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ÖZET 

Doktora Tezi 

Polikistik Over Sendromu’nda (PKOS) Yumurta Mikroçevresindeki  

Moleküler Değişikliklerin mikroRNA (miRNA) Düzeyinde Araştırılması 

Alp Aydos 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Danışman: Doç. Dr. Bala Gür Dedeoğlu 

Polikistik over sendromu (PKOS), üreme çağındaki kadınlarda sıklıkla görülen ve yumurtlama 

sorunlarına bağlı infertilitenin en önemli nedeni olan endokrin ve metabolik düzensizliktir. 

PKOS’un nedenleri tam anlaşılmamakla birlikte, sendromda folikülün ve yumurtanın tam olarak 

olgunlaşamadığı, sonucunda kistik foliküllerin yumurtalık içerisinde biriktiği ve metabolik 

düzensizlikleri beraberinde getirdiği bilinmektedir. Yumurta hücresi kümülüs granüloza 

hücreleri (KGH) ile çevrelenmiş durumdadır. Bu hücreler folikül içeriğini düzenlemekten ve 

steroid hormonların salgılanmasından sorumlu olan mural granüloza hücreleri (MGH) ile birlikte 

folikülü oluşturmaktadır. 

Bu çalışmada aynı öncül hücreden köken alan (öncül granüloza hücreleri) bu iki somatik hücre 

grubu arasında PKOS’ta değişiklik gösteren mRNA ve miRNA ifadeleri incelenmektedir. Tez 

kapsamında literatürde bulunan bağımsız mikrodizin verileri naiv meta-analiz yöntemi ile analiz 

edilmiş, daha önceki çalışmada PKOS-kontrol grupları arasında MGH’lerde ifade farklılığı 

gösteren miRNA ifadeleri PKOS grubunda MGH-KGH sınıfları arasında araştırılmış ve mRNA-

miRNA ilişkisinden yola çıkılarak PKOS’ta rol oynadığı bilinen yolakların bu iki hücre grubu 

arasındaki ifade düzensizlikleri araştırılmıştır. 

Tez çalışması sonucunda daha önce PKOS ile ilişkisi tespit edilmiş 7 miRNA’dan 5 tanesinin 

MGH-KGH sınıfları arasında ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir. Bu miRNA’lara ait 

potansiyel hedefler biyoinformatik olarak tespit edilmiş, naiv meta-analiz sonucunda PKOS-

spesifik olarak ifade farklılığı gösterdiği tespit edilen 1372 gen ile kesiştirilerek ortak bir mRNA 

listesi elde edilmiştir. Ortak liste ile yapılan yolak analizleri sonucunda genlerin literatürde 

PKOS ile ilişkilendirilmiş MAPK, insülin, Wnt, TGF-β gibi yolaklarda zenginleştiği tespit 

edilmiştir. Elde edilen veriler miRNA ve mRNA moleküllerinin yumurta mikroçevresindeki bu 

somatik hücrelerde değişen ifadelerinin, yumurta-folikül olgunlaşmasını etkileyerek PKOS’un 

gelişiminde rol oynayabileceğini göstermektedir. 

2020, 101 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Polikistik over sendromu (PKOS), mikroçevre, mikroRNA (miRNA), 

mesajcı RNA (mRNA), mural granüloza hücresi, kümülüs granüloza hücresi  
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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 mRNAs 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-β, which were related with PCOS in the literature. The data 

obtained show that changing expressions of miRNA and mRNA 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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°C Santigrat derece 
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FSH Folikül uyarıcı hormon 

GnRH Gonadotropin salgılatıcı hormon 

ICSI İnstrasitoplazmik sperm enjeksiyonu 

IVF İn-vitro fertilizasyon 

KOK Kümülüs-oosit kompleksi 

LH Lüteinleştirici hormon 

mRNA Mesajcı RNA 

miRNA MikroRNA 

ng Nanogram 

PKOM Polikistik over morfolojisi 

PKOS Polikistik over sendromu 

PZR Polimeraz zincir reaksiyonu 

RISC RNA ile tetiklenmiş susturma kompleksi 

UTR Translasyonu yapılmayan bölge
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1. GİRİŞ 

Polikistik over sendromu (PKOS) üreme çağındaki kadınları yüksek bir görülme sıklığı ile 

etkileyen, infertilite ve hirsutism (kıllanma) gibi nedenlerle yaşam kalitesini düşüren, insülin 

direnci, diyabet, kardiyovasküler rahatsızlıklar gibi sebeplerle uzun vadede hayati tehlikeler 

doğurabilen endokrin ve metabolik bir düzensizliktir. Yumurtlama sorunlarına bağlı 

infertilitenin en sık görülen nedenidir. PKOS; tanısı, tanımlaması kolay olmayan belirli 

kriterlere dayanan, tedavisi uzun süreli ve yüksek maliyetli metabolik bir sendromdur. 

Yumurtlama (ovulasyon) ve folikül gelişimi süreçleri çevresel etmenlerden doğrudan 

etkilenen hassas ve hormonal-metabolik denge içinde gelişen bir süreçtir. Bu süreçler 

yumurtanın düzgün bir şekilde gelişmesi, olgunlaşması ve sonuç olarak folikülün çatlayarak 

olgun yumurtanın döllenmeye hazır halde kadın üreme sistemine bırakılmasıyla son 

bulmalıdır. Ancak folikülün ve yumurtanın gelişiminde folikül içerisinde yer alan ve 

dışarıdan gelen sinyalleri algılayarak iç katmanlara ileten, bu sinyallere göre folikül sıvısını 

düzenleyen ve folikül sıvısından iletilen bileşenler ile yumurtayı besleyen somatik hücrelerin 

rolü büyüktür. Bu hücrelerin tamamı folikül içerisinde “yumurta mikroçevresini” 

oluşturmaktadır. 

Öncül foliküller gelişirken oositin etrafını çevreleyen primer mikroçevre elemanları (öncül 

granüloza hücreleri) gelişerek ve farklılaşarak daha spesifik görevler üstlenirler. Yumurtaya 

yakın olan hücreler yumurta ile doğrudan iletişimden sorumlu kümülüs granüloza hücreleri 

ve folikül içeriğini düzenleyen mural granüloza hücrelerine farklılaşırlar. Bu özelleşme 

yumurta gelişimi ve folikül olgunlaşması için elzemdir. 

Bu durum, PKOS’un gelişiminde ve folikülün olgunlaşmadan-çatlamadan yumurtalıklar 

içerisinde kalmasına, bahsedilen mikroçevre elemanları içerisinde gelişebilen moleküler 

düzensizliklerin neden olabileceği sorusunu akla getirmektedir. 

mikroRNA (miRNA)’lar yaklaşık 20 nükleotid uzunluğunda, düzenleyici, endojen RNA 

molekülleridir. Bu küçük moleküllerin düzenleyici rolleri gen ifadesini sağlayan mesajcı 

RNA (messenger RNA) (mRNA)’lar üzerinde sağladıkları dejenerasyon veya translasyonun 

(protein sentezinin) baskılanması ile sağlanmaktadır. 
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PKOS’lu bireylerde yumurta mikroçevresini oluşturan mural granüloza ve kümülüs 

granüloza hücrelerinde oluşan moleküler düzensizlikleri miRNA ve mRNA düzeyinde tespit 

edebilmek, PKOS gibi metabolik ve kompleks bir sendromun gelişmesindeki etkenlerin 

daha iyi anlaşılabilmesini sağlayabileceği gibi tanısı ve tedavisi açısından da yeni umutlar 

doğuracaktır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. DİŞİ ÜREME SİSTEMİ 

Dişi üreme sistemi temelde insanlarda 2 bölüme ayrılmaktadır. Dış bölümde vajinal açıklık, 

klitoris ve iki çift dudaktan (labia) oluşur. Labialar bu yapıları çevrelemektedir. İç bölümde 

ise hormonların salgılanmasından sorumlu ve bu hormonlar aracılığıyla yumurta (oosit) 

olgunlaşmasını sağlayan yumurtalıklar (ovaryum) ile yumurta kanalları (oviduct), rahim 

(uterus) ve rahim duvarı (endometriyum) gibi yumurta ve spermin birleşmesini (döllenme) 

sağlayan yapılar bulunmaktadır. Uterus ve endometriyum tabakaları döllenme sonrasında 

embriyonun tutunmasını ve gelişmesini sağlayan yapılardır. 

Ovaryumlar karın boşluğunun her iki yanında uterusa bağlı şekilde bulunur ve içinde 

olgunlaşmamış folikülleri barındırır. Foliküllerin içerisinde ise her folikülde 1 adet olmak 

üzere henüz mayoz bölünmesinin tamamlamamış ve olgunlaşmamış oosit bulunmaktadır (1). 

2.2. YUMURTALIK FOLİKÜLER GELİŞİMİ 

Ovaryumların (yumurtalıkların) temelde 2 önemli görevi vardır: Bunlar kadın üreme 

sisteminde görev yapan hormonları üretmek ve fertilizasyon için gerekli olan olgun 

yumurtanın seçilimini ve olgunlaşmasını kontrol etmektir (2). 

Ovaryumlarda folikül gelişimi (oogenez) kadınlarda anne karnında (fetal dönemde) başlayan 

ve yetişkinlikte tamamlanan, birçok genin kontrolü altında karmaşık bir süreçtir (3). Bu 

süreçte baskın folikülün seçilimi, oosit mayozunun tekrar aktivasyonu, folikül duvarının 

yıkımı, kümülüs-oosit kompleksinin oluşumu ve korpus luteum yapısının oluşumu için 

doku-modellemesi gibi sıkı denetim altında bulunan aşamalar rol oynamaktadır (4). 

Fetal dönemde, hamileliğin beşinci haftasında dişi fetüs ovaryumları 500 ile 1300 arasında 

primordial eşey hücreleri (PEH) içermektedir. Hamileliğin 20. haftasında PEH’lerin mitoz 

bölünmeleri sonucu fetüs 6-7 milyon arası eşey hücresine (oogoniyum) sahip olur. Mitozun 

tamamlanmasının ardından primer oosit denilen ve doğuma kadar mayoz bölünmenin profaz 

1 evresinde duraklayacak olan eşey hücreleri oluşur. Doğum öncesi (peripartum) dönemde 

primer oositlerin etrafında onları besleyen granüloza hücreleri ile sarılacak şekilde eşey 

hücre keseleri (primordial folikül) oluşur ve doğuma kadar süren bir bekleme sürecine girilir. 
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Bu süre boyunca birçok eşey hücresi kaybedilir ve doğum esnasında dişi bireylerde yaklaşık 

olarak 1-2 milyon arasında primordial folikül bulunur. Doğum sonrasında bu eksilme devam 

eder ve birey ergenlik çağına geldiğinde 400.000 ile 500.000 arasında primordial folikül 

geriye kalmıştır. Her adet döngüsünde birey aylık olarak yaklaşık 1000 folikül kaybeder ve 

35 yaş sonrasında aylık kayıp sayısı giderek artmaktadır (5,6). 

Ergenlik çağında adet döngüsünün başlaması sırasında folikül uyarıcı hormon (Follicle-

Stimulating Hormone – FSH) belirli aralıklarla salgılanmaya başlar. FSH’ın etkisi ile 

yumurtalıklarda bulunan bir grup folikül uyarılarak gelişmeye devam etmeye başlarlar (7). 

Menopoza kadar geçen süreçte her ay bir folikül içerisinde bulunan yalnızca bir primer oosit 

mayozun birinci aşamasını tamamlar ve olgunlaşır. Olgunlaşan bu primer oosit, mayotik 

bölünmenin ikinci aşamasına girer ve metafaz 2 aşamasına kadar olgunlaşır. Bu aşamadan 

sonra olgunlaşan ve sekonder oosit adını alan bu yumurta hücresinin folikülün hormonların 

etkisi ile çatlaması sonucu serbest kalması gerekmektedir. Serbest kaldığı bu aşamadan sonra 

bir sperm hücresi ile karşılaşması durumunda spermin baş kısmının içeri girmesi ile 

olgunlaşmasını tamamlar. Oogenezin son ürünü sperm hücresinin baş kısmını da içeren bir 

yumurta hücresidir (2). 

Ovaryumlarda foliküler gelişim; gonadotropin-bağımsız büyüme ve gonadotrpin-bağımlı 

büyüme olarak veya pre-antral büyüme ve antral büyüme olarak 2 farklı fazda ele almak 

mümkündür. Gonadotropin olarak bilinen hormonlar, hipotalamustan salgılanan 

gonadotropin salgılatıcı hormonun (Gonadotropin-Releasing Hormone – GnRH) etkisiyle 

ön hipofizden salgılanan FSH ve luteinleştirici hormondur (Luteinizing Hormon – LH). FSH, 

granüloza hücrelerinin proliferasyonu aracılığıyla foliküler büyümeyi kontrol ederken, LH 

yumurtlamadan sorumludur (7,8). 

Foliküler gelişim ovaryumun periferinde, korteks denilen kısımda başlamaktadır. Bir 

primordiyal folikülün ovulasyon öncesi aşamaya kadar olgunlaşması yaklaşık olarak 1 yıl 

almaktadır. Folikül, bu sürecin büyük bir kısmını pre-antral büyüme aşamasında 

(gonadotropin-bağımsız büyüme aşaması) geçirmektedir. Bu aşamada büyüme 

mikroçevrede salgılanan büyüme faktörleri (Growth Factor – GF) aracılığıyla 

gerçekleşmektedir. Pre-antral büyümenin tamamlanması, yumurta hücresinin büyümesi ve 

öncül granüloza hücrelerinin proliferasyonu ile son bulmaktadır. Granüloza hücreleri bu 
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proliferasyon sırasında FSH reseptörlerini ifade ederler ve bu aşamada folikül primer folikül 

adını almaktadır (9). Primer folikülün dış yapısında bulunan kübik yapıdaki epitel hücreleri 

dönüşüm geçirerek tabakalı koloner bir yapı oluştururlar. Periferik kanda bulunan 

hormonların da etkisi ile bu stromal tabakanın dış yüzeyindeki hücreler farklılaşarak teka 

eksterna, iç yüzeyindeki hücreler ise farklılaşarak teka interna adını alırlar. Folikül iç 

yüzeyine bakan teka interna hücreleri LH reseptörü ifade ederler. Granüloza hücrelerinde 

bulunan FSH reseptörü ve teka interna hücrelerinde bulunan LH reseptörleri sayesinde 

folikül FSH ve LH hormonlarına tepki verecek ve olgunlaşmasını devam ettirecek olan 

sekonder folikül halini almıştır (7,10). 

Sekonder foliküller arasından gonadotropin düzeyine en iyi tepki veren foliküller baskın hale 

geçerler. FSH’ın granüloza hücrelerinde bulunan FSH reseptörlerine bağlanması ile 

foliküller büyümelerine devam ederler. Bu büyümenin etkisi ile folikül içerisinde sıvı dolu 

bir boşluk belirmeye başlar. Bu boşluk antrum adını almaktadır ve büyüyen yumurta ve 

granüloza hücrelerinden salgılanan materyallerden oluşmaktadır. Bu aşamada folikül erken 

antral folikül adını almaktadır. LH teka interna üzerinde bulunan LH reseptörlerine 

bağlanarak androjenlerin teka interna hücreleri tarafından üretimini tetikler. Androjenler 

folikül gelişimini tetiklerken aynı zamanda folikül içerisin oluşan boşluğun büyümesini de 

apoptoz aracılı olarak tetiklemektedir (11). Olgunlaşan foliküller içerisinde bulunan 

granüloza hücreleri androjenleri aromataz enzimler aracılığıyla östrojene dönüştürürler. 

Östrojen düzeyi kanda yavaş yavaş artmaya başlar. Daha fazla folikülün östrojen üretmesi 

sonucunda kandaki östrojen düzeyi belirli bir seviyenin üzerine çıkar ve hipotalamus-hipofiz 

salgı mekanizması üzerinde bir negatif geri besleme (feedback) oluşur. Bu geri besleme 

mekanizması kandaki FSH düzeyinde ani bir düşüşe neden olur. FSH düzeyindeki bu ani 

düşüşe tepki olarak en gelişmiş folikül dominant halde kalır ve diğer foliküllerin gelişimi 

durur. Azalan FSH miktarı ile baş edemeyen küçük foliküller dejenere olarak kaybolurlar. 

Dominant folikülde granüloza ve teka hücrelerinin proliferasyonu hızlı bir şekilde devam 

eder ve antrum hızla genişlemeye başlar (2). Granüloza hücrelerinin hızlı proliferasyonu ve 

antrumun genişlemesi sırasında granüloza hücreleri farklılaşarak mural granüloza hücreleri 

(MGH’ler) ve kümülüs granüloza hücreleri (KGH’ler) olarak 2 gruba ayrılırlar. MGH’ler 

antrum içindeki maddelerin salgılanması ve östrojen üretiminden sorumluyken, KGH’ler 

yumurtanın beslenmesi ve enerji metabolizmasından sorumludur (12). 
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Granüloza hücreleri farklılaşırken ve antral folikül olgunlaşırken MGH’ler LH’a duyarlı hale 

gelecek şekilde LH reseptörleri ifade ederler. Bu sırada artan östrojen miktarı belirli bir 

seviyenin üzerine çıkar. Bu dalgalanma hipotalamus üzerindeki negatif geri besleme etkisini 

ortadan kaldırır ve hızlı bir GnRH salınımına neden olur. Yüksek östrojen düzeyi hipofiz 

bezindeki LH salgılayıcı mekanizmaları indüklediğinden GnRH’a bağımlı LH salınımı FSH 

salınımından daha yüksek düzeyde olmaktadır ve kandaki LH düzeyinde bir pik 

yaratmaktadır. LH ve FSH düzeyindeki ani artış nedeniyle oositi çevreleyen KGH’ler 

dejenere olarak folikülün çatlamasına neden olurlar. Çatlama sonucunda sekonder oosit 

halinde bulunan yumurta fallop tüplerine bırakılır ve foliküller faz sona erer (Şekil 2.1.) (1,2). 
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Şekil 2.1. Kadınlarda üreme döngüleri ve zaman ilişkisi gösterir grafikler. Şekilde (a) 

hipotalamus etkisi ile ön hipofizden salgılanan GnRH, (b) GnRH etkisi ile salgılanan 

gonadotropinler ve (d) ovaryumlardan salgılanan steroid hormonlar tarafından düzenlenen 

(c) ovaryum döngüsünün ve (e) menstrual döngünün 28 günlük değişimi gösterilmektedir 

(Reece ve ark.’dan adapte edilmiştir.) (1). 
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2.2.1. GEÇ ANTRAL FOLİKÜL (GRAAFİAN FOLİKÜL), MURAL GRANÜLOZA 

HÜCRELERİ (MGH’LER) VE KÜMÜLÜS GRANÜLOZA HÜCRELERİ 

(KGH’LER) 

Geç antral folikülün oluşumu; kadınlarda hormonal sistemin kontrolü ve düzenlemesi, 

oositin olgunlaşabilmesi ve serbest kalarak başarılı bir döllenmenin sağlanabilmesi için en 

önemli adımlardan bir tanesidir. Graafian folikülü; bazal membranın dış yüzeyini kaplayan, 

folikülü koruyan ve folikülün vücuttan gelen sinyalleri almasını sağlayan teka hücrelerinden, 

bazal membranın iç yüzeyini kaplayan, folikül içerisinde antral boşlukta bulunan foliküler 

sıvıyı beslemekle sorumlu olan, hormonlar, enzimler, elektrolitler ve steroid hormonları 

salgılayan mural granüloza hücrelerinden (MGH’ler), oosit ile doğrudan iletişimde olan, 

oositin enerji metabolizmasından ve büyümesinden sorumlu kümülüs granüloza 

hücrelerinden (KGH’ler) oluşur. KGH’ler ve oosit; kümülüs-oosit kompleksi (KOK) denilen 

bir yapı içerisinde folikül duvarına bağlı şekilde bulunurlar (Şekil 2.2.) (13).  

Folikülün büyümesi ve olgunlaşması sırasında, primordial folikül içerisinde bulunan öncül 

granüloza hücreleri farklılaşarak folikül duvarını kaplayan MGH’leri ve oosit ile yakın 

ilişkide bulunan KGH’leri oluşturmaktadır (14). Oositin ve folikülün olgunlaşması birden 

fazla faktörün (endokrin ve parakrin faktörlerin) koordineli bir şekilde gerçekleşmesi ile 

oluşabilecek kompleks olaylardır. Burada en büyük roller oositin olgunlaşmasını sağlayan 

genleri ifade eden MGH’lere ve oositin beslenmesi ile oosite ulaşan makromolekül 

trafiğinden sorumlu olan KGH’lere düşmektedir. Folikül olgunlaşmasının son aşamalarına 

doğru MGH’ler ve KGH’ler arasındaki gen ifade farklılığı radikal olarak değişmektedir. 

MGH’ler ve KGH’ler arasındaki gen ifade farklılığı ve bu iki hücre grubunun farklılaşması 

son yıllarda iyi araştırılmış konulardır. Olgun ve fertilizasyona hazır bir yumurtanın oluşumu 

için bu iki hücre grubunun farklılaşarak spesifik rollerini üstlenmeleri büyük bir önem teşkil 

etmektedir (14). 
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Şekil 2.2. Graafian folikülün iç yapısı (Hennet ve ark.’dan adapte edilmiştir.) (13) 

2.2.2. LUTEAL FAZ 

Ovaryum döngüsünde, folikülün gelişmesi ve çatlamasını luteal faz izlemektedir. 

Yumurtanın serbest kalması (yumurtlamadan) sonra geriye kalan folikül dokusu LH’ın etkisi 

ile lüteinleşir ve korpus luteama dönüşür. Lüteinleştirici hormon (LH) ismini kalan foliküler 

doku üzerindeki lüteinleştirici etkisinden almaktadır. Korpus luteum salgı yapan bir bezdir 

ve LH etkisi ile kandaki östrojen ve progesteron düzeyini tekrar yükseltir. Ancak kandaki 

östrojen düzeyi daha önceki pik noktasına ulaşmaz fakat negatif geri besleme ile FSH ve LH 

düzeyini düşürecek kadar etkisi bulunmaktadır. Düşen FSH ve LH düzeyleri yeni 

foliküllerin gelişmesini engeller. Bu sırada kandaki progesteron düzeyi yükselir ve gebelik 

için gerekli ortamın oluşması sağlanır (endometriyum kalınlaşması). Gebeliğin 

gerçekleşmemesi durumunda gonadotropinlerin düşük olması nedeniyle luteal fazın sonunda 

korpus luteum dejenere olur ve bu dejenerasyon sonucunda kandaki östrojen ve progesteron 

düzeylerinde ani bir düşüş gerçekleşir. Bu düşüş sonucunda ön hipofiz-hipotalamus salgı 

mekanizması üzerindeki etki kalkar ve FSH düşük düzeylerde tekrar salgılanmaya başlar. 
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Bu salgı sonucunda yeni foliküller tekrar olgunlaşmaya başlar ve ovaryum döngüsü başa 

döner (Şekil 2.1) (1). 

2.3. POLİKİSTİK OVER SENDROMU 

Üreme çağındaki kadınları en çok etkileyen endokrinolojik düzensizlik tanı kriterine 

göre %8 ile %18 arasında prevalans gösteren polikistik over sendromudur (PKOS) (15). 

PKOS; 12 veya daha fazla sayıda 2-9 mm çapında değişen çatlamamış folikülleri içeren 

ovaryum morfolojisi için kullanılan polikistik over morfoloji (PKOM) (16) ve beraberinde 

gelen heterojen ve etiyolojisi kesin olmayan kompleks endokrin düzensizliği ifade eden bir 

sendromdur. Bu nedenlerle PKOS ve PKOM kavramları birbirinden farklı kavramlar olarak 

kabul edilmektedir (17). 

Stein ve Leventhal tarafından yapılan çalışma, PKOS ile ilgili yayınlaşmış ilk çalışmadır. 

Çalışmada genişlemiş çok sayıda kist içeren overlere sahip, kıllanma (hirsutism) sorunu olan 

ve oligo/amenorrhea (adet kanamasının çok seyrek veya hiç olmaması) şikayetleri bulunan 

7 kadın kullanılarak ilk defa kistik overler ile ilgili tanımlamalar ve sendromik sorunlar ele 

alınmıştır (18). 

Genellikle PKOM, kronik yumurtlama bozukluğu, hiperandrojenizm (androjen yüksekliği), 

hirsutism (erkek tipi kıllanma), insülin direnci, glikoz intoleransı ve hiperinsulinaemia 

(kandaki insülin düzeyinin aşırı yükselmesi) ile karakterize olan PKOS, hem hastaların 

yaşam kalitesini düşürmekte hem de uzun dönemde kanser, diyabet, hipertansiyon, obezite 

gibi hastalıklar ile birlikte infertilitenin en sık gösterilen nedenlerindendir (19). 

2.3.1. PKOS’UN NEDENLERİ (ETİYOLOJİSİ) 

Sendromun etiyolojisi ile ilgili kesin bir açıklama ve neden-sonuç ilişkisi bulunmamaktadır. 

Ancak çevresel ve genetik etkenlerden köken aldığını savunan çok sayıda hipotez mevcuttur 

(20). Günümüze kadar yapılan çalışmalarda PKOS ile birlikte görülen fenotipin çocukluktan 

ergenliğe ve ergenlikten yetişkinliğe kadar çok farklı zamanlarda görülebildiği tespit 

edilmiştir. PKOS’ta genetik faktörlerin rolünün olduğuna dair kanıtlar bulunmaktadır ancak 

poligenik bir sendrom olduğu bu nedenle de tek bir gen ile ilişkilendirilemediği 

düşünülmektedir (21–23). PKOS için beklenen klinik belirtilerin, erkeklik hormonlarının 

(androjenlerin) genetik olabilecek nedenlerden dolayı fazla salgılanması sonucunda 
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çocukluk çağı veya sonrasında ortaya çıktığına dair kanıtlar mevcuttur (24). Genetik 

faktörlerin yanında çevresel faktör olarak fetal dönemde (anne karnında) androjenlere maruz 

kalınması veya düşük doğum ağırlığı gibi nedenler de sendromun gelişmesinde rol 

oynayabilmektedir (25). Yapılan çalışmalarda PKOS ile birlikte sıklıkla gözlenen insülin 

direnci ve obezite de düşük doğum ağırlığı ile ilişkilendirilmiştir (17).  

2.3.2. PKOS’TA TANI (DİAGNOSTİK) 

PKOS’ta tanı koyulurken kullanılan kriterler ilk olarak 1990 yılında Amerikan Ulusal Sağlık 

Enstitüsü (National Institute of Health - NIH) tarafından belirlenmiştir. Sonrasında yapılan 

çeşitli toplantılarda geliştirilerek günümüzde kullanılan tanı kriterleri belirlenmiştir. PKOS 

tanısı günümüzde 2004 yılında Rotterdam’da belirlenen ESHRE/ASRM (European Society 

of Human Reproduction and Embryology/American Society for Reproductive Medicine) 

konferansında alınan kararlara veya 2008 yılında AE-PCOS Society (Androgen Excess and 

Polycystic Ovary Syndrome Society) konferansında alınan kararlara istinaden 

konulmaktadır. 

İlk toplantı NIH, 1990 (26) kriterlerine göre;  

• Klinik ve/veya biyokimyasal androjen yüksekliği (hiperandrojenizm) 

• Yumurtlama düzensizliği veya eksikliği (oligo-ovulation) (oligo/amenorrhea) 

• PKOS'un neden olabileceği diğer herhangi bir durum ile birlikte yukarıdaki 

kriterlerinden hepsinin sendromlu bireylerde görülmesi gerekmektedir. 

2004 yılı ESHRE/ASRM (Rotterdam) (27) kriterlerine göre; 

• Yumurtlama düzensizliği (oligo-ovulation veya anovulation) 

• Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm 

• Polikistik over morfolojisi kriterlerinden 2 tanesinin hastada görülmesi yeterlidir. 

2008 yılı AE-PCOS Society (28) kriterlerine göre; 

• Klinik ve/veya biyokimyasal androjen yüksekliği (hiperandrojenizm) 

• Yumurtlama düzensizliği ve/veya PKOM kriterlerinin hastada görülmesi yeterlidir. 

2.3.3. İNFERTİLİTE VE PKOS ARASINDAKİ İLİŞKİ 

PKOS tanısı görülen kadınlarda %40 oranında PKOS bağlantılı infertilite görülmektedir (29). 

Anovulasyon (yumurtlayamama) sorunu olan kadınlarda PKOS teşhisi koyulma oranı %90-
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95 düzeyine çıkmaktadır. Bu nedenlerle PKOS yumurtlama sorunlarına bağlı infertilitenin 

en yaygın neden olarak belirlenmiştir. PKOS teşhisi koyulmuş bir kadında primordial folikül 

sayısı normal düzeylerde iken primer ve sekonder foliküllerin sayısı ciddi oranda artmıştır. 

Foliküler olgunlaşma için gerekli olan faktörlerin (hormonlar ve diğer faktörler) 

salgılanmasındaki düzensizlik nedeniyle foliküller 2-9 mm büyüklüğe ulaştıklarında 

foliküler olgunlaşmada duraksamalar ve aksamalar meydana gelir. Normal süreç için gerekli 

olan baskın folikülün gelişememesi nedeniyle yumurtlama gerçekleşemez. Bu durum 

çatlamamış foliküllerin yumurtalıklar içinde birikmesine (yani PKOM gelişmesine), aynı 

zamanda da olgun bir yumurta hücresinin serbest kalamaması nedeniyle infertiliteye neden 

olmaktadır (30). 

2.4. In-vitro FERTİLİZASYON YÖNTEMİ 

İlk “test tüpü bebeği”nin doğumundan bu zamana kadar geçen 25 yılda in-vitro fertilizasyon 

(IVF) yöntemi yani in-vitro (vücut dışı) koşullarda fertilizasyonun gerçekleştirilmesi 

oldukça geliştirilmiştir. Özellikle oositin folikül içerisinde mikroçevresiyle (mural ve 

kümülüs granüloza hücreleri ile ve folikül sıvısının sağladığı ortam ile) etkileşimine ait 

mekanizmaların bir kısmı aydınlatıldıktan sonra yöntem üzerinde büyük ilerlemeler 

kaydedilmiştir.  

İn-vitro fertilizasyon yöntemi geçmişte fallop tüplerinden kaynaklanan “tübal faktörlü 

kısırlık” durumu için geliştirilmiş bir yöntemdir. Ancak günümüzde birçok farklı infertilite 

durumunda yönteme başvurulmaktadır. IVF yönteminin ilk defa kullanıldığı dönemlerde 

menstürasyon döngüsü sırasında rastgele gelişen tek bir baskın folikül seçilerek kullanıştır 

ancak bu durumun fertilite oranlarının düşük olmasına neden olduğu anlaşılmıştır. Bu 

nedenle bireylere gonadotropin hormonlar verilerek normalden fazla yumurtlama 

(süperovülasyon) sağlanmış ve çok sayıda embriyo arasından transfere en uygun olanlar 

seçilmeye başlanmıştır. Bu durum fertilite oranları artırırken transfer edilmeyen 

embriyoların özel yöntemlerle dondurulması sonucu sonraki transfer denemeleri için 

saklanabilmesine olanak vermiştir. 

Gonadotropin salgılatıcı hormonun (GnRH) ve gonadotropinlerin (FSH ve LH) belirli 

aralıklarla hastaya verilmesi sonucunda birden fazla oositin ve folikülün olgunlaşması 

tetiklenir (süperovülasyon). Olgunlaşan oositler ise Graafian folikül yapısı içerisinden 
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laparoskopik yöntem folikül içerisinden toplanır. Toplama işlemi (oosit pick-up – OPU) 

işlemi sırasında folikül sıvısı, mural ve kümülüs granüloza hücreleri oosit ile birlikte alınır. 

Her OPU sırasında yaklaşık olarak 10-20 adet ossit elde edilir. MGH ve KGH’lerden ayrılan 

oosit fallop tüpleri ile aynı özelliklere sahip steril kültür ortamında 37 ºC’de inkübe edilirler. 

Kültür ortamına 100.000 ile 200.000 arasında sperm hücresi bırakılır veya her bir yumurtaya 

sperm doğrudan sitoplazma için enjeksiyon (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu – ICSI) ile 

verilir ve döllenme gerçekleşir. 

En iyi durumda (morfolojik olarak) olduğu düşünülen embriyolar döllenme sonrasındaki 3-

5 gün içerisinde transfer işlemi için seçilir. Embriyo transferinden sonra rahim duvarının 

(endometriyum) duyarlılığının artması ve embriyonun kolay tutunabilmesi için dışarıdan 

progesteron hormonu verilir (31). 

2.5. MİKRORNA 

MikroRNA’lar (miRNA’lar) küçük, endojen, 21-25 baz uzunluğunda RNA molekülleridir. 

Protein kodlamayan miRNA’lar, gen ifadesinin düzenlenmesinde translasyonun 

baskılanmasını ve mesajcı RNA’ların (messenger RNA – mRNA) degredasyonunu 

sağlayarak rol oynarlar (32). 

2.5.1. MİKRORNA’LARIN SENTEZİ (BİYOGENEZİ) 

MikroRNAların sentezi 3 aşamada gerçekleşmektedir. Başlangıç olarak miRNA’ların DNA 

üzerinde bulunan gen bölgelerinden primer miRNA (pri-miRNA) olarak transkripsiyonu 

gerçekleşmektedir. Daha sonra sentezlenen bu pri-miRNA molekülleri, nükleus içerisinde 

prekürsör miRNA (pre-miRNA)’lara ve son olarak da sitoplazmaya taşınarak burada olgun 

miRNA’lara dönüşmektelerdir (Şekil 2.3.) (33). 

RNA polimeraz II enzimi miRNA’ları primer transkript (pri-miRNA) olarak sentezlemetedir. 

500-3000 baz arasında uzunluğu değişen pri-miRNA’lar, cap (şapka) ve poly (A) kuyruğuna 

(çok sayıda Adenin bazı içeren kuyruk yapısı) sahip sap-ilmik yapısındalardır. Çekirdek 

içerisinde pri-miRNA’lar bir endonükleaz olan Drosha (RNA III enzim ailesinin bir üyesi) 

ve kofaktörü Pasha (DGCR8) (çift iplikli RNA bağlayıcı bir protein) aracılığıyla yaklaşık 70 

nükleotid uzunluğunda olan pre-miRNA şekline dönüştürülürler. Pasha ve Drosha’dan 

oluşan yapıya mikroişlemci (microprocessor) kompleks adı verilmektedir (34). 
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Pre-miRNA halini alan molekül bir taşıma reseptörü olan Exportin 5 aracılığıyla RAN-

GTP’ye bağımlı olarak çekirdek zarından sitoplazmaya taşınır (35). Sitoplazmaya geçen pre-

miRNA’lar RNAaz III enzim ailesinden bir endonükleaz olan Dicer enzimi tarafından 

kesilerek 18-24 nükleotid uzunluğunda çift zincirli miRNA:miRNA ikili yapısına 

dönüştürülür (36). Dicer, miRNA:miRNA dubleksinin sap-ilmiğini keserken RNA ile 

tetiklenmiş susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) oluşumunu da 

başlatır (37) ve kesim sonrasında oluşan miRNA zincirlerinden yalnızca bir tanesi oluşan 

RISC yapısına katılır. RISC yapısı içerisinde bulunan Argonaute enziminin (RNaz) (AGO) 

etkisiyle iki miRNA zincirinden bir tanesi seçilir (kılavuz iplik). Diğer zincir, anti-kılavuz 

iplik olarak adlandırılır. RISC kompleksi, yolcu iplik olarak da adlandırılan anti-kılavuz 

ipliği substratı olarak sindirir. mikroRNA moleküller RISC kompleksi ile bütünleşerek AGO 

proteinleri ile birlikte translasyonunun (protein sentezinin) baskılanmasına veya mRNA 

molekülerinin yıkımına neden olarak etki gösterirler (38). 

miRNA biyogenezi sonucunda oluşan her iki zincir de aynı etkinlikte değildir. Oluşan 

zincirlerden hangisinin olgunlaşacağı ve aktif miRNA molekülü olacağı miRNA zincirinin 

genetik kodu ve termodinamik etkileşimleri ile belirlenmektedir (39). Yeni nesil sekanslama 

yöntemleri ile yapılan çalışmalar miRNA* olarak ifade edilen anti-kılavuz ipliğin de yıkıma 

uğramadığını ve aktivite gösterebildiğini göstermiştir (40). 

2.5.2. MİKRORNA’LARIN ETKİ MEKANİZMASI 

miRNA molekülleri olgunlaşmalarının ardından 2 farklı mekanizma aracılığıyla gen 

ifadesini düzenlerler; mRNA ile tam komplementerite durumunda mRNA zincirinin 

degredasyonu şeklinde veya düşük bağlanma yüzdelerinde regülasyon translasyonun 

baskılanması şeklindedir (Şekil 2.3.) (41,42).  

miRNA’lar gen ifadesinin regülasyonunu yukarıda bahsedilen 2 farklı mekanizma 

aracılığıyla ancak biyokimyasal olarak birkaç farklı yolla gerçekleştirmektedir; 1) miRISC 

kompleksinin mRNA molekülüne bağlanması sonucunda poly (A) kuyruğundaki Adenin 

molekülleri kopar (deadenilasyon) ve deadenile olan mRNA molekülleri işlem cisimcikleri 

(processing bodies – p-bodies) içine taşınır ve degredasyona uğrar veya depolanır, 2) 

miRISC yapısının mRNA’ya yapışmasından sonra mRNA’nın şapka (cap) yapısını değiştirir 

protein sentezinin başlamasını durdurur, 3) miRISC’in mRNA’ya bağlanmasının etkisi ile 
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translasyon sırasında oluşan polipeptid zinciri yıkıma (proteolizis) uğrar, 4) miRISC 

mRNA’ya bağlanarak translasyon için mRNA’ya bağlanan ribozomların mRNA zinciri 

üzerinden düşmesine ve protein sentezinin yavaşlamasına neden olmaktadır (43). 

 
Şekil 2.3. miRNA sentezini ve etki mekanizmasını gösterir şema. (He ve ark.’dan adapte 

edilmiştir.) (44) 

2.5.3. MİKRORNA’LARIN FONKSİYONU 

Yapılan çalışmalar Lin-4 ve Let-7 gibi miRNA’ların fonksiyonunun gelişimsel 

zamanlamadaki rolü hakkında fikir vermektedir. Bununla birlikte bu rol moleküllerin hücre 

içerisindeki birçok görevinden yalnızca bir tanesidir. Pek çok model organizma üzerinde 

miRNA’ların sentezi (biyogenezi) sırasında önemli rollere sahip Dicer enziminin ve AGO 

proteininin durdurulması ile yapılan çalışmalar bu küçük RNA moleküllerinin embriyo 

gelişimi, farklılaşma, proliferasyon, apoptoz, tümör oluşumunun baskılanması gibi birçok 
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yolakta aktif rol aldıklarını göstermektedir. Bu durum miRNA aktivitesinin canlıların 

biyolojik süreçleri için ne kadar önemli olduğunu göstermektedir (44). 

2.6. PKOS’TA DEĞİŞEN GEN İFADESİ 

Yapılan çalışmalar PKOS gibi metabolik bir sendromun birden fazla faktörden ve farklı 

aşamalarda etkilendiğini göstermiştir. PKOS metabolik olarak bireyin hormonal dengesini 

bozarak hirsutism, insülin direnci gibi düzensizlikler gelişmesine neden olurken, özellikle 

yumurtalık dokusunda ve foliküllerde hücresel-moleküler düzeyde değişimler ile 

ilişkilendirilmiştir. Hücresel boyutta PKOS’lu kadınlarda folikülü oluşturan teka, mural 

granüloza (MG) ve kümülüs granüloza (KG) gibi hücrelerde çeşitli genlerde kontrol 

grubundaki bireylere göre ifade farklılığı olduğu tespit edilmiştir. Ancak bu değişimlerin 

PKOS sonucu mu olduğu yoksa bu değişimler sonucu mu bireyde PKOS geliştiği tam olarak 

netlik kazanamamaktadır (14). 

Wood ve arkadaşlarının 2004 yılında PKOS’lu kadınlardan aldıkları örnekleri kontrol 

grubuna göre kıyaslayarak yaptıkları çalışma teka hücrelerinde Wnt sinyal yolağında yer 

alan genlerin PKOS’lu bireylerde ifadelerinin değiştiğini göstermiştir (45). Wnt sinyal 

yolağı hücrenin proliferasyon ve farklılaşma süreçlerini etkileyen gelişimsel bir yolaktır. Bu 

nedenle bu yolaktaki bozulmaların folikül olgunlaşmasını etkileyerek PKOS gelişiminde rol 

oynayabileceği düşünülmüştür (46). 

Benzer olarak yapılan çalışmalarda MAPK (47), TGF-ß (48), insülin (49), GnRH (50) gibi 

sinyal yolaklarında yer alan genlerin PKOS’ta ifade değişimi gösterdiği ve bu yolaklardaki 

sinyal bozulması ile PKOS’un ilişkili olabileceği gösterilmiştir. 

2.7. miRNA VE PKOS 

Günümüzde miRNA’ların yumurtalıklarda folikül gelişiminde, oosit olgunlaşmasında ve 

fertilizasyonda oynadıkları roller ile ilgili makaleler bulunmaktadır. Yapılan bu çalışmalar 

sayesinde PKOS gibi metabolik bir düzensizlikte teka hücre tabakası, mural granüloza 

hücreleri, kümülüs granüloza hücreleri ve foliküler sıvı gibi oosit mikroçevresini oluşturan 

katmanlarda değişen miRNA ifadesi ve etkileri aydınlatılmaya başlanmıştır (51–53). 2019 

yılı itibariyle yapılan çalışmalar ve bu çalışmaların derlenmesi ile yazılan makaleler 



17 

 

sayesinde PKOS’un pato-fizyolojisi ve miRNA moleküllerinin burada rolü hakkında daha 

detaylı bilgiler açığa çıkmaktadır (54–56). 

Sang ve ark. tarafından 2013 yılında AE-PCOS kriterine göre PKOS teşhisi konulmuş 

kadınlarda kontrol grubuna göre 2 miRNA’nın (hsa-miR-132 ve hsa-miR-320) ifadesinin 

anlamlı olarak düştüğü tespit edilmiştir. Çalışma yapılırken insan vücut sıvılarında ortak 

olarak bulunan ve diğer memelilerin yumurtalıkları ile yapılan çalışmalarda tanımlanan 

miRNA’lar’dan yola çıkılmıştır. Yine ilgili miRNA’lar daha önce yapılan çalışmalarda da 

PKOS bağlantılı tip-2 diyabet ve insülin direnci (Insulin resistance – IR) ile 

ilişkilendirilmişlerdir (51). 

Rotterdam kriterlerine göre teşhis edilen PKOS’lu kadınlar ile kontrol grubundan folikül 

sıvısı alınarak 2014 yılında Roth ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada miRNA ifade 

profilleri kıyaslanmıştır. Yapılan analizler sonucunda 5 farklı miRNA ifadesinin 2 grup 

arasında anlamlı olarak artış gösterdiği belirlenmiştir (52). 

Song ve arkadaşlarının 2019 yılında yayınladığı makalede 6 aday miRNA’dan 2 tanesinin 

(hsa-miR-135a ve hsa-miR-186) PKOS’lu kadınlardan alınan mural granüloza hücrelerinde 

ifadesinin arttığı raporlanmıştır. Çalışmada 83 kadından alınan örnekler kullanılmıştır ve bu 

kadınlardan 63 tanesine Rotterdam kriterlerine göre PKOS teşhisi koyulmuştur. Bu iki 

miRNA’nın MGH proliferasyonu ve apoptozunda rol oynayan ESR2 ve CDKN1A genlerine 

etki ettiği tespit edilmiştir (54). 

2019 yılında Che ve arkadaşları yapılan çalışmada 20 tanesi PKOS teşhisi konulmuş 20 

tanesi kontrol olmak üzere 40 kadın üzerinde yapılan mikrodizin çalışmasında analizler 

sonucunda 1032 miRNA benzeri fonksiyon gösteren ve circRNA’nın (circular RNA) PKOS 

ve kontrol grubu arasında ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir (56). 

Laboratuvarımızda 2014 yılında tarafımdan savunulan yüksek lisans tezi ve 2015 yılında 

tamamlanan 112S579 numaralı TÜBİTAK 3501 projesi sonucunda da 7 adet miRNA’nın 

PKOS ve kontrol grubu arasında ifade farklılığı gösterilmiş, bu miRNA’lar’dan 2 tanesinin 

(hsa-miR-3135b ve hsa-miR-4417) ifade farklılığı mikrodizin yöntemi ile birlikte eş-

zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Eş-zamanlı kantitatif PZR) (quantitative 

real-time polymerase chain reaction - qRT-PCR) ile doğrulanmıştır. Bu miRNA’ların 
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fonksiyonları hedefledikleri potansiyel genler ile birlikte değerlendirildiğinde ifade 

düzensizliklerinin PKOS gelişiminde rol oynayabileceği düşünülmektedir (57). 

PKOS’ta miRNA’lar’ın rolünün daha iyi anlaşılması ve PKOS’un moleküler 

mekanizmalarının aydınlatılması için Graafian folikülünü, yumurta mikroçevresini, folikül 

sıvısını oluşturan ve aynı öncül granüloza hücrelerinden köken alan mural granüloza 

hücreleri ve kümülüs granüloza hücrelerindeki miRNA ifade profillerinin gösterdiği 

değişikliklerin tespit edilebilmesi gerekmektedir (58). Literatürde günümüze kadar yapılan 

çalışmalarda PKOS’ta MGH ve KGH’ler kullanılarak yapılan böyle bir çalışma 

bulunmamaktadır. 

2.8. MİKRODİZİN YÖNTEMİ 

Moleküler biyolojide kullanılan metotların çoğunluğunda deney başına tek bir gen 

lokusunun analizi mümkündür. Bu durum her deneyde bir veya bir grup mRNA veya 

miRNA ifadesinin tespit edilebilmesine olanak sağlamaktadır. Gen ve miRNA gibi 

moleküllerin tamamının bir hastalık veya düzensizlik durumunda değişimini görmek bu 

geleneksel metotlar ile oldukça zor ve uzundur. Organizmalara ait binlerce genin bilgisi bir 

çip üzerinde mikrodizin teknolojisi sayesinde görüntülenebilmektedir. Bu genomik veya 

transkriptomik bilgi sayesinde aynı anda binlerce genin etkileşimleri tespit edilebilmektedir 

(59).  

2.8.1. MİKRODİZİN TEKNOLOJİSİ 

Mikrodizin yöntemi genellikle çip adı verilen cam, silikon veya naylon membranlar üzerinde 

bulunan küçük alanlara (mikro) yerleştirilmiş tek iplikli çok sayıda DNA parçacıkları (dizin) 

ile genomda depolanmış bilgileri taşıyan hedef nükleik asit zincirlerinin hibridize olması 

temeline dayanan ve bu hibridizasyon sonucu açığa çıkan bilginin incelenmesi ile 

yorumlanan bir tekniktir. Yöntem sayesinde bir organizmadaki belirli bir grup molekülün 

veya o molekül ailesinin tamamının ifade seviyeleri veya eşleşme durumları çok küçük bir 

alanda incelenebilmektedir. Amaç ve uygulanan yöntem açısından farklılıklar olabilirken 

“DNA çip”, “DNA array” ve “mikroçip” kavramları da benzer uygulamaları ifade 

edebilmektedir. 



19 

 

2.8.2. MİKRODİZİN TEKNOLOJİSİNİN KULLANIM ALANLARI 

Aynı anda binlerce genin genomik ve transkriptomik verisinin tespitini sağlayan yüksek 

işlem hacimli bir yöntem olarak mikrodizin; iki grup arasındaki gen ifade farklılıklarının 

tespitinde, hastalıkların tanısında, patojenite analizlerinde, polimorfizm ve/veya 

mutasyonların tespitinde, toksikogenomik ve farmakogenetikte kullanılan bir teknolojidir 

(60). 

2.8.3. MİKRODİZİN PLATFORMLARI 

Mikrodizin yönteminde kullanılan çipler üretim teknolojileri ve kullandıkları temel 

materyale (cam, silikon vb.) göre çeşitlilik göstererek farklı üreticiler tarafından 

üretilebilmektedir. Üretici firmalar aynı zamanda araştırmacıların isteklerine göre özel 

tasarım çipler de üretebilmektedir. Günümüzde Agilent, Affymetrix (Thermo Sci.) ve 

Illumina gibi firmalar bilinen çip üreticileri olarak anılmaktadır. 

Her üretici tarafından tasarlanan her model çip “platform” olarak adlandırılmaktadır. Yeni 

platform terimi hem marka bilgisini hem de spesifik bir iş için tasarlanmış model bir çipi 

ifade etmektedir. Klinik tanıda kullanıma uygun olarak tasarlanmış platformlar olduğu gibi 

araştırmacıların sıklıkla başvurduğu mRNA ifade profillemesi çıkartılabilen platformlar da 

bulunmaktadır. Yukarıda daha önce de belirtildiği gibi özel bir sebep ile araştırmacıların 

isteği üzerine üretici firmalar özel platformlar da tasarlayabilmektedir (60). 

Bir çalışmada kullanılan mikrodizin çiplerinin aynı platformda yapılması çalışma içerisinde 

güvenilirliği artırmak ve sonuçları daha kıyaslanabilir hale getirmek açısından önemlidir. 

Mikrodizin verilerinin teknik ve sistemik sorunlardan arındırılarak gerçek biyolojik verinin 

açığa çıkarılması ve bu biyolojik verinin kıyaslanabilmesi adına “ön-işleme” olarak 

adlandırılan özel işlemlerden geçmektedir. Ön işleme temel olarak 3 aşamadan oluşmaktadır 

(61). 

Çip üzerinde dizin kümelerinin bulunduğu noktalara spot adı verilmektedir. Çalışma 

sonrasında bu spot bölgelerinden gelen sinyallerin bir kısmı gerçek biyolojik veriye ait 

değildir. Bu sinyaller floresan boya ile işaretlenmiş nükleik asitlerin spesifik olmayan 

bağlanmaları, yıkama aşaması sonrasında çip üzerinde kalan floresan boya artıkları veya çipi 

tarayan sistemden kaynaklı arka plan gürültüsünden oluşabilmektedir. Birinci aşama olan 
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arka plan düzeltmesinde (Background correction) bu teknik sorunlardan kaynaklı kirlilik ve 

gürültü matematiksel olarak elenir ve düzenlenir. İkinci aşama olarak normalizasyon 

(normalization) adımı gelir ve örnekler matematiksel olarak kıyaslanabilir bir düzleme 

çekilir. Bu aşamada amaç örneklerdeki farklı koşullardan kaynaklı ifade farklılıkları yerine 

gerçek biyolojik ifade farklılık ortaya çıkarılması için bir düzlem oluşturmaktır. Son aşama 

olan özetlemede (summarization) ise prob seti denilen ve 11-20 arasında probdan oluşan 

bölgeler birden çok ışımadan kaynaklanan çoklu değerden tek bir ışıma değerine 

matematiksel olarak indirgenir (62). Bu işlemlere örnek vermek gerekirse Affymetrix 

firmasının geliştirdiği MAS5.0 ve farklı platformlarda oldukça sağlıklı sonuç verebilen 

RMA (robust multiarray algorithm) algoritmalarından bahsedilebilir (61).  

2.8.4. MİKRODİZİN VERİTABANLARI 

Mikrodizin çalışmaları sonucu çıkan verilerin saklanabilmesi, bütün bilim insanlarının 

kullanımına açık hale gelmesi ve çiplere yüklenen örneklerin özelliklerinin, klinik veya 

patolojik verilerinin paylaşabilmesi için internet tabanlı büyük veri-tabanları 

kullanılmaktadır. Bu veri-tabanları ilgili verileri belirli bir standartta depolayabilmek ve 

kullanıcılara ulaştırabilmek adına “mikrodizin çalışmasının en temel bilgileri” (Minimum 

information about a microarray experiment – MIAME) olarak isimlendirilen kriterler ile 

kabul etmekte ve depolamaktadırlar (63). 

Bu kriterlere göre; ham veri, veri-örnek bağlantıları ve platform bilgisi gibi temel bilgiler 

başta olmak üzere ek olarak deney ile ilgili temel bilgiler, deneysel tasarım bilgileri, platform 

ile ilgili tanımlama bilgileri ve koordinatlar gibi kimliklendirme (anotasyon) bilgileri, 

kullanılan veri işleme protokolleri (ön işleme basamakları) ilgili veri-tabanlarından 

ulaşılabilir formatta olmalıdır (63). 

MIAME kriterlerine göre çalışan ve açık veri-tabanlarından en çok kullanılanları aşağıda 

sıralanmıştır: 

2.8.4.1. ArrayExpress 

İnternet sitesi linki: https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ 
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The European Bioinformatics Institute (EBI); kapsamı büyük ve Avrupa kökenli bir veri-

tabanıdır. ArrayExpress ise mikrodizin verilerinin tutulduğu bir proje olarak EBI’ın altında 

yer almaktadır. 

Güncel olarak (2019 yılı Aralık ayı verilerine göre) ArrayExpress üzerinde 2.409.630 örnek 

ve bu örneklerin bulunduğu 72.633 veri-seti bulunmaktadır ve bu biyolojik veri 55.83 

terabayt (TB) depolama alanı kaplamaktadır (64).  

2.8.4.2. GEO (Gene Expression Omnibus) 

İnternet sitesi linki: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ 

Açık adı Gene Expression Omnibus olan GEO; dünyanın en kapsamlı biyolojik veri-tabanı 

olan Amerika Birleşik Devletleri (ABD) kökenli NCBI’ın (National Center for 

Biotechnology Information) altında bulunan mikrodizin veri-tabanı projesidir.  

Güncel bilgiler kontrol edildiğinde GEO’da günümüzde (2019 yılı Aralık ayı verilerine göre) 

3.354.009 adet örnek, 20.465 çeşit platform ile çalışılmıştır ve ortaya 122.453 çalışma 

çıkmıştır. Bu çalışmalardan 4.348 tanesi ise GEO araştırmacıları tarafından kontrol ve analiz 

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

Hem GEO hem de ArrayExpress veri-tabanlarında bulunan araçlar ve bağlantılar ile verilerin 

bulunduğu çalışmalar ve bu çalışmaların yapıldığı farklı platformlar hakkında bilgi 

edinilebilmekte ve temel araçlar sayesinde basit analizler yapılabilmektedir (64,65). 

2.8.5. META-ANALİZ YÖNTEMİ 

Meta-analiz istatistiksel bir yöntem olmakla birlikte bir konu üzerinde farklı zaman 

dilimlerinde ve farklı merkezlerde yapılan araştırmalara ait sonuçları niteliksel ve niceliksel 

olarak birleştirmek için kullanılmaktadır. Birçok veri meta-analiz yöntemi ile 

birleştirilebilmektedir ancak mikrodizin veri-tabanlarında bulunan verinin düzenli oluşu ve 

MIAME kriterleri ile sağlanan veri detayları yöntemin mikrodizin çalışmaları için daha 

uygulanabilir olmasını mümkün kılmıştır. 

Meta-analiz yöntemi ile farklı yer ve zamanda yapılan mikrodizin çalışmalarının bir araya 

getirilmesi ile ortaya çıkan bilgi, verilerin kendi içlerinde yapılan analizler sonucu çıkan 
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bilgiden daha geniş kapsamlı, örneklem kümesinin büyümesinden dolayı daha genellenebilir 

ve anlamlı olmaktadır. Bu durum meta-analiz yönteminin istatistiksel bir güç getirdiğini 

göstermekte ve veri-tabanlarına yüklenen veriler ile yöntemin kullanılması durumunda daha 

önce tespit edilemeyen biyolojik verilerin açığa çıkmasına olanak sağlamaktadır. 

Meta-analiz yöntemlerini temelde iki farklı gruba ayırarak incelemek mümkündür. 

Çalışmaların kendi içlerinde analiz edilmesi ve çıkan sonuçların istatistik bilimi kullanılarak 

bir araya getirilmesi bir grubu oluştururken, ikinci yöntem farklı merkezlerde farklı 

zamanlarda yapılan çalışmalara ait ham verilerin herhangi bir işlemden geçmeden bir araya 

koyularak tek bir çalışma gibi analiz edilmesidir (Naiv meta-analiz yöntemi). Bu 

gruplandırmalara rağmen bu yöntemleri her çalışmanın kendisine özgü olarak 

değerlendirmek gerekmektedir. Her iki yöntemde de farklı çalışmalarda farklı avantajlar ve 

dezavantajlar ortaya çıkmaktadır. Buna örnek vermek gerekirse, mikrodizin yöntemine ait 

verilerin kullanıldığı bir meta-analiz çalışmasında, aynı platformun kullanıldığı veri 

setlerinde naiv meta-analiz yöntemini kullanmak örneklem kümesini genişleteceği için ve 

teknik farklardan en alt düzeyde etkileneceği için avantaj sağlarken, farklı platformların 

kullanıldığı veri setlerinde birçok teknik farkı beraberinde getirecek ve gerçek biyolojik 

verinin bundan etkilenmesine neden olacaktır (66). 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Üreme çağındaki kadınları yüksek bir prevalans (%8-18) ile etkileyen PKOS; anovulatuar 

infertilitenin en sık rastlanan sebeplerinden biri olan endokrin bir düzensizliktir. miRNA’lar 

ise gen regülasyonunda; transkripsiyonun baskılanması veya mRNA molekülün 

degredasyonu şeklinde rol oynayan, küçük endojen RNA molekülleridir. Bu küçük 

düzenleyici RNA moleküllerinin kadın üreme sistemindeki rolleri henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Ancak yapılan çalışmalar yumurtalıklarda ve yumurta mikroçevresinde 

gerçekleşen gen ifade düzensizliklerinin PKOS gibi metabolik sendromlar ve infertilite ile 

ilişkisi olduğunu göstermektedir. Bu durum da miRNA’ların kadın üreme sistemi üzerindeki 

etkilerinin araştırılması konusunun önemine dikkat çekmektedir. Bu önem; Dicer 1 

proteininin (miRNA biyogenezinde kilit bir role sahiptir) farelerde yumurtalık dokusunda 

delesyona uğratılması sonucu infertilite artışı ile daha da dikkat çekici bir hale gelmiştir. Bu 

bulgular bir yumurta hücresinin, çevresindeki somatik hücreler ile etkileşime girdiğini, bu 

hücrelerden gelen sinyaller doğrultusunda gelişerek olgunlaştığını ve miRNA’ların bu 

süreçte etkin bir rolünün olduğunu göstermektedir. Yumurta mikroçevresinde yer alan ve 

yumurta ile doğrudan temas halinde olan kümülüs granüloza hücreleri ile dışarıdan gelen 

sinyallere göre mikroçevre şartlarını düzenleyen MGH’lerin PKOS durumundaki ifade 

değişikliklerinin aydınlatılması önem taşımaktadır. 

Daha önce yapılan yüksek lisans tez çalışmamda PKOS grubu ve kontrol grubu bireyler 

arasında mural granüloza hücrelerinde miRNA ifade farklılıklarına bakılmış ve 7 adet 

miRNA’nın iki grup arasında anlamlı farklılıklar gösterdiği tespit edilmiştir. Bu 

miRNA’ların hedef analizleri ve bu hedeflere ait yolak analizleri yapıldığında bu hedeflerin 

özellikle hücre farklılaşması (diferansiyasyon) ve hücre proliferasyonunda yer alan 

yolaklarda zenginleştiği bulunmuştur. Bu durum; KGH ve MGH’lerin öncül granüloza 

hücrelerinden köken aldığı bilgisinden yola çıkarak PKOS durumunda iki hücre grubu 

arasında farklılaşma ile ilgili yolakların düzensizleşmesi ile ilgili soru işaretlerini aklımıza 

getirmiştir. Dolayısıyla PKOS’ta bu iki somatik hücre grubunda gerçekleşen moleküler 

değişikliklerin aydınlatılması sendromun tanı ve tedavisine katkı sağlayacaktır. 

Elde ettiğimiz ön verilerden yola çıkarak bu tez çalışmasında; PKOS’lu bireylere ait 

MGH’ler ile KGH’ler arasındaki mRNA ve miRNA ifade profillerini karşılaştırmak ve 
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mikroçevreyi oluşturan bu iki önemli hücre grubundaki mRNA ve miRNA ifade 

değişikliklerini tespit ederek PKOS’u moleküler düzeyde aydınlatabilmek amaçlanmıştır. 

Günümüze kadar infertilitenin en önde gelen sebeplerinden bir tanesi olan PKOS’ta yumurta 

mikroçevresindeki değişiklikleri mural ve kümülüs granüloza hücrelerinin etkileşimleri, 

farklılaşma (diferansiyasyon) durumları ile ele alarak bu süreçte rol oynadığı düşünülen 

genlerin ve miRNA’ların ifade profillerini aydınlatan bir çalışma rapor edilmemiştir. Bu 

çalışmada, literatürde şimdiye kadar yapılan çalışmalarda kullanılan mural ve kümülüs 

granüloza hücrelerinin mikrodizin mRNA ifade profilleri ile bağımsız olarak tarafımızdan 

toplanan örneklere ait miRNA ifade profilleri beraber değerlendirilmiş ve PKOS’un yumurta 

mikroçevresinde bulunan bu somatik hücreler ile ilişkisine ait moleküler temeller 

aydınlatılmaya çalışılmıştır. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

4.1.1. VERİTABANLARINDAN TOPLANAN MİKRODİZİN ÇALIŞMALARI 

GEO ve ArrayExpress veri-tabanlarında PKOS’lu bireylerden ve kontrol gruplarından 

toplanmış MGH ve KGH’lere ait mikrodizin ifade verileri seçilmiştir. Veri setleri ile ilgili 

daha detaylı bilgi “Araştırma Bulguları” bölümünde verilmektedir. 

4.1.2. PKOS’LU ÖRNEKLER 

Bu çalışmada Özel HRS Ankara Kadın Hastanesi’nde ve Ankara Liv Hospital’da in-vitro 

fertilizasyon (IVF) işlemi için uygulanan oosit toplama (oocyte pick-up - OPU) işlemi 

sırasında aspire edilen folikül sıvısından izole edilen MGH’ler ve KGH’ler kullanılmıştır. 

Çalışmaya dahil edilme kriterleri; 

• Çalışmaya katılmayı kabul etmek 

• PKOS haricinde infertiliteye neden olabilecek başka bir hastalığa sahip olmamak 

• Açıklanamayan infertiliteye sahip olmamak 

Çalışmadan dışlanma kriterleri; 

• Çalışmaya katılmayı reddetmek 

• PKOS haricinde infertiliteye neden olabilecek başka bir sendrom veya hastalığa veya 

açıklanamayan infertiliteye sahip olmak 

Elde edilecek sonuçlarla birlikte değerlendirilmek üzere çalışmaya dahil edilen örneklerin 

yaş ve toplanan oosit sayısı bilgileri toplanmıştır (Çizelge 4.1.).  Bu çalışma için etik kurul 

onayı (Ek 2) ve folikül sıvısı alınan bireylerden bilgilendirilmiş onam formu alınmıştır. 
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Çizelge 4.1. Çalışmaya dahil edilen örneklerin örnek numaraları, yaş bilgisi ve toplanan oosit 

sayıları 

Örnek 

No. 

Klinik 

Tanı 
Yaşı 

Oosit 

Sayısı 

PK 1 PKOS 25 17 

PK 2 PKOS 41 19 

PK 3 PKOS 29 29 

PK 4 PKOS 33 8 

PK 5 PKOS 30 42 

PK 6 PKOS 21 12 

PK 7 PKOS 28 28 

PK 8 PKOS 25 4 

PK 9 PKOS 27 18 

PK 10 PKOS  - - 

PK 11 PKOS  - - 

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 REAKSİYONU KİTLERİ VE EŞ-

ZAMANLI KANTİTATİF PZR KİTLERİ 

mRNA’lardan cDNA sentezi için Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, 

04379012001) kullanılmıştır. 

miRNA’lardan cDNA sentezi için miScript II RT Kit (Qiagen, 218161) kullanılmıştır. 

mRNA’lar ile eş-zamanlı kantitatif PZR reaksiyonu için LightCycler 480 Syber Green 

Master Kit (Roche, 4707516001) kullanılmıştır. 

miRNA’lar ile eş-zamanlı kantitatif PZR reaksiyonu için miScript SYBR Green PCR Kit 

(Qiagen, 218073) kullanılmıştır. 

Tüm eş-zamanlı kantitatif PZR çalışmaları LightCycler 480 (Roche, 05015243001) 

cihazında gerçekleştirilmiştir. 
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4.1.4. PRİMERLER 

4.1.4.1. mRNA Primerleri 

Çizelge 4.2. Eş-zamanlı kantitatif PZR’de kullanılan ve laboratuvarımızda tasarlanan 

mRNA primerlerinin uzunlukları (baz çifti (bç) olarak), ürün boyları (bç olarak) ve sekans 

bilgilerinin gösterir çizelge. 

Gen İsmi D/T Primer Uzunluğu (bç) Ürün Boyu (bç) Sekans 

ACTB 
D 20 

125 
CCAACCGCGAGAAGATGACC 

T 20 GGAGTCCATCACGATGCCAG 

INSR 
D 20 

191 
TGGATTCCGTGGAGGATAAT 

T 20 GCCGTGTGACTTACAGATGG 

FZD3 
D 20 

179 
GGCATATAGGTGGGCACAGT 

T 20 GAAATCCCGAGAACAATCCA 

MAPK1 
D 19 

189 
ATCGCCGAAGCACCATTCA 

T 20 CAGGGGTCAAGAACTGGGAA 

MAPK14 
D 21 

198 
TATGCGTCTGACAGGAACACC 

T 20 TGGGCCGCTGTAATTCTCTT 

RUNX2 
D 19 

217 
GACAGCCCCAACTTCCTGT 

T 22 CCACAAATCTCAGATCGTTGAA 

PTPRC 
D 20 

155 
TTAGGGACACGGCTGACTTC 

T 20 GAACACTGGGCATCTTTGCT 

JUNB 
D 20 

101 
AACAGCCCTTCTACCACGAC 

T 20 CAGGCTCGGTTTCAGGAGTT 

FOS 
D 20 

181 
GGGGCAAGGTGGAACAGTTA   

T 20 AGGTTGGCAATCTCGGTCTG   
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4.1.4.2. miRNA Primerleri 

Çizelge 4.3. Eş-zamanlı kantitatif PZR’de kullanılan miRNA primerlerinin kısa adları (hsa-

miR), katalog numaraları, sekans dizileri ve kullanılan marka kataloğunda bulunan ürün adı 

bilgilerini gösterir çizelge. 
miRNA Kat. No. Ürün Adı Dizi 

hsa-miR-1587 MS00037492 
Hs_miR-1587_1 miScript 

Primer Assay 
UUGGGCUGGGCUGGGUUGGG 

hsa-miR-1909 MS00016513 
Hs_miR-1909*_1 miScript 

Primer Assay 
UGAGUGCCGGUGCCUGCCCUG 

hsa-miR-3135b MS00037534 
Hs_miR-3135b_1 miScript 

Primer Assay 
GGCUGGAGCGAGUGCAGUGGUG 

hsa-miR-3188 MS00041923 
Hs_miR-3188_2 miScript 

Primer Assay 
AGAGGCUUUGUGCGGAUACGGGG 

hsa-miR-4286 MS00021371 
Hs_miR-4286_1 miScript 

Primer Assay 
ACCCCACUCCUGGUACC 

hsa-miR-4417   Custom Primer GGUGGGCUUCCCGGAGGG 

hsa-miR-4433 MS00041356 
Hs_miR-4433-3p_1 

miScript Primer Assay 
ACAGGAGUGGGGGUGGGACAU 
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4.2. YÖNTEM 

 
Şekil 4.1. Çalışmanın genel iş akış şeması. 

PKOS’lu bireylerden folikül sıvısının toplanması, folikül sıvısından MGH’lerin ve 

KGH’lerin izolasyonu ve bu hücre gruplarından total RNA izolasyonunun yapılması, izole 

edilen RNA miktarının belirlenmesi, RNA bütünlüğünün kontrolü işlemlerinde Yüksek 

Lisans Tezi’mde uygulanan aynı süreç ve yöntemler izlenmiştir. Bu yöntemlere ilişkin 

detaylar Ek-1’de belirtilmiştir. 

Çalışmada izlenen aşamalara ait basamaklar Şekil 4.1.’de iş akış şeması olarak 

sunulmaktadır. 
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4.2.1. VERİTABANLARINDAN UYGUN MİKRODİZİN VERİ SETLERİNİ 

SEÇİLMESİ 

GEO ve ArrayExpress veri-tabanlarından çalışmaya uygun veri setlerinin seçilmesi için 

“kümülüs granüloza hücreleri (cumulus granulosa cells), mural granüloza hücreleri (mural 

granulosa cells), PKOS (PCOS)” anahtar kelimeleri ile arama yapılmıştır. Çıkan 

verisetlerinin planlanan çalışma ile uyumlu olması adına sadece insandan alınan biyolojik 

örnekler ile yapılan çalışmalar “Organizma: İnsan (Organism: Human)” filtresi ile 

filtrelenmiştir. Platform tabanlı farklardan etkilenmemek adına çıkan sonuçlar aynı 

mikrodizin platformu (GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix Inc., Santa 

Clara, CA)) kullanılarak yapılan çalışmaları seçecek şekilde yeniden filtrelenmiştir. 

Kullanılan platform dünyada ifade çalışmalarında sıklıkla tercih edilmektedir. Platform 

GEO’da Platform No (Platform ID): GPL570, ArrayExpress’te A-AFFY-44 platform 

numaraları kullanılarak filtrelenmiştir ve bu sayede yalnızca bu platform kullanılarak 

yapılan çalışmalar elde edilmiştir. Affymetrix markasına ait ham veriler “.CEL” formatında 

saklanmaktadır. Filtrelenen her veri setine ait .CEL ham veri dosyaları veri-tabanlarından 

elde edilmiştir.  

4.2.2. SEÇİLEN MİKRODİZİN VERİ SETLERİNİN KORELASYONLARININ 

KONTROLÜ 

Veri-tabanlarından seçilen veri setleri içinde bulunan her örneğe ait ham veriler (.CEL 

uzantılı dosyalar) ArrayAnalysis (67) (http://www.arrayanalysis.org/) internet sitesine 

yüklenerek mikrodizin çiplerinin korelasyonları ve sinyal-çip kıyaslanabilirlik analizleri 

yapılmıştır. Pearson korelasyon analizinde yüksek korelasyon gösteren örneklerin katsayı 

değerlerinin 0,8’den büyük olması beklenmektedir ve bu katsayı 1’e yaklaştıkça örneklerin 

korelasyonları yani kıyaslanabilirlik düzeyleri artmaktadır.  

4.2.3. SEÇİLEN ÇALIŞMALARA AİT HAM VERİLER İLE MİKRODİZİN 

ANALİZLERİNİN GERÇEKLEŞTİRİLMESİ 

Bu tez çalışmasında seçilen ve yüksek korelasyon gösterdiği tespit edilen 3 farklı mikrodizin 

çalışmasına ait ham verilerin beraber analiz edilebilmesi (naiv meta-analiz) (66) için BRB-

ArrayTools (v4.6.0) (68) yazılımı kullanılmıştır. BRB-ArrayTools programı “R” yazılım 
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dilinde “Bioconducter” paketini kullanarak “Microsoft Excel” eklentisi olarak mikrodizin 

analizi yapılmasına olanak sağlamaktadır.  

4.2.3.1. Verilerin BRB-ArrayTools Programına Yüklenmesi ve Normalizasyonu 

Seçilen ve yüksek korelasyon gösterdiği tespit edilen 3 farklı mikrodizin çalışmasına ait ham 

veriler BRB-ArrayTools programına tek bir veri seti olarak (meta-veri), Robust Multi-Array 

Average (RMA) normalizasyon yöntemini kullanarak yüklenmiş ve normalize edilmiştir. 

Normalizasyon işlemi yıkama-boyama nedeniyle ortaya çıkabilecek farklılıklar, spesifik 

olmayan (non-spesifik) bağlanmalar veya arka plan gürültüsü gibi farklardan dolayı ortaya 

çıkabilecek teknik farklılıkları elemine ederek gerçek biyolojik farklılığın ortaya 

çıkarılmasını sağlamaktadır. RMA normalizasyonu; arka-plan düzeltmesi (background 

correction), quantile normalizasyon işlemi ve matematiksel bir düzenleme olan logaritma 2 

tabanına dönüştürmesini (log2 tranformasyonu) içeren paket bir normalizasyon işlemidir 

(69). 

4.2.3.2. Mikrodizin Veri Analizi ve İstatistiksel Analizler 

Meta-verinin normalizasyonundan sonra PKOS (PK) ve kontrol (NM) grupları olarak 

örnekler 2 farklı gruba ayrılmıştır. PK grubu içerisinde MGH’lerden ve KGH’lerde gelen 

çipler 2 ayrı sınıf olarak belirlenmiştir. NM grubu içerisinde de yine aynı şekilde 

MGH’lerden ve KGH’lerden gelen çipler 2 ayrı sınıf olarak tanımlanmıştır. PK ve NM 

gruplarında ayrı ayrı MGH ve KGH’ler arasında sınıf karşılaştırması (class comparison) 

işlemi yapılmıştır. Bu işlem için eşleştirilmemiş t-test (unpaired t-test) istatistik yöntemi 

kullanılmıştır ve her iki grupta (PK ve NM) sınıflar arasında (MGH ve KGH) 4 kat ve 

üzerinde istatistiksel olarak anlamlı ifade farklılığı gösteren (p≤0,001) genler tespit 

edilmiştir. 

4.2.3.3. Yalnızca PKOS Grubunda MGH ve KGH’ler Arasında İfade Farklılığı 

Gösteren Genlerin Tespit Edilmesi 

Her iki gruptan da elde edilen MGH ve KGH’ler arasında ifade farklılığı gösterdiği tespit 

edilen gen listeleri PKOS ve Kontrol grubu olarak VENNY 

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html) (70) internet tabanlı programına 

yüklenmiştir. Bu sayede yalnızca PKOS durumunda bu iki somatik hücre grubu arasında 
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anlamlı ifade farklılığı gösteren gen listesi (PKOS spesifik ifade farklılığı gösteren genler – 

PKOS-spesifik DE mRNA’lar) tespit edilmiştir. 

4.2.3.4. Kümeleme Analizi 

İstatistiksel olarak anlamlı ve ifade farklılığı gösteren genler kümeleme analizine alınmıştır. 

Kümeleme analizinde genler ve meta-veriden gelen örnekler hiyerarşik olarak 

kümelenmişlerdir ve uzaklık değerleri (distance value) “Average linkage” metodu ile 

belirlenmiştir. Yapılan analizlerde kümeleme işlemi için BRB-ArrayTools içerisine gömülü 

olarak da çalışabilen Cluster (v3.0) (http://bonsai.ims.u-

tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster/) (71) programı kullanılmıştır. Kümeleme analiz 

sonuçlarının görüntülenmesi için yine BRB-ArrayTools üzerinden çalışan Java yazılım dili 

tabanlı TreeView (v1.1.6r4) (72) programı kullanılmıştır. 

4.2.3.5. Mann-Whitney Testi 

Mann-Whitney testi (U-test) iki grubun birbirinden farklı olup olmadığını belirlemek için 

kullanılan bir istatistiksel analiz yöntemidir (73). Çalışmada parametrik değerlere 

dayanmadan yapılan (non-parametric) bir test olan Mann-Whitney testi Minitab (v19.2.0) 

programı kullanılarak yapılmıştır. 

4.2.4. PKOS SPESİFİK GENLERİN İKİ GRUP ARASINDAKİ İFADE 

FARKLILIĞININ EŞ-ZAMANLI KANTİTATİF PZR ÇALIŞMASI İLE 

DOĞRULANMASI 

4.2.4.1. mRNA’lardan Tamamlayıcı DNA (cDNA) Sentezi 

Laboratuvarımızda kullanılan örneklere ait total RNA’lardan mRNA’lar için tamamlayıcı 

DNA (cDNA) sentezi için 500 ng total RNA kullanılmıştır. Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kiti (Roche, 04379012001) kullanılarak üreticinin kit içerisinden çıkan 

yönergeleri doğrultusunda cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. 
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4.2.4.2. Belirlenen Genler ile Eş-Zamanlı Kantitatif PZR Çalışmasının 

Gerçekleştirilmesi 

Yolak zenginleştirme analizleri sonucunda PKOS ve hücre farklılaşması ile ilgili olduğu 

düşünülen genler seçilerek laboratuvarımızda bulunan bağımsız örneklerde ifade 

doğrulaması yapılmıştır. Bu doğrulama işlemi için seçilen genlere spesifik olarak dizayn 

edilmiş uygun primerler kullanılmıştır.  

İfade analizlerinde normalizasyon amacıyla ACTB (Beta-Actin) geni kullanılmış, analiz 

metodu olarak da yaklaşım yöntemi olarak da adlandırılan 2-ΔΔCt yöntemi kullanılarak ifade 

verileri ortaya çıkarılmıştır (74). Çalışmada 2 grup arasında ifade farklılığı gösteren genlerin 

ifade farklarının anlamlılık düzeyleri MGH ve KGH’lerin aynı bireyden gelmesi nedeniyle 

eşleştirilmiş t-test (paired t-test) kullanılarak tespit edilmiştir. p-değeri 0,05’ten küçük olan 

gen ifade farkları anlamlı olarak kabul edilmiştir. 

4.2.5. miRNA’LAR İLE EŞ-ZAMANLI KANTİTATİF PZR ÇALIŞMASININ 

GERÇEKLEŞTİRİLMESİ 

Laboratuvarımızda daha önce tamamlanan Yüksek Lisans Tezi’mde MGH’lerde arasında 7 

adet miRNA’nın PKOS ve kontrol grupları arasında ifade farklılığı gösterdiği tespit 

edilmiştir. Bu çalışma sonucunda bu miRNA’ların PKOS gelişiminde ve yumurta 

olgunlaşmasında rol oynayabileceği düşünülen genleri potansiyel olarak hedefledikleri 

gösterilmiştir. 

MGH’lerde PKOS-Kontrol grupları arasında bu miRNA’ların ifade farklılığı göstermesi 

aynı miRNA’ların PKOS’lu bireylerde MGH ve KGH’ler arasında da ifade farklılığı 

gösterip göstermediği sorusunu akla getirmiştir. Bu nedenle aynı bireylerden gelen (PKOS 

tanısı almış) MGH ve KGH’ler arasında bu miRNA’ların ifade farklılığı gösterip 

göstermediği araştırılmıştır. 

Ancak özellikle KGH’lerden elde edilen RNA miktarının az olması nedeniyle mRNA 

validasyon çalışmasında kullanılan 5 örnek bu aşamada çalışmadan çıkartılmak zorunda 

kalınmıştır. Bu örnekler yerine 4 farklı örnek eklenmiştir. Ancak her örnek için MGH ve 

KGH’lerin tek bir bireyden gelmesi ve bu nedenle eşleştirilmiş t-test (paired t-test) 

kullanılması nedeniyle teknik farklılıkların elemine edildiği düşünülmektedir. 
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4.2.5.1. miRNA’lardan Tamamlayıcı DNA (cDNA) Sentezi 

İzole edilen total RNA’dan yalnızca mRNA’lar kullanılarak cDNA sentezlenebilmesi için 

mRNA moleküllerinin 3’ ucunda bulunan poly (A) kuyrukları (poly Adenin tail) kalıp olarak 

kullanılmaktadır. Ancak olgun miRNA moleküllerinin 3’ uçlarında poly (A) kuyruğu 

bulunmamaktadır ve moleküllerin toplam uzunluğu 20-22 nükleotid olduğundan primer 

çiftlerine kalıp olacak uzunlukta değillerdir. miRNA’lardan cDNA sentezi için kullanılan 

miScript II RT Kiti (Qiagen, 218161) ile öncelikle miRNA’ların 3’ uçlarına hedef olarak 

kullanılabilmesi için poly (A) kuyruğunu da içeren bir “universal tag” eklenmiştir. Sonraki 

aşamada eklenen universal tag’e spesifik bir primer aracılığıyla cDNA sentez reaksiyonu 

üreticinin yönergelerine uyularak tamamlanmıştır. 300 ng total RNA miRNA’lardan cDNA 

sentez reaksiyonu için kullanılmıştır. 

4.2.5.2. MGH’ler ve KGH’ler Arasında İfade Farklılığı Gösteren miRNA’ların Eş-

Zamanlı Kantitatif PZR ile Tespit Edilmesi 

MGH ve KGH’ler arasında farklılık gösterebileceği düşünülen miRNA’ların ifadeleri eş-

zamanlı kantitatif PZR tekniği ile araştırılmıştır. Aynı bireylerden alınan MGH ve 

KGH’lerden izole edilen miRNA’lardan sentezlenen cDNA’lar PZR reaksiyonunda kalıp 

olarak kullanılmıştır. miRNA’lara olarak üretilen ve materyal kısmında tablo ile sunulan 

primerler ilgili üretici firma tarafından hazır olarak temin edilmiştir. cDNA sentez 

reaksiyonunda kullanılan universal tag’e komplementer (tamamlayıcı) olan universal primer, 

geri primer olarak kullanılmıştır. Kullanılan miRNA spesifik eş-zamanlı kantitatif PZR 

kitlerinin laboratuvarımızda bulunan LightCycler® 480 (Roche, 05015243001) cihazı ile 

uyumlu olduğu bilinmektedir. 

miRNA ifadelerinin belirlenmesi ve normalizasyonu için literatürde de daha önce 

kullanıldığı şekilde referans bir gen kullanmak yerine çalışmada kullanılan tüm örneklere ait 

tüm miRNA ifadelerinin Ct değerlerinin geometrik ortalamaları kullanılmıştır (75). MGH 

ve KGH’ler arasında ifade farklılığı gösteren miRNA’ların tespit edilebilmesi için yaklaşım 

yöntemi olarak da bilinen 2-ΔΔCt metodu (74), istatistiksel anlamlılık düzeylerinin tespiti için 

ise paired t-test yönetimi kullanılmıştır. İki grup arasındaki p-değeri 0,05’ten küçük olan 

miRNA ifade değişimleri anlamlı olarak kabul edilmiştir. 
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4.2.6. miRNA’LARA AİT POTANSİYEL HEDEF GENLERİN BELİRLENMESİ 

miRNA’ların potansiyel olarak hedefleyebilecekleri genlerin bulunması için farklı şekillerde 

çalışan biyoinformatik araçlar bulunmaktadır. Bu araçlar, genellikle internet (web) tabanlıdır. 

Yapmış olduğumuz çalışmada miRNA’lara ait hedefler bulunurken web tabanlı olarak 

çalışan miRDB (http://mirdb.org/) (76,77) veri-tabanı kullanılmıştır. 

4.2.7. META-ANALİZ ÇALIŞMASINDAN GELEN PKOS-SPESİFİK GENLER 

İLE miRNA HEDEF GENLERİNİN KESİŞTİRİLMESİ 

PKOS’lu bireylerden alınan örnekler ile yapılan eş-zamanlı kantitatif PZR çalışması 

sonucunda KGH’ler ve MGH’ler arasında anlamlı ifade farklılığı gösterdiği tespit edilen 

miRNA’lara ait biyoinformatik hedef listesi ile meta-analiz çalışmasında PKOS grubunda 

MGH-KGH sınıfları arasında anlamlı ifade farklılığı gösterdiği tespit edilen genlere ait ortak 

liste yine VENNY programı kullanılarak tespit edilmiştir. 

4.2.8. YOLAK ZENGİNLEŞTİRME ANALİZLERİ 

Yalnızca PKOS durumunda MGH ve KGH’ler arasında ifade farklılığı gösterdiği tespit 

edilen genlerin yer aldığı yolaklar ve miRNA hedef gen listesi ile PKOS-spesifik gen 

listesinin kesiştirilmesi ile elde edilen genlerin yer aldığı yolaklar WebGestalt (WEBbased 

GEne SeT AnaLysis Toolkit) (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) (78) internet tabanlı 

yolak zenginleştirme programının 2013 versiyonu aracılığıyla tespit edilmiştir. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. META-ANALİZ ÇALIŞMASI İÇİN VERİTABANLARINDAN SEÇİLEN 

VERİ SETLERİ 

Yöntem bölümünde belirtilen uygun arama filtreleri kullanılarak GEO veri-tabanında 

yapılan arama sonucunda GSE34526 (79) ve GSE10946 (80) veri setleri, ArrayExpress veri-

tabanında ise E-MEXP-3641 veri seti çalışmamız için uygun bulunmuştur. 

GSE10946 veri seti 23 adet KGH örneği içermektedir. Bu örneklerden 12 tanesi PKOS’lu 

bireylerden almış olup 11 tanesi kontrol grubundan gelmektedir. 

GSE34526 veri seti 10 adet MGH örneği içermektedir. Bu örneklerden 7 tanesi PKOS’lu 

bireylerden alınmış olup 3 tanesi kontrol grubundan gelmektedir. 

E-MEXP-3641 veri seti ise 25 adet kontrol grubu örneği içermektedir. Bu örneklerden  

Toplamda 19 adet PKOS’lu bireylerden gelen ifade verisi (PK grubu), 39 adet kontrol 

grubundan gelen ifade verisi (NM grubu) elde edilmiştir (Çizelge 5.1.). 

Çizelge 5.1. Seçilen mikrodizin verilerinde PKOS ve kontrol gruplarına ait KGH ve MGH 

örnek sayılarını gösterir çizelge (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. VERİ SETLERİNİN KORELASYONUNA AİT BULGULAR 

Veri tabanlarından indirilen 3 çalışmaya ait .CEL uzantılı ham veriler tek bir veri seti olarak 

(meta-veri) ArrayAnalysis programına yüklenmiştir. Yapılan analiz sonucunda bu 3 veri 

setinde bulunan mikrodizin verilerinin yüksek oranda korelasyon gösterdikleri (Pearson r 

katsayısı ≥ 0,8) ve meta-veri olarak analiz edilebilir oldukları tespit edilmiştir (Şekil 5.1.).  
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Şekil 5.1. Veri-tabanlarından indirilen 3 farklı veri setinde bulunan ham verilere ait 

korelasyon grafiği. Çalışmada kullanılan mikrodizin verileri yüksek oranda korelasyon 

göstermektedir (Pearson korelasyon; r ≥ 0,8) (81). 

5.3. MİKRODİZİN VERİ ANALİZİ VE İSTATİSTİKSEL ANALİZLERE AİT 

BULGULAR (META-ANALİZ) 

Yüksek korelasyon gösteren mikrodizin verilerinin bir araya getirilmesi ile PKOS grubunda 

7 adet MGH örneğinden, 12 adet KGH örneğinden ve kontrol grubunda ise 15 adet MGH 

örneğinden ve 24 adet KGH örneğinden oluşan bir meta-veri seti oluşturulmuştur. BRB-

ArrayTools yazılımı kullanılarak meta-veri seti ile mikrodizin ifade analizleri 

gerçekleştirilmiştir. 
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Yapılan mikrodizin veri analizi ve istatistiksel analizler sonucunda PKOS grubunda MGH 

ve KGH sınıfları arasında 1.390 genin istatistiksel olarak anlamlı (p<0,001) 4 kat ve üzerinde 

ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir. Kontrol grubunda ise yalnızca 32 genin anlamlı 

olarak (p<0,001) 4 kat ve üzerinde ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir. 

Hem kontrol grubunda hem de PKOS grubunda ortak olarak ifade farklılığı gösteren genlerin 

belirlenebilmesi için VENNY Venn diagramı çizme programı kullanılmıştır. VENNY 

analizi sonucunda 18 tane genin hem PKOS grubunda hem de kontrol grubunda MGH ve 

KGH sınıfları arasında ortak olarak ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir. 14 genin ise 

yalnızca kontrol grubunda bu iki hücre tipi arasında ifade farklılığı gösterdiği, bununla 

birlikte 1372 genin PKOS grubunda MGH ve KGH sınıfları arasında PKOS-spesifik olarak 

ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 5.2.). Bu aşamadan sonra bu genlerden 

“PKOS-spesifik genler” olarak bahsedilecektir.  

 
Şekil 5.2. Yapılan meta-analiz çalışması sonucunda MGH ve KGH sınıfları arasında PKOS 

grubunda 1372 genin, kontrol grubunda 14 genin anlamlı olarak en az 4 kat ifade farklılığı 

gösterdiği tespit edilmiştir (p<0,001). 18 gen ise her iki grupta da ifade farklılığı 

göstermektedir (81). 
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5.4. PKOS-SPESİFİK GENLER İLE YAPILAN YOLAK ZENGİNLEŞTİRME 

ANALİZLERİNE AİT BULGULAR 

PKOS-spesifik genler ile WebGestalt programı kullanılarak yolak zenginleştirme analizleri 

yapılmıştır. WebGestalt aracılığıyla veri sunulan ve genlerin rol aldığı yolakların 

belirlenmesinde etkin bir araç olan KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

(82) yolak zenginleştirme analizi sonuçları PKOS-spesifik genlerin özellikle daha önce 

literatürde PKOS ile ilişkilendirilmiş MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) sinyal 

yolağı (47), TGF-ß (Transforming Growth Factor) sinyal yolağı (48), diyabet ile ilişkili 

sinyal yolakları (83), insülin sinyal yolağı (49), Wnt sinyal yolağı (45), oosit-hücre 

olgunlaşması sinyal yolakları (84) ve hormonal sinyal yolaklarında (85) anlamlı olarak 

(p<0,0225) zenginleştiğini göstermiştir (Çizelge 5.2.). 

Çizelge 5.2. PKOS-spesifik 1372 gene ait yolak analiz sonuçları (81). 

Yolak ismi Gen sayısı p-değeri 

MAPK sinyal yolağı 37 0,000000 

TGF-ß sinyal yolağı 17 0,000000 

Tip 1 diyabet 11 0,000000 

Wnt sinyal yolağı 19 0,000001 

İnsülin sinyal yolağı 17 0,000004 

Tip 2 diyabet 10 0,000005 

Progesteron aracılı oosit olgunlaşması 11 0,000200 

GnRH sinyal yolağı 12 0,000200 

Oosit mayozu 11 0,001400 

Hücre döngüsü 9 0,022500 

PKOS-spesifik genler ile yapılan yolak analizi sonuçları bu genlerden 37 tanesinin MAPK 

sinyal yolağında zenginleştiğini göstermiştir. Bu durum MAPK sinyal yolağının hücre 

farklılaşması ve gelişiminde rol oynadığı düşünüldüğünde özellikle bu yolakta rol alan bu 

genlere odaklanılmasına neden olmuştur (Şekil 5.3.). 
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Şekil 5.3. KEGG figüründen alınmış MAPK sinyal yolağı (hsa04010) (p<0,001). Kırmızı ile 

işaretlenen genler KGH’lerde MGH’lere göre azalan gen ifadesini, mavi ile işaretlenen 

genler ise artan gen ifadesini göstermektedir (81). 

5.5. YOLAK ANALİZLERİNDEN SEÇİLEN PKOS-SPESİFİK GENLER İLE 

KÜMELE ANALİZLERİNİN YAPILMASI 

Meta-veriye ait PKOS grubunda yer alan örnekler ile yapılan hiyerarşik kümele 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 yolağı 

elemanlarının gen ifade profillerinin PKOS’ta KGH’leri MGH’lerden başarılı bir şekilde 

ayırdığı tespit edilmiştir. Bu genlerin ifadelerinin KGH’lerde MGH’lere göre ciddi bir 

şekilde düştüğü görülmüştür (Şekil 5.4.). 
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Şekil 5.4. Meta-veriden gelen örnekler ve MAPK sinyal yolağında yer alan, meta-analiz 

çalışmasında MGH (G) ve KGH’ler (C) arasında anlamlı olarak (p<0,001) ifade değişikliği 

gösterdiği tespit edilen genler ile yapılan hiyerarşik kümeleme çalışmasını gösterir heatmap. 

Kırmızı renk artan ifadeyi, yeşil renk azalan ifadeyi temsil etmektedir. KGH’ler Grup 1’de 

kümelenirken, MGH’ler Grup 2’de kümelenmiştir. MAPK sinyal yolağı ilişkili gen 

ifadelerinin Grup 1’de azaldığı tespit edilmiştir (81). 

5.6. RNA İZOLASYONUNA, SAFLIĞINA VE MİKTARINA AİT BULGULAR 

Aşağıda çizelgede verilen örneklerin RNA izolasyonları yapılmış ve izole edilen total 

RNA’ların NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific) cihazında saflık oranları (A260/A280) 

ve konsantrasyonları ölçülmüştür (Çizelge 5.3.). 
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Çizelge 5.3. RNA örneklerine ait konsantrasyon ve saflık değerlerini gösterir çizelge. 

Örnek 

No. 

Mural Granüloza Hücreleri Kümülüs Granüloza Hücreleri 

Konsantrasyon 

(ng/µL) 
A260/A280 

Konsantrasyon 

(ng/µL) 
A260/A280 

PK 1 397,3 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-SPESİFİK GENLERİN EŞ-ZAMANLI KANTİTATİF PZR İLE 

DOĞRULANMASINA AİT BULGULAR 

PKOS-spesifik genlerin MGH ve KGH sınıflarında gösterdiği ifade farklılığı 

laboratuvarımızda toplanan PKOS’lu 12 bireye ait örnek ile eş-zamanlı kantitatif PZR 

kullanılarak doğrulama çalışmasına alınmıştır. Bu çalışmada KGH ve MGH’ler arasındaki 

gerçek biyolojik farklılığın ortaya çıkması için her iki hücre grubunun da sağlanabildiği eş-

örnekler denek olarak seçilmiş ve istatiksel analizlerde paired t-test yöntemi kullanılmıştır. 

Meta-analiz çalışması sonucunda PKOS grubunda MGH ve KGH sınıfları arasında anlamlı 

olarak ifade farklılığı gösterdiği tespit edilen, MAPK sinyal yolağında bulunan 3 gen 

(MAPK1, MAPK14, FOS) ve PKOS ile ilişkisi daha önce 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)) doğrulama analizleri için seçilmiştir. 

FZD3 ve INSR genlerinin ifadesinin istatistiksel olarak anlamlı şekilde (p<0,028) 

KGH’lerde MGH’lere göre arttığı (FZD3 için 3,53 kat, INSR için 4,86 kat), RUNX2 
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ifadesinin de istatistiksel olarak anlamlı olmasa da KGH’lerde 7,68 kat artış gösterdiği tespit 

edilmiştir. PTPRC ve JUNB genlerinin ise istatistiksel olarak anlamlı şekilde (p<0,045) 

KGH sınıfında azaldığı (PTPRC için 3,23 kat, JUNB için 1,71 kat) tespit edilmiştir (Şekil 

5.5.). 

 
Şekil 5.5. Eş-zamanlı kantitatif PZR çalışması ile doğrulamak için seçilen genlerin (FZD3, 

INSR, PTPRC, RUNX2, JUNB) bağıl ifade düzeylerini gösterir grafik. Çalışma aynı 

bireylerden elde edilen MGH ve KGH’ler ile yapılmıştır (n=12). Asteriks (*) ile işaretlenen 

genler MGH ve KGH’ler arasında istatistiksel olarak anlamlı ifade farklılığı (p<0,05) 

göstermektedir. Standart sapmalar ortalama ±SEM olarak verilmiştir (81). 

Yine aynı 12 bağımsız örnek ile yapılan çalışmada MAPK sinyal yolağında yer alan MAPK1, 

MAPK14 ve FOS genlerinin MGH ve KGH’ler arasında istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

(p<0,05) ifade farklılığı gösterdiği (MAPK1 için 1,46 kat, MAPK14 için 1,5 kat, FOS için 

1,55 kat) tespit edilmiştir. İfade profilleri çıkarılan 3 genin de ifadesinin KGH’lerde 

MGH’lere göre düştüğü tespit edilmiştir (Şekil 5.6.). 
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Şekil 5.6. Eş-zamanlı kantitatif PZR çalışması ile doğrulamak için seçilen MAPK sinyal 

yolağında rol alan genlerin (MAPK1, MAPK14, FOS) bağıl ifade düzeylerini gösterir grafik. 

Çalışma aynı bireylerden elde edilen MGH ve KGH’ler ile yapılmıştır (n=12). Asteriks (*) 

ile işaretlenen genler MGH ve KGH’ler arasında istatistiksel olarak anlamlı ifade farklılığı 

(p<0,05) göstermektedir. Standart sapmalar ortalama ±SEM olarak verilmiştir (81). 

Eş-zamanlı kantitatif PZR çalışmasının sonuçlarına göre MAPK sinyal yolağında rol alan 

bu genler ve laboratuvarımızda izole edilen örnekler kullanılarak yapılan hiyerarşik 

kümeleme analizleri sonucunda bu genlerin örneklerimizi istatistiksel olarak anlamlı olacak 

şekilde 2 gruba (Grup 1 ve Grup 2 olarak) ayırdığı tespit edilmiştir (Mann-Whitney; 

W=132,5; p=0,049). 

 
Şekil 5.7. Bağımsız örneklerde, seçilen genlerin ifade düzeylerini doğrulamak için eş-

zamanlı kantitatif PZR çalışması sonuçları ile gerçekleştirilen kümeleme analiz sonuçlarını 

gösterir heatmap. Örnekler ilgili mRNA ifade profillerine göre Grup 1 ve Grup 2 olarak 

anlamlı kümelenmişlerdir (Mann-Whitney; W=132,5, p=0,049). Kırmızı renk artan ifadeyi, 

yeşil renk azalan ifadeyi temsil etmektedir (81). 
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5.8. miRNA’LAR İLE GERÇEKLEŞTİRİLEN EŞ-ZAMANLI KANTİTATİF PZR 

ÇALIŞMASINA AİT BULGULAR 

Laboratuvarımızda daha önceden tamamlanan ve Yüksek Lisans Tezi olarak tarafımdan 

sunulan çalışmada MGH’lerde PKOS’lu bireyler ile kontrol grubu arasında 7 adet 

miRNA’nın ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir. Bu miRNA’ların PKOS durumunda 

MGH ve KGH’ler arasında ifade farklılığı gösterip göstermediği bu çalışmada eş-zamanlı 

kantitatif PZR yöntemi ile araştırılmıştır. 

PKOS’lu bireylerden alınan 11 örnek ile KGH ve MGH’ler arasında 7 adet miRNA’ya ait 

ifade farklılıkları eş-zamanlı kantitatif PZR yöntemi kullanılarak araştırılmıştır. Yapılan 

istatistiksel analizler sonucunda 5 adet miRNA’nın iki grup arasında anlamlı olarak (p<0,05) 

ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir (Çizelge 5.4.).  

Çizelge 5.4. İfade farklılığı gösterdiği tespit edilen miRNA’ları, istatistiksel anlamlılık 

düzeylerini (p-değeri) ve bu miRNA’ların MGH-KGH’ler arasındaki kat değişimini gösterir 

çizelge (81). 

miRNA p-değeri Kat değişimi (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 

İfade farklılığı gösteren 7 adet miRNA’ya ait MGH-KGH sınıfları arasında ifade 

değişikliğini gösteren bağıl ifade düzeyleri ve örnek sayıları Şekil 5.8.’de sunulmaktadır. 
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Şekil 5.8. Eş-zamanlı PZR çalışması sonucunda MGH’lerde KGH’lere göre ifade farklığı 

gösteren miRNA’ları ve bağıl ifade düzeylerini gösterir grafik (n=11). Asteriks (*) ile 

işaretlenen miRNA’lar MGH ve KGH’ler arasında istatistiksel olarak anlamlı ifade farklılığı 

(p<0,05) göstermektedir. Standart sapmalar ortalama ±SEM olarak verilmiştir (86). 

5.8.1. miRNA’LARA AİT POTANSİYEL HEDEF GENLERİN BELİRLENMESİNE 

AİT BULGULAR 

İfade farklılığı gösterdiği tespit edilen miRNA’ların potansiyel hedefleri miRDB veri-tabanı 

kullanılarak tespit edilmiştir. Çizelge 5.5.’te ilgili miRNA’lara ait tahmini hedef gen sayıları 

ve miRNA’ların MGH’lerdeki ifade düzeyinin KGH’lerdeki ifade düzeyine göre artış-azalış 

durumları sunulmuştur. 

Laboratuvarımızda daha önce KGH’lerde PKOS-kontrol sınıfları arasında gerçekleştirilen 

miRNA ifade analizi çalışmasında ilgili miRNA’lara ait potansiyel hedefler, bu hedeflerin 

bazılarına ait deneysel ve biyoinformatik doğrulama çalışmaları yapılmıştır. Bu nedenlerle 

miRNA-hedef analizi ve bu hedeflerin yer aldığı yolaklar ile ilgili tekrar bir çalışma 

yapılmamıştır. Ancak bu miRNA’ların PKOS ile ilişkisi daha önce ekibimiz tarafından 

tartışılmış ve bu ilişkinin potansiyeli açıklanmıştır. 
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Çizelge 5.5. İfade farklılığı gösterdiği tespit edilen miRNA’lara ait tahmini hedeflerin 

sayısını ve bu miRNA’ların MGH-KGH sınıfları arasında ifade durumunu gösterir çizelge. 

miRNA MGH-KGH ifade durumu Tahmini hedef gen sayısı 

hsa-miR-1587 Azalış 459 

hsa-miR-1909 Azalış 800 

hsa-miR-3135b Artış 685 

hsa-miR-3188 Azalış 451 

hsa-miR-4286 Artış 798 

5.9. META-ANALİZ ÇALIŞMASINDA PKOS GRUBUNDA İFADE FARKLILIĞI 

GÖSTEREN GENLER İLE MİRNA HEDEF GENLERİNİN 

KESİŞTİRİLMESİNE AİT BULGULAR 

İfade farklılığı gösteren miRNA’ların hedeflerine ait toplam 2803 genden oluşan liste 

(tekrarlayan genler ihmal edilmiştir) ile PKOS-spesifik gen listesi (1372 genden oluşan liste) 

VENNY aracı kullanılarak kesiştirilmiştir. Yapılan bu kesiştirme işlemi sonucunda 

genlerin %5,3’ünün (209 gen) her iki listede de ortak olduğu, %65,4’ünün (2594 gen) sadece 

tahmini miRNA hedefi olarak kaldığı, %29,3’lük kısmının (1163 gen) ise yalnızca PKOS-

spesifik genler arasında yer aldığı tespit edilmiştir. Her iki grupta da yer alan 209 genden 

oluşan liste ile tekrar yolak zenginleştirme analizlerine gidilmiştir (Şekil 5.9.). 

 
Şekil 5.9. VENNY ile yapılan kesiştirme analizi sonucunda, tahmini miRNA hedefleri, 

PKOS-spesifik genler ve bu listelerde ortak olarak yer alan genleri gösterir venn diagramı 

şeklidir. Her grubun toplam gen listelerinde yer aldığı sayıları yüzde (%) olarak da 

sunulmaktadır. 
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5.10. ORTAK GEN LİSTELERİ İLE GERÇEKLEŞTİRİLEN YOLAK 

ZENGİNLEŞTİRME ANALİZİNE AİT BULGULAR 

Ortak gen listesinde yer alan 209 gen ile WebGestalt programı kullanılarak tekrar yolak 

analizlerine gidilmiştir. Yapılan yolak analizleri sonucunda ilgili genlerin anlamlı olarak 

(p<0,05) yine PKOS’la yakın ilişkisi bilinen MAPK, Wnt, İnsülin, TGF- ß, tip 2 diyabet ve 

GnRH sinyal yolaklarında zenginleştiği dikkat çekmektedir (Çizelge 5.6.). 

Çizelge 5.6. Ortak gen listeleri ile yapılan yolak analizleri sonucu zenginleşme görülen 

yolaklar, yolaklarda zenginleşen gen sayıları ve istatistiksel anlamlılık düzeylerini (p-değeri) 

gösterir çizelge. 

Yolak ismi Gen sayısı p-değeri (FDR) 

MAPK sinyal yolağı 11 1,48e-06 

Wnt sinyal yolağı 4 0,0113 

İnsülin sinyal yolağı 5 0,0016 

TGF-ß sinyal yolağı 5 0,0002 

Tip 2 diyabet 3 0,0040 

GnRH sinyal yolağı 3 0,0193 

Bu yolaklarda yer alan genlerin miRNA’lar tarafından düzenlenebileceği düşünüldüğünde 

genleri tek tek araştırmak ve daha önce yapılan mRNA çalışması ile benzer sonuçları arama 

gerekliliğine istinaden her yolak kendi içerisinde değerlendirilmiştir.  

Yapılan tüm analizler ve birbirinden bağımsız bu verilerden elde edilen bilgi ele alındığında, 

en dikkat çekici sonuçlar MAPK sinyal yolağında yer alan MAPK1 ve RASGRP1 genlerine 

ait verilerdir. MAPK1 geninin KGH’lerde azalan ifadesi mRNA’lar ile yapılan eş-zamanlı 

PZR çalışması ile de doğrulanmış, aynı zamanda MAPK1’i hedefleyen-regüle eden hsa-miR-

3188’in ifadesinin ise yine KGH’lerde MGH’lere göre arttığı deneysel olarak tespit 

edilmiştir (Şekil 5.10.). miRNA ifadesi artarken hedeflediği mRNA’nın ifadesinin azaldığı 

düşünüldüğünden bu bilgi MAPK1’in PKOS’ta KGH’lerde ifadesinin düşmesinin hsa-miR-

3188’in artan ifadesi nedeniyle olabileceğine dair fikir sunmaktadır. 
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Şekil 5.10. hsa-miR-3188 ve potansiyel hedefi olan MAPK1 genin MGH ve KGH’ler 

arasında bağıl ifade düzeylerini gösterir grafik. miR-3188 ifadesi KGH’lerde anlamlı olarak 

artarken hedefi MAPK1 ifadesi anlamlı olarak azalmaktadır. 

Hem insülin sinyal yolağında hem de MAPK sinyal yolağında bulunan MKNK2 geninin 

ifadesinin ve geni potansiyel olarak hedefleyen hsa-miR-4286’nın MGH ve KGH’lerdeki 

ifade düzensizlii de çıkan sonuçlar arasında dikkat çekmektedir. 

Yolaklara ait şekiller ve diğer yolaklardaki potansiyel gen-miRNA ilişkisi ile ilgili daha 

detaylı bilgi tezin “6.1 TARTIŞMA” kısmında sunulmaktadır. 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

Folikülogenez-oogenez sırasında MGH ve KGH’lerin öncül granüloza hücrelerinden 

farklılaştıkları bilinmektedir. Bu hücreler farklılaştıkça ayrı roller üstlenmektedirler ve bu 

farklılaşma ile birlikte gen ifade profilleri de değişmektedir. Literatürde MGH ve KGH’lerin 

ifade profillerini karşılaştıran yalnızca bir adet çalışma bulunmaktadır. Bu çalışma da erkek 

faktörlü infertilite nedeniyle IVF tedavisine başvuran ve normal bir ovulasyon sürecine sahip 

kadınlardan toplanmış örnekler ile yapılmıştır (E-MEXP-3641) (14). Ancak daha önce 

PKOS’lu bireylerden alınan MGH ve KGH örneklerinin ifade profillerini kıyaslayan bir 

çalışma yapılmamıştır. Literatürde mikrodizin verileri bulunan GSE34526 GEO erişim 

numarasına sahip çalışma yalnızca PKOS’lu bireylerden ve kontrol gurubundan alınan 

MGH’ler ile (79), GSE10946 GEO erişim numarasına sahip çalışma ise yine PKOS’lu 

bireylerden ve kontrol grubundan alınan KGH’ler ile (80) mRNA düzeyinde yapılmıştır. 

Laboratuvarımızda yüksek lisans tezi olarak tamamlanan çalışma ise yine PKOS’lu 

bireylerden ve kontrol grubundan alınan MGH’ler ile tamamlanmış ve 7 adet miRNA’nın 

PKOS-Kontrol grupları arasında anlamlı olarak ifade farklılığı gösterdiği bulunmuştur. 

Tamamlamış olduğumuz bu doktora tez çalışması ve tezden çıkan yayın; bu iki somatik 

hücre grubu arasında yalnızca PKOS durumunda ifade farklılığı gösteren gen profilini 

mRNA ve miRNA düzeyinde ortaya koyan ilk çalışmadır. Biyoinformatik olarak tespit 

edilen gen listelerinden PKOS ile ilişkisi olduğu bilinen genler seçilerek laboratuvarımızda 

bağımsız örnekler ile ifade profilleri doğrulanmıştır. Ek olarak PKOS’lu bireylerde kontrol 

grubuna göre ifadesi değişen miRNA’ların, hücre farklılaşması ve gelişmesi gibi 

yolaklar üzerinde etkisi olduğu düşünüldüğünde PKOS’lu bireylerde MGH ve 

KGH’lerde ifadelerinin değişiklik gösterebileceği öngörülmüştür. Yapılan çalışmalarda 

bu miRNA’lardan 5 tanesinin PKOS’lu bireylerde MGH ve KGH’ler arasında anlamlı olarak 

ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir. 

Meta-analiz çalışmalarında platform farklılıkları gibi teknik farklılıklardan kaynaklı 

sorunlara oldukça sık rastlanılmaktadır. Tez çalışmasında literatürde bulmuş olduğumuz 

çalışmaların aynı platformdan geliyor olması (Affymetrix HumanGenome U133 Plus 2.0 

çipini) ve daha sonra yapılan analizler ile bu çalışmalardan elde edilen örneklerin 
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normalizasyon sonrasında yüksek düzeyde korelasyon göstermesi (r>0,8), naiv meta-analiz 

yapmamıza olanak sağlamıştır.  

Yapılan çalışmalarda yalnızca PKOS’ta MGH ve KGH’ler arasında anlamlı (p<0,001) ifade 

farklılığı (en az 4 kat) gösteren 1372 adet gen tanımlanmıştır. Bu genler ile gerçekleştirilen 

yolak zenginleştirme çalışmaları sonucunda ilgili genlerin PKOS ile ilişkisi olduğu bilinen 

MAPK sinyal yolağı (47), TGF-ß sinyal yolağı (48), insulin sinyal yolağı (49) ve Wnt sinyal 

yolağında (45) zenginleştikleri tespit edilmiştir. 

MAPK Sinyal Yolağı ve Olgunlaşma 

Yapılan çalışmalar LH ve FSH stimülasyonu sonrasında folikülün ve KOK’un MAPK sinyal 

yolağının aktivasyonuna bağlı olarak olgunlaşmaya devam ettiğini ve oositin mayoz 

sürecine devam ederek KGH’lerin farklılaşmasını tamamladığını göstermiştir. Ek olarak 

oositi etkileyecek ve olgunlaşmasını sağlayacak parakrin faktörlerlerin KGH’ler tarafından 

yine MAPK sinyal yolağının tetiklemesi ile sentezlendiği bilinmektedir (87). Ayrıca MAPK 

sinyal yolağında yer alan ERK1/2 (MAPK1) ve p38 (MAPK14) genlerinin MGH’lerde aktive 

olmasının oosit matürasyonu (olgunlaşması) ile ilişkilendirildiği gösterilmiştir (88). 

Yamashita ve arkadaşlarının domuzlardan alınan KOK’lar ile yaptığı çalışmada bu iki 

proteinin ifadelerinin MGH ve oosit olgunlaşmasında etkin rol oynadığı tespit edilmiştir (89). 

Laboratuvarımızda tamamlanan meta-analiz çalışması sonucunda MAPK sinyal yolağında 

zenginleşen 37 genin PKOS grubundaki bireylere ait örneklerde MGH ve KGH sınıfları 

arasında anlamlı olarak ifade farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 5.3.). MAPK sinyal 

yolağı aktivasyonunun proliferasyon, farklılaşma ve hücre döngüsü ile doğrudan ilişkili 

olduğu düşünüldüğünde yolakta yer alan bazı kilit genlerin (RASGRP (RAS Guanyl 

Nucleotide-Releasing Protein), MAPK1 (ERK1/2), MAPK14 (p38) ve yolakta yer alan bir 

transkripsiyon faktörü olan FOS (c-FOS)) ifadelerinin KGH’lerde MGH’lere göre 

düşmesinin, yolağın aktivitesinin azalması veya sınırlanması sonucunda KGH 

farklılaşmasının ve oosit olgunlaşmasının engellenmesi ile ilişkilendirilebileceğini akla 

getirmiştir. Bu durum MAPK1, MAPK14, FOS ve FOS ile dimer oluşturarak aktivite 

gösteren JUNB genlerinin ifadelerinin eş-zamanlı kantitatif PZR ile doğrulanması için aday 

olarak seçilmelerine neden olmuştur. Yapılan çalışmalar sonucunda bu genlerin 

laboratuvarımızca toplanan bağımsız örneklerde de meta-analiz çalışması sonucunda olduğu 
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gibi KGH grubunda MGH’lere göre ifade düşüklüğü gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 5.6. 

ve Şekil 5.7.). 

miRNA’lara ait potansiyel hedefler ve PKOS-spesifik genler kullanılarak yapılan analiz 

sonucunda ortak olarak bulunan gen listesi ile yapılan yolak analizinde 11 genin MAPK 

sinyal yolağında zenginleştiği tespit edilmiştir. MAPK sinyal yolağında zenginleşen 11 gen 

miR-1909, miR-3135b, miR-3188 ve miR-4286’nın potansiyel hedefleri arasında yer 

almaktadır (Şekil 6.1.). MAPK sinyal yolağı hücre farklılaşması ve proliferasyonunda rol 

oynayan en önemli yolaklardan bir tanesidir. Çalışma kapsamında MGH-KGH’ler arasında 

PKOS’ta ifade farklılığı araştırılan 7 miRNA’dan 4 tanesi potansiyel olarak yolakta yer alan 

11 gen ile ilişkilendirilmektedir. Bu durum MAPK sinyal yolağındaki sinyal bozulmasına 

bağlı olarak öncül granüloza hücrelerinden farklılaşması gereken MGH ve KGH’lerin tam 

olarak bu farklılaşmayı tamamlayamaması ve folikül-yumurta olgunlaşmasının bu nedenle 

tamamlanamaması ile ilişkilendirilebilir. 

Laboratuvarımızda bulunan bağımsız örnekler ile yapılan eş-zamanlı PZR çalışmasında 

miR-3188’in ifadesinin KGH’lerde MGH’lere göre artış gösterdiği tespit edilmiştir. Meta-

analiz çalışmasında ise MAPK1 geninin ifadesinin KGH’lerde MGH’lere göre azaldığı 

gösterilmiş ve kendi örneklerimiz ile doğrulanmıştır. miRNA ifadesindeki artışın hedefi olan 

mRNA molekülünün ifadesini azaltacağı bilgisinden yola çıkarak KGH’lerdeki MAPK1 

ifade azalışının artan miR-3188 ifadesi ile ilişkili olabileceği düşünülmektedir. Daha önce 

de bahsedildiği üzere literatürde MAPK1 ifadesinin oosit matürasyonu ile bağlantılı olduğu 

gösterilmiştir. KGH’lerde miR-3188’deki artışın yumurta ile en yakın ilişkide olan bu 

hücrelerin MAPK1 ifade azalışı nedeniyle proliferasyon ve farklılaşma süreçlerini 

etkileyebileceği söylenebilir. 
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Şekil 6.1. KEGG figüründen adapte edilen MAPK sinyal yolağı (hsa04010). Ortak listede 

yer alan mRNA’lar ve potansiyel olarak bu mRNA’ları hedefleyen miRNA’lar kırmızı renk 

ile belirtilmiştir. 

Öncül granüloza hücrelerinde, JUNB ve FOS genlerinin ifadelerinin FSH ve LH 

salgılanmasına bağlı olarak artış gösterdiği bilinmektedir. Jun aile transkripyon faktörleri 

granüloza hücrelerinin son aşamaya farklılaşmasından (terminal diferensiyasyon) 

sorumludur. JUN’ların aktivasyonu aracılığıyla granüloza hücreleri lüteinleşerek son halini 

alır ki bu durum normal folikül gelişimi için oldukça önemlidir.  

JUN-FOS transkripsiyon faktörlerinin bu aktivasyonları somatik hücrelerinin olgunlaşması, 

farklılaşması ve dolayısıyla folikül gelişimi açısından büyük bir öneme sahiptir (90). 

Tamamlamış olduğumuz çalışma sonucunda JUNB ve FOS genlerinin ifadesinin PKOS’lu 

bireylerde KGH sınıfında MGH sınıfına göre anlamlı olarak (p<0,05) azalma gösterdiği 

tespit edilmiştir (JUNB için 1,71 kat ve FOS için 1,55 kat). Bu bilgiler ışığında, azalan JUNB 

ve FOS ifadesinin KGH’lerde terminal diferensiyasyonu etkileyerek yumurta 

olgunlaşmasını engelleyebileceği düşünülebilir. 



54 

 

Wnt Sinyal Yolağı ve KGH’ler 

Wnt sinyal yolağı hücrenin kaderini proliferasyon veya farklılaşma aracılığıyla belirleyen 

gelişimsel bir sinyal yolağıdır (46). Yolağın 3 farklı tipi bulunmaktadır; 1) Standart Wnt 

Yolağı (Wnt/ß-CATENIN yolağı), 2) Standart Olmayan Düzlemsel Hücre Kutuplaşması 

Yolağı, 3) Wnt/Ca2+ yolağıdır. Yolak tiplerinin üçü de Wnt proteinlerinin ilgili reseptörlerine 

(Frizzled reseptörlere) bağlanması ile aktive olmaktadırlar. Frizzled reseptörler (FZD’ler) 

N-terminal uçlarında Wnt proteinlerinin bağlanabilmesi için ekstraselüler bir sisteince 

zengin domain (CRD) bulundururlar. Standart Wnt yolağı, yolak için anahtar bir role sahip 

ß-CATENIN molekülünün sitoplazmada bulunan bir düzenleyici kompleks tarafından 

ifadesinin düzenlenmesi ile kontrol edilir. Bu kompleks APC (Adenomatous polyposis coli), 

GSK-3ß (Glycogen sythase kinase 3), CKIα (Casein kinase I-α), ve AXIN moleküllerinden 

oluşmaktadır. Standart Wnt yolağı Wnt proteinlerinin FZD’lere ve ko-reseptörü olan LRP5 

(Low-density lipoprotein receptor-related protein 5) veya LRP6’ya (Low-density lipoprotein 

receptor-related protein 6) bağlanması ile aktive olmaktadır. Bu aktivasyondan sonra kontrol 

altında tutulan ß-CATENIN molekülü düzenleyici kompleks tarafından serbest bırakılır ve 

ardından çekirdeğe giderek Wnt-bağlantılı transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonunu 

tetikler (91). Yapmış olduğumuz meta-analiz çalışmasında PKOS-spesifik olarak MGH ve 

KGH’ler arasında ifadesi değişen 19 genin Wnt sinyal yolağında zenginleştiği tespit 

edilmiştir. Bu genler arasında FZD3, FZD5 ve LRP5 gibi Wnt sinyal aktivasyonunda kilit 

öneme sahip genler de bulunmaktadır. 

Wnt sinyal yolağının ilk adımında yer alan moleküllerden bir tanesi olan FZD3 reseptörü 

ligandı WNT2’nin (Wingless-type MMTV integration site family member 2) bağlanması ile 

aktive olmaktadır (92). Memeliler ile yapılan çalışmalar Wnt sinyalizasyonunun normal 

ovaryum gelişimindeki rolünü göstermiştir (46,93). Bununla birlikte Wnt 

sinyalizasyonundaki bozulmalar (disregülasyon) ise PKOS ile ilişkilendirilmektedir (92). Bu 

çalışmalar Wnt sinyal yolağı reseptörleri olan FZD’lerin kontrol gruplarında MGH’lerde 

normal düzeylerde ifade edildiklerini göstermektedir. Laboratuvarımızda yapılan meta-

analiz çalışması FZD3 geninin kontrol grubunda MGH ve KGH’ler arasında yakın 

seviyelerde ifade edildiğini göstermektedir. Ancak meta-analiz çalışmasının sonuçlarından 

yola çıkarak eş-zamanlı kantitatif PZR çalışması ile de gösterildiği üzere PKOS grubunda 

FZD3 ifade düzeyi KGH’lerde MGH’lere göre 3,53 kat artış göstermektedir. KGH’lerin 
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ovulasyondan hemen önce tamamen farklılaşmış ve özelleşmiş olmaları gerekmektedir ki bu 

durum oosit gelişimi için en önemli hususlardan bir tanesidir. Ancak KGH’lerde artan FZD3 

düzeyi hala süren bir farklılaşma süreci olabileceğini gösterebilir. Bu durumun da oosit-

folikül gelişiminin tam olarak gerçekleşememesi ile bağlantılı olabileceği düşünülmektedir. 

Laboratuvarımızda yapılan eş-zamanlı kantitatif PZR çalışmasında MGH-KGH sınıfları 

arasında miR-3135b, miR-4286 ve miR-1909 ifadelerinin anlamlı olarak değiştiği tespit 

edilmiştir. Bu miRNA’ların potansiyel hedefleri ile yapılan yolak analizleri sonucunda 

PKOS’ta önemli rol oynadığı bilinen Wnt sinyal yolağının tiplerinden biri olan Standart 

Olmayan Düzlemsel Hücre Kutuplaşması (Planar Cell Polarity – PCP) yolağının ortasında 

bulunan RAC2, RHOA ve DAAM1 genlerinin anlamlı olarak zenginleştiği gözlemlenmiştir 

(Şekil 6.2.). PCP yolağında yer alan bu genlerin miRNA ifadelerindeki değişikliğe bağlı 

olarak ifade değişikliği göstermesi sonucunda PKOS ile ilişkisi bilinen hücre iskelet 

değişikliklerine ve fokal adezyonda değişikliğe neden olabileceği akla gelmektedir. KGH ve 

MGH’lerde oluşabilecek bu hücre iskelet değişimlerinin PKOS’ta gözlemlenen oosit-folikül 

olgunlaşamama durumu ile ilişkisi olduğu bilinmektedir (94). Bu nedenle çalışmamızda 

üzerinde durulan, PCP yolağında yer alan bu genler ve ilgili miRNA’ların PKOS’un 

moleküler temellerinin açıklanması açısından önem teşkil ettiği düşünülmektedir. 
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Şekil 6.2. KEGG figüründen adapte edilen Wnt sinyal yolağı (hsa04310). Ortak listede yer 

alan mRNA’lar ve potansiyel olarak bu mRNA’ları hedefleyen miRNA’lar kırmızı renk ile 

belirtilmiştir. 

PKOS, İnsülin Direnci ve Tip 2 Diyabet 

PKOS ve insülin direnci arasındaki ilişki bilinmekle birlikte tam olarak açıklanmış bir konu 

değildir. PKOS’lu bireylerde genelde insülin direnci ve sonrasında tip 2 diyabet gibi 

metabolik sorunların ortaya çıktığı bilinmektedir. Benzer şekilde insülin direnci bulunan 

kadınlarda PKOS gelişimi daha sıklıkla gözlemlenmektedir (49,95,96). Literatürle uyumlu 

olarak meta-analiz çalışması sonucunda ifade farklılığı gösteren birçok gen ve miRNA 

hedefleri ile ortaklaştırılan listede bulunan genlerin insülin sinyal yolağı, tip 1 ve tip 2 

diyabet sinyal yolaklarında anlamlı olarak zenginleştiği tespit edilmiştir (Şekil 6.3. ve Şekil 

6.4.). 

Şimdiye kadar yapılan çalışmalar bu yolaklarda kilit role sahip olan INSR (İnsülin 

Reseptörü) genin ifadesindeki düzensizliklerinin ve bu gendeki tekli nükleotid 

polimorfizmlerinin PKOS ile ilişkisini göstermektedir (97,98). Ek olarak Purcell ve 

arkadaşları INSR’nin, oosite enerji kaynağı olarak piruvat sağlayan KGH’lerde, insülin 



57 

 

bağımlı glikoz alımında düzenleyici olarak görev aldığını göstermiştir (99). Bu tez 

çalışmasında, INSR ifadesinin KGH’lerde MGH’lere göre anlamlı olarak 3,03 kat fazla 

olduğu gösterilmiştir. Yumurtanın enerji metabolizmasından sorumlu KGH’lerde PKOS 

durumunda INSR ifadesindeki artışın tespit edilmesi, bu hücrelerde insülin-glikoz alımını 

bozularak yumurtanın olgunlaşmasını etkileyebileceğini ve bu durumun PKOS’ta görülen 

olgunlaşamama veya folikülün çatlayamaması ile ilişkilendirilebileceğini düşündürmektedir. 

 
Şekil 6.3. KEGG figüründen adapte insülin sinyal yolağı (hsa04910). Ortak listede yer alan 

mRNA’lar ve potansiyel olarak bu mRNA’ları hedefleyen miRNA’lar kırmızı renk ile 

belirtilmiştir. 

İnsülin sinyal yolağında rol alan HK2 (Hexokinase 2) ve RHOQ (Ras Homolog Family 

Member Q) genleri miR-3135b’nin potansiyel hedefleri arasında yer almaktadır. Şekil 

6.3.’te yer alan yolak incelendiğinde bu genlerin miR-3135b’nin ifadesindeki değişiklikten 

etkilenerek ifadelerinin düzensizleşmesi durumunda PKOS’ta rastlanan glikoz dengesinin 

bozulması ve insülin direnci ile ilişkilendirilebileceği düşünülmektedir. Aynı şekilde 

özellikle miR-3135b’nin potansiyel hedeflerinin Şekil 6.4.’te bulunan tip 2 diyabet 

yolağında da yer alması bu miRNA’nın insülin direnci-PKOS ilişkisinin açıklanması için 

önem teşkil ettiğini göstermektedir. 
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Bu bilgiler ışığında insülin direnci-PKOS ilişkisinin yumurtaya en yakın hücreler olan KGH 

ve MGH’lerden başlayarak metabolik bir şekilde bireyleri etkilediği söylenebilir. KGH ve 

MGH’ler üzerindeki bu etkilerin oositin olgunlaşmasına ve folikülün son safhaya geçerek 

ovulasyonun gerçekleşememesine neden olması da mümkün gözükmektedir. İnsülin sinyal 

yolağı MAPK sinyal yolağı gibi farklılaşma ve proliferasyonu düzenleyen yolaklarla yakın 

ilişkidedir ve bu yolaklarda yer alan genler miR-3135b ve miR-3188 gibi ortak miRNA’lar 

tarafından potansiyel olarak hedeflenmektedir. MGH ve KGH’lerde bu miRNA’ların ifade 

düzensizlikleri potansiyel olarak hedefledikleri genler de dikkate alındığında insülin direnci-

PKOS arasındaki ilişkiye dikkat çekmektedir. 

 
Şekil 6.4. KEGG figüründen adapte edilen tip 2 diyabet bağlantılı genleri belirtir gen ilişki 

haritası (hsa04930). Ortak listede yer alan mRNA’lar ve potansiyel olarak bu mRNA’ları 

hedefleyen miRNA’lar kırmızı renk ile belirtilmiştir. 
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TGF-β Sinyal Yolağı ve Mikroçevre 

PKOS’un gelişmesinde en önemli mekanizmalardan bir tanesinin TGF-ß sinyal yolağı 

olduğu bilinmektedir. Literatürde TGF-ß sinyal yolağındaki düzensizlikler sonucunda 

yumurtalıklar içerisinde stromal dokunun serleştiği, artış gösterdiği ve fibrozisin geliştiği 

artan kollajen miktarıyla birlikte gösterilmiştir (100). Stroma dokusundaki bu sertleşmeye 

bağlı olarak da foliküllerin çatlayamadan over içerisinde biriktikleri tespit edilmiştir (101). 

TGF-ß sinyal yolağının en başında bulunan TGFB1 (Transforming Growth Factor, Beta 1) 

ve TGFBR2 (Transforming Growth Factor, Beta Receptor II) genleri Şekil 6.5.’te de 

belirtildiği üzere miR-4286’nın (TGFB1 için) ve miR-1909’un (TGFBR2 için) potansiyel 

hedefleri arasında bulunmaktadır. Aynı zamanda bu genlerin meta-analiz sonucunda da 

anlamlı olarak ifade farklılığı gösterdikleri tespit edilmiştir. TGF-ß sinyal yolağının hem 

daha önce belirtildiği üzere ovaryum stroması aracılığıyla PKOS’a etkisi hem de hücre 

döngüsü ve apoptoz süreçlerinde oynadığı roller düşünüldüğünde KGH-MGH sınıfları 

arasında TGFB1 ve TGFBR2 genlerinin ifade düzensizliklerinin önemi dikkat çekmektedir. 

TGFB1 sinyalinin foliküler olgunlaşmada rol oynadığı bilinmektedir (3). Bu durum 

molekülü potansiyel olarak hedefleyen miR-4286 ve yolakta rol alan diğer molekülleri 

hedefleyen miR-1909, miR-3135b ve miR-3188’in ifade düzensizliklerinin PKOS ile 

ilişkilendirilebileceğini göstermektedir (Şekil 6.5.). 
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Şekil 6.5. KEGG figüründen adapte TGF-β (hsa04350). Ortak listede yer alan mRNA’lar ve 

potansiyel olarak bu mRNA’ları hedefleyen miRNA’lar kırmızı renk ile belirtilmiştir. 

6.2. SONUÇ 

Bu çalışma sonucunda; 

• Literatürde şimdiye kadar yapılmış PKOS-kontrol gruplarına ait mikrodizin verisi 

kullanılarak yapılan meta-analiz çalışması ile PKOS-spesifik olarak MGH ve 

KGH’ler arasında 4 kat ve üzeri anlamlı (p<0,001) ifade farklılığı gösteren 

mRNA’lar tespit edilmiştir. 

• Bu PKOS-spesifik genler ile yapılan yolak analizleri sonucunda PKOS ile ilişkisi 

olduğu bilinen yolaklarda zenginleştiği tespit edilen genler seçilmiş ve 

laboratuvarımızda toplanan bağımsız örnekler ile 7 adet mRNA’nın ifade değişimi 

eş-zamanlı kantitatif PZR çalışması ile doğrulanmıştır. Bu aşamaya kadar 

tamamlanan çalışma ekibimiz tarafından 2016 yılında PLoS One dergisinde 
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akademik makale olarak yayınlanmıştır. İlgili yayın “TEZDEN ÇIKAN 

YAYINLAR” kısmında sunulmaktadır. 

• Laboratuvarımızda daha önce tanımlanan, MGH’lerde PKOS-kontrol grubunda ifade 

farklılığı mikrodizin yöntemi ile gösterilen 7 adet miRNA’nın PKOS grubunda MGH 

ve KGH’ler arasında ifadelerinin nasıl değiştiği araştırılmış, 5 adet miRNA’nın 

MGH-KGH arasında istatistiksel olarak anlamlı (p<0,05) ifade farklılığı gösterdiği 

tespit edilmiştir. 

• İfade farklılığı gösterdiği tespit edilen 5 miRNA’ya ait potansiyel hedefler tespit 

edilerek, PKOS-spesifik genler ile kesiştirilmiştir. Çıkan ortak gen listesi ile yolak 

zenginleştirme analizlerine gidilmiştir. 

• PKOS’ta rol oynadığı bilinen MAPK sinyal yolağında yer alan ve çalışmada ifade 

farklılığı gösterdiği deneysel ve biyoinformatik olarak tespit edilen MAPK1 geni ile 

gen ifadesine ters olarak ifade gösteren ve geni potansiyel olarak hedefleyen hsa-

miR-3188’in PKOS gelişiminde mikroçevre elemanlarını etkileyerek aktif rol 

oynayabileceği gösterilmiştir. İleride MAPK1 ve miR-3188 ifadelerinin fonksiyonel 

olarak araştırılmasının PKOS gelişiminin moleküler düzeyde aydınlatılması için 

büyük önem teşkil ettiği, somatik MGH ve KGH’lerde bu ifadelerin 

düzenlenmesinin PKOS’un tedavisi için bir potansiyel oluşturabileceği fikri ortaya 

çıkarılmıştır. 

İleride bu ilişkinin daha net olarak gösterilebilmesi için granüloza hücre hatlarında 

miR-3188 ifadesinin artırılarak ve azaltılarak MAPK1 ve yolakta bu genin altında yer 

alan genlerin (c-FOS-JUNB gibi) ifade düzeyindeki değişikliklerin belirlenmesi bu 

ilişkinin aydınlatılması için önemli olacaktır. Ek olarak PKOS geliştirilmiş fare 

modelinden elde edilebilecek MGH’lerin ve KGH’lerin bulunduğu ortamda miR-

3188’in ifadesinin artırılarak hücresel boyuttaki değişikliklerin tespit edilerek 

farklılaşma sürecinin gözlemlenmesi ve karakterizasyonlarının belirlenmesi değerli 

olacaktır. 

• PKOS ile ilişkisi daha önce gösterilmiş Wnt sinyal yolağındaki düzensizliklerin 

KGH-MGH’ler arasında ifadesi değişen FZD3 ile bağlantılı olarak farklılaşma 

sürecini etkileyebileceği düşünülmektedir. Ayrıca standart ve standart olmayan Wnt 

sinyal yolaklarında yer alan birçok genin çalışmamızda ifade gösterdiği tespit edilen 

5 adet miRNA tarafından potansiyel olarak hedeflendiği gösterilmiştir. Bu durum bu 
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miRNA’ların Wnt sinyal yolağı aracılığıyla PKOS için önemli bir rol 

oynayabileceklerini göstermektedir. 

• PKOS-insülin direnci arasındaki ilişki KGH ve MGH’ler açısından da ele alınmış ve 

insülin direncinde kilit role sahip INSR geninin ifadesinin bu iki hücre arasında 

değiştiği tespit edilmiştir. Ek olarak insülin sinyal yolağı ve tip 2 diyabet 

mekanizmasında miR-3135b’nin aktif role sahip bir miRNA olabileceği 

gösterilmiştir. 

İleride miR-3135b-insülin sinyal yolağı ilişkisinin daha iyi aydınlatılabilmesi için 

farelerde insülin direnci ve PKOS geliştirilmesi sonucunda insülin sinyal yolağındaki 

ve miR-3135b ifadesindeki değişikliklerin MGH ve KGH düzeyinde araştırılması 

anlamlı olacaktır. Bu ilişkinin aydınlatılmasının henüz tam olarak hangisinin 

hangisine yol açtığı bilinmeyen PKOS-insülin direnci döngüsünün aydınlatılmasına 

katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 

• PKOS ve foliküler olgunlaşma ile ilişkisi iyi bilinen TGF-ß sinyal yolağı ve yolakta 

anahtar role sahip TGFB1 geni ile yolağı hedefleyen potansiyel miRNA’lar 

gösterilmiştir. 
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EKLER 

EK-1 YÜKSEK LİSANS TEZ ÇALIŞMASINDA KULLANILAN YÖNTEMLER 

PKOS’lu Bireylerden Folikül Sıvısının Toplanması 

IVF tedavisi için başvuran kadınlarda öncelikle yumurtalıklar uyarılarak birden fazla 

folikülün olgunlaşması tetiklenmektedir. Daha sonra hCG (İnsan Koryonik Gonadotropini – 

Human Chorionic Gonadotropin) verilerek foliküller çatlama öncesi duruma kadar 

olgunlaştırılır. hCG enjeksiyonundan 36 saat sonra (foliküller kendileri çatlamadan 12 saat 

önce) birey oosit toplama işlemine (OPU - ooyte pick up) alınır. Bu işlem ortalama 160 

mmHg basınç ile çalışan aspirasyon pompası (Labotect, 4014) ve çift boşluklu oosit 

aspirasyon iğnesi (Swemed, 14108) kullanılarak transvajinal ultrason görüntülemesi 

eşliğinde gerçekleştirilir. Olgunlaşmış ve çatlamadan hemen önceki Graafin folikülü 

aşamasında bulunan foliküller tek tek aspire edilir. 10 ml hacimli tüplere (Corning, 352001) 

toplanan her bir folikül sıvısı petri kaplarına (Corning, 353803) dökülür ve stereo mikroskop 

altında incelenerek kümülüs-oosit kompleksi (KOK) ayrılır. KOK, IVF işlemi için 

besiyerine alınır. İçinden KOK toplanamayan foliküller aspirasyon sıvısı ile (Vitrolife, 

ASP™-125) yıkanır, aspire edilir ve tekrar petride incelenir. Oosit alındıktan sonra folikül 

sıvısında kalan KGH’ler ayrıca toplanarak bir diğer tüpe alınır ve bir sonraki aşama olan 

RNA izolasyonu için -80 ºC’ye kaldırılmışlardır. Bu işlemler 37 ºC altında IVF işlemi için 

özel olarak geliştirilen laminar kabin (IVF Tech, Sterile) içerisinde gerçekleştirilir. Petri 

kabında geriye kalan folikül sıvısı 50 ml’lik tüplere (Sarstedt, 62.547.254) alınarak diğer 

çalışmaların gerçekleştirileceği Ankara Üniversitesi Merkez Laboratuvarı’na transfer 

edilmek üzere +4 ºC’de saklanır. Transfer işlemi de buz aküleri kullanılarak +4 ºC’de 

gerçekleştirilir. 

Folikül Sıvısından MGH’lerin İzolasyonu 

MGH’lerin folikül sıvısından ayrılması için folikül sıvısı her hasta için 4 ayrı tüpe ayrılmış 

ve +4 ºC’de 200 g’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatan atıldıktan sonra her tüp içinde 

kalan hücreler 10 ml 1X PBS (Lonza, BE17-516F) ile süspansiyon haline getirilmiştir. 

MGH’leri eritrositlerden ayrıştırmak için süspansiyon halindeki hücreler 10 ml Biocoll 

(Biochrom AG, L6115) (1:1 oranında) üzerine yayılarak +4 ºC’de 600 g’de 15 dakika 
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santrifüj edilmiş gradient katmanları oluşturulmuş ve ara fazdaki MGHler pipet yardımı ile 

toplanmıştır. Ara fazdaki doku kalıntıları da pipet yardımı ile toplanarak uzaklaştırılmıştır. 

Toplanan MGH’ler bir sonraki aşama olan RNA izolasyonu için ve ileride protein 

çalışmalarında kullanılmak üzere 2’ye ayrılarak -80 ºC’ye kaldırılmışlardır. 

MGH ve KGH’lerden Total RNA İzolasyonu 

-80 ºC’de muhafaza edilen MGH’ler ve KGH’ler RNA izolasyon protokolünün uygulanması 

için 1 ml QIAzol’e (Qiagen, 79306) alınmıştır. QIAzol içeriğinde bulunan guanidinium 

thiocyanate proteinleri parçalar ve RNA’yı RNaz’lardan korur. Hücrelerin gruplanma ve 

yapışma ihtimaline karşı QIAzol içerisindeki hücreler vortekslenmiştir ve ince uçlu 

enjektörden geçirilmişlerdir. Böylece homojenizasyon sağlanır, QIAzol bütün hücrelere 

ulaşarak patlatır, proteinleri degrede eder ve RNA’yı korumaya alır. 1 ml QIAzol örnek 

karışımı için 1/5 oranında yani 200 µl kloroform (Sigma, C2432-500ML) eklenmiştir. 

Kloroform eklendikten sonra tüpler sertçe çalkalanmış ve 2 dakika beklenmiştir. Kloroform 

QIAzol içerisindeki fenolü bağlayarak dibe çöktürür. Böylece üstte nükleik asitlerin 

bulunduğu berrak bir faz oluşur. +4 ºC’de 13.300 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiştir. 

Santrifüj sonunda 3 farklı faz oluşmuştur. En alttaki pembe faz organik fazdır ve burada 

organik bileşikler ile fenol ve kloroform bulunmaktadır. Orta faz beyaz renklidir ve DNA 

bulunmaktadır. En üstteki berrak fazda ise total RNA (rRNA, tRNA, mRNA, miRNA vd.) 

bulunmaktadır. Beyaz faza dikkat ederek üstteki berrak faz pipet yardımıyla toplanmıştır. 

Toplanan RNA yeni bir tüpe (RNazsız, DNazsız) alınmış, başlangıç QIAzol miktarının yarısı 

kadar isopropanol (Sigma, I9516-25ML) (1 ml QIAzol için 500 µl isopropanol) eklenmiş ve 

pipetaj yapılmıştır. Oda sıcaklığında 10 dakika beklenmiştir. İsopropanol RNA çevresindeki 

suyu uzaklaştırır. Örnekler +4 ºC’de 13.300 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj 

sonunda total RNA pelet halinde dibe çöker. Pelet net olarak dibe çökmez ise çöktüğü 

düşünülen yere göre devam edilir. Tüp pelete dikkat edilerek boşaltılmış ve kuruması 

beklenmiştir. Başlangıç QIAzol miktarı kadar (1 ml) %70 etanol (Merck, K38999227) taze 

olarak hazırlanmış ve peletin üzerine eklenmiştir. +4 ºC’de 10.000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. Etanol QIAzol kaynaklı tuzları uzaklaştırır. Tüp pelete dikkat edilerek 

boşaltılmıştır. Yeniden başlangıç QIAzol miktarı kadar (1 ml) %70 etanol eklenmiş ve +4 

ºC’de 10.000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Peletin yoğunluğuna göre nükleaz 

içermeyen su (Lonza, BE51200) eklenerek pelet çözülmüş ve buz üzerine alınmıştır. 
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RNA Bütünlüğünün Kontrolü 

Agaroz Jel Elektroforezi 

İzole edilen RNA örneklerinin bütünlük kontrolü için örnekler %1’lik agaroz jelde 

yürütülmüştür. Agaroz jel elektroforezinde kullanılan solüsyonlar ve hazırlanma şekilleri 

aşağıdaki 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’nın (pH=8,0) (Sigma, E9884) 800–900 ml deiyonize su (ddH2O) içerisinde 

çözülmesi sağlanır ve daha sonra 1000 ml’ye tamamlanır. Hazırlanan 5X TBE, stok 

solüsyonu olarak kullanılır. 5X TBE’nin deiyonize su ile 1/5 oranında sulandırılması ile 

hazırlanan 1X TBE ise çalışma solüsyonu olarak agaroz jel hazırlamada ve elektroforez 

tamponu olarak, RNA örneklerinin bütünlük analizinde kullanılmıştır. 

DNA ladder (100 bç DNA ladder) 

Gene Ruler 100 bç DNA Ladder Plus (Fermentas, SM0321) üzerine 166 µl 6X Loading Dye 

(Fermantas, R0611) ve 734 µl distile su ilave edilir. Vorteks yardımı ile karıştırılır. 

%1’lik agaroz jel hazırlanması 

1 g agaroz (Lonza, 50004) hassas terazi (Shimadzu, BX320H) ile tartılır ve üzerine 100 ml 

1X TBE eklenir. %1’lik olarak hazırlanan agaroz mikrodalga fırın (Vestel) yardımı ile 

çözülür. Çeker ocak altına alınan agarozun el yakmayacak kadar soğuması beklendikten 

sonra 1 µl etidyum bromür (10 mg/ml) (SNP Biyoteknoloji, SNPEB-5) eklenir ve boyanın 

homojen dağılması için karıştırılır. Hazırlanan agaroz-boya karışımı kuyuların oluşması için 

önceden tarak yerleştirilmiş jel tablasına dikkatlice dökülür. Dökme sırasında hava kabarcığı 

oluşmamasına dikkat edilir. Hazırlanan jelin katılaşması için 20-30 dakika oda sıcaklığında 

beklenir. 

%1’lik agaroz jelde RNA örneklerinin yürütülmesi 
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Hazırlanan %1’lik agaroz jel, içerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankına (Clever Sci.) 

yerleştirilir. Jel’deki ilk kuyuya DNA ladder yüklenir. 8 µl RNA örnekleri 2 µl 6X Loading 

Dye (Fermantas, R0611) ile karıştırıldıktan sonra pipet yardımıyla jeldeki diğer kuyulara 

yüklenir. 

Jele yükleme yapılırken yüklemenin yapıldığı kuyularda hava kabarcığı olmamasına ve 

yüklenen boya-jel karışımının kuyulardan taşmamasına dikkat edilir. Yükleme 

tamamlandıktan sonra örnekler 90 voltta 30 dakika yürütülür. Yürütme sonunda 

görüntülenmek üzere UV görüntüleme sistemine (Syngene Gene Genius Bio Imaging 

System) aktarılır. Burada GeneSnap (v6.08.04) yazılımı ile UV ışık altında görüntülenerek 

elde edilen RNA’nın %1’lik agaroz jel görüntüsü bütünlük açısından değerlendirilir. 
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