistir.

Meta-analiz yontemi ile farkli yer ve zamanda yapilan mikrodizin ¢alismalarinin bir araya

getirilmesi ile ortaya cikan bilgi, verilerin kendi iglerinde yapilan analizler sonucu ¢ikan
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bilgiden daha genis kapsamli, 6rneklem kiimesinin biiyiimesinden dolay1 daha genellenebilir
ve anlamli olmaktadir. Bu durum meta-analiz yonteminin istatistiksel bir gii¢ getirdigini
gostermekte ve veri-tabanlarina yiiklenen veriler ile yontemin kullanilmasi durumunda daha

once tespit edilemeyen biyolojik verilerin agiga ¢ikmasina olanak saglamaktadir.

Meta-analiz yontemlerini temelde iki farkli gruba ayirarak incelemek miimkiindiir.
Calismalarin kendi iglerinde analiz edilmesi ve ¢ikan sonuglarin istatistik bilimi kullanilarak
bir araya getirilmesi bir grubu olustururken, ikinci yontem farklt merkezlerde farklh
zamanlarda yapilan ¢alismalara ait ham verilerin herhangi bir islemden gegmeden bir araya
koyularak tek bir caligma gibi analiz edilmesidir (Naiv meta-analiz yoOntemi). Bu
gruplandirmalara ragmen bu yontemleri her ¢alismanin kendisine 0zgli olarak
degerlendirmek gerekmektedir. Her iki yontemde de farkli ¢alismalarda farkli avantajlar ve
dezavantajlar ortaya ¢ikmaktadir. Buna 6rnek vermek gerekirse, mikrodizin yontemine ait
verilerin kullanildig1 bir meta-analiz c¢alismasinda, ayni platformun kullanildigi veri
setlerinde naiv meta-analiz yontemini kullanmak 6rneklem kiimesini genisletecegi igin ve
teknik farklardan en alt diizeyde etkilenecegi i¢in avantaj saglarken, farkli platformlarin
kullanildig1 veri setlerinde bir¢ok teknik farki beraberinde getirecek ve gercek biyolojik

verinin bundan etkilenmesine neden olacaktir (66).
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3. GEREKCE VE AMAC

Ureme ¢agindaki kadmlari yiiksek bir prevalans (%8-18) ile etkileyen PKOS; anovulatuar
infertilitenin en sik rastlanan sebeplerinden biri olan endokrin bir diizensizliktir. miRNA’lar
ise gen regiilasyonunda; transkripsiyonun baskilanmasi veya mRNA molekiiliin
degredasyonu seklinde rol oynayan, kiiciik endojen RNA molekiilleridir. Bu kiiciik
diizenleyici RNA molekiillerinin kadin iireme sistemindeki rolleri heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak yapilan ¢alismalar yumurtaliklarda ve yumurta mikrogevresinde
gergeklesen gen ifade diizensizliklerinin PKOS gibi metabolik sendromlar ve infertilite ile
iliskisi oldugunu gostermektedir. Bu durum da miRNA’larin kadin iireme sistemi tizerindeki
etkilerinin aragtirilmasi konusunun oOnemine dikkat ¢ekmektedir. Bu Onem; Dicer 1
proteininin (miRNA biyogenezinde kilit bir role sahiptir) farelerde yumurtalik dokusunda
delesyona ugratilmasi sonucu infertilite artis1 ile daha da dikkat ¢ekici bir hale gelmistir. Bu
bulgular bir yumurta hiicresinin, ¢evresindeki somatik hiicreler ile etkilesime girdigini, bu
hiicrelerden gelen sinyaller dogrultusunda geliserek olgunlastigini ve miRNA’larin bu
stiregte etkin bir roliinlin oldugunu gostermektedir. Yumurta mikrogevresinde yer alan ve
yumurta ile dogrudan temas halinde olan kiimiiliis graniiloza hiicreleri ile disaridan gelen
sinyallere gore mikrogevre sartlarin1 diizenleyen MGH’lerin PKOS durumundaki ifade

degisikliklerinin aydinlatilmas1 6nem tagimaktadir.

Daha once yapilan yiiksek lisans tez ¢alismamda PKOS grubu ve kontrol grubu bireyler
arasinda mural graniiloza hiicrelerinde miRNA ifade farkliliklarina bakilmis ve 7 adet
miRNA’nin iki grup arasinda anlamh farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Bu
miRNA’larin hedef analizleri ve bu hedeflere ait yolak analizleri yapildiginda bu hedeflerin
ozellikle hiicre farklilagsmasi (diferansiyasyon) ve hiicre proliferasyonunda yer alan
yolaklarda zenginlestigi bulunmustur. Bu durum; KGH ve MGH’lerin onciil graniiloza
hiicrelerinden koken aldigi bilgisinden yola ¢ikarak PKOS durumunda iki hiicre grubu
arasinda farklilagsma ile ilgili yolaklarin diizensizlesmesi ile ilgili soru isaretlerini aklimiza
getirmistir. Dolayisiyla PKOS’ta bu iki somatik hiicre grubunda gerceklesen molekiiler

degisikliklerin aydinlatilmasi sendromun tani ve tedavisine katki saglayacaktir.

Elde ettigimiz on verilerden yola ¢ikarak bu tez calismasinda; PKOS’lu bireylere ait
MGH’ler ile KGH’ler arasindaki mRNA ve miRNA ifade profillerini karsilastirmak ve
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mikrogevreyi olusturan bu iki 6nemli hiicre grubundaki mMRNA ve miRNA ifade
degisikliklerini tespit ederek PKOS’u molekiiler diizeyde aydinlatabilmek amaglanmustir.

Giiniimiize kadar infertilitenin en 6nde gelen sebeplerinden bir tanesi olan PKOS’ta yumurta
mikrogevresindeki degisiklikleri mural ve kiimiiliis graniiloza hiicrelerinin etkilesimleri,
farklilagsma (diferansiyasyon) durumlari ile ele alarak bu siiregte rol oynadigi diisiiniilen
genlerin ve miRNA’larin ifade profillerini aydinlatan bir ¢alisma rapor edilmemistir. Bu
calismada, literatiirde simdiye kadar yapilan caligmalarda kullanilan mural ve kiimiiliis
graniiloza hiicrelerinin mikrodizin mRNA ifade profilleri ile bagimsiz olarak tarafimizdan
toplanan orneklere ait miRNA ifade profilleri beraber degerlendirilmis ve PKOS un yumurta
mikrogevresinde bulunan bu somatik hiicreler ile iligkisine ait molekiiler temeller

aydinlatilmaya calisilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. VERITABANLARINDAN TOPLANAN MiKRODIZiIN CALISMALARI

GEO ve ArrayExpress veri-tabanlarinda PKOS’lu bireylerden ve kontrol gruplarindan
toplanmis MGH ve KGH’lere ait mikrodizin ifade verileri secilmistir. Veri setleri ile ilgili

daha detayl bilgi “Arastirma Bulgular1” boliimiinde verilmektedir.
4.1.2. PKOS’LU ORNEKLER

Bu calismada Ozel HRS Ankara Kadin Hastanesi’nde ve Ankara Liv Hospital’da in-vitro
fertilizasyon (IVF) islemi i¢in uygulanan oosit toplama (oocyte pick-up - OPU) islemi

sirasinda aspire edilen folikiil stvisindan izole edilen MGH’ler ve KGH’ler kullanilmustir.
Calismaya dahil edilme kriterleri;

e (Calismaya katilmay1 kabul etmek
e PKOS haricinde infertiliteye neden olabilecek bagka bir hastaliga sahip olmamak

e Agciklanamayan infertiliteye sahip olmamak
Calismadan dislanma kriterleri;

e (Calismaya katilmay1 reddetmek
e PKOS haricinde infertiliteye neden olabilecek baska bir sendrom veya hastaliga veya

aciklanamayan infertiliteye sahip olmak

Elde edilecek sonuglarla birlikte degerlendirilmek iizere ¢alismaya dahil edilen 6rneklerin
yas Ve toplanan oosit sayisi bilgileri toplanmistir (Cizelge 4.1.). Bu c¢aligma i¢in etik kurul

onay1 (Ek 2) ve folikiil sivist alinan bireylerden bilgilendirilmis onam formu alinmistir.
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Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen 6rneklerin 6rnek numaralari, yas bilgisi ve toplanan oosit
sayilari

Ornek Klinik Yasi Oosit
No. Tam Sayisi
PK1 PKOS 25 17
PK 2 PKOS 41 19
PK3 PKOS 29 29
PK 4 PKOS 33 8
PK 5 PKOS 30 42
PK 6 PKOS 21 12
PK7 PKOS 28 28
PK 8 PKOS 25 4
PK9 PKOS 27 18

PK 10 PKOS - -
PK 11 PKOS F -
PK 12 PKOS - -
PK 16 PKOS - -

PK 17 PKOS 25 19
PK 18 PKOS 36 13
PK 19 PKOS 35 17
PK 20 PKOS 29 24
PK 21 PKOS 25 19

4.1.3. TAMAMLAYICI DNA (cDNA) SENTEZ REAKSIYONU KITLERI VE ES-
ZAMANLI KANTITATIF PZR KIiTLERi

mRNA’lardan ¢cDNA sentezi igin Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche,
04379012001) kullanilmastir.

miRNA’lardan cDNA sentezi i¢in miScript II RT Kit (Qiagen, 218161) kullanilmigstir.

mRNA’lar ile es-zamanl kantitatif PZR reaksiyonu i¢in LightCycler 480 Syber Green
Master Kit (Roche, 4707516001) kullanilmustir.

miRNA’lar ile es-zamanl kantitatif PZR reaksiyonu i¢in miScript SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, 218073) kullanilmastir.

Tim es-zamanh kantitatif PZR c¢alismalar1 LightCycler 480 (Roche, 05015243001)

cihazinda gergeklestirilmistir.
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4.1.4. PRIMERLER

4.1.4.1. mRNA Primerleri

Cizelge 4.2. Es-zamanli kantitatif PZR’de kullanilan ve laboratuvarimizda tasarlanan
mRNA primerlerinin uzunluklar1 (baz ¢ifti (bg) olarak), iiriin boylar1 (bg olarak) ve sekans

bilgilerinin gosterir ¢gizelge.
Gen ismi | D/T | Primer Uzunlugu (bg¢) | Uriin Boyu (bg) Sekans
D 20 CCAACCGCGAGAAGATGACC
ACTB 125
T 20 GGAGTCCATCACGATGCCAG
INSR D 20 101 TGGATTCCGTGGAGGATAAT
T 20 GCCGTGTGACTTACAGATGG
D 20 GGCATATAGGTGGGCACAGT
FZD3 179
T 20 GAAATCCCGAGAACAATCCA
D 19 ATCGCCGAAGCACCATTCA
MAPK1 189
T 20 CAGGGGTCAAGAACTGGGAA
D 21 TATGCGTCTGACAGGAACACC
MAPK14 198
T 20 TGGGCCGCTGTAATTCTCTT
D 19 GACAGCCCCAACTTCCTGT
RUNX2 217
T 22 CCACAAATCTCAGATCGTTGAA
D 20 TTAGGGACACGGCTGACTTC
PTPRC 155
T 20 GAACACTGGGCATCTTTGCT
D 20 AACAGCCCTTCTACCACGAC
JUNB 101
T 20 CAGGCTCGGTTTCAGGAGTT
FOS D 20 181 GGGGCAAGGTGGAACAGTTA
T 20 AGGTTGGCAATCTCGGTCTG
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4.1.4.2. miRNA Primerleri

Cizelge 4.3. Es-zamanli kantitatif PZR’de kullanilan miRNA primerlerinin kisa adlart (hsa-
miR), katalog numaralari, sekans dizileri ve kullanilan marka katalogunda bulunan {iriin ad1

bilgilerini gosterir cizelge.

miRNA Kat. No. Uriin Adx Dizi

hsa-miR-1587 | MS00037492 | HS-MIR-1587_LmiSeript 1y 55 65cUGGGCUGGGUUGGG
Primer Assay

hsa-miR-1009 | MS00016513 | HS-MIR-1909%_1miSeript |~/ s cccesUGCCUGCCCUG
Primer Assay

hsa-miR-3135b | MS00037534 | S-MiIR-3135b_1miScript | -~ ;55 AGCGAGUGCAGUGGUG
Primer Assay

hsa-miR-3188 | MS00041923 | HS-MIR-3188_2miScript |\ -\ 5 6 cUUUGUGCGGAUACGGGG
Primer Assay

hsa-miR-4286 | MS00021371 | HS-MiR-4286_LmiScript |\ - cacuccussUACe
Primer Assay

hsa-miR-4417 Custom Primer GGUGGGCUUCCCGGAGGG

hsa-miR-4433 | MS00041356 | S-MIR-4433-3p_1 ACAGGAGUGGGGGUGGGACAU
miScript Primer Assay
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4.2. YONTEM

PKOS’lu bireylerden folikiil Literatiirde bulunan PKOS ile
stvisinin toplanmasi iliskili mRNA mikrodizin
L caligmalarinin tespit edilmesi
Folikiil stvisindan MGH'lerin ve l
KGH'lerin izolasyonu Bulunan veri setlerinin
j, - - korelasyonlarinin kontrolii
MGH!'ler ve KGH'lerden total Yiiksek lisans 1
RNA izolasyonu gal.lsmasmdan clde Veri setlerinin naiv meta-analiz
edilen farklilik h e o .
l gsteren miRNA'lar yontemi ile bir araya getirilmesi
Farklilik gésteren miRNA’larin (PKOS/Normal) l
MGH!'ler ve KGH’lerdeki ifade I Meta-analiz Qahsma&
profillerinin es-zamanl sonucunda yalmzca PKOS
kantitatif PZR ¢alismasi ile durumunda MGH'ler ve
tespit edilmesi KGH'ler arasinda ifade farklilig:
,l, gosteren mRNA listelerinin
Anlamli ifade farklilig1 gésteren belirlenmesi
miRNA’lara ait potansiyel hedef
genlerin veritabanlari
araciligryla belirlenmesi

Potansiyel miRNA hedefleriile
meta-analiz galigmasi sonucunda
anlamli ifade farklilig1 gosteren
mRNA listelerinin kesistirilmesi

Ortak mRNA listeleriile yolak
analizlerinin yapilmasi

Sekil 4.1. Calismanin genel is akis semast.

PKOS’lu bireylerden folikiil sivisinin toplanmasi, folikiil sivisindan MGH’lerin ve
KGH’lerin izolasyonu ve bu hiicre gruplarindan total RNA izolasyonunun yapilmasi, izole
edilen RNA miktarinin belirlenmesi, RNA biitiinliigliniin kontrolii islemlerinde Yiiksek
Lisans Tezi’mde uygulanan aym siire¢ ve yontemler izlenmistir. Bu yontemlere iliskin

detaylar Ek-1’de belirtilmistir.

Calismada izlenen asamalara ait basamaklar Sekil 4.1.’de is akis semasi olarak

sunulmaktadir.
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4.2.1. VERITABANLARINDAN UYGUN MIiKRODIZiIN VERi SETLERINi
SECILMESI

GEO ve ArrayExpress veri-tabanlarindan ¢alismaya uygun veri setlerinin se¢ilmesi igin
“kiimiiliis graniiloza hiicreleri (cumulus granulosa cells), mural graniiloza hiicreleri (mural
granulosa cells), PKOS (PCOS)” anahtar kelimeleri ile arama yapilmistir. Cikan
verisetlerinin planlanan ¢alisma ile uyumlu olmasi adina sadece insandan alinan biyolojik
ornekler ile yapilan c¢alismalar “Organizma: Insan (Organism: Human)” filtresi ile
filtrelenmistir. Platform tabanli farklardan etkilenmemek admna ¢ikan sonuglar aym
mikrodizin platformu (GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix Inc., Santa
Clara, CA)) kullanilarak yapilan calismalari sececek sekilde yeniden filtrelenmistir.
Kullanilan platform diinyada ifade ¢alismalarinda siklikla tercih edilmektedir. Platform
GEO’da Platform No (Platform ID): GPL570, ArrayExpress’te A-AFFY-44 platform
numaralar1 kullanilarak filtrelenmistir ve bu sayede yalnizca bu platform kullanilarak
yapilan ¢alismalar elde edilmistir. Affymetrix markasina ait ham veriler “.CEL” formatinda
saklanmaktadir. Filtrelenen her veri setine ait .CEL ham veri dosyalari veri-tabanlarindan

elde edilmistir.

4.2.2. SECILEN MIKRODIZIN VERiIi SETLERININ KORELASYONLARININ
KONTROLU

Veri-tabanlarindan segilen veri setleri iginde bulunan her 6rnege ait ham veriler (.CEL
uzantili dosyalar) ArrayAnalysis (67) (http://www.arrayanalysis.org/) internet sitesine
yiiklenerek mikrodizin ¢iplerinin korelasyonlar: ve sinyal-¢ip kiyaslanabilirlik analizleri
yapilmistir. Pearson korelasyon analizinde yiiksek korelasyon gosteren orneklerin katsayi
degerlerinin 0,8’den biiyiik olmasi beklenmektedir ve bu katsay1 1’e yaklastik¢a drneklerin

korelasyonlari yani kiyaslanabilirlik diizeyleri artmaktadir.

4.2.3. SECILEN CALISMALARA AIT HAM VERILER IiLE MIiKRODIZIN
ANALIZLERININ GERCEKLESTIRILMESI

Bu tez ¢calismasinda Se¢ilen ve yiiksek korelasyon gosterdigi tespit edilen 3 farkli mikrodizin
calismasina ait ham verilerin beraber analiz edilebilmesi (naiv meta-analiz) (66) i¢cin BRB-

ArrayTools (v4.6.0) (68) yazilimi kullanilmistir. BRB-ArrayTools programi “R” yazilim
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dilinde “Bioconducter” paketini kullanarak “Microsoft Excel” eklentisi olarak mikrodizin

analizi yapilmasina olanak saglamaktadir.

4.2.3.1. Verilerin BRB-ArrayTools Programina Yiiklenmesi ve Normalizasyonu

Secilen ve yiiksek korelasyon gosterdigi tespit edilen 3 farkli mikrodizin ¢calismasina ait ham
veriler BRB-ArrayTools programina tek bir veri seti olarak (meta-veri), Robust Multi-Array
Average (RMA) normalizasyon yontemini kullanarak yiiklenmis ve normalize edilmistir.
Normalizasyon iglemi yikama-boyama nedeniyle ortaya ¢ikabilecek farkliliklar, spesifik
olmayan (non-spesifik) baglanmalar veya arka plan giirtiltiisii gibi farklardan dolay1 ortaya
cikabilecek teknik farkliliklar1 elemine ederek gercek biyolojik farkliligin ortaya
cikarilmasini saglamaktadir. RMA normalizasyonu; arka-plan diizeltmesi (background
correction), quantile normalizasyon islemi ve matematiksel bir diizenleme olan logaritma 2
tabanina donistiirmesini (log2 tranformasyonu) igeren paket bir normalizasyon islemidir
(69).

4.2.3.2. Mikrodizin Veri Analizi ve istatistiksel Analizler

Meta-verinin normalizasyonundan sonra PKOS (PK) ve kontrol (NM) gruplar1 olarak
ornekler 2 farkli gruba ayrilmigtir. PK grubu igerisinde MGH’lerden ve KGH’lerde gelen
cipler 2 ayri smif olarak belirlenmistir. NM grubu igerisinde de yine ayni sekilde
MGH’lerden ve KGH’lerden gelen ¢ipler 2 ayr1 simif olarak tanimlanmistir. PK ve NM
gruplarinda ayr1 ayrt MGH ve KGH’ler arasinda siif karsilagtirmasi (class comparison)
islemi yapilmistir. Bu islem igin eslestirilmemis t-test (unpaired t-test) istatistik yontemi
kullanilmigtir ve her iki grupta (PK ve NM) siniflar arasinda (MGH ve KGH) 4 kat ve
tizerinde istatistiksel olarak anlamli ifade farkliligi gosteren (p<0,001) genler tespit

edilmistir.

4.2.3.3. Yalmzca PKOS Grubunda MGH ve KGH’ler Arasinda ifade Farklihg

Gosteren Genlerin Tespit Edilmesi

Her iki gruptan da elde edilen MGH ve KGH’ler arasinda ifade farklilig1 gosterdigi tespit
edilen gen listeleri PKOS ve Kontrol grubu olarak ~ VENNY
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html) (70) internet tabanli programina

yiliklenmistir. Bu sayede yalnizca PKOS durumunda bu iki somatik hiicre grubu arasinda
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anlamli ifade farklilig1 gosteren gen listesi (PKOS spesifik ifade farkliligi gosteren genler —
PKOS-spesifik DE mRNA’lar) tespit edilmistir.

4.2.3.4. Kiimeleme Analizi

Istatistiksel olarak anlamli ve ifade farklilig1 gdsteren genler kiimeleme analizine alimustr.
Kiimeleme analizinde genler ve meta-veriden gelen ornekler hiyerarsik olarak
kiimelenmisglerdir ve uzaklik degerleri (distance value) “Average linkage” metodu ile
belirlenmistir. Yapilan analizlerde kiimeleme islemi icin BRB-ArrayTools icerisine gomiilii
olarak da calisabilen Cluster (v3.0) (http://bonsai.ims.u-
tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster/) (71) programi kullanilmistir. Kiimeleme analiz
sonuglarmin goriintiilenmesi i¢in yine BRB-ArrayTools iizerinden ¢alisan Java yazilim dili

tabanli TreeView (v1.1.6r4) (72) programi kullanilmistir.

4.2.3.5. Mann-Whitney Testi

Mann-Whitney testi (U-test) iki grubun birbirinden farkli olup olmadigini belirlemek igin
kullanilan bir istatistiksel analiz yontemidir (73). Calismada parametrik degerlere
dayanmadan yapilan (non-parametric) bir test olan Mann-Whitney testi Minitab (v19.2.0)

programi kullanilarak yapilmistir.

42.4. PKOS SPESIFiK GENLERIN iKi GRUP ARASINDAKi iFADE
FARKLILIGININ ES-ZAMANLI KANTITATIF PZR CALISMASI iLE
DOGRULANMASI

4.2.4.1. mRNA’lardan Tamamlayict DNA (¢cDNA) Sentezi

Laboratuvarimizda kullanilan orneklere ait total RNA’lardan mRNA’lar i¢in tamamlayici
DNA (cDNA) sentezi i¢in 500 ng total RNA kullanilmistir. Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kiti (Roche, 04379012001) kullanilarak fireticinin kit igerisinden ¢ikan

yonergeleri dogrultusunda cDNA sentezi gergeklestirilmistir.
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4.2.4.2. Belirlenen Genler ile Es-Zamanh Kantitatif PZR Calismasinin

Gerceklestirilmesi

Yolak zenginlestirme analizleri sonucunda PKOS ve hiicre farklilasmasi ile ilgili oldugu
diisiiniilen genler secilerek laboratuvarimizda bulunan bagimsiz 6rneklerde ifade
dogrulamasi yapilmistir. Bu dogrulama iglemi igin segilen genlere spesifik olarak dizayn

edilmis uygun primerler kullanilmistir.

Ifade analizlerinde normalizasyon amaciyla ACTB (Beta-Actin) geni kullanilmis, analiz

222Ct y5ntemi kullanilarak ifade

metodu olarak da yaklagim yontemi olarak da adlandirilan
verileri ortaya ¢ikarilmistir (74). Calismada 2 grup arasinda ifade farkliligi gosteren genlerin
ifade farklarinin anlamlilik diizeyleri MGH ve KGH’lerin ayni bireyden gelmesi nedeniyle
eslestirilmis t-test (paired t-test) kullanilarak tespit edilmistir. p-degeri 0,05’ten kiigiik olan

gen ifade farklar1 anlamli olarak kabul edilmistir.

4.25. MIRNA’LAR ILE ES-ZAMANLI KANTITATIF PZR CALISMASININ
GERCEKLESTIRILMESI

Laboratuvarimizda daha 6nce tamamlanan Yiiksek Lisans Tezi’'mde MGH’lerde arasinda 7
adet miRNA’nin PKOS ve kontrol gruplar1 arasinda ifade farklilign gosterdigi tespit
edilmistir. Bu calisma sonucunda bu miRNA’larin PKOS gelisiminde ve yumurta
olgunlasmasinda rol oynayabilecegi diisiiniilen genleri potansiyel olarak hedefledikleri

gosterilmistir.

MGH’lerde PKOS-Kontrol gruplart arasinda bu miRNA’larin ifade farkliligi géstermesi
aynt miRNA’larin PKOS’lu bireylerde MGH ve KGH’ler arasinda da ifade farkliligi
gosterip gostermedigi sorusunu akla getirmistir. Bu nedenle ayni bireylerden gelen (PKOS
tanis1 almis) MGH ve KGH’ler arasinda bu miRNA’larin ifade farkliligi gosterip

gostermedigi aragtirilmistir.

Ancak ozellikle KGH’lerden elde edilen RNA miktarinin az olmasi nedeniyle mRNA
validasyon ¢alismasinda kullanilan 5 6rnek bu asamada c¢alismadan ¢ikartilmak zorunda
kalimmistir. Bu 6rnekler yerine 4 farkli 6rnek eklenmistir. Ancak her 6rnek icin MGH ve
KGH’lerin tek bir bireyden gelmesi ve bu nedenle eslestirilmis t-test (paired t-test)

kullanilmast nedeniyle teknik farkliliklarin elemine edildigi diisiiniilmektedir.
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4.2.5.1. miRNA’lardan Tamamlayic1t DNA (cDNA) Sentezi

izole edilen total RNA’dan yalnizca mRNA’lar kullanilarak cDNA sentezlenebilmesi i¢in
mRNA molekiillerinin 3’ ucunda bulunan poly (A) kuyruklari (poly Adenin tail) kalip olarak
kullanilmaktadir. Ancak olgun miRNA molekiillerinin 3’ uglarinda poly (A) kuyrugu
bulunmamaktadir ve molekiillerin toplam uzunlugu 20-22 niikleotid oldugundan primer
ciftlerine kalip olacak uzunlukta degillerdir. miRNA’lardan cDNA sentezi i¢in kullanilan
miScript 11 RT Kiti (Qiagen, 218161) ile 6ncelikle miRNA’larin 3’ uglarina hedef olarak
kullanilabilmesi i¢in poly (A) kuyrugunu da igeren bir “universal tag” eklenmistir. Sonraki
asamada eklenen universal tag’e spesifik bir primer araciligryla cDNA sentez reaksiyonu
tireticinin yonergelerine uyularak tamamlanmistir. 300 ng total RNA miRNA’lardan cDNA

sentez reaksiyonu icin kullanilmistir.

4.25.2. MGH’ler ve KGH’ler Arasinda ifade Farkhhigi Goésteren miRNA’larin Es-
Zamanh Kantitatif PZR ile Tespit Edilmesi

MGH ve KGH’ler arasinda farklilik gosterebilecegi diisiiniilen miRNA’larin ifadeleri es-
zamanlt kantitatif PZR teknigi ile aragtirllmigtir. Ayni bireylerden alinan MGH ve
KGH’lerden izole edilen miRNA’lardan sentezlenen cDNA’lar PZR reaksiyonunda kalip
olarak kullanilmigtir. miRNA’lara olarak iiretilen ve materyal kisminda tablo ile sunulan
primerler ilgili tretici firma tarafindan hazir olarak temin edilmistir. CDNA sentez
reaksiyonunda kullanilan universal tag’e komplementer (tamamlayici) olan universal primer,
geri primer olarak kullanilmigtir. Kullanilan miRNA spesifik es-zamanli kantitatif PZR
kitlerinin laboratuvarimizda bulunan LightCycler® 480 (Roche, 05015243001) cihaz ile

uyumlu oldugu bilinmektedir.

miRNA ifadelerinin belirlenmesi ve normalizasyonu igin literatiirde de daha Once
kullanildig: sekilde referans bir gen kullanmak yerine ¢alismada kullanilan tiim 6rneklere ait
tim miRNA ifadelerinin Ct degerlerinin geometrik ortalamalar1 kullanilmistir (75). MGH
ve KGH’ler arasinda ifade farklilig1 gosteren miRNA’larin tespit edilebilmesi i¢in yaklagim
yontemi olarak da bilinen 222t metodu (74), istatistiksel anlamlilik diizeylerinin tespiti igin
ise paired t-test yonetimi kullanilmustir. Iki grup arasindaki p-degeri 0,05’ten kiigiik olan

mMIRNA ifade degisimleri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4.2.6. MIRNA’LARA AIiT POTANSIYEL HEDEF GENLERIN BELIiRLENMESI

miRNA’larin potansiyel olarak hedefleyebilecekleri genlerin bulunmasi i¢in farkli sekillerde
calisan biyoinformatik araglar bulunmaktadir. Bu araglar, genellikle internet (web) tabanlidir.
Yapmis oldugumuz g¢alismada miRNA’lara ait hedefler bulunurken web tabanli olarak

calisan miRDB (http://mirdb.org/) (76,77) veri-taban1 kullanilmistir.

4.2.7. META-ANALIZ CALISMASINDAN GELEN PKOS-SPESIiFiK GENLER
ILE miRNA HEDEF GENLERININ KESISTIRILMESI

PKOS’lu bireylerden alinan 6rnekler ile yapilan es-zamanli kantitatif PZR c¢alismasi
sonucunda KGH’ler ve MGH’ler arasinda anlamli ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilen
miRNA’lara ait biyoinformatik hedef listesi ile meta-analiz ¢alismasinda PKOS grubunda
MGH-KGH siniflar1 arasinda anlamli ifade farkliligi gosterdigi tespit edilen genlere ait ortak
liste yine VENNY programi kullanilarak tespit edilmistir.

4.2.8. YOLAK ZENGINLESTIRME ANALIZLERI

Yalnizca PKOS durumunda MGH ve KGH’ler arasinda ifade farkliligi gosterdigi tespit
edilen genlerin yer aldigi yolaklar ve miRNA hedef gen listesi ile PKOS-spesifik gen
listesinin kesistirilmesi ile elde edilen genlerin yer aldig1 yolaklar WebGestalt (WEBbased
GEne SeT AnaLysis Toolkit) (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) (78) internet tabanl

yolak zenginlestirme programinin 2013 versiyonu araciligiyla tespit edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. META-ANALIZ CALISMASI ICIN VERITABANLARINDAN SECIiLEN
VERI SETLERI

Yontem boliimiinde belirtilen uygun arama filtreleri kullanilarak GEO veri-tabaninda
yapilan arama sonucunda GSE34526 (79) ve GSE10946 (80) veri setleri, ArrayExpress veri-
tabaninda ise E-MEXP-3641 veri seti ¢alismamiz i¢in uygun bulunmustur.

GSE10946 veri seti 23 adet KGH 6rnegi icermektedir. Bu 6rneklerden 12 tanesi PKOS’lu

bireylerden almis olup 11 tanesi kontrol grubundan gelmektedir.

GSE34526 veri seti 10 adet MGH 6rnegi igermektedir. Bu drneklerden 7 tanesi PKOS’lu

bireylerden alinmis olup 3 tanesi kontrol grubundan gelmektedir.
E-MEXP-3641 veri seti ise 25 adet kontrol grubu 6rnegi icermektedir. Bu 6rneklerden

Toplamda 19 adet PKOS’lu bireylerden gelen ifade verisi (PK grubu), 39 adet kontrol
grubundan gelen ifade verisi (NM grubu) elde edilmistir (Cizelge 5.1.).

Cizelge 5.1. Secilen mikrodizin verilerinde PKOS ve kontrol gruplarina ait KGH ve MGH
ornek sayilarini gosterir cizelge (81).

PKOS (PK) Kontrol (NM)
MGH KGH MGH KGH
GSE10946 - 12 - 11
GSE34526 7 - 3 -
E-MEXP-3641 - - 12 13
Toplam 7 12 15 24

5.2. VERI SETLERININ KORELASYONUNA AiT BULGULAR

Veri tabanlarindan indirilen 3 ¢alismaya ait .CEL uzantili ham veriler tek bir veri seti olarak
(meta-veri) ArrayAnalysis programina yiiklenmistir. Yapilan analiz sonucunda bu 3 veri
setinde bulunan mikrodizin verilerinin yiiksek oranda korelasyon gosterdikleri (Pearson r

katsayis1 > 0,8) ve meta-veri olarak analiz edilebilir olduklari tespit edilmistir (Sekil 5.1.).
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Sekil 5.1. Veri-tabanlarindan indirilen 3 farkli veri setinde bulunan ham verilere ait
korelasyon grafigi. Calismada kullanilan mikrodizin verileri yiiksek oranda korelasyon
gostermektedir (Pearson korelasyon; r > 0,8) (81).

5.3. MIKRODIZIiN VERI ANALIiZi VE ISTATISTIKSEL ANALIZLERE AiT
BULGULAR (META-ANALIZ)

Yiiksek korelasyon gosteren mikrodizin verilerinin bir araya getirilmesi ile PKOS grubunda
7 adet MGH o6rneginden, 12 adet KGH 6rneginden ve kontrol grubunda ise 15 adet MGH
orneginden ve 24 adet KGH oOrneginden olusan bir meta-veri seti olusturulmustur. BRB-
ArrayTools yazilimi kullanilarak meta-veri seti ile mikrodizin ifade analizleri

gergeklestirilmistir.
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Yapilan mikrodizin veri analizi ve istatistiksel analizler sonucunda PKOS grubunda MGH
ve KGH siniflar1 arasinda 1.390 genin istatistiksel olarak anlaml1 (p<0,001) 4 kat ve lizerinde
ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise yalnizca 32 genin anlamli

olarak (p<0,001) 4 kat ve tizerinde ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir.

Hem kontrol grubunda hem de PKOS grubunda ortak olarak ifade farklilig1 gosteren genlerin
belirlenebilmesi icin VENNY Venn diagrami ¢izme programi kullanilmigtir. VENNY
analizi sonucunda 18 tane genin hem PKOS grubunda hem de kontrol grubunda MGH ve
KGH smaiflar arasinda ortak olarak ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir. 14 genin ise
yalnizca kontrol grubunda bu iki hiicre tipi arasinda ifade farkliligi gosterdigi, bununla
birlikte 1372 genin PKOS grubunda MGH ve KGH siniflar1 arasinda PKOS-spesifik olarak
ifade farklihigi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 5.2.). Bu asamadan sonra bu genlerden
“PKOS-spesifik genler” olarak bahsedilecektir.

PKOS (MGH-KGH) Kontrol (MGH-KGH)

1372

(97.7%)

Sekil 5.2. Yapilan meta-analiz ¢aligmasi sonucunda MGH ve KGH siiflar1 arasinda PKOS
grubunda 1372 genin, kontrol grubunda 14 genin anlaml olarak en az 4 kat ifade farklilig
gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001). 18 gen ise her iki grupta da ifade farklilig:
gostermektedir (81).
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5.4, PKOS-SPESIFIK GENLER iLE YAPILAN YOLAK ZENGINLESTIRME
ANALIZLERINE AiT BULGULAR

PKOS-spesifik genler ile WebGestalt programi kullanilarak yolak zenginlestirme analizleri
yapilmistir. WebGestalt aracilifiyla veri sunulan ve genlerin rol aldigi yolaklarin
belirlenmesinde etkin bir ara¢ olan KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
(82) yolak zenginlestirme analizi sonuglari PKOS-spesifik genlerin 6zellikle daha 6nce
literatiirde PKOS ile iliskilendirilmis MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) sinyal
yolag1 (47), TGF-B (Transforming Growth Factor) sinyal yolagi (48), diyabet ile iliskili
sinyal yolaklar1 (83), insiilin sinyal yolagi (49), Wnt sinyal yolagi (45), oosit-hiicre
olgunlagsmasi sinyal yolaklar1 (84) ve hormonal sinyal yolaklarinda (85) anlamli olarak

(p<0,0225) zenginlestigini gostermistir (Cizelge 5.2.).

Cizelge 5.2. PKOS-spesifik 1372 gene ait yolak analiz sonuglar (81).

Yolak ismi Gen sayis1 | p-degeri
MAPK sinyal yolag: 37 0,000000
TGF-B sinyal yolagi 17 0,000000
Tip 1 diyabet 11 0,000000
Wnt sinyal yolag: 19 0,000001
[nsiilin sinyal yolag1 17 0,000004
Tip 2 diyabet 10 0,000005
Progesteron aracili oosit olgunlagsmasi 11 0,000200
GnRH sinyal yolagi 12 0,000200
Oosit mayozu 11 0,001400
Hiicre dongiisti 9 0,022500

PKOS-spesifik genler ile yapilan yolak analizi sonuglart bu genlerden 37 tanesinin MAPK
sinyal yolaginda zenginlestigini gostermistir. Bu durum MAPK sinyal yolagimin hiicre
farklilagsmasi ve gelisiminde rol oynadig: diisiiniildiiglinde 6zellikle bu yolakta rol alan bu

genlere odaklanilmasina neden olmustur (Sekil 5.3.).
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Sekil 5.3. KEGG figiiriinden alinmis MAPK sinyal yolagi (hsa04010) (p<0,001). Kirmizi ile
isaretlenen genler KGH’lerde MGH’lere gore azalan gen ifadesini, mavi ile isaretlenen
genler ise artan gen ifadesini gostermektedir (81).

55. YOLAK ANALIiZLERINDEN SECILEN PKOS-SPESIiFIK GENLER iLE
KUMELE ANALIZLERININ YAPILMASI

Meta-veriye ait PKOS grubunda yer alan 6rnekler ile yapilan hiyerarsik kiimele analizleri
sonucunda RPS6KA1 (Ribosomal Protein S6 Kinase, Polypeptide 1), RASGRP1 (RAS
Guanyl Releasing Protein 1), RASGRP2, MAPK1, FOS (FBJ Murine Osteosarcoma Viral
Oncogene Homolog), MAPK14 (p38), FGF12 (Fibroblast Growth Factor 12) ve MKNK2
(MAP Kinase Interacting Serine/Threonine Kinase 2) gibi MAPK sinyal yolagi
elemanlarmin gen ifade profillerinin PKOS’ta KGH’leri MGH’lerden basarili bir sekilde
ayirdig tespit edilmistir. Bu genlerin ifadelerinin KGH’lerde MGH’lere gore ciddi bir
sekilde distiigii gortilmiistiir (Sekil 5.4.).
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Sekil 5.4. Meta-veriden gelen ornekler ve MAPK sinyal yolaginda yer alan, meta-analiz
calisgmasinda MGH (G) ve KGH’ler (C) arasinda anlamli olarak (p<0,001) ifade degisikligi
gosterdigi tespit edilen genler ile yapilan hiyerarsik kiimeleme ¢alismasini gosterir heatmap.

Kirmizi renk artan ifadeyi, yesil renk azalan ifadeyi temsil etmektedir.
kiimelenirken, MGH’ler Grup 2’de kiimelenmistir. MAPK sinyal
ifadelerinin Grup 1°de azaldig: tespit edilmistir (81).

5.6. RNA iZOLASYONUNA, SAFLIGINA VE MiKTARINA Ai

KGH’ler Grup 1°de
yolag: iliskili gen

T BULGULAR

Asagida cizelgede verilen Orneklerin RNA izolasyonlar1 yapilmis ve izole edilen total

RNA’larin NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific) cihazinda saflik oranlari (A260/A280)

ve konsantrasyonlar dl¢tilmiistiir (Cizelge 5.3.).
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Cizelge 5.3. RNA orneklerine ait konsantrasyon ve saflik degerlerini gosterir ¢izelge.

Ornek Mural Graniiloza Hiicreleri Kiimiiliis Graniiloza Hiicreleri
No. Kon(sl?gr}gﬁ)s yon Aze0/ Azgo Kon(snagr;LrLa;yon Aze0/ Azgo
PK1 397,3 2,00 64,4 2,01
PK 2 951,9 2,08 205,5 1,99
PK 3 1840,2 2,07 326,3 2,01
PK 5 156,6 2,00 259,6 2,02
PK 6 1930,0 2,08 96,3 1,93
PK 7 194,0 2,01 54,1 1,89
PK 8 250,8 2,01 59,2 1,75
PK 9 204,2 1,98 44,0 1,83

PK 10 719,6 74,6

PK 11 4328,6 99,9

PK 12 1646,1 156,7

PK 16 173,5 83,4

PK 17 52,8 1,97 22,7 1,79

PK 19 261,7 2,04 204,9 2,10

PK 20 25,2 1,94 147,1 2,09

PK 21 45,0 1,79 54,5 1,94

5.7. PKOS-SPESIFIK GENLERIN ES-ZAMANLI KANTITATIF PZR IiLE
DOGRULANMASINA AiT BULGULAR

PKOS-spesifik genlerin  MGH ve KGH smiflarinda gosterdigi ifade farkliligi
laboratuvarimizda toplanan PKOS’lu 12 bireye ait 6rnek ile es-zamanli kantitatif PZR
kullanilarak dogrulama ¢alismasina alinmistir. Bu ¢alismada KGH ve MGH’ler arasindaki
gercek biyolojik farkliligin ortaya ¢ikmasi i¢in her iki hiicre grubunun da saglanabildigi es-

ornekler denek olarak secilmis ve istatiksel analizlerde paired t-test yontemi kullanilmistir.

Meta-analiz ¢aligmasi sonucunda PKOS grubunda MGH ve KGH siniflar1 arasinda anlaml
olarak ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilen, MAPK sinyal yolaginda bulunan 3 gen
(MAPK1, MAPK14, FOS) ve PKOS ile iliskisi daha 6nce tespit edilen 5 gen (FZD3 (Frizzled
Class Receptor 3), INSR (Insulin Receptor), PTPRC (Protein Tyrosine Phosphatase,
Receptor Type, C), RUNX2 (Runt-related Transcription Factor 2), JUNB (Jun B proto-

oncogene)) dogrulama analizleri i¢in se¢ilmistir.

FZD3 ve INSR genlerinin ifadesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,028)
KGH’lerde MGH’lere gore arttigi (FZD3 igin 3,53 kat, INSR i¢in 4,86 kat), RUNX2
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ifadesinin de istatistiksel olarak anlamli olmasa da KGH’lerde 7,68 kat artis gosterdigi tespit
edilmistir. PTPRC ve JUNB genlerinin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,045)
KGH smifinda azaldig1 (PTPRC igin 3,23 kat, JUNB i¢in 1,71 kat) tespit edilmistir (Sekil
5.5).
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Sekil 5.5. Eg-zamanl kantitatif PZR ¢alismasi ile dogrulamak igin segilen genlerin (FZD3,
INSR, PTPRC, RUNX2, JUNB) bagil ifade diizeylerini gosterir grafik. Calisma ayni
bireylerden elde edilen MGH ve KGH’ler ile yapilmistir (n=12). Asteriks (*) ile isaretlenen
genler MGH ve KGH’ler arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farkliligi (p<0,05)
gostermektedir. Standart sapmalar ortalama +SEM olarak verilmistir (81).

Yine ayn1 12 bagimsiz 6rnek ile yapilan ¢calismada MAPK sinyal yolaginda yer alan MAPK1,
MAPK14 ve FOS genlerinin MGH ve KGH’ler arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde
(p<0,05) ifade farklilig1 gosterdigi (MAPK1 i¢in 1,46 kat, MAPK14 i¢in 1,5 kat, FOS i¢in
1,55 kat) tespit edilmistir. Ifade profilleri ¢ikarilan 3 genin de ifadesinin KGH’lerde
MGH’lere gore diistiigii tespit edilmistir (Sekil 5.6.).
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Sekil 5.6. Es-zamanli kantitatif PZR caligsmasi ile dogrulamak igin secilen MAPK sinyal
yolaginda rol alan genlerin (MAPK1, MAPK14, FOS) bagil ifade diizeylerini gosterir grafik.
Calisma ayni bireylerden elde edilen MGH ve KGH’ler ile yapilmistir (n=12). Asteriks (*)
ile isaretlenen genler MGH ve KGH’ler arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farkliligi
(p<0,05) gostermektedir. Standart sapmalar ortalama +SEM olarak verilmistir (81).

Es-zamanl kantitatif PZR ¢alismasinin sonuglarina gére MAPK sinyal yolaginda rol alan
bu genler ve laboratuvarimizda izole edilen Ornekler kullanilarak yapilan hiyerarsik
kiimeleme analizleri sonucunda bu genlerin 6rneklerimizi istatistiksel olarak anlamli olacak

sekilde 2 gruba (Grup 1 ve Grup 2 olarak) ayirdigi tespit edilmistir (Mann-Whitney;
W=132,5; p=0,049).
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Sekil 5.7. Bagimsiz orneklerde, secilen genlerin ifade diizeylerini dogrulamak i¢in es-
zamanl kantitatif PZR calismasi sonuglari ile gergeklestirilen kiimeleme analiz sonuglarini
gosterir heatmap. Ornekler ilgili mRNA ifade profillerine gére Grup 1 ve Grup 2 olarak
anlamli kiimelenmislerdir (Mann-Whitney; W=132,5, p=0,049). Kirmizi renk artan ifadeyi,
yesil renk azalan ifadeyi temsil etmektedir (81).
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5.8. MIRNA’LAR ILE GERCEKLESTIRILEN ES-ZAMANLI KANTITATIF PZR
CALISMASINA AIT BULGULAR

Laboratuvarimizda daha onceden tamamlanan ve Yiiksek Lisans Tezi olarak tarafimdan
sunulan c¢alismada MGH’lerde PKOS’lu bireyler ile kontrol grubu arasinda 7 adet
miRNA’nin ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir. Bu miRNA’larin PKOS durumunda
MGH ve KGH’ler arasinda ifade farklilig1 gosterip gostermedigi bu ¢alismada es-zamanli
kantitatif PZR yontemi ile aragtirilmistir.

PKOS’lu bireylerden alinan 11 6rnek ile KGH ve MGH’ler arasinda 7 adet miRNA’ya ait
ifade farkliliklar1 es-zamanli kantitatif PZR yontemi kullanilarak arastirilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda 5 adet miRNA’nin iki grup arasinda anlamli olarak (p<0,05)

ifade farkliligi gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 5.4.).

Cizelge 5.4. Ifade farklihg: gosterdigi tespit edilen miRNA’lari, istatistiksel anlamlilik
diizeylerini (p-degeri) ve bu miRNA’larin MGH-KGH’ler arasindaki kat degisimini gosterir
cizelge (81).

miRNA p-degeri | Kat degisimi (MGH-KGH)
hsa-miR-1587 0,00001 0,48
hsa-miR-1909 0,00217 0,27
hsa-miR-3135b | 0,00095 4,38
hsa-miR-3188 0,03079 0,33
hsa-miR-4286 0,01240 12,51
hsa-miR-4417 0,12534 1,80
hsa-miR-4433 0,27667 0,84

Ifade farklihgi gosteren 7 adet miRNA’ya ait MGH-KGH smiflar1 arasinda ifade

degisikligini gosteren bagil ifade diizeyleri ve 6rnek sayilar1 Sekil 5.8.’de sunulmaktadir.
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Sekil 5.8. Eg-zamanli PZR ¢alismas1 sonucunda MGH’lerde KGH’lere gore ifade farkligi
gosteren miRNA’lar1 ve bagil ifade diizeylerini gosterir grafik (n=11). Asteriks (*) ile
isaretlenen miRNA’lar MGH ve KGH’ler arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farklilig:
(p<0,05) gostermektedir. Standart sapmalar ortalama +=SEM olarak verilmistir (86).

5.8.1. MiIRNA’LARA AiT POTANSIYEL HEDEF GENLERIN BELIRLENMESINE
AIT BULGULAR

Ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilen miRNA’larin potansiyel hedefleri miRDB veri-tabani
kullanilarak tespit edilmistir. Cizelge 5.5.’te ilgili miRNA’lara ait tahmini hedef gen sayilar
ve miRNA’larin MGH’lerdeki ifade diizeyinin KGH’lerdeki ifade diizeyine gore artig-azalig

durumlar1 sunulmustur.

Laboratuvarimizda daha 6nce KGH’lerde PKOS-kontrol siniflar1 arasinda gergeklestirilen
miRNA ifade analizi ¢alismasinda ilgili miRNA’lara ait potansiyel hedefler, bu hedeflerin
bazilarina ait deneysel ve biyoinformatik dogrulama caligmalar1 yapilmistir. Bu nedenlerle
MiRNA-hedef analizi ve bu hedeflerin yer aldigi yolaklar ile ilgili tekrar bir ¢aligma
yapilmamistir. Ancak bu miRNA’larin PKOS ile iliskisi daha once ekibimiz tarafindan

tartisilmis ve bu iliskinin potansiyeli agiklanmistir.
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Cizelge 5.5. ifade farkliligi gosterdigi tespit edilen miRNA’lara ait tahmini hedeflerin
sayisini ve bu miRNA’larin MGH-KGH siniflari arasinda ifade durumunu gosterir ¢izelge.

miRNA MGH-KGH ifade durumu | Tahmini hedef gen sayisi
hsa-miR-1587 Azalis 459
hsa-miR-1909 Azalis 800
hsa-miR-3135b Artis 685
hsa-miR-3188 Azahs 451
hsa-miR-4286 Artis 798

5.9. META-ANALIZ CALISMASINDA PKOS GRUBUNDA iFADE FARKLILIGI
GOSTEREN GENLER ILE MIiRNA HEDEF GENLERININ
KESISTIRILMESINE AiT BULGULAR

Ifade farklihg: gosteren miRNA’larin hedeflerine ait toplam 2803 genden olusan liste
(tekrarlayan genler ihmal edilmistir) ile PKOS-spesifik gen listesi (1372 genden olusan liste)
VENNY aracit kullanilarak kesistirilmistir. Yapilan bu kesistirme islemi sonucunda
genlerin %5,3 {intin (209 gen) her iki listede de ortak oldugu, %65,4’liniin (2594 gen) sadece
tahmini miRNA hedefi olarak kaldigi, %29,3’liik kisminin (1163 gen) ise yalnizca PKOS-
spesifik genler arasinda yer aldig1 tespit edilmistir. Her iki grupta da yer alan 209 genden

olusan liste ile tekrar yolak zenginlestirme analizlerine gidilmistir (Sekil 5.9.).

Tahmini miRNA Hedefleri PKOS-Spesifik Genler

2594 "' 1163

(65.4%) | (29.3%)

Sekil 5.9. VENNY ile yapilan kesistirme analizi sonucunda, tahmini miRNA hedefleri,
PKOS-spesifik genler ve bu listelerde ortak olarak yer alan genleri gosterir venn diagrami
seklidir. Her grubun toplam gen listelerinde yer aldig1 sayilar1 yiizde (%) olarak da
sunulmaktadir.
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5.10. ORTAK GEN LIiSTELERI ILE GERCEKLESTIRILEN YOLAK
ZENGINLESTIRME ANALIZINE AIT BULGULAR

Ortak gen listesinde yer alan 209 gen ile WebGestalt programi kullanilarak tekrar yolak
analizlerine gidilmistir. Yapilan yolak analizleri sonucunda ilgili genlerin anlamli olarak
(p<0,05) yine PKOS’la yakin iliskisi bilinen MAPK, Wat, insiilin, TGF- 8, tip 2 diyabet ve
GnRH sinyal yolaklarinda zenginlestigi dikkat ¢cekmektedir (Cizelge 5.6.).

Cizelge 5.6. Ortak gen listeleri ile yapilan yolak analizleri sonucu zenginlesme goriilen
yolaklar, yolaklarda zenginlesen gen sayilari ve istatistiksel anlamlilik diizeylerini (p-degeri)
gosterir cizelge.

Yolak ismi Gen sayis1 |p-degeri (FDR)
MAPK sinyal yolag: 11 1,48e-06
Wnt sinyal yolag: 4 0,0113
[nsiilin sinyal yolag1 5 0,0016
TGF-B sinyal yolagi 5 0,0002
Tip 2 diyabet 3 0,0040
GnRH sinyal yolagi 3 0,0193

Bu yolaklarda yer alan genlerin miRNA’lar tarafindan diizenlenebilecegi diisiiniildiigiinde
genleri tek tek arastirmak ve daha 6nce yapilan mRNA calismasi ile benzer sonuglari arama

gerekliligine istinaden her yolak kendi igerisinde degerlendirilmistir.

Yapilan tiim analizler ve birbirinden bagimsiz bu verilerden elde edilen bilgi ele alindiginda,
en dikkat ¢ekici sonuglar MAPK sinyal yolaginda yer alan MAPK1 ve RASGRP1 genlerine
ait verilerdir. MAPK1 geninin KGH’lerde azalan ifadesi mRNA’lar ile yapilan es-zamanli
PZR caligmasi ile de dogrulanmis, ayni zamanda MAPK1’i hedefleyen-regiile eden hsa-miR-
3188’in ifadesinin ise yine KGH’lerde MGH’lere gore arttigi deneysel olarak tespit
edilmistir (Sekil 5.10.). miRNA ifadesi artarken hedefledigi mRNA’nin ifadesinin azaldig:
diigiiniildiigiinden bu bilgi MAPK 1’in PKOS’ta KGH’lerde ifadesinin diigmesinin hsa-miR-

3188’1n artan ifadesi nedeniyle olabilecegine dair fikir sunmaktadir.
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Sekil 5.10. hsa-miR-3188 ve potansiyel hedefi olan MAPK1 genin MGH ve KGH’ler
arasinda bagil ifade diizeylerini gosterir grafik. miR-3188 ifadesi KGH’lerde anlamli olarak
artarken hedefi MAPK1 ifadesi anlamli olarak azalmaktadir.

Hem insiilin sinyal yolaginda hem de MAPK sinyal yolaginda bulunan MKNK2 geninin
ifadesinin ve geni potansiyel olarak hedefleyen hsa-miR-4286’nin MGH ve KGH’lerdeki

ifade diizensizlii de ¢ikan sonuglar arasinda dikkat cekmektedir.

Yolaklara ait sekiller ve diger yolaklardaki potansiyel gen-miRNA iliskisi ile ilgili daha
detayl1 bilgi tezin “6.1 TARTISMA” kisminda sunulmaktadir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Folikiilogenez-oogenez sirasinda MGH ve KGH’lerin oOnciil graniiloza hiicrelerinden
farklilastiklar1 bilinmektedir. Bu hiicreler farklilastik¢a ayr roller iistlenmektedirler ve bu
farklilagma ile birlikte gen ifade profilleri de degismektedir. Literatirde MGH ve KGH’lerin
ifade profillerini karsilagtiran yalnizca bir adet calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligma da erkek
faktorlii infertilite nedeniyle IVF tedavisine basvuran ve normal bir ovulasyon siirecine sahip
kadinlardan toplanmis ornekler ile yapilmistir (E-MEXP-3641) (14). Ancak daha once
PKOS’lu bireylerden alinan MGH ve KGH o6rneklerinin ifade profillerini kiyaslayan bir
calisma yapilmamistir. Literatiirde mikrodizin verileri bulunan GSE34526 GEO erisim
numarasina sahip c¢alisma yalnizca PKOS’lu bireylerden ve kontrol gurubundan alinan
MGH’ler ile (79), GSE10946 GEO erisim numarasina sahip ¢alisma ise yine PKOS’lu
bireylerden ve kontrol grubundan alinan KGH’ler ile (80) mRNA diizeyinde yapilmistir.
Laboratuvarimizda yiiksek lisans tezi olarak tamamlanan caligma ise yine PKOS’lu
bireylerden ve kontrol grubundan alinan MGH’ler ile tamamlanmig ve 7 adet miRNA’nin

PKOS-Kontrol gruplar1 arasinda anlamli olarak ifade farkliligi gosterdigi bulunmustur.

Tamamlamis oldugumuz bu doktora tez ¢alismasi ve tezden g¢ikan yayin; bu iki somatik
hiicre grubu arasinda yalmizca PKOS durumunda ifade farklihg: gosteren gen profilini
MRNA ve miRNA diizeyinde ortaya koyan ilk ¢alismadir. Biyoinformatik olarak tespit
edilen gen listelerinden PKOS ile iligkisi oldugu bilinen genler segilerek laboratuvarimizda
bagimsiz ornekler ile ifade profilleri dogrulanmistir. Ek olarak PKOS’lu bireylerde kontrol
grubuna gore ifadesi degisen miRNA’larin, hiicre farklilasmasi ve gelismesi gibi
yolaklar iizerinde etkisi oldugu diisiiniildiigiinde PKOS’lu bireylerde MGH ve
KGH’lerde ifadelerinin degisiklik gosterebilecegi ongoriilmiistiir. Yapilan ¢aligsmalarda
bu miRNA’lardan 5 tanesinin PKOS’lu bireylerde MGH ve KGH’ler arasinda anlaml1 olarak
ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir.

Meta-analiz calismalarinda platform farkliliklar1 gibi teknik farkliliklardan kaynakli
sorunlara oldukga sik rastlanilmaktadir. Tez calismasinda literatiirde bulmus oldugumuz
caligmalarin ayni platformdan geliyor olmasi1 (Affymetrix HumanGenome U133 Plus 2.0

cipini) ve daha sonra yapilan analizler ile bu calismalardan elde edilen Orneklerin
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normalizasyon sonrasinda yiiksek diizeyde korelasyon gostermesi (r>0,8), naiv meta-analiz

yapmamiza olanak saglamistir.

Yapilan ¢alismalarda yalnizca PKOS’ta MGH ve KGH’ler arasinda anlamli (p<<0,001) ifade
farklilig1 (en az 4 kat) gosteren 1372 adet gen tanimlanmustir. Bu genler ile gergeklestirilen
yolak zenginlestirme ¢alismalar1 sonucunda ilgili genlerin PKOS ile iliskisi oldugu bilinen
MAPK sinyal yolagi (47), TGF-8 sinyal yolagi (48), insulin sinyal yolagi (49) ve Wnt sinyal
yolaginda (45) zenginlestikleri tespit edilmistir.

MAPK Sinval Yolag: ve Olgunlasma

Yapilan calismalar LH ve FSH stimiilasyonu sonrasinda folikiiliin ve KOK’un MAPK sinyal
yolaginin aktivasyonuna bagli olarak olgunlagmaya devam ettigini ve oositin mayoz
stirecine devam ederek KGH’lerin farklilasmasini tamamladigini gostermistir. Ek olarak
oositi etkileyecek ve olgunlagmasini saglayacak parakrin faktdrlerlerin KGH’ler tarafindan
yine MAPK sinyal yolaginin tetiklemesi ile sentezlendigi bilinmektedir (87). Ayrica MAPK
sinyal yolaginda yer alan ERK1/2 (MAPK1) ve p38 (MAPK14) genlerinin MGH’lerde aktive
olmasinin oosit matiirasyonu (olgunlasmasi) ile iligkilendirildigi gosterilmistir (88).
Yamashita ve arkadaslarinin domuzlardan alinan KOK’lar ile yaptig1 ¢alismada bu iki

proteinin ifadelerinin MGH ve oosit olgunlagmasinda etkin rol oynadigi tespit edilmistir (89).

Laboratuvarimizda tamamlanan meta-analiz ¢alismasi sonucunda MAPK sinyal yolaginda
zenginlesen 37 genin PKOS grubundaki bireylere ait 6rneklerde MGH ve KGH siniflar
arasinda anlamli olarak ifade farkliligi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 5.3.). MAPK sinyal
yolag1 aktivasyonunun proliferasyon, farklilasma ve hiicre dongiisii ile dogrudan iliskili
oldugu disiiniildiigiinde yolakta yer alan bazi kilit genlerin (RASGRP (RAS Guanyl
Nucleotide-Releasing Protein), MAPK1 (ERK1/2), MAPK14 (p38) ve yolakta yer alan bir
transkripsiyon faktorii olan FOS (c-FOS)) ifadelerinin KGH’lerde MGH’lere gore
diismesinin, yolagin aktivitesinin azalmasi veya simrlanmast sonucunda KGH
farklilasmasinin ve oosit olgunlasmasinin engellenmesi ile iliskilendirilebilecegini akla
getirmistir. Bu durum MAPK1, MAPK14, FOS ve FOS ile dimer olusturarak aktivite
gosteren JUNB genlerinin ifadelerinin es-zamanli kantitatif PZR ile dogrulanmasi i¢in aday
olarak seg¢ilmelerine neden olmustur. Yapilan calismalar sonucunda bu genlerin

laboratuvarimizca toplanan bagimsiz 6rneklerde de meta-analiz ¢alismasi sonucunda oldugu
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gibi KGH grubunda MGH’lere gore ifade diisiikliigii gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 5.6.
ve Sekil 5.7.).

miRNA’lara ait potansiyel hedefler ve PKOS-spesifik genler kullanilarak yapilan analiz
sonucunda ortak olarak bulunan gen listesi ile yapilan yolak analizinde 11 genin MAPK
sinyal yolaginda zenginlestigi tespit edilmistir. MAPK sinyal yolaginda zenginlesen 11 gen
miR-1909, miR-3135b, miR-3188 ve miR-4286’nin potansiyel hedefleri arasinda yer
almaktadir (Sekil 6.1.). MAPK sinyal yolagi hiicre farklilasmasi ve proliferasyonunda rol
oynayan en onemli yolaklardan bir tanesidir. Calisma kapsaminda MGH-KGH’ler arasinda
PKOS’ta ifade farklilig1 arastiritlan 7 miRNA’dan 4 tanesi potansiyel olarak yolakta yer alan
11 gen ile iligkilendirilmektedir. Bu durum MAPK sinyal yolagindaki sinyal bozulmasina
bagli olarak onciil graniiloza hiicrelerinden farklilagmasi gereken MGH ve KGH’lerin tam
olarak bu farklilasmay1 tamamlayamamasi ve folikiil-yumurta olgunlasmasinin bu nedenle

tamamlanamamasi ile iligkilendirilebilir.

Laboratuvarimizda bulunan bagimsiz 6rnekler ile yapilan es-zamanli PZR ¢alismasinda
miR-3188’in ifadesinin KGH’lerde MGH’lere gore artis gosterdigi tespit edilmistir. Meta-
analiz caligmasinda ise MAPK1 geninin ifadesinin KGH’lerde MGH’lere gore azaldigi
gosterilmis ve kendi 6rneklerimiz ile dogrulanmistir. miRNA ifadesindeki artigin hedefi olan
mRNA molekiiliiniin ifadesini azaltacag: bilgisinden yola ¢ikarak KGH’lerdeki MAPK 1
ifade azalisinin artan miR-3188 ifadesi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha 6nce
de bahsedildigi lizere literatiirde MAPK1 ifadesinin oosit matiirasyonu ile baglantili oldugu
gosterilmistir. KGH’lerde miR-3188’deki artisin yumurta ile en yakin iligkide olan bu
hiicrelerin MAPK1 ifade azalist nedeniyle proliferasyon ve farklilasma siireclerini

etkileyebilecegi sdylenebilir.
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Sekil 6.1. KEGG figiirtinden adapte edilen MAPK sinyal yolagi (hsa04010). Ortak listede
yer alan mRNA’lar ve potansiyel olarak bu mRNA’lar1 hedefleyen miRNA’lar kirmizi renk
ile belirtilmistir.

Onciil graniiloza hiicrelerinde, JUNB ve FOS genlerinin ifadelerinin FSH ve LH
salgilanmasina bagli olarak artis gosterdigi bilinmektedir. Jun aile transkripyon faktorleri
graniiloza hiicrelerinin son asamaya farklilasmasindan (terminal diferensiyasyon)

sorumludur. JUN’larin aktivasyonu araciliiyla graniiloza hiicreleri liiteinleserek son halini

alir ki bu durum normal folikiil gelisimi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

JUN-FOS transkripsiyon faktorlerinin bu aktivasyonlar1 somatik hiicrelerinin olgunlasmasi,
farklilagsmasi ve dolayisiyla folikiil gelisimi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir (90).
Tamamlamis oldugumuz ¢alisma sonucunda JUNB ve FOS genlerinin ifadesinin PKOS’Iu
bireylerde KGH smifinda MGH sinifina gére anlamli olarak (p<0,05) azalma gosterdigi
tespit edilmistir (JUNB i¢in 1,71 kat ve FOS i¢in 1,55 kat). Bu bilgiler 15181nda, azalan JUNB
ve FOS ifadesinin KGH’lerde terminal diferensiyasyonu etkileyerek yumurta

olgunlagmasini engelleyebilecegi diisiiniilebilir.
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Whnt Sinval Yolag1 ve KGH’ler

Wnt sinyal yolagi hiicrenin kaderini proliferasyon veya farklilasma araciligiyla belirleyen
gelisimsel bir sinyal yolagidir (46). Yolagin 3 farkli tipi bulunmaktadir; 1) Standart Wnt
Yolagi (Wnt/B-CATENIN yolagi), 2) Standart Olmayan Diizlemsel Hiicre Kutuplagsmasi
Yolagi, 3) Wnt/Ca?* yolagidir. Yolak tiplerinin iigii de Wnt proteinlerinin ilgili reseptdrlerine
(Frizzled reseptorlere) baglanmasi ile aktive olmaktadirlar. Frizzled reseptorler (FZD’ler)
N-terminal uglarinda Wnt proteinlerinin baglanabilmesi i¢in ekstraseliiler bir sisteince
zengin domain (CRD) bulundururlar. Standart Wnt yolagi, yolak igin anahtar bir role sahip
B-CATENIN molekiiliiniin sitoplazmada bulunan bir diizenleyici kompleks tarafindan
ifadesinin diizenlenmesi ile kontrol edilir. Bu kompleks APC (Adenomatous polyposis coli),
GSK-38 (Glycogen sythase kinase 3), CKla (Casein kinase I-a), ve AXIN molekiillerinden
olusmaktadir. Standart Wnt yolagi Wnt proteinlerinin FZD’lere ve ko-reseptorii olan LRPS
(Low-density lipoprotein receptor-related protein 5) veya LRP6’ya (Low-density lipoprotein
receptor-related protein 6) baglanmasi ile aktive olmaktadir. Bu aktivasyondan sonra kontrol
altinda tutulan B-CATENIN molekiilii diizenleyici kompleks tarafindan serbest birakilir ve
ardindan c¢ekirdege giderek Wnt-baglantili transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu
tetikler (91). Yapmis oldugumuz meta-analiz ¢alismasinda PKOS-spesifik olarak MGH ve
KGH’ler arasinda ifadesi degisen 19 genin Wnt sinyal yolaginda zenginlestigi tespit
edilmistir. Bu genler arasinda FZD3, FZD5 ve LRP5 gibi Wnt sinyal aktivasyonunda Kkilit

Ooneme sahip genler de bulunmaktadir.

Wnt sinyal yolaginin ilk adiminda yer alan molekiillerden bir tanesi olan FZD3 reseptorii
ligandi WNT2’nin (Wingless-type MMTYV integration site family member 2) baglanmasi ile
aktive olmaktadir (92). Memeliler ile yapilan ¢alismalar Wnt sinyalizasyonunun normal
ovaryum  gelisimindeki roliinii  gOstermistir  (46,93). Bununla birlikte ~ Wnt
sinyalizasyonundaki bozulmalar (disregiilasyon) ise PKOS ile iligkilendirilmektedir (92). Bu
calismalar Wnt sinyal yolagi reseptorleri olan FZD’lerin kontrol gruplarinda MGH’lerde
normal diizeylerde ifade edildiklerini gostermektedir. Laboratuvarimizda yapilan meta-
analiz ¢aligmast FZD3 geninin kontrol grubunda MGH ve KGH’ler arasinda yakin
seviyelerde ifade edildigini gostermektedir. Ancak meta-analiz ¢alismasinin sonuglarindan
yola ¢ikarak es-zamanli kantitatif PZR ¢aligmasi ile de gosterildigi tizere PKOS grubunda
FZD3 ifade diizeyi KGH’lerde MGH’lere gore 3,53 kat artis gostermektedir. KGH’lerin
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ovulasyondan hemen 6nce tamamen farklilagmis ve 6zellesmis olmalar1 gerekmektedir ki bu
durum oosit gelisimi i¢in en dnemli hususlardan bir tanesidir. Ancak KGH’lerde artan FZD3
diizeyi hala siiren bir farklilasma siireci olabilecegini gosterebilir. Bu durumun da oosit-

folikiil gelisiminin tam olarak ger¢eklesememesi ile baglantili olabilecegi diistiniilmektedir.

Laboratuvarimizda yapilan es-zamanli kantitatif PZR calismasinda MGH-KGH siniflari
arasinda miR-3135b, miR-4286 ve miR-1909 ifadelerinin anlamli olarak degistigi tespit
edilmistir. Bu miRNA’larin potansiyel hedefleri ile yapilan yolak analizleri sonucunda
PKOS’ta 6nemli rol oynadig1 bilinen Wnt sinyal yolaginin tiplerinden biri olan Standart
Olmayan Diizlemsel Hiicre Kutuplagsmasi (Planar Cell Polarity — PCP) yolaginin ortasinda
bulunan RAC2, RHOA ve DAAML1 genlerinin anlamli olarak zenginlestigi gézlemlenmistir
(Sekil 6.2.). PCP yolaginda yer alan bu genlerin miRNA ifadelerindeki degisiklige bagh
olarak ifade degisikligi gostermesi sonucunda PKOS ile iligkisi bilinen hiicre iskelet
degisikliklerine ve fokal adezyonda degisiklige neden olabilecegi akla gelmektedir. KGH ve
MGH’lerde olusabilecek bu hiicre iskelet degisimlerinin PKOS’ta gdzlemlenen oosit-folikiil
olgunlasamama durumu ile iligkisi oldugu bilinmektedir (94). Bu nedenle galismamizda

tizerinde durulan, PCP yolaginda yer alan bu genler ve ilgili miRNA’larin PKOS’ un

molekiiler temellerinin agiklanmasi agisindan 6nem teskil ettigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 6.2. KEGG figiiriinden adapte edilen Wnt sinyal yolagi (hsa04310). Ortak listede yer
alan mRNA’lar ve potansiyel olarak bu mRNA’lar1 hedefleyen miRNA’lar kirmizi renk ile
belirtilmistir.

PKOS, insiilin Direnci ve Tip 2 Divabet

PKOS ve insiilin direnci arasindaki iliski bilinmekle birlikte tam olarak a¢iklanmis bir konu
degildir. PKOS’lu bireylerde genelde insiilin direnci ve sonrasinda tip 2 diyabet gibi
metabolik sorunlarin ortaya ciktigi bilinmektedir. Benzer sekilde insiilin direnci bulunan
kadinlarda PKOS gelisimi daha siklikla gézlemlenmektedir (49,95,96). Literatiirle uyumlu
olarak meta-analiz ¢alismasi sonucunda ifade farkliligi gosteren bir¢ok gen ve miRNA
hedefleri ile ortaklastirilan listede bulunan genlerin insiilin sinyal yolagi, tip 1 ve tip 2
diyabet sinyal yolaklarinda anlamli olarak zenginlestigi tespit edilmistir (Sekil 6.3. ve Sekil
6.4.).

Simdiye kadar yapilan calismalar bu yolaklarda kilit role sahip olan INSR (Insiilin
Reseptorii) genin ifadesindeki diizensizliklerinin ve bu gendeki tekli niikleotid
polimorfizmlerinin PKOS ile iliskisini gostermektedir (97,98). Ek olarak Purcell ve

arkadaglar1 INSR’nin, oosite enerji kaynagi olarak piruvat saglayan KGH’lerde, insiilin
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bagimli glikoz aliminda diizenleyici olarak goérev aldigimi gostermistir (99). Bu tez
calismasinda, INSR ifadesinin KGH’lerde MGH’lere gore anlamli olarak 3,03 kat fazla
oldugu gosterilmistir. Yumurtanin enerji metabolizmasindan sorumlu KGH’lerde PKOS
durumunda INSR ifadesindeki artisin tespit edilmesi, bu hiicrelerde insiilin-glikoz alimini
bozularak yumurtanin olgunlagmasini etkileyebilecegini ve bu durumun PKOS’ta goriilen

olgunlagamama veya folikiiliin catlayamamast ile iliskilendirilebilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 6.3. KEGG figiiriinden adapte insiilin sinyal yolagi (hsa04910). Ortak listede yer alan
mRNA’lar ve potansiyel olarak bu mRNA’lar1 hedefleyen miRNA’lar kirmizi renk ile
belirtilmistir.

Insiilin sinyal yolaginda rol alan HK2 (Hexokinase 2) ve RHOQ (Ras Homolog Family
Member Q) genleri miR-3135b’nin potansiyel hedefleri arasinda yer almaktadir. Sekil
6.3.’te yer alan yolak incelendiginde bu genlerin miR-3135b’nin ifadesindeki degisiklikten
etkilenerek ifadelerinin diizensizlesmesi durumunda PKOS’ta rastlanan glikoz dengesinin
bozulmasi ve insiilin direnci ile iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Ayni sekilde
ozellikle miR-3135b’nin potansiyel hedeflerinin S$ekil 6.4.’te bulunan tip 2 diyabet
yolaginda da yer almast bu miRNA’nin insiilin direnci-PKOS iligkisinin agiklanmasi i¢in

onem teskil ettigini gostermektedir.
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Bu bilgiler 151¢1nda instilin direnci-PKOS iligkisinin yumurtaya en yakin hiicreler olan KGH
ve MGH’lerden baglayarak metabolik bir sekilde bireyleri etkiledigi sdylenebilir. KGH ve
MGH’ler iizerindeki bu etkilerin oositin olgunlagsmasina ve folikiiliin son sathaya gecerek
ovulasyonun ger¢eklesememesine neden olmasi1 da miimkiin gdziikmektedir. Insiilin sinyal
yolagit MAPK sinyal yolag: gibi farklilasma ve proliferasyonu diizenleyen yolaklarla yakin
iliskidedir ve bu yolaklarda yer alan genler miR-3135b ve miR-3188 gibi ortak miRNA’lar
tarafindan potansiyel olarak hedeflenmektedir. MGH ve KGH’lerde bu miRNA’larin ifade
diizensizlikleri potansiyel olarak hedefledikleri genler de dikkate alindiginda insiilin direnci-

PKOS arasindaki iligskiye dikkat cekmektedir.
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Sekil 6.4. KEGG figiiriinden adapte edilen tip 2 diyabet baglantili genleri belirtir gen iligki
haritas1 (hsa04930). Ortak listede yer alan mRNA’lar ve potansiyel olarak bu mRNA’lar1
hedefleyen miRNA’lar kirmizi renk ile belirtilmistir.
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TGF-g Sinval Yolag1 ve Mikrocevre

PKOS’un gelismesinde en 6nemli mekanizmalardan bir tanesinin TGF-B sinyal yolagi
oldugu bilinmektedir. Literatiirde TGF-8 sinyal yolagindaki diizensizlikler sonucunda
yumurtaliklar igerisinde stromal dokunun serlestigi, artis gosterdigi ve fibrozisin gelistigi
artan kollajen miktariyla birlikte gosterilmistir (100). Stroma dokusundaki bu sertlesmeye
bagli olarak da folikiillerin ¢atlayamadan over igerisinde biriktikleri tespit edilmistir (101).

TGF-B sinyal yolagmin en basinda bulunan TGFB1 (Transforming Growth Factor, Beta 1)
ve TGFBR2 (Transforming Growth Factor, Beta Receptor Il) genleri Sekil 6.5.’te de
belirtildigi tizere miR-4286’nin (TGFBL1 igin) ve miR-1909’un (TGFBR2 igin) potansiyel
hedefleri arasinda bulunmaktadir. Ayn1 zamanda bu genlerin meta-analiz sonucunda da
anlamli olarak ifade farklilig1 gosterdikleri tespit edilmistir. TGF-B sinyal yolaginin hem
daha once belirtildigi {izere ovaryum stromasi araciligryla PKOS’a etkisi hem de hiicre
dongiisii ve apoptoz siireglerinde oynadigi roller diisiiniildigiinde KGH-MGH siniflari
arasinda TGFB1 ve TGFBR2 genlerinin ifade diizensizliklerinin 6nemi dikkat ¢cekmektedir.
TGFB1 sinyalinin folikiiler olgunlasmada rol oynadigi bilinmektedir (3). Bu durum
molekiilii potansiyel olarak hedefleyen miR-4286 ve yolakta rol alan diger molekiilleri
hedefleyen miR-1909, miR-3135b ve miR-3188’in ifade diizensizliklerinin PKOS ile
iliskilendirilebilecegini gostermektedir (Sekil 6.5.).
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Sekil 6.5. KEGG figiiriinden adapte TGF-f (hsa04350). Ortak listede yer alan mRNA’lar ve
potansiyel olarak bu mRNA’lar1 hedefleyen miRNA’lar kirmizi renk ile belirtilmistir.

6.2. SONUC
Bu ¢alisma sonucunda;

e Literatlirde simdiye kadar yapilmis PKOS-kontrol gruplarina ait mikrodizin verisi
kullanilarak yapilan meta-analiz ¢aligmasi ile PKOS-spesifik olarak MGH ve
KGH’ler arasinda 4 kat ve iizeri anlamli (p<0,001) ifade farklilig1 gosteren
mRNA’lar tespit edilmistir.

e Bu PKOS-spesifik genler ile yapilan yolak analizleri sonucunda PKOS ile iliskisi
oldugu bilinen yolaklarda zenginlestigi tespit edilen genler secilmis ve
laboratuvarimizda toplanan bagimsiz 6rnekler ile 7 adet mRNA’nin ifade degisimi
es-zamanl kantitatif PZR calismasi ile dogrulanmistir. Bu asamaya kadar

tamamlanan calisma ekibimiz tarafindan 2016 yilinda PLoS One dergisinde

60




akademik makale olarak yaymlanmgtir. Ilgili yaym “TEZDEN CIKAN
YAYINLAR” kisminda sunulmaktadir.

Laboratuvarimizda daha 6nce tanimlanan, MGH’lerde PKOS-kontrol grubunda ifade
farkliligr mikrodizin yontemi ile gdsterilen 7 adet miRNA nin PKOS grubunda MGH
ve KGH’ler arasinda ifadelerinin nasil degistigi arastirilmis, 5 adet miRNA’nin
MGH-KGH arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) ifade farklilig1 gosterdigi
tespit edilmistir.

ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilen 5 miRNA’ya ait potansiyel hedefler tespit
edilerek, PKOS-spesifik genler ile kesistirilmistir. Cikan ortak gen listesi ile yolak
zenginlestirme analizlerine gidilmistir.

PKOS’ta rol oynadig: bilinen MAPK sinyal yolaginda yer alan ve ¢aligmada ifade
farklilig1 gosterdigi deneysel ve biyoinformatik olarak tespit edilen MAPK1 geni ile
gen ifadesine ters olarak ifade gdsteren ve geni potansiyel olarak hedefleyen hsa-
miR-3188’in PKOS gelisiminde mikrogevre elemanlarini etkileyerek aktif rol
oynayabilecegi gosterilmistir. ileride MAPK1 ve miR-3188 ifadelerinin fonksiyonel
olarak arastirilmasmin PKOS gelisiminin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi igin
biiyilk Onem teskil ettigi, somatik MGH ve KGH’lerde bu ifadelerin
diizenlenmesinin PKOS’un tedavisi i¢in bir potansiyel olusturabilecegi fikri ortaya
cikarilmistir.

Ileride bu iliskinin daha net olarak gosterilebilmesi igin graniiloza hiicre hatlarinda

miR-3188 ifadesinin artirilarak ve azaltilarak MAPK1 ve yolakta bu genin altinda yer
alan genlerin (c-FOS-JUNB gibi) ifade diizeyindeki degisikliklerin belirlenmesi bu
iliskinin aydinlatilmas1 i¢cin onemli olacaktir. Ek olarak PKOS gelistirilmis fare
modelinden elde edilebilecek MGH’lerin ve KGH’lerin bulundugu ortamda miR-
3188’in ifadesinin artirilarak hiicresel boyuttaki degisikliklerin tespit edilerek
farklilagma siirecinin gézlemlenmesi ve karakterizasyonlarinin belirlenmesi degerli
olacaktir.

PKOS ile iligkisi daha once gosterilmis Wnt sinyal yolagindaki diizensizliklerin
KGH-MGH’ler arasinda ifadesi degisen FZD3 ile baglantili olarak farklilagsma
stirecini etkileyebilecegi diisliniilmektedir. Ayrica standart ve standart olmayan Wnt
sinyal yolaklarinda yer alan bir¢ok genin ¢alismamizda ifade gosterdigi tespit edilen

5 adet miRNA tarafindan potansiyel olarak hedeflendigi gosterilmistir. Bu durum bu
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miRNA’larin - Wnt sinyal yolagr aracilifiyla PKOS i¢in 6nemli bir rol
oynayabileceklerini gostermektedir.

PKOS-insiilin direnci arasindaki iliski KGH ve MGH’ler agisindan da ele alinmis ve
insiilin direncinde kilit role sahip INSR geninin ifadesinin bu iki hiicre arasinda
degistigi tespit edilmistir. Ek olarak insililin sinyal yolagi ve tip 2 diyabet
mekanizmasinda miR-3135b’nin  aktif role sahip bir miRNA olabilecegi
gosterilmistir.

[leride miR-3135b-insiilin sinyal yolagi iliskisinin daha iyi aydinlatilabilmesi icin

farelerde insiilin direnci ve PKOS gelistirilmesi sonucunda instilin sinyal yolagindaki
ve mMiR-3135b ifadesindeki degisikliklerin MGH ve KGH diizeyinde arastirilmast
anlamli olacaktir. Bu iliskinin aydinlatilmasinin heniiz tam olarak hangisinin
hangisine yol agtig1 bilinmeyen PKOS-insiilin direnci dongiisiiniin aydinlatiimasina
katki saglayacag diisiiniilmektedir.

PKOS ve folikiiler olgunlasma ile iliskisi iy1 bilinen TGF-8 sinyal yolag: ve yolakta
anahtar role sahip TGFB1 geni ile yolagi hedefleyen potansiyel miRNA’lar

gosterilmistir.
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EKLER
EK-1 YUKSEK LISANS TEZ CALISMASINDA KULLANILAN YONTEMLER
PKOS’lu Bireylerden Folikiil Sivisinin Toplanmasi

IVF tedavisi i¢in basvuran kadinlarda oncelikle yumurtaliklar uyarilarak birden fazla
folikiiliin olgunlagmasi tetiklenmektedir. Daha sonra hCG (insan Koryonik Gonadotropini —
Human Chorionic Gonadotropin) verilerek folikiiller ¢atlama Oncesi duruma kadar
olgunlastirilir. hCG enjeksiyonundan 36 saat sonra (folikiiller kendileri ¢atlamadan 12 saat
once) birey oosit toplama islemine (OPU - ooyte pick up) alinir. Bu islem ortalama 160
mmHg basing ile calisan aspirasyon pompasi (Labotect, 4014) ve ¢ift bosluklu oosit
aspirasyon ignesi (Swemed, 14108) kullanilarak transvajinal ultrason goriintiilemesi
esliginde gerceklestirilir. Olgunlasmis ve catlamadan hemen 6nceki Graafin folikiilii
asamasinda bulunan folikiiller tek tek aspire edilir. 10 ml hacimli tiiplere (Corning, 352001)
toplanan her bir folikiil s1vis1 petri kaplarina (Corning, 353803) dokiiliir ve stereo mikroskop
altinda incelenerek kiimiiliis-oosit kompleksi (KOK) ayrilir. KOK, IVF islemi igin
besiyerine almir. Iginden KOK toplanamayan folikiiller aspirasyon sivisi ile (Vitrolife,
ASP™-125) yikanir, aspire edilir ve tekrar petride incelenir. Oosit alindiktan sonra folikiil
stvisinda kalan KGH’ler ayrica toplanarak bir diger tiipe alinir ve bir sonraki agsama olan
RNA izolasyonu igin -80 °C’ye kaldirilmislardir. Bu islemler 37 °C altinda IVF islemi i¢in
0zel olarak gelistirilen laminar kabin (IVF Tech, Sterile) igerisinde gerceklestirilir. Petri
kabinda geriye kalan folikiil sivis1 50 ml’lik tiplere (Sarstedt, 62.547.254) alinarak diger
calismalarin gerceklestirilecegi Ankara Universitesi Merkez Laboratuvari’na transfer
edilmek tiizere +4 °C’de saklanir. Transfer islemi de buz akiileri kullanilarak +4 °C’de

gerceklestirilir.
Folikiil Stvismdan MGH’lerin izolasyonu

MGH’lerin folikiil sivisindan ayrilmasi igin folikiil sivis1 her hasta igin 4 ayr tlipe ayrilmis
ve +4 °C’de 200 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatan atildiktan sonra her tiip i¢ginde
kalan hiicreler 10 ml 1X PBS (Lonza, BE17-516F) ile siispansiyon haline getirilmistir.
MGH’leri eritrositlerden ayristirmak igin siispansiyon halindeki hiicreler 10 ml Biocoll

(Biochrom AG, L6115) (1:1 oraninda) iizerine yayilarak +4 °C’de 600 g’de 15 dakika
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santrifiij edilmis gradient katmanlari olusturulmus ve ara fazdaki MGHler pipet yardimu ile
toplanmistir. Ara fazdaki doku kalintilar1 da pipet yardimu ile toplanarak uzaklastirilmigtir.
Toplanan MGH’ler bir sonraki asama olan RNA izolasyonu i¢in ve ileride protein

calismalarinda kullanilmak tizere 2’ye ayrilarak -80 °C’ye kaldirilmislardir.
MGH ve KGH’lerden Total RNA izolasyonu

-80 °C’de muhafaza edilen MGH’ler ve KGH’ler RNA izolasyon protokoliiniin uygulanmast
icin 1 ml QIAzol’e (Qiagen, 79306) alinmistir. QIAzol igeriginde bulunan guanidinium
thiocyanate proteinleri pargalar ve RNA’y1 RNaz’lardan korur. Hiicrelerin gruplanma ve
yapigsma ihtimaline karsi QIAzol igerisindeki hiicreler vortekslenmistir ve ince uglu
enjektorden gecirilmislerdir. Boylece homojenizasyon saglanir, QIAzol biitiin hiicrelere
ulasarak patlatir, proteinleri degrede eder ve RNA’y1 korumaya alir. 1 ml QIAzol 6rnek
karisimi i¢in 1/5 oraninda yani 200 pl kloroform (Sigma, C2432-500ML) eklenmistir.
Kloroform eklendikten sonra tiipler sertge calkalanmis ve 2 dakika beklenmistir. Kloroform
QIAzol igerisindeki fenolii baglayarak dibe coktiiriir. Boylece iistte niikleik asitlerin
bulundugu berrak bir faz olusur. +4 °C’de 13.300 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda 3 farkli faz olusmustur. En alttaki pembe faz organik fazdir ve burada
organik bilesikler ile fenol ve kloroform bulunmaktadir. Orta faz beyaz renklidir ve DNA
bulunmaktadir. En iistteki berrak fazda ise total RNA (rRNA, tRNA, mRNA, miRNA vd.)
bulunmaktadir. Beyaz faza dikkat ederek iistteki berrak faz pipet yardimiyla toplanmistir.
Toplanan RNA yeni bir tiipe (RNazs1z, DNazs1z) alinmis, baslangi¢ QIAzol miktarinin yarisi
kadar isopropanol (Sigma, 19516-25ML) (1 ml QIAzol i¢in 500 pl isopropanol) eklenmis ve
pipetaj yapilmistir. Oda sicakliginda 10 dakika beklenmistir. Isopropanol RNA ¢evresindeki
suyu uzaklagtirir. Ornekler +4 °C’de 13.300 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifii]
sonunda total RNA pelet halinde dibe ¢oker. Pelet net olarak dibe ¢okmez ise ¢oktiigii
diisiiniilen yere gore devam edilir. Tiip pelete dikkat edilerek bosaltilmis ve kurumasi
beklenmistir. Baglangi¢ QIAzol miktar1 kadar (1 ml) %70 etanol (Merck, K38999227) taze
olarak hazirlanmis ve peletin iizerine eklenmistir. +4 °C’de 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Etanol QIAzol kaynakli tuzlari uzaklastirir. Tiip pelete dikkat edilerek
bosaltilmistir. Yeniden baslangic QIAzol miktar1 kadar (1 ml) %70 etanol eklenmis ve +4
°C’de 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Peletin yogunluguna gore niikleaz

icermeyen su (Lonza, BE51200) eklenerek pelet ¢oziilmiis ve buz tizerine alinmistir.
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RNA Biitiinliigiiniin Kontrolii
Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen RNA orneklerinin biitiinliik kontrolii i¢in ornekler %1°lik agaroz jelde
yuritilmiistir. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar ve hazirlanma sekilleri

asagidaki gibidir.
Reaktifler
5X TBE (Tris-HCI, Borik Asit, EDTA)

54 g TRIS Base (Sigma, 0826-1KG), 27,5 g Borik Asit (Sigma, 0588-1KG) ve 20 ml 0,5 M
EDTA’nin (pH=8,0) (Sigma, E9884) 800-900 ml deiyonize su (ddH.0O) igerisinde
coziilmesi saglanir ve daha sonra 1000 ml’ye tamamlanir. Hazirlanan 5X TBE, stok
soliisyonu olarak kullanilir. 5X TBE’nin deiyonize su ile 1/5 oraninda sulandirilmasi ile
hazirlanan 1X TBE ise ¢alisma soliisyonu olarak agaroz jel hazirlamada ve elektroforez

tamponu olarak, RNA 6rneklerinin biitlinliik analizinde kullanilmstir.
DNA ladder (100 b¢ DNA ladder)

Gene Ruler 100 b¢ DNA Ladder Plus (Fermentas, SM0321) iizerine 166 ul 6X Loading Dye
(Fermantas, R0611) ve 734 ul distile su ilave edilir. Vorteks yardimi ile karistirilir.

%1’lik agaroz jel hazirlanmasi

1 g agaroz (Lonza, 50004) hassas terazi (Shimadzu, BX320H) ile tartilir ve iizerine 100 ml
1X TBE eklenir. %1’lik olarak hazirlanan agaroz mikrodalga firin (Vestel) yardim ile
¢oziilir. Ceker ocak altina alinan agarozun el yakmayacak kadar sogumasi beklendikten
sonra 1 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) (SNP Biyoteknoloji, SNPEB-5) eklenir ve boyanin
homojen dagilmasi i¢in karistirilir. Hazirlanan agaroz-boya karisimi kuyularin olugmas i¢in
onceden tarak yerlestirilmis jel tablasina dikkatlice dokiiliir. Dokme sirasinda hava kabarcigi
olusmamasina dikkat edilir. Hazirlanan jelin katilagsmasi i¢in 20-30 dakika oda sicakliginda

beklenir.

%1’lik agaroz jelde RNA oérneklerinin yiiriitiilmesi
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Hazirlanan %1°lik agaroz jel, igerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina (Clever Sci.)
yerlestirilir. JeI’deki ilk kuyuya DNA ladder yiiklenir. 8 ul RNA 6rnekleri 2 ul 6X Loading
Dye (Fermantas, R0611) ile karistirildiktan sonra pipet yardimiyla jeldeki diger kuyulara

yiiklenir.

Jele yiikleme yapilirken yiiklemenin yapildigi kuyularda hava kabarcigi olmamasina ve
yuklenen boya-jel karistminin kuyulardan tagsmamasima dikkat edilir. Yiikleme
tamamlandiktan sonra Ornekler 90 voltta 30 dakika yiritiliir. Yiriitme sonunda
goriintiilenmek tizere UV goriintiileme sistemine (Syngene Gene Genius Bio Imaging
System) aktarilir. Burada GeneSnap (v6.08.04) yazilimi ile UV 1s1k altinda goriintiilenerek

elde edilen RNA’nin %1°lik agaroz jel goriintiisii biitlinliik agisindan degerlendirilir.
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Abstract

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a metabolic and endocrine disorder which affects
women of reproductive age with prevalence of 8-18%. The oocyte within the follicle is sur-
rounded by cumulus cells (CCs), which connect with mural granulosa cells (MGCs) that are
responsible for secreting steroid hormones. The main aim of this study is comparing gene
expression profiles of MGCs and CCs in PCOS and control samples to identify PCOS-spe-
cific differentially expressed genes (DEGs). In this study, two microarray databases were
searched for mRNA expression microarray studies performed with CCs and MGCs obtained
from PCOS patients and control samples. Three independent studies were selected to be
integrated with naive meta-analysis since raw meta-data from these studies were found to
be highly correlated. DEGs in these somatic cells were identified for PCOS and control
groups. This study enabled us to reveal dysregulation in MAPK (mitogen activated protein
kinase), insulin and Wnt signaling pathways between CCs and MGCs in PCOS. The meta-
analysis results together with qRT-PCR validations provide evidence that molecular signal-
ing is dysregulated through MGCs and CCs in PCOS, which is important for follicle and
oocyte maturation and may contribute to the pathogenesis of the syndrome.

Introduction

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrine disorder affecting women
of reproductive age [1]. The syndrome has heterogeneous clinical characteristics, including
hyperandrogenemia, ovulatory dysfunction, polycystic ovarian morphology (PCOM) and met-
abolic disorders (obesity, insulin resistance and diabetes). Additionally, it is a common cause
of anovulation and female infertility through impairing oocyte-follicle maturation [2].

Mural granulosa cells (MGCs) and cumulus cells (CCs), which are the somatic cells that
make up the oocyte microenvironment, secrete steroid hormones and produce growth
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hormone involved in oocyte development. One of the basic functions of MGCs is arresting the
oocyte in the meiotic phase until ovulation by secreting oocyte maturation inhibitor (OMI)
[3]. At the beginning of the menstrual cycle, MGCs receive external hormone signals to
resume oocyte maturation. This activation signal is then transmitted to the CCs, which are in
direct contact with the oocyte. This cumulus-oocyte complex (COC) has gap junctions for
establishing a network linking CCs and oocyte. The CCs supply the oocyte with pyruvate
needed to meet its energy requirements, and supply nucleotides and amino acids [4].

Microarray technology allows gene expression profiles to be identified, which is important
for understanding and revealing the molecular mechanisms of diseases. However, only one
study has used this method to compare MGC and CC gene expression profiles in control sam-
ples [5]. Assembling microarray datasets from different sources, known as meta-analysis, pro-
vides an extended perspective with improved statistical power due to increased sample size by
including robust, replicable and accurate information from separate data sources [6]. In this
study, our meta-analysis combined expression data for MGCs and CCs obtained from both
PCOS and control samples. This allowed us to explore PCOS-specific differentially expressed
genes (DEGs) between MGCs and CCs. Comparing the gene expression profiles of MGCs and
CCs helped us to identify the important specific functions of these two somatic cell types in
PCOS. The aim of the study was to compare gene expression profile data provided from the
Gene Expression Omnibus [7] (GEO, www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) and ArrayExpress [8]
(www.ebi.ac.uk/arrayexpress) databases, comparing MGCs and CCs in PCOS without differ-
entially expressed genes in women with normal ovarian function.

Materials and Methods
The main flowchart of the study is given in Fig 1.

Microarray studies extracted from databases and in-silico subjects

Expression data of MGCs and CCs for PCOS patients and controls were searched for in the
GEO and ArrayExpress databases. We used “cumulus cells, granulosa cells, PCOS” key words
and their combinations. Database interfaces were filtered by “Organism: Human” and “Plat-
form: Affymetrix GeneChip HG-U133 Plus 2.0 (Platform ID: GPL570 for GEO, A-AFFY-44
for ArrayExpress)”. The expression data were chosen from studies performed using the same
microarray platform (GeneChip HG-U133 Plus 2.0 (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA)) to
eliminate platform based variabilities. Using these criteria, we chose three datasets for the
meta-analysis: two with GEO accession numbers GSE34526 [9], GSE10946 [10] and one
ArrayExpress accession number E-MEXP-3641 [5].

Experimental subjects

MGCs and CCs were obtained from a total sample of 12 PCOS patients diagnosed according
to the 2003 Rotterdam revised criteria during oocyte pick up for in vitro fertilization. The IVF
protocol was as follows. In all patients, controlled ovarian hyperstimulation was performed
using a single dose of 150 IU gonadotropin f on cycle day 2 or 3. To prevent premature ovula-
tion, all patients received the antagonist from the sixth stimulation day before ovulation was
induced 10 days after stimulation using 5,000 IU hCG. In case of risk of overhyperstimulation
syndrome, 0.2 mg GnRH-agonist was used. Follicular puncture was performed exactly 35
hours after induction of ovulation [11].

This study and the use of the tissue material in the project were approved by the Research
Ethics Committee of Ankara University School of Medicine. Written consent was obtained
from all patients in accordance with the Helsinki Declaration.
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Fig 1. Flowchart of the process for identifying PCOS-specific differentially expressed genes (DEGs)
and related pathways.

doi:10.1371/journal.pone.0168875.9001

Isolation of MGCs and CCs from follicular fluid. MGCs and CCs were collected from
follicular fluid (FF) during oocyte pick-up (OPU) 36 hours after hCG injection. Cumulus-
oocyte complexes (COCs) were taken to culture medium for IVF procedure. The remaining
follicular fluid from the same patient was pooled for MGC extraction. Oocytes were extracted
by dissection from the COC with the remaining cumulus cells being pooled and collected for
our study. Pooled CCs and FF were transferred to our laboratory at 4°C within an hour to pre-
vent cell death. After transfer, MGCs were isolated from FF using Biocoll phase-gradient sepa-
rating solution (Biochrom AG) at 600 g for 15 min at 4°C. The interphase layers, which were
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granulosa cells, were collected and washed twice with 1X Phosphate Buffered Saline (PBS)
(Lonza).

After GCs extraction, total RNA was extracted from cumulus and granulosa cells using TRI-
zol Reagent (Life Technologies, Inc.). The concentration and purity of the extracted total RNA
was assessed using an ND-1000 Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop) before storage at
-80°C until further analysis. Finally, complementary DNA (cDNA) was synthesized using 500
ng total RNA with Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche), according to the manufactur-
er’s instructions.

Signal comparability and array correlation analysis for combining
datasets

Each dataset obtained from the databases was uploaded to ArrayAnalysis [12] (http://www.
arrayanalysis.org/) for array correlation and signal-array comparability analysis. Highly corre-
lated (Pearson’s r>0.8) array datasets were selected after array correlation analysis.

Microarray data normalization and rearrangement of the meta-data

Since the normalized data obtained from the three independent microarray studies were
found to be highly correlated with each other, all three datasets were combined and normal-
ized as a single dataset by Robust Multi-Array Average (RMA) method using BRB-ArrayTools
(v4.4.1) [13]. Since this combination protocol is known as naive meta-analysis [14], so we refer
to the data generated from the meta-analysis as meta-data.

Microarray data analysis

After normalization of the meta-data, two classes were defined for identifying DEGs between
CCs and MGCs for PCOS and control groups. A class comparison (unpaired t-test with ran-
dom variance model [15]) was performed with minimum 4 fold-change (p<0.001) for each
PCOS and control group.

DEGs between MGC and CC in the control group were differentiated from those in the
PCOS group using VENNY (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html.) [16] to
identify those genes expressed only in PCOS (PCOS-specific DEGs).

Pathway enrichment analysis

We performed pathway enrichment analysis to determine the biological importance and func-
tional classification of PCOS-specific DEGs. GeneCodis (http://genecodis.cnb.csic.es/) [17-19]
and WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit) (http://bioinfo.vanderbilt.edu/
webgestalt/) [20] web-based enrichment analysis tools were used for this pathway analysis.

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

PCOS-specific DEGs between MGCs and CCs were validated with quantitative real-time PCR
(qRT-PCR). qRT-PCR analysis was performed on the Roche LightCycler" 480 using gene-
specific primers and SYBR Green I Master mix (Roche). Gene-specific primers are listed in S1
Table. The 2"**“T method [21] was used to analyze the QRT-PCR results with ACTB as a nor-
malization factor.

Statistical analysis

Unpaired Student’s t-test was used to test the statistical significance of differentially expressed
genes between MGCs and CCs for both PCOS and control groups. Paired Student’s t-test was
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used to test the statistical significance of PCOS-specific DEGS validated by qRT-PCR. p<0.05
was considered to be statistically significant.

PCOS-specific DEGs were clustered using hierarchical clustering and their distance values
were calculated using the average linkage method.

Results

Correlation of datasets

Applying our search filtering criteria, we found three microarray datasets (GSE10946,
GSE34526 and E-MEXP-3641) that had been performed with Affymetrix GeneChip Human
Genome U133 Plus 2.0 arrays.

GSE10946 (Kenigsberg ef al.) [10] contained 23 cumulus samples (12 from PCOS patients,
11 from controls). GSE34526 (Kaur et al.) [9] contained 10 granulosa samples (7 from PCOS
patients, 3 from controls). E-MEXP-3641 (Grendahl ef al.) contained 25 control samples (12
with granulosa cells, 13 with cumulus cells). Thus, the three studies provided a total of 58
samples, comprising 7 granulosa samples, 12 cumulus samples from PCOS patients and 15
granulosa, 24 cumulus samples from controls (Table 1). We also confirmed that all patients
in the studies were of reproductive age (between 26-39) and had all received the same IVF

treatment.

Identification of PCOS-specific differentially expressed genes

Raw data were normalized and analyzed using BRB-ArrayTools to identify differentially
expressed genes between CCs and MGCs. The two groups were defined as PCOS and control.
In the PCOS group, 1,390 genes were differentially expressed in CCs compared to MGCs
with a minimum 4-fold change (p<0.001). In the control group, 32 genes for CCs compared
to MGCs were also significantly differentially expressed with a minimum 4-fold change
(p<0.001). DEG lists for each group are given in S2 Table.

To identify common DEGs between PCOS and control group, the two datasets were inter-
sected using the Venny Venn’s diagrams drawing tool with 18 genes listed as common DEGs.
After eliminating these common DEGs, 1372 genes were identified as PCOS-specific DEGs

(Fig 2).

Pathway enrichment analysis with PCOS-specific DEGs

Pathway enrichment analysis with PCOS-specific DEGs was performed using the WebGes-
talt pathway analysis toolkit. The KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) [22]
pathway enrichment results showed that most PCOS-specific DEGs were significantly
enriched (p<0.0225) in PCOS-related pathways like MAPK (Mitogen-Activated Protein

Table 1. D used for met: ysi
PCOS Control
| Granulosa Cumulus | Granulosa | Cumulus
GSE10946 | - 12 | - | 11
GSE34526 | 7 - | 3 | -
E-MEXP-3641 - 12 13
Total 7 12 15 24

The raw data files for the samples were combined and uploaded to the ArrayAnalysis web tool for correlation analysis. The combined datasets were found

to be highly correlated (Pearson’s r>0.8) (S1 Fig).
doi:10.1371/journal.pone.0168875.t001
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1372

97.7%)

B

Pathway Name Gene p-value
MAPK signaling pathway 37 0.000000
TGF-beta signaling pathway 17 0.000000
Type I diabetes mellitus 11  0.000000
Wnt signaling pathway 19 0.000001
Insulin signaling pathway 17  0.000004
Type II diabetes mellitus 10 0.000005
Progesterone-mediated oocyte maturation 11  0.000200
GnRH signaling pathway 12 0.000200
Oocyte meiosis 11  0.001400
Cell cycle 9 0.022500

Fig 2. (A) Venn diagram of DEGs for PCOS and control groups obtained from meta-analysis with 1372 genes
defined as PCOS specific and 18 genes in common. (B) Pathway enrichment analysis of the 1372 PCOS-
specific DEGs.

doi:10.1371/journal.pone.0168875.9002

Kinase) signaling pathway, TGF-beta signaling pathway, diabetes mellitus related pathways,
insulin signaling pathway, oocyte-cell maturation pathways and hormonal signaling path-
ways (Fig 2).

Since 37 of the PCOS-specific DEGs were enriched in the MAPK signaling pathway (S2
Fig), we specifically focused on those genes that are members of this pathway to perform fur-
ther analysis.
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Hierarchical clustering analysis demonstrated that the expression profiles of some MAPK
signaling pathway members, such as MAPK1 (Mitogen-Activated Protein Kinase 1), MAPK14
(p38) (Mitogen-Activated Protein Kinase 14), FGF12 (Fibroblast Growth Factor 12), MKNK2
(MAP Kinase Interacting Serine/Threonine Kinase 2), RPS6KA1 (Ribosomal Protein S6
Kinase, 90kDa, Polypeptide 1), FOS (FB] Murine Osteosarcoma Viral Oncogene Homolog)
and RASGRP1-2 (RAS Guanyl Releasing Protein 1-2), enable CCs to be successfully distin-
guished from MGCs in PCOS. The expression of these members was also drastically downre-
gulated in group 1, in which CCs are located, whereas they were upregulated in MGCs (Fig 3).
On the basis of these results, we further investigated MAPK signaling pathway members (p38
(MAPK14), ERK (MAPK1) and FOS) in independent PCOS samples using qRT-PCR. This
confirmed that their expression was downregulated in CCs compared with MGCs.

Validation of PCOS-specific DEGs by gRT-PCR

Differential transcription levels of PCOS-related genes between CCs and MGCs were tested
using qQRT-PCR in independent PCOS patients (n = 12) to validate the PCOS-specific DEGs.
CCs and MGCs were obtained from the same patients. Eight PCOS-specific DEGs were
selected for validation. Four PCOS-related genes and 3 MAPK signaling pathway-related
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units. The data are presented as mean + SEM. Asterisk (*) indicates a significant difference (p<0.05) in gene
expression between granulosa and cumulus cells.

doi:10.1371/journal.pone.0168875.g004

genes (MAPK1, MAPK14 and FOS) were significantly differentially expressed (fc>1.5;
p<0.05) between MGCs (n = 12) and CCs (n = 12).

Transcript levels of FZD3 (Frizzled class receptor 3) and INSR (Insulin receptor) genes
were found to be significantly increased in CCs (3.53-fold and 4.86-fold respectively; p<0.028)
while RUNX2 expression increased 7.68-fold in CCs compared with MGCs. Expression of two
genes (PTPRC; 3.23-fold and JUNB (Jun B proto-oncogene); 1.71-fold) were significantly
(p<0.045) decreased in CCs compared with MGCs (Fig 4).

Both the enrichment results and clustering profiles of MAPK signaling-related genes were
remarkably significant for PCOS that QRT-PCR validation of MAPK signaling pathway-related
genes (MAPK1, MAPK14 and FOS) was performed exclusively with independent PCOS
samples (n = 12). The transcription levels of MAPK signaling pathway-related genes were
decreased (MAPK1; 1.46- fold, MAPK14; 1.50- fold, FOS; 1.55- fold) significantly (p<0.05) in
CCs compared with MGCs (Fig 5).

Discussion

It is known that granulosa cells (GCs) differentiate into CCs and MGCs during folliculogen-
esis-oogenesis [5]. As differentiated states of GCs, CCs have different functions, hence differ-
ent gene expression profiles. In the literature, only one study has compared the gene profiles of
MGCs and CCs, and this study only included control samples with normal ovulation functions
that were undergoing IVF because of male factor infertility (E-MEXP-3641) [5]. Thus, no pre-
vious studies have investigated gene expression differences between these cells in PCOS. Two
studies have identified gene expression differences exclusively for MGCs (GSE34526) [9]

and CCs (GSE10946) [10] in PCOS and normal samples. The present study was able to
identify DEGs between the two cell types specific to PCOS by combining these three studies
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doi:10.1371/journal.pone.0168875.g005

bioinformatically through meta-analysis. Meta-analysis is a valuable tool for combining raw or
processed data from many different, independent studies. While methodological differences,
like platform differences, are a common problem for many meta-analyses, we were lucky
enough to find sufficient data generated using the same platform (Affymetrix GeneChip
HG-U133 Plus 2.0). In addition, after normalization, these datasets were found to be highly
correlated (r>0.8), which allowed us to compare them directly. To the best of our knowledge,
this is the first meta-analysis study that identifies differentially expressed genes between MGCs
and CCs in PCOS.

We identified PCOS-specific DEGs by eliminating those genes that were differentially
expressed in the control group between MGCs and CCs. This showed that 32 genes were dif-
ferentially expressed (fc>4, p<0.05) between MGCs and CCs in the control group. However,
the number of DEGs in the PCOS group increased to 1390, with18 being common with the
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control group. Thus, the increased number of DEGs in these cell types from PCOS patients
may indicate changes in the regulation of molecular mechanisms in the PCOS state compared
to control samples.

The pathway enrichment analysis conducted with the 1372 PCOS specific DEGs showed
that these genes were specifically enriched in oocyte-follicle maturation and PCOS related
pathways, such as MAPK signaling [23], TGF8 signaling [24], insulin signaling [25], GnRH
signaling [26] and Wnt signaling [27] pathways.

Whnt signaling and CCs

The Wnt signaling pathway is a developmental pathway that determines cell fate by leading
the cell to proliferation or differentiation [28]. There are three types of Wnt signaling pathway:
the canonical Wnt pathway, the non-canonical planar cell polarity pathway and the non-
canonical Wnt/Ca®* pathway. The three pathways all start activation of the signal by binding
WNTs to their specific receptors (FZDs). Frizzled receptors (FZDs) have the N-terminal extra-
cellular cysteine-rich domain (CRD) for binding WNTs as ligands. The canonical Wnt path-
way is related to regulation of gene transcription. The key element in this pathway is 8-
CATENIN, which is regulated by a regulator complex in the cytoplasm. This complex includes
GSK3 (Glycogen synthase kinase 3), APC (Adenomatous polyposis coli), CKIo (Casein kinase
I-) and AXIN. The canonical Wnt/-CATENIN pathway is activated by ligands (WNTs) that
bind to FZD and its co-receptor LRP6 (low-density lipoprotein receptor-related protein 6) or
LRP5 (low-density lipoprotein receptor-related protein 5). After this activation, regulated 3-
CATENIN is released from the regulator complex before traveling to the nucleus to activate
Whnt-related transcription factors [29]. Our meta-analysis study showed that 19 of PCOS-spe-
cific DEGs, including FZD3, FZD5 and LRP5, were enriched in the Wnt signaling pathway
and overexpressed, which is important for Wnt signaling activation.

Among the FZDs, FZD3 binds to the ligand WNT2 (Wingless-Type MMTYV Integration
Site Family Member 2), located at the top of the Wnt signaling pathway [30]. Mammalians
studies have revealed the role of Wnt signaling for normal ovarian development [28,31], while
its dysregulation was related to PCOS [30]. Moreover, these experiments have shown that Wnt
signaling pathway receptors (FZD) have normal expression values in MGCs in control samples
[31]. Our meta-analysis showed that FZD3 gene expression is at the same level in CCs and
MGC:s for control samples. However, according to our qRT-PCR results, FZD3 expression
level was increased in CCs 3.53-fold compared to MGCs in PCOS patients. CCs have to be
fully differentiated just before ovulation, which is an important step in oocyte development.
Thus, the high level of FZD3 in CCs may indicate ongoing differentiation activity, which may
be the reason for immature oocyte-follicle development.

INSR and PCOS

It has been well studied that insulin resistance, diabetes and obesity are closely related with
PCOS [32-34]. Concordant with the literature, many of the PCOS-specific DEGs obtained
from our meta-analysis were enriched in insulin and glucose-related pathways like Type 1 and
2 diabetes mellitus, and insulin signaling pathways. Until now, studies have mostly focused on
one of the common key players in these pathways, INSR and related INSR-specific SNPs, and
dysregulation in the expression of this gene in PCOS [35,36]. Additionally, Purcell ef al. report
that INSR is a regulator of insulin-dependent glucose uptake in CCs, which are responsible for
providing pyruvate as an energy source to oocytes [37]. In our study, INSR expression was
found to be up-regulated (3.03-fold) in CCs compared to MGCs while we also confirmed that
INSR expression was up-regulated in CCs using QRT-PCR. One might speculate that increased
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expression of INSR in CCs may be the reason why more energy is supplied to immature
oocytes that are unable to complete their developmental process.

MAPK signaling pathway, JUNB and maturation

Previous studies have revealed that, following luteinizing hormone and follicle stimulating
hormone stimulation in the follicle and COC, activation of MAPK signaling initiates meiotic
resumption and CC expansion. It is also known that secretion of oocyte paracrine factors for
maturation process is triggered by MAPK signaling activation in CCs [38]. Other studies have
shown that MAPK signaling is related to oocyte maturation via ERK1/2 and p38 (MAPK14)
activation in CCs [39,40]. Yamashita et al. report that, during in vitro maturation of porcine
COCs, induction of ERK1/2 and p38 expression may cause cumulus growth and oocyte matu-
ration [39]. As shown in Fig 2 and S2 Fig respectively, 37 of the genes that this study found to
be differentially expressed in CCs compared to MGCs in PCOS were enriched in the MAPK
signaling pathway with most being downregulated. Since activation of the MAPK signaling
pathway is closely related to proliferation, differentiation and the cell cycle, it can be proposed
that downregulation of key members of the pathway, such as TGF-881 and its receptor
TGFBR2, p38 (MAPK14), Ras activating protein RasGRP, ERK (MAPK1) and transcription
factor c-FOS, may block the pathway or diminish its activity, thereby preventing CC differenti-
ation and oocyte maturation.

In immature GCs, JUNB and FOS (a member of the MAPK signaling pathway) expression
levels increase in response to FSH and LH induction. JUNs are related to GCs’ terminal differ-
entiation into luteinized GCs while these transcription factors (JUN/FOS) also play a key role
in terminal differentiation of somatic cells and follicle development [41]. Our study validates
that JUNB and FOS expression levels are slightly decreased (1.71 and 1.55-fold respectively) in
CCs in PCOS. Lower levels of JUNB and FOS expression may be related with the aforemen-
tioned blocking of terminal differentiation in cumulus and granulosa cells and the prevention
of oocyte maturation.

In conclusion, the present meta-analysis study allows us to suggest that especially the
MAPK signaling pathway, and the insulin and WNT signaling pathways are dysregulated path-
ways between CCs and MGCs in PCOS. Our qRT-PCR analysis performed with independent
PCOS patients further validates these results. Taking our meta-analysis results together with
the qQRT-PCR validations provides evidence that molecular signaling is dysregulated through
MGCs, CCs and the oocyte in PCOS, which is important for follicle and oocyte development
and may contribute to the pathogenesis of PCOS.

These results will help to further clarify the molecular basis and functional significance of
several pathways and which pathway member genes are involved in PCOS pathogenesis.

Supporting Information

S1 Fig. Correlation plot of arrays. 58 samples from 3 studies were found to be highly corre-
lated with each other (r>0.8).
(TIF)

S2 Fig. MAPK signaling pathway. Reprinted from KEGG MAPK Signaling Pathway figure
(map04010) [22] under a CC BY license, with permission from KEGG/GenomeNet, original
copyright 2016. This figure was obtained from KEGG. Genes, which were labeled with red
were found to be down-regulated in CCs and blue were found to be up-regulated in CCs in
our study.

(TIF)
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S1 Table. The list of differentially expressed genes. PCOS-specific DEGs, Common DEGs
and Control-specific DEGs were given in 3 independent sheets. Each sheet includes the p-
value, fold change and annotation of each DEG.

(XLSX)

S2 Table. The list and the sequences of the primers used in the validation study.
(XLSX)
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