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OZET

PiWi-piRNA YOLAGINDA ROL ALAN TDRD9Y VE Miwi
PROTEINLERININ POLIKISTIiK OVER SENDROMU
OLUSTURULMUS FARE MODELINDE INCELENMESI

Ozlem DELIBAS
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. H. Eray BULUT
2017, 82 sayfa

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik yasindaki kadinlarin
yaklagik %6-10’unda goriilen ve farkli nedenlerden dolay1 ortaya c¢ikan bir
endokrin  sistem bozuklugudur. PKOS’un fizyopatolojisi tam olarak
aciklanamamis olmakla birlikte, hastalarda ovaryan hiperandrojenizm,
hiperinsiilinemi, artan luteinlestirici hormon (LH) sekresyonu, menstrual
fonksiyon bozuklugu, hirsutizm ve infertilite gozlenmektedir.

piRNA'lar  (piwi-interacting RNA) germ hiicrelerinin  genom
biitiinltiglinli saglamada rol alan 6nemli RNA molekiilleridir.

Bu calismada PKOS modeli olusturulan farede, yiiksek LH ve Ostrojen
hormonuna bagli olarak bozulan folikiil i¢ci mikrogevrede PIWI-piRNA
yolaginin baskilanabilecegini veya etkisinin azalabilecegini bunun sonucunda
oositle  kiimiilis hiicreleri  arasindaki etkilesimin  bozularak oosit
maturasyonunu negatif yonde etkilenecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda
piRNA biyogenezinde yer alan TDRD9 ve MIWI genlerinin ekspresyonlari
RT-PCR ve immiinohistokimyasal yontemlerle belirlendi.

Calismada 25 giinliik Swiss albino disi fareler kullanildi ve 3 gruba
ayrildi. 20 giin siire ile intraperitoneal olarak 0,2 ml olacak sekilde, kontrol
grubuna serum fizyolojik, PKOS olusturulacak gruba susam yagi iginde
¢cozdiiriilmiis dehidroepiandrosteron (DHEA, 6 mg/100g/glin) ve Sham
grubuna susam yag1 enjekte edildi. Enjeksiyon siiresi sonunda sakrifiye edilen

hayvanlardan alinan ovaryum dokulari immiinohistokimya ve immiinofloresan



isaretleme yontemleri igin kullanildi. Ayrica RT-PCR igin her 3 gruptan
toplanan GV oosit, M2 oosit ve Kumulus hiicresinde TDRD9 ve MiWI’nin
mRNA ekspresyonlarina bakildi.

Kontrol grubunda ve PKOS grubunda MiWi (PIWIL1) primodiyal
folikiil asamasinda zayif bir ekspresyonla baslayip primer folikiil, sekonder
folikiil, antral folikiil ve tersiyer folikiildeki oosit sitoplazmasinda daha gii¢lii
eksprese oldugu immiinohistokimyasal ve immiinofloresan tekniklerle
belirlendi. Ayrica hem kontrol grubunda hem de PKOS grubunda kumulus
hiicresinde PIWIL1 ekspresyonu saptanmadi. TDRD9 ise kontrol grubunda
primordiyal folikiildeki oositte ekspresyonu izlenirken, PKOS grubundaki
ovaryum kesitlerinde primordiyal folikiildeki oositte ekspresyonunun olmadig1
immiinohistokimyasal yontemle belirlendi. RT-PCR sonuglarinda ise MIWI
(PIWIL1)’in oositte mMRNA ekspresyonunun oldugunu belirledik. PIWIL1’in
kontrol grubundaki GV oosit temel alinarak PKOS grubu GV oositte
ekspresyonunun arttig1 fakat bunun istatiksel olarak anlamli olmadigini
belirledik. RT-PCR sonuglarina gore TDRD9’un oositte ve kiimiiliis
hiicrelerinde mRNA ekspresyonunun olmadigini saptandi.

Sonu¢ olarak MIWI (PIWIL1)’nin saghikli bir folikiilogenez icin
ekspresyonunun olmasi gerekmektedir. PKOS’ta bozulan endokrin etkilesimde
MIWI (PIWILI1) geni ekspresyonu korunmaktaydi. PKOS’ta primordiyal
folikiil asamasindaki oositte TDRD9’un ekspresyonunun olmamasi, normal
folikiilogenezi bozabilecegini ve kadinlarda infertilite veya subfertiliteye

neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Polikistik Over Sendromu, PKOS, piRNA, TDRD?9,
Miwi, PIWIL1
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF TDRD9 AND MIWI PROTEINS PLAYING
ROLE IN A MOUSE MODEL WITH POLYCYSTIC OVARIAN
SYNDROME

Ozlem DELIBAS
Master's Thesis, Department of Histology & Embryology
Supervisor: Prof. Dr. H. Eray BULUT
2017, 82 Pages

Polycystic ovarian syndrome (PCOS) is an endocrine system disorder
which is seen about 6-10% women in their reproductive ages and occurs
because of different reasons. Although the physiopathology of PCOS is yet to
be understood, ovarial hyperandrogenism, hyperinsulinemia, increasing
secretion of LH, menstrual function disorders, hirsutism and infertility are

commonly seen in those patients.

piRNAs (piwi-interacting RNA) are important RNA molecules that

play crucial roles in preserving the genome integrity in germ cells.

In the present study, disrupted inner follicular microenvironment as a
result of high levels of LH and estrogen could suppress the PIWIi-piRNA
pathway or could decrease its effects causing that the oocyte maturation was
negatively affected in mice with PCOS. In the present study, the expressions
of TDRDY and MIWI genes taking place in piRNA biogenesis have been
determined by RT-PCR and by immunohistochemical techniques.

Twenty five female Swiss albino mice were divided into 3 groups.
While the control group mice were injected 0.2 ml serum physiologic, the
PCOS group mice were injected dehydroepiandrosteron (DHEA) (6 mg/10 g/
day). On the other hand, the sham group animals were injected sesame oil
only. At the end of the injection process, animals were sacrificed and ovarial
tissues were collected for immunohistochemical and immunoflourscence

techniques. In addition, GV oocytes, M2 oocytes and cumulus cells were

Vii



collected from 3 groups in order to detect TDRD9 and MIWI expressions using
RT-PCR.

The control group and the PCOS group MIiWI (PIWIL1) expressions
started weakly in the primordial follicles and have stronger expressions in
primary, secondary and tertiary follicles. On the other hand, there were no
PIWIL1 expression in cumulus cells both in the control and the PCOS groups.
While TDRD9 expression was detected in the control group primordial
follicles, it had no expression in oocytes of primordial follicles in the PCOS
group. MIWI (PIWIL1) mRNA expressions was detected in oocytes
determined by RT-PCR. The PIWIL1 mRNA expression was increased in the
PCOS group GV oocytes when compared to the control group, however, it was
not statistically significant. TDRD9 mRNA expression was not detected neither

in oocytes nor in cumulus cells in all groups.

In conclusion, it could be suggested that MIWI (PIWIL1) is necessary
for a healthy folliculogenesis. MiW1 (PIWIL1) gene expression was preserved
in disrupted endocrine interaction in PCOS. Lacking TDRD9 expression in
PCOS ovarial primordial follicle oocytes could block the normal
folliculogenesis and could cause infertility or subfertility in those women with
PCOS.

Key Words: Polycystic Ovarian Syndrome, PCOS, piRNA, TDRD9, MIWI,
PIWILI
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1.GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik ¢agindaki kadinlarin
yaklasik olarak %6-10’unda goriilen bir endokrin sistem bozuklugudur. PKOS’un
fizyopatolojisi tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte, hastalarda ovaryan
hiperandrojenizm, hiperinsiilinemi, artan LH sekresyonu, menstrual fonksiyon
bozuklugu, hirsutizm ve infertilite goriilmektedir (Fauser, B.C. et al. 2012).
Yardimer iireme teknikleri (UYT) tedavileri siiresince PKOS’lu hastalarda tipik
olarak toplanan oosit sayinda azalma goriilmekte, fazla sayida folikiil olusmakta,
fakat gelisen folikiillerin olgunlasmasi erken evrede duraksamaktadir. Yapilan
calismalar PKOS’lu hastalardan toplanan oositlerin kalitesinin diisiik oldugunu ve

bunun sonucunda da fertilizasyon ve implantasyon oranlarmin diisiik oldugunu

gostermektedir (Qiao, J. ve Feng, H.L. 2011; Sander, V.A. et al. 2011).

pIRNA' lar (piwi-interacting RNA) germ hiicrelerinin genom biitinligiini
saglamada rol alan 6nemli RNA molekiilleridir. Ik olarak, 2006 yilinda
birbirinden bagimsiz ¢alismalarla fare testisi ve Drosophila germ hiicrelerinde
tespit edilen piRNA' lar embriyonik gelisim, transpozon transkirpsiyonunun
baskilanmasi, germ hiicre genom bitiinliigiiniin saglanmasi ve heterokromatin
olusumunda oldukga etkili molekiiler aracilardir (Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014).
PIWI-piRNA kompleksinin en iyi ortaya konan biyolojik rolleri transpozon
mobilizasyonunun inhibisyonudur. piRNA' lar bu islevini hem heterokromatin
olusumunun diizenlenmesi yoluyla transkripsiyonel hem de transpozon
transkriptlerinin degredasyonunu saglayarak post-transkripsiyonel seviyede
gerceklestirirler. Transpozonlar bir hiicrenin genomunda farkli yerlere,
transpozisyon olarak adlandirilan bir siiregle hareket edebilen DNA dizileridir.
Transpozon mobilizasyonu ile potansiyel zararli mutasyonlar, delesyonlar ve
genomdaki DNA miktarinda degisiklikler meydana gelebilir. Dolayisiyla
gametogenez sirasinda ve germ hiicrelerinde de transpozonlarin susturulmasi
hayati oneme sahiptir. Bu nedenle piRNA'lar ve PIWI proteinleri, germ
hiicrelerinin genom biitiinliiglinii koruma ¢abalarinin merkezinde yer alirlar.
Ayrica, PIWI-piRNA kompleksleri sadece transpozon susturulmasinda rol

almakla kalmaz ayn1 zamanda c¢esitli mekanizmalarla hem transkripsiyonel hem



de post-transkripsiyonel seviyede hedef genlerin ekspresyonunu diizenleme
kapasitesine de sahiptirler. PIWi-piRNA'larin bu fonksiyonlar1 géz &niinde
bulunduruldugunda piRNA biyogenezi ve islevinde rol alan PIWI proteinleri ve
diger faktorler de germ hiicre gelisimi ve gametogenezde oldukca 6dnemli bir yere
sahiptirler. piRNA yolagindaki gen mutasyonlarinin germ hiicre gelisim
kusurlarina yol agmasinin nedenlerinden birinin piRNA' larin islevini tam olarak
yerine getirememesi nedeni ile DNA hasarindan kaynaklanabilecegi ileri

stirilmektedir (Thomson, T. ve Lin, H. 2009; Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014).

PIWI proteinlerinin germ hiicre gelisimdeki islevleri diger organizmalarda
da korunmus olarak mevcuttur. Ornegin farede spermatogenez sirasinda eksprese
edildigi gosterilen Miwi (PIWIL1, Piwi-like gene 1), Mili (PIWIL2) ve Miwi2
(PIWIL4) olmak iizere 3 adet murin PIWI proteini bulunur (Ku, H.Y. ve Lin, H.
2014).

PIWI proteinlerinin etkilesime girdigi proteinler arasinda Tudor-domaini-
iceren proteinler (Tudor domain-iligkili protein ler olarak da bilinirler, TDRD)
PIWI etkilesim partnerleri arasindadir. TUDOR ailesi iiyelerinin protein—
protein/RNA etkilesim aglarina katildiklari, RNA metabolizmasi, splisozom
olusumu, histon modifikasyonu, piRNA biyogenezi ve germ hiicre gelisiminde rol
aldiklar bildirilmektedir (Brahms, H. et al. 2001; Pek, J.W. et al. 2012). Farede
Tdrd1, Tdrd2, Tdrd4, Tdrd5, Tdrd6, Tdrd7, Tdrd8, Tdrd9, Tdrd10, SND1/Tdrd11,
Tdrd12 ve SetDB1' gibi birgok Tudor ailesi iiyesi bulunmaktadir ve bunlarin germ
hiicrelerde eksprese edildigi rapor edilmistir. Bunlar arasindan Tdrdl, Tdrd2,
Tdrd4, Tdrd5, Tdrd6, Tdrd7, Tdrd9 ve Tdrd12' nin PIWI islevleri icin gerekli
oldugu, spermatogenez ve piRNA yolaginda rol aldiklari gosterilmistir (Ku,
H.Y.ve Lin, H.2014).

Polikistik over sendromu (PKOS) olan insanlarda ve deney hayvanlarinda
yiiksek Ostrojen ve LH hormonuna baglh olarak folikiil i¢i mikrogevrenin
bozulmasi sonucu oositin gelisiminin olumsuz yonde etkilendigi belirtilmistir. Bu
nedenle farelerde uygulanan deneysel PKOS modelleri, infertiliteye neden olan
PKOS’un patogenezinin aydinlatilmasi ve yeni terapdtik girisimlerin denenmesi

icin  yapilan arastirmalarda siklikla  kullanilmaktadir. Bu  calismada;



dehidroepiandrosteron (DHEA) ile deneysel olarak PKOS olusturulmus farelerin
ovaryumunda, oositte ve kiimiiliis hiicrelerinde PIWI-piRNA yolaginda bulunan
TDRD9 ve MiWI’nin ekspresyonunu ve PKOS’taki hormonal degisikligin bu

genler {izerine etkisinin olup olmadigini géstermeyi amagladik.
2. GENEL BILGILER

2.1.OVARYUMLAR

2.1.1. Ovaryumun Anatomisi

Disi lireme hiicresi olan ovumu ve disiye 0zgii seks hormonlarini
(progesteron ve Ostrogen) tiretmekle gorevli olan ovaryumlar erkekteki testislerin
karsiligidir. Pelvis’te fossa ovarica’da yerlesmis bir ¢ift organdir, Fossa ovarica A.
[liaca interna ile externa arasindadir. Ovaryum’lar 3 cm uzunlugunda, 1,5 cm
genisliginde, 1 cm kalinliginda ve 4-6 g agirligindadir. Pembemsi gri renkli olan
ovaryumlarin dis yiizii bulug ¢agindan once diizgiin goriiniimli iken bulug
cagindan sonra ovulasyona bagli olarak piirlizlii bir goriinim alir. Ovaryumun
facies lateralis ve medialis olmak iizere iki yiizii, extremitas tubaria (iist ug) ve
uterina (alt ug) olmak tiizere iki ucu ve margo mesovaricus (6n kenar) ve liber
(arka kenar) olmak iizere iki kenar1 vardir. Ust ucuna fimbria ovarica ve lig.
Suspensorium ovarii tutunur. Bu bag igerisinde a.v. ovarica ile plexus
ovaricus’tan gelen sinirler bulunur. Alt uctan baslayan lig. Ovarii proprium
(uteroovaricum) uterus’un dis kdsesine yapisir. On kenarda damar ve sinirlerin
girip ¢iktig1 hilum ovarii yer alir. Buraya ligamentum mesovarium ile ligamentum
latum uteri tutunur. Peritonla ortiilii degildir. Ovaryumlari, lig. Ovarii proprium,
lig. Suspensorium ovarii ve lig. Mesovarium yerinde tutan olusumlardir (Cimen,

M. 2014) (Sekil 2. 1.).
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Sekil 2. 1. Insanda ovaryumun yerlesimi ve yapist

(http://humansk.blogspot.com.tr/2015/03/human-ovary-diagram.html)

Memeli tiirlerinden farede ise ovaryumlar,tiip seklindeki uterus kollarinin
son kisminda, fallop tiiplerinin hemen {izerinde sagli sollu olarak yerlesim
gosterirler (Sekil 2.2.).

a) uterus

Sekil 2. 2. Farede ovaryumun yerlesimi

(https://www.researchgate.net/figure/51576510_fig4_Figure-4-Female-

reproductive-organs-a-non-gravid-uterus-mice-and-rats-have-a ).
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2.1.2. Ovaryumun Histolojisi

Memeli ovaryumunun yiizeyi, germinal epitel adi verilen tek katli yassi
veya algak kiibik epitel hiicre tabakasi ile ortiiliidiir. Bu tabaka, viseral peritonun
mezotelyumu ile devam eder. Germinal epitelin altinda, sik1 bag dokusu tabakasi
olan tunika albuginea yer almaktadir. Ovaryumun gevresel yerlesimli bir korteksi
ve merkezi yerlesimli, ¢ok sayida kan damari, sinir ve lenfatikler bulunan
medullast vardir. Folikiillere ek olarak korteks, fibrositleri kollajen ve retikiiler
lifleri igerir. Tipik diizensiz bag dokusu yapisinda olan medulla, ovaryumu askiya
alan mesovaryum ile devam eder (Sekil 2.3.). Medulladaki genis kan damarlari,
daha kiigiik damarlarla korteksin biitlin boliimlerine yayilir. Mezovaryum,
ovaryumu germinal epiteli ve peritonun mezoteli ile kaplanmistir (Eroschenko,
2013).
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Sekil 2.3. Ovaryumun histolojisi.
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2.1.3. Folikiiler Gelisim (Folikiilogenez)

Folikiiler gelisim ya da folikiilogenez ovaryumun korteks tabakasinda
meydana gelir. Oogenezis, oogonia olarak adlandirilan primitif germ hiicrelerinin
olgun oositlere donilismesidir. Hiicredeki bu olgunlagma siireci dogumdan once

baslaylp, puberte sonrasinda tamamlanir. Puberte doneminden baslayarak,
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kadinlar ireme yasami boyunca siirekli olarak aylik tireme siklusuna girerler ve
bu siklus hipofiz, hipotalamus, ovaryumlar, uterus, vajina, uterin tiipler ve meme

bezlerini ilgilendirir (Moore, K.L. ve Persaud, T.VV.N. 2009).

Hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH),
hipofizde iiretilen FSH ve LH’1 uyararak ovaryum {iizerindeki etkisini baslatmis
olur. Esas olarak, FSH folikiil hiicrelerinden ostrojen salinimini ve ovaryum
folikiiliiniin gelisimini saglarken, LH ovulasyonu tetikler ve folikiil hiicreleri ile
korpus luteumu uyararak progesteron iiretimini saglar. Folikiilogenez, biiyliyen
folikiillerin havuzundan primordiyal folikiiliin se¢ilmesi ile baglayan ve ovulasyon
veya atrezi ile sonuglanan bir islemdir. Birinci faz, preantral folikiil veya
gonadotropinden bagimsiz faz olarak adlandirilir ve oositin biliylimesi ve
farklilasmasi ile karakterizedir. Preantral faz, otokrin ve parakrin mekanizmalar
ile lokal olarak sentezlenen biiyiime faktorleri tarafindan kontrol altinda
tutulmaktadir. Ikinci faz, antral veya gonadotropin bagimli faz olarak adlandirilir
ve folikiilin boyutunda olduk¢a fazla bir artisin olmast ile karakterizedir.
Gonadotropin bagimh faz, FSH (Folikiil Uyarict Hormon) ve LH (Liiteinlestirici
Hormon) ile biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Folikiilogenez
hiicre farklilagmasi ve proliferasyonuyla iist diizey bir organizasyonun saglanmasi

olarak degerlendirilebilir (Jonard ve ark. 2003; Walters ve ark. 2012).
2.1.3.1. Primordiyal Germ Hiicreleri (PGH)

Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak insanda 3. ve 4. gebelik haftalart
arasinda allantoise yakin vitelliis kesesinin dorsal duvarimin endoderminde 100
kadar hiicre olarak ortaya cikarlar. PGH ekstraembriyonik ektoderme komsu
proksimal epiblasttan ekstraembriyonik ektodermal hiicrelerinden sentezlenen
Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP 4) ve Bone Morphogenetic Protein 8b
(BMP 8b) ve ekstraembriyonik endodermal hiicrelerden sentezlenen Bone
Morphogenetic Protein-2 (BMP2) sinyali ile gelismektedir. BMP4 ‘e yanit olarak
epiblast kilit transkripsiyonel diizenleyicileri harekete gegirmekte ve germ hiicre
ozellikleri kazanmaktadir (Motta, A.B. ve ark. 1997; Oktem ve Oktay 2008;
Oktem ve Urman 2010).



PGH gelismekte olan gonadlara yerlestiginde oogoniumlara farklanirlar,
sonrasinda mitoz bolinmeyle hizli bir sekilde cogalarak sayilarini arttirirlar.
Hiicreler pre-mayotik DNA sentezinin baglamasi ile oogonial evrelerini
tamamlarlar ve oosit evresine gecerler. Olusan oositlere primer oosit denir. Bu
evrede yasst epitel hiicreleri oogoniumlarin etrafini tek bir tabaka halinde sararak
primordiyal folikiilleri olusturur. Folikiil olusumunun temel amaci primer oositin
atreziden korunmasidir. Primer oositlerin ileri gelisimi folikiil hiicrelerince
salgilanan Oocyte Maturation Inhibitor (OMI) araciligiyla puberteye kadar
engellenir. Boylelikle primer oositler 1. Mayozun profazinda bdliinmelerini

duraksatir (Oktem ve Urman 2010).
2.1.3.2. Primordiyal Folikiillerin Primer Folikiillere Gelisimi

Primordiyal folikiillerin primer folikiile gelisimi igin gerekli sinyal
mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamis olsada, gonadotropinlerin etkisinin
biiyiilk oldugu disiiniilmektedir. Her primordiyal folikiil profaz I'm diploten
evresinde bekleyen bir oosit igermektedir ve bu folikiil yass1 graniiloza hiicreleri
ile ¢evrelenmistir. Oncelikle oositte mRNA sentezlenmeye baslar. Folikiil,
primordiyal evreyi terk ederken biiylime sathasina baslar, oositte ve graniiloza
hiicrelerinde birgok spesifik degisiklikler gerceklesir. Graniiloza hiicreleri kiibik
forma degisir ve teka hiicre formasyonu olusur, ayrica bu asamada zona pellusida
yapisi belirir (Trombly, T.J. ve ark. 2009; Dumesic ve Richards 2013). Graniiloza
hiicrelerinde, Anti-miillerian Hormon (AMH) sentezi primer folikiil asamasinda
baslar. AMH’nin sentezi oosit kaynakli faktorlere de cevap olmakta ve primer
folikiil gelisimini engelleyerek gerekenden fazla folikiilin olgunlagmasini

engellemektedir (Hartshorne, G.M. ve ark . 2009; Qiao ve Feng 2011).

Primer folikiildeki teka hiicre tabakasinin olusumu kritik olarak, biiyiime
ve farklanma faktor-9 (GDF-9) ve graniiloza hiicresi kaynakli Kit Ligand
(Mallappa, A. ve ark. 2015) faktoriine baglidir (Dumesic, D.A. ve Richards, J.S.
2013). GDF-9 teka hiicrelerinin androjen firetimini diizenleyerek androjen
miktarint arttirir. Teka hiicreleri kaynakli androjen, FSH reseptoriiniin artmasini
saglamaktadir (Trombly, D.J. 2009). Insan ve farede primer folikiilde androjen

reseptorleri bulunmakta ve farelerle yapilan ¢alismalar gostermektedir ki androjen



reseptorlerinin yapisit bozulursa FSH reseptoriiniin de ekspresyonu azalmakta,
folikiilogenez bozulmakta ve prematiir ovaryan basarisizligi gerceklesmektedir
(Uzumcu, M. 2007; Bonnet, A. 2013). Dahasi, androjen reseptorii kaybi hedef
alinirsa, murin preantral ve antral graniiloza hiicrelerinde verimlilik azalmakta,
folikiiler atrezi olusmakta ve oositin fertilizasyonu negatif olarak etkilenmektedir

(Lei, L. 2010).
2.1.3.3. Primer Folikiillerin Sekonder Folikiillere Gelisimi

Sekonder folikiil gelisimi sirasinda folikiiller ilave olarak steroid
reseptorler kazanmakta ve gap junction sayist artmaktadir. Sekonder folikiil
gelisimi esnasinda gonadotropinlere daha bagimlidir. Bunun nedeni reseptor
aktivitesinin ve diizeyinin degismesidir (Dumesic, D.A. and Richards, J.S. 2013).
Graniiloza hiicrelerinin sayis1 artmakta, graniiloza ve teka hiicreleri folikiildeki
yerlerini almakta ve g¢esitli faktorler salgilamaktadir, antrum olugmaktadir.
Sekonder folikiilliin karakteristik 6zelligi graniiloza hiicre tabakalar1 arasinda sivi
dolu bosluklarin olusup birleserek antral boslugu olusturmalaridir (Larsen,W.J.
1997). AMH, graniiloza hiicrelerinden sentezlenmektedir ve primer folikiil
olusumunu kontrol etmektedir, fazla sayida primer folikiil olusumuna FSH ile
birlikte engel olmaktadir. Normal AMH diizeyi graniiloza hiicrelerindeki FSH
etkisini negatif yonde etkilemekte ve prematiir maturasyonu engellemektedir.
FSH dominant folikiil se¢iminde kilit rol oynamaktadir (Gleicher, N. 2011;
Bonnet, A. 2013) .

2.1.3.4. Sekonder Folikiillerin Tersiyer Folikiillere Gelisimi

Tersiyer folikiil gelisimi Oosit biiylimesinin yavaslamasi (maksimum ¢ap1
140 pm), graniiloza hiicre farklilasmasi, ekstraseliiler s1v1 birikimi ve antrumun
bliylimesiyle karakterizedir. Bu asamadan sonra gelismekte olan folikiiller
arasindan dominant folikiil se¢imi gerceklesmektedir (Hartshorne, G.M. 2009).
Tersiyer folikiil olusumunun erken evrelerinde FSH daha etkindir. 6-8 mm
biiyiikliige ulastiginda folikiilde graniiloza hiicrelerinde aromataz aktivitesi baslar,
teka kaynakli androjen {iretilir ve FSH tarafindan uyarilan graniiloza hiicreleri
Ostrojen Onciillerini  Ostrojene ¢evirmeye baglar (Sander, V.A. 2011). LH

tarafindan uyarilan teka hiicrelerinden androjen sentezlenmektedir. Folikiiler



antrumu dolduran sivi, kan damarlarinda plazmanin sizmasiyla olusup bolgesel
salgilar ve metabolizma iiriinleri ile modifiye edilir. Antrum sivisi, hiyaluronat,
steroidler, biiytime faktorleri ve gonadotropinlerden zengindir (Jonard, S. 2003;
Dumesic, D.A. ve Richards, J.S. 2013). Ekzantrik yerlesim gosteren oosit
cevresindeki graniiloza hiicreleri daha yogun bir sekilde birikerek bir tepecik
meydana getirir. Folikiiler bosluk icerisinde oosit bir miktar hiicre ile bulunur.
Oositi gevreleyen hiicrelere kumulus ooforus denilir. Ovulasyondan sonra oosit,
cevresindeki korona radiata tabakasi ile birlikte kumulus-o0sit kompleksi (KOK)

seklinde atilir.
2.1.4. Folikiiler Atrezi ve Ovulasyon

Overin varligin1 ve gelisimini devam ettirmesi hipofizer gonadotropinlere
bagli olmasina ragmen, uykudaki primordial folikiillerin gelisme siireglerine gecis
oranlar1 gonadotropinlerden bagimsiz faktorlere baglidir. Uyuyan folikiiliin
gelisme asamasina gegisi birincil olarak hem folikiil hiicreleri hem de oositler
tarafindan {retilen intraovariyan parakrin faktorlere baglidir. Germ hiicreleri ile
somatik hiicreler arasinda islev goren intraovariyan parakrin faktorler; sitokinler,
biiyiime faktorleri (insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1), epidermal ve
fibroblast biiylime faktorleri ve interlokin-1p) olarak siralanabilir ve bu hiicreler
arasinda gap junction araciligi ile bilgi ve madde aligverisi olur. Folikiiller 2-5
mm biiytlikliigline ulastiginda %50’si apoptozisten kurtulur ve seg¢ilmis biiylime
donemine girer. Bir hafta veya daha uzun siireli biiylimeden sonra, ovulasyon
oncesinde folikiillerden bir tanesi daha hizli biiyiimeye baslayarak geriye kalan 5-
11 folikiilii baskilatarak apopitozisle onlar1 atreziye ugratir. 33 yasinda geng
kadinlarda se¢ilmis biiylime donemine giren folikiil sayis1 yirmi civarinda olabilir.
Bu say1 yaslanmaya bagli olarak azalabilir. Ayn1 anda gelisen 6-12 folikiilden
sadece birinin gelismesi digerlerinin ise gerilemesi tam izah eden mekanizma
bilinmemektedir. Fakat biiyliyen folikiiliin kendisi pozitif geri bildirimdeki
fazlalia cevap olarak daha fazla Ostrojen salgilar. Artan bu Ostrojen salgisi
hipofizin FSH salgisin1 azaltir, boylece diger folikiillerin apopitozisine neden olur

(Celik, 0. 2011).



Olgun bir oositin ovaryumda gelisimini tamamlayarak atilmasi olayina
ovulasyon denir. Ovulasyon memelilerde puberteden baslayip menapoza kadar
devam eden siklik bir olaydir. Ovulasyon, insanda menstiirasyonun
baslangicindan itibaren 13-14. giinlerde gergeklesir. Yaklasik her 28 giinde bir,
her bir ovaryumdan bir oositin atilmasi ile tekrarlayan bu olaya ovariyal siklus
denilir. Genelde her ay yumurtaliklarda 7 ile 12 folikiil gelismeye baslar. Fakat bu
folikiillerden sadece bir tanesi dominant folikiil olarak secilir ve tam olgunluga
ulagma sansina sahip olur. Digerleri ise atreziye ugrar. Dominant folikiil siklusun
folikiiler fazi siiresince Ostrojen iiretiminden sorumludur. Ovulasyon sonrasinda
dominant folikiil, menstriial siklusun luteal fazi boyunca progesteron sentezinden

sorumlu olan korpus luteuma doniismektedir (Delilbas, L. 2008).
2.1.5. Oogenez

Gelismekte olan folikiil, FSH’ nin etkisi ile preantral asamadan ovulasyon
Oncesi agamaya gecer. Menstrual siklusun ortasina denk gelen geg folikiiler evrede
hipofizin 6n lobundan salgilanan bir diger hormon Luteinlestirici hormon
(LH)’dur, LH ovulasyondan hemen 6nce pik yapar oositte germinal vezikiil yikilir
(Germinal Vesicle Break Down (GVBD)). Kromozomlar metafaz I’den telofaz |
evresine gegerler. Oosit I. Mayoz boliinmesini ovulasyondan hemen oOnce
tamamlar. [.mayoz boliinmenin ardindan kromatin iki kardes hiicre arasinda esit
olarak dagilir. Biri hemen hemen biitiin sitoplazmaya sahip biiyiik bir hiicre olarak
kalirken digeri oosit ile zona pellusida perivitellin aralikta kiigiik bir hiicre olarak
kalir. Bu hiicreye 1. Kutup cisimcigi ya da 1. Polar cisimcik denilir. Oosit artik
sekonder oosit olarak adlandirilir. Meydana gelen sekonder oosit haploid
kromozoma sahiptir ve ¢ekirdek ikinci mayoz bolinme evresine girer. Déllenme
sirasinda spermin oositte girmesi ile birlikte oosit ikinci mayoz béliinmesini
tamamlar ve ikinci kutup cisimcigi atilir. Ovulasyon ile atilan oosit olgun oosit ya

da metafaz Il (MII) oosit olarak adlandirilir (Delilbas, L. 2008).
2.1.6. Polikistik Over Sendromu (PKOS)

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik ¢agindaki kadinlarda,
prevalanst % 6-10 oraninda goriilen ve farkli nedenlerden dolayi olusan bir

endokrin sistem bozuklugudur. PKOS’lu hastalarda karakteristik olarak oligo
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veya anovulasyon, biiyiik polikistik overler ve ovaryan hiperandrogenizm
gozlenmektedir (Fauser, B.C. 2012). ilk olarak 1935 yilinda Stein ve Leventhal
tarafindan amenore, hirsutizm, anovulasyon ve biiyiik polikistik overlerle
karakteristik semptom kompleksi olarak tanimlanmistir (Lakhani, K. 2002). Tan1
kriterleri konusunda tam fikir birligi saglanamamigtir. Fakat yeni tanimlamaya
gore; oligo-anovulasyon, Kklinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari,
ultrasonografide polikistik overlerin gozlenmesi kriterlerinden ikisinin varligi ile

PKOS tanisi konulabilmektedir (Dumesic, D.A. 2008).

PKOS’lu hastalarda oligo ya da anovulasyon, Kistik overler ve
hiperandrojenizmin yanisira hiperinsiilinemi, artan luteinlestirici hormon (LH)
sekresyonu, menstrual fonksiyon bozuklugu, hirsutizm ve kisirlik gézlenmektedir.
PKOS’lu anovulator kadinlarda endokrin sistemdeki dengenin bozulmasi
nedeniyle folikiiler gelisim durur (Wood, J.R. 2007). Yardimc1 tireme teknikleri
(UYT) tedavileri siiresince PKOS’lu hastalarda tipik olarak toplanan oosit
sayisinda azalma gozlenmekte, fazla sayida folikiill olugsmakta fakat gelisen
folikiillerin olgunlasmasi1 erken evrede duraksamaktadir. Yapilan caligmalar
gostermektedir ki PKOS’lu hastalardan toplanan oositlerin kalite degeri diisiiktiir.
Buna bagli olarak fertilizasyon ve implantasyon oranlar1 PKOS olmayan kadinlara
gore azalmaktadir (Qiao, J. ve Feng, H.L. 2011; Sander, V.A. 2011). PKOS’lu
hastalarda folikiil gelisimini diizenleyen mekanizmalar bozulmaktadir (Dumesic,
D.A. 2008). Ovaryan faktorlerdeki herhangi bir diizensizlik, oositi ¢evreleyen
graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki iletisimi, oosit olgunlagsmasini ve
embriyonik gelisimi negatif yonde etkilemektedir. UYT tedavisi géren PKOS’Iu
hastalarda bu durum gozlenmistir. Bunun sebebinin PKOS’lu hastalardaki yiiksek
Ostrojen seviyesinin oldugu diistiniilmektedir. Ayrica LH seviyesinin de yiiksek
olmast oosit olgunlagsmasini ve fertilizasyon oranini diisiiriirken, embriyo
kalitesini bozar ve dogum oraninin azalmasina ve diisiiklerin artmasina neden olur
(Wood, J.R. 2007; Qiao, J. ve Feng, H.L. 2011). PKOS’lu hastalarda LH
hormonunun fazla salgilanmasi folikiil stimiile edici hormonun (FSH) islevini
baskilar ve bu da graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki iletisimi bozarak
folikiillerin olgunlasmadan dejenere olmasina ve olusan antral folikiillerinde

kiiglik kalmasina neden olur (Franks, S. 2008).
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2.1.7. piRNA (piwi-interacting RNA)

piRNA’lar (piwi-interacting RNA) germ hiicrelerinin genom biitiinliigiinii
saglamada rol alan 6nemli RNA molekiilleridir. ilk olarak, birbirinden bagimsiz
calismalarda fare testis ve Drosophila germ hiicrelerinde tespit edilen piRNA’lar
embriyonik gelisim transpozon transkripsiyonunun baskilanmasi, germ hiicre
biitiinliigliniin saglanmasi ve heterokromatin olusumunda oldukga etkili molekiiler
aracilardir. Bu RNA molekiilleri 5° ugta urasil ile baslayan (yaklasik %86’sinda)
26-33 niikleotit uzunlugunda kisa kodlanmayan tek zincirli RNA’larin yeni bir
simifidir. piRNA’lar c¢ok hiicreli organizmalarda kodlanan ve kodlanmayan
RNA’larin tiim tipleri arasinda g¢ogunlukla germ hiicrelerinde olmak iizere
yiizbinlerce tiirii ile en fazla sayida bulunan RNA molekiilleridir. Bu say1
miRNA’lar ve siRNA’lar da dahil olmak {izere bilinen diger tiim RNA tiplerinin
toplam sayisini asar. piRNA’larin bazi noktalarda yapisal ve islevsel 6zellikleri
yine kiicik kodlanmayan RNA sinifina ait miRNA ve siRNA’larla benzerlik
gosterse de piRNA’larla miRNA ve siRNA’lar arasinda bazi temel farkliliklar
vardir. miRNA ve siRNA olusum siirecinde bu molekiillerin ¢ift zincirli dnciilleri
ve stem-loop prekiirsorleri bir RNAes III enzimi olan Dicer tarafindan proses
edilirken, piRNA’lar ¢ogunlukla uzun (200 kb’ye kadar) tek zincirli bir prekiirsor
olarak transkribe edilir ve bunlar Dicer’den bagimsiz olarak proses edilir. piRNA'
lar ARGONAUTE (AGO)/PIWI ailesi proteinlerinin PIWI alt ailesine, buna
karsin miRNA' lar ve siRNA' lar AGO/PIWI ailesinin AGO alt ailesine spesifik
olarak baglanirlar. AGO ailesi proteinleri yiiksek oranda korunmus Piwi—
Argonaute-Zwille (PAZ) ve PIWI domainleri ek olarak daha az korunmus N-
terminal ve Middle (Walters, K.A. 2012) domainlerinin varligi ile tanimlanir (Ku,
H.Y. ve Lin, H. 2014).

pIRNA' lar 1-100 kb' ik nispeten kisa genom bolgelerinde kiimelenmis
olarak bulunurlar ve bu bolgelere piRNA kiimeleri denir. piRNA dizilerinin
biiyiikk bir kismi transpozonlarla eslesen dizilerde (ovaryumda % 34 ve testiste
%?21) ve bir kismi ise genomda intergenik eksonik ve intronik bolgelerde
haritalanmigtir. piRNA' lar cogunlukla hayvan testis spermatogon hiicrelerinde ve
ovaryum oositlerinde dagilim gostermektedir. Az sayida piRNA ovaryum somatik

hiicrelerinde (folikiil hiicreleri) de bulunmaktadir. AGO protein ailesine dahil olan
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PIWI proteninin Drosophila gonadal somatik hiicrelerinde eksprese oldugu tespit
edilirken, yine bir AGO ailesi {iyesi olan Aubergine (Aub) ve Ago3' iin bu
hiicrelerde eksprese olmadigi gézlenmistir (Cox, D.N. 2000; Ku, H.Y. ve Lin, H.
2014). Bu nedenle somatik hiicrelerde, piRNA' lar PIWI bagimli, AUB ve AGO3
bagimsiz bir yolla olusturulurken (primer yolak) germ hiicrelerinde AUB ve
AGO3 bagimli bir yol olan ping pong amplifikasyon dongiisii (sekonder yolak) ile
iretilirler. Dolayisiyla, piIRNA' lar germ hiicrelerinde ve somatik hiicrelerde farkli
yollarla olusturulurlar. Bu piRNA biyogenezi yolaklar1 6karyotik canlilar arasinda
korunmustur ve siireclerde rol alan proteinler degisse de hemen hemen ayni
mekanizmlarla igler (Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014). piRNA biyogenezini kisaca
Ozetleyecek olursak; ilk olarak "kiigiik RNA' y1 olusturucu lokus" olarak da
bilinen, genomdaki piRNA kiimelerinden niikleusta uzun tek zincirli transkriptler
olusturulur. Daha sonra, bu uzun tek zincirli RNA' lar sitoplazmaya salinir ve
gerek primer gerek sekonder yolakta piRNA biyogenezinde rol alan bir takim
proteinlerin aracihig:r ile Kkesilip, 3' ucundan metillenerek olgun piRNA'lar
olusturulur. Daha sonra bu olgun piRNA molekiilleri PIWiI veya AUB
proteinlerine baglanirlar (ovaryum somatik hiicrelerinde sadece PIWI ekspresse
edilir ve bu nedenle sadece bu proteine baglanirlar). Bu proteinlerle kompleks
halinde bulunan piRNA'lar dizi komplementerligine gore transpozon ve bazi
genlere ait mRNA' larm PIWI ve AUB proteinlerinde bulunan endoniikleaz
aktivitesi ile kesimine rehberlik ederler. Ayrica, PIWI-piRNA kompleksleri
transpozon susturulmasi ve gen regiile edici islevler géstermek iizere niikleusa da
transfer edilebilirler. piRNA' ya bagli olmayan PIWI niikleusa gecemez (RoOSS,
R.J. 2014). PIWi-piRNA kompleksinin en iyi ortaya konan biyolojik rolleri
transpozon mobilizasyonunun inhibisyonudur. piRNA' lar bu islevini hem
heterokromatin olusumunun diizenlenmesi yoluyla transkripsiyonel hem de
tranpozon transkriptlerinin degradasyonunu saglayarak post-transkripsiyonel
seviyede gerceklestirirler (Han, B.W. ve Zamore, P.D. 2014). Transpozonlar bir
hiicrenin genomunda farkli yerlere, transpozisyon olarak adlandirilan bir siiregle
hareket edebilen DNA dizileridir. Transpozon mobilizasyonu ile potansiyel zararli
mutasyonlar, delesyonlar ve genomdaki DNA miktarinda degisiklikler meydana

gelebilir. Dolayisiyla gametogenez sirasinda ve germ hiicrelerinde de
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transpozonlarin susturulmasi hayati 6neme sahiptir. Bu nedenle piRNA' lar ve
PIWI proteinleri, germ hiicrelerinin genom biitiinliigiinii koruma cabalarinin
merkezinde yer alirlar (Nishida, K.M. 2009; Haase, A.D. 2010; Moyano, M.
2015). Ayrica, PIWI-piRNA kompleksleri sadece transpozon susturulmasinda rol
almakla kalmaz ayni zamanda cesitli mekanizmalarla hem transkripsiyonel hem
de post-transkripsiyonel seviyede hedef genlerin ekspresyonunu diizenleme
kapasitesine de sahiptirler. Sitoplazmada PIWI-piRNA kompleksleri protein
kodlayan genleri ve transpozon transkriptlerini dizi komplementerligine gore
keserler ve boylece post-transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunun
diizenlenmesine aracilik ederler. Ayrica, PIWI-piRNA kompleksleri polizomlar,
MRNA cap-binding kompleks (farede, CBC) (Grivna, S.T. 2006; Unhavaithaya,
Y. 2009), vee mRNA deadenilaz (Rouget, C. 2010) ile etkilesime girerek
translasyonel diizenlemelere de dahil olurlar. Ek olarak, PIWi-piRNA kompleks
halinde niikleusa girebilir, heterokromatin olusumu (Pal-Bhadra, M. 2004; Yin, H.
ve Lin, H. 2007; Ashe, A. 2012; Huang, X.A. 2013) ve hedef genlerin promotor
bolgelerinde DNA metilasyonuna (Watanabe, T. 2011; Rajasethupathy, P. 2012)
dahil olarak epigenetik mekanizmalar araciligi ile de gen transkripsiyonunu
diizenlerler. PIWi-piRNA'larin bu fonksiyonlar1 géz oniinde bulunduruldugunda
piRNA biyogenezi ve islevinde rol alan PIWI proteinleri ve diger faktorler de
germ hiicre gelisimi ve gametogenezde olduk¢a Onemli bir yere sahiptirler
(Thomson, T. ve Lin, H. 2009). Nitekim mutant P/WI modeli olusturulan
Drosophila, C. elegans, fare ve zebra baliginda germ hiicre olusumunda kusur,
germ kok hiicrelerinin mayotik baskilanmasimin kaybi ve kisirliga neden olan
spermiyogenezde blokaj gibi gametogenik defektlerin ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(Juliano, C. 2011). piRNA yolagindaki gen mutasyonlarinin germ hiicre gelisim
kusurlarina yol agmasinin nedenlerinden birinin piRNA' larin iglevini tam olarak
yerine getirememesi nedeni ile DNA hasarindan kaynaklanabilecegi ileri
stiriilmektedir (Klattenhoff, C. 2007; Carmell, M.A. 2007; Ku, H.Y ve Lin, H.
2014). piRNA biyogenez ve islevinde rol olan bir diger protein olan aub' yi
kodlayan aub geninde meydana gelen bazi mutasyonlarin germ hiicrelerinde
transpozon baskilanmasinin inhibisyonuna ve DNA hasarinda artisa neden oldugu

tespit edilmistir. Bu problemlerin ise sonugta kisirliga yol actigi bildirilmistir
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(Vagin, V.V. 2004; Vagin, V.V. 2006; Gunawardane, L.S. 2007; Klattenhoff, C.
et al. 2007). Benzer sekilde ago3 mutant disi sineklerin kisir oldugu bildirilmistir.
Homozigot ago3 mutant disilerinin yabanil tip veya heterozigot kardes
kontrollerine gére daha az yumurtladigi ve bu yumurtalardan yavru ¢ikarma
durumunun kusurlu oldugu gosterilmistir (Li, C. et al. 2009). Ayrica, Drosophila’
da yapilan calismalarda PIWI mutant erkek ve disilerin germ kék hiicrelerinin
kendini yenileme kapasitesinin kusurlu oldugu, germ hiicre dejenerasyonun
goriildiigii ve bu durumun da kisirliga neden oldugu bildirilmistir (Lin, H. 1997;
Cox, D.N. et al. 1998).

PIWI proteinlerinin germ hiicre gelisimdeki islevleri diger organizmalarda
da korunmus olarak mevcuttur. Ornegin farede spermatogenez sirasinda eksprese
edildigi gosterilen Miwi (PIWIL1, Piwi-like gene 1), Mili (PIWIL2) ve Miwi2
(PIWIL4) olmak iizere 3 adet murin PIWI proteini bulunur (Ku, H.Y. ve Lin, H.
2014).

PIWI proteinlerinin piRNA biyogenezi ve islevindeki 6nemi kadar bu
proteinlerle etkilesime giren bazi proteinlerin de piRNA' larin olusumu ve etkileri
iizerinde ©nemli rollere sahip olduklar1 bilinmektedir. PIWI proteinlerinin
etkilesime girdigi proteinler arasinda Tudor-domaini-igeren proteinler (Tudor
domain-iligkili proteinler olarak da bilinirler, TDRD) yogun bir sekilde
arastirmalara konu olan PIWI etkilesim partnerleri arasindadir (Boswell, R.E. ve
Mahowald, A.P. 1985; Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014). TUDOR ailesi {iiyelerinin
protein—protein/RNA etkilesim aglarina katildiklari, RNA metabolizmasi,
splisozom olusumu, histon modifikasyonu, piRNA biyogenezi ve germ hiicre
gelisiminde rol aldiklar1 bildirilmektedir (Brahms, H.L. et al. 2001; Pek, J.W. et
al. 2012). Tudor domaini fisyon mayasi, mantarlar, bitkiler ve hayvanlarin dahil
oldugu Okaryotlarin genis bir kisminda saptanmistir. Farede Tdrdl, Tdrd2, Tdrd4,
Tdrd5, Tdrd6, Tdrd7, Tdrd8, Tdrd9, Tdrd10, SND1/Tdrd11, Tdrd12 ve SetDB1'
gibi birgok Tudor ailesi iiyesi bulunmaktadir ve bunlarin germ hiicrelerinde
eksprese edildigi rapor edilmistir (Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014). Bunlar arasindan
Tdrd1, Tdrd2, Tdrd4, Tdrd5, Tdrd6, Tdrd7, Tdrd9 ve Tdrd12' nin PIWI islevleri
icin gerekli oldugu, spermatogenez ve piRNA yolaginda rol aldiklar
gosterilmistir (Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014). Ayrica, tudor mutant' larda Aub- ve
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Ago3' e baglanan piRNA' larin yabanil tip kontrolden farkli diziler oldugu
belirlenmistir. Bunun {izerine Tudor' un PIWI proteinleri olan Aub ve Ago3' e
baglanarak dogru piRNA' larin bu proteinlere baglanmasinda adeta secgici bir
gorev Ustlendigi iddia edilmistir (Nishida, K.M. et al. 2009; Ku, H.Y.ve Lin, H.
2014).

Son olarak, dstrojen uygulamasinin fare testis ve erkek germ hiicrelerinde
mili ve miwi ekspresyonunu azalttigi belirlenirken (Pan, Y. et al. 2012),
testosteron uygulanmasinin ise si¢an testis dokusunda piwi proteini ve piRNA'
larin ekspresyonun artirdigi saptanmistir (Kang, H.J. et al. 2014). Bu bulgular
PIWI-piRNA yolagmin cesitli hormonal mekanizmalarla diizenlendigine isaret
etmektedir. Polikistik over sendromu (PKOS) olan insanlarda ve deney
hayvanlarinda yiiksek Ostrojen ve LH hormonuna bagli olarak folikiil ici
mikrogevrenin bozulmasi sonucu oositin gelisiminin olumsuz yonde etkilendigi
belirtilmistir. Bu nedenle farelerde uygulanan deneysel PKOS modelleri,
infertiliteye neden olan PKOS’un patogenezinin aydinlatilmasi ve yeni terapotik
girisimlerin denenmesi ic¢in yapilan aragtirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu
calismada; dehidroepiandrosteron (DHEA) ile deneysel olarak PKOS
olusturulmus farelerde ovaryumda, oositte ve kiimiiliis hiicrelerinde PIWi-piRNA
yolagmm ekspresyonunu ve PKOS’taki hormonal degisikligin PIWI-piRNA

yolag1 lizerine etkisinin olup olmadigini gostermeyi amacladik.
2.1.8. Hipotez

PKOS’da yiiksek olan 6strojen ve LH seviyesi PIWI-piRNA yolaginin
baskilanmasina ya da etkisinin azalmasina neden olabilir ve piRNA' larin
transpozonlar1 susturucu, genom biitliinliiglinii saglayic1 etkilerini azaltabilir.
Calismamizda PKOS modeli olusturdugumuz farede, yiiksek LH ve Ostrojen
hormonuna bagl olarak bozulan folikiil i¢i mikrogevrede PIWI-piRNA yolaginin
baskilanabilecegini veya etkisinin azalabilecegini bunun sonucunda oositle
kiimiiliis hiicreleri arasindaki etkilesimin bozularak oosit maturasyonunun negatif
yonde etkilenebilecegini diisiinerek, bu yolakta bulunan TDRD9 ve MIWI
(PIWIL1) molekiilerinin protein ve mRNA ekspresyonunu RT-PCR,

immiinohistokimya ve immunofloresans teknikleriyle gdstermeyi amacladik.
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3. Gere¢ ve Yontem

3.1. Kullanilan Cihazlar

USA)

Santrifiij (Msc Micro Centaur, UK)

Hassas tart1 (Denver Instrument Company, USA)

Manyetik karistiric1 (BIBBY Stuart, UK)

Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

PH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

Mikrodalga firm1 (Argelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)
Mikropipetler -10 ul, 20 pl, 200 pl ve 1000 ul- (Gilson, USA)
Thermal cycler (Gen Amplifikasyon PCR 9700 applied biosystems,

Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany)

Maestro Nanodrop ( Green Bioresearch, USA)
Laminar flow kabin (Steril-VVbh)

Ben Mari (Leica, Germany)

Doku Takip Cihazi (Leica, Germany)
Floresan Mikroskop (Olympus BX51, Japan)

Mikrotom (Leica, Germany)

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Etil Alkol (Merck, Germany)

Ksilol (Merck, Germany)

Formaldehit (Merck, Germany)
Hematoksilen (Biooptica, Italy)

Eozin-Y (Biooptica, Italy)

Pikrik Asit (Merck, Germany)

Sodyum dihidrojen fosfat (Merck, Germany)
Di sodyum hidrojen fosfat (Merck, Germany)
Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
Sodyum sitrat (Merck, Germany)
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o Tween-20 (Merck, Germany)

J Hidrojen peroksit (Merck, Germany)

o Normal Goat Serum (Invitrogen, USA)

. PIWIL1 (Abcam, ab12337, United Kingdom)

o TDRD9 (Abcam, ab118427, United Kingdom)

o Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Cy3) (Abcam, ab6939, United
Kingdom)

. DAPI (Fluka, USA)

o UltraVision Detection System Anti-Polyvalent, HRP/AEC kit
(Thermo Scientific, USA)

o Large Volume Vision Mount (Thermo Scientific, USA)

o Entellan (Merck, Germany)

J RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)

. RT First cDNA synthes kit (Qiagen, Germany)

o RT? SYBR Green FAST Mastermix (Qiagen, Germany)

o RT? gPCR Primer Assay (Qiagen, Germany)

o RNAlater (Qiagen, Germany)

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

3.3.1. Bouin Cozeltisi

J Suda doyurulmus pikrik asit........... 300 cc
. %37 Formalin............................ 100 cc
. Glasiyal astik asit........................ 20 cc

3.3.2. %4°liik Parafolmaldehit (pH:7.4)

. Paraformaldehit.............. 49
o PBS.. .o 100 cc
o IOM NaOH.................... 100 pl

18



3.3.3. Na-Sitrat Tamponu

o Tri Na- Sitrat (dihidrat)............ 2,94 ¢
o Distile SU......c.ovvviiiiiiniinnnn. 1000 ml
. pH=6.0 olacak bi¢imde hazirland1 ve ¢ozeltiye 0,5 ml Tween-20

eklendi.
3.3.4. Tris-EDTA Tamponu

o Tris.............. 1219

. EDTA........... 0,37¢g

o Distile su....... 1000 ml

o pH=9.0 olacak bi¢imde hazirland1 ve ¢dzeltiye 0,5 ml Tween-20

eklendi.
3.3.5. Yikama Cozeltisi

. 1000 ml PBS iginde 5 ml Tween-20 ¢oziinerek hazirlandi.
3.4.Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi ve Deney Plam

Bu calisma igin, Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’ndan 05.05.2016 tarih ve 65202830-050.04.04-63 karar numarasi ile onay
alinmigtir (EK-1). Calismamizda, Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvar’inda normal diyetle beslenen, oda 1sisinda, 12 saat karanlik ve 12
saat aydinlik periyotlar olusturularak yetistirilmis 24 adet 25 giinliikk Swiss albino

tiirti disi fareler kullanildi.

Calismada olusturulan {i¢ grupta toplam 24 adet Swiss albino tiirii
prepubertal 25 giinliik disi fareler kullanildi. ilk grubumuzu serum fizyolojik
verilen kontrol, ikinci grubumuzu ise PKOS fare modeli olusturmaktadir. PKOS
fare modelinin olusturulmasi i¢in prepuberal 25 giinliik 8 tane Swiss albino cinsi
fareye 20 giin siireyle intraperitonal olarak DHEA (dehidroepiandrosteron,
6mg/100g/giin) (MerckMillipore) susam yaginda (ZADE VITAL) ¢oziindiiriilerek
0.2 ml olarak enjekte edildi. Ugiincii grubu ise 0.2 ml susam yag1 enjekte edilen

Sham grup olusturmaktadir (Cizelge 1.).
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Cizelge 1. Deney gruplarmin olusturulmasi

Kontrol Grup (K) | 20 giin siire ile 0.2 ml serum fizyolojik intraperitonal olarak
(n=8) enjekte edildi.

PKQOS Grup (P) 20 giin siire ile intraperitonal DHEA (6mg/100g/giin) susam
(n=8) yaginda ¢6ziindiirtilerek 0.2 ml olarak enjekte edildi.

Sham Grup (S) 20 glin boyunca intraperitonal olarak 0.2 ml susam yagi
(n=8) enjekte edildi.

Ug deney grubu iginde deney siiresinin sonunda, immatiir (GV) oosit
toplanacak fareler gerek siiperovulasyon sonrasi matiir (MetafazIl (M2)) oosit,
kumulus hiicresi ve ovaryum dokusu toplanmasi igin fareler 200 mg/kg pentotal

sodyum intraperitoneal yoldan enjekte edilerek 6tenazi ile 6ldiirmiistiir
3.5. Materyalin Toplanmasi

Cikarilan dokular steril petrilere transfer edilip ¢cevre bag ve yag dokulari
disekte edilerek temizlendi. Immatiir oositler (GV oosit), ovaryum dokusundan 27
Ga'luk igne kullanilarak M2 medyumu igerisinde agiz pipeti ile toplandi. Matiir
oositler ovaryum stimiilasyonunun ardindan tuba uterinanin ampulla bolgesinden
yikanarak alindi. Ovaryum stimiilasyonu, intraperitoneal yolla uygulanan 5 1.U
PMSG (Pregnantmare's serum gonadotropin) (PMSG, Sigma G-4877)
enjeksiyonu ardindan 48 saat sonra 5 .U. hCG (human chorionic gonadotropin)
(hCG, Sigma C-8554) enjeksiyonuyla gergeklestirildi. HCG enjeksiyonundan 16
saat sonra matiir (olgun, M2) oositler, kumulus-oosit kompleksi (KOK) seklinde
tuba uterina’nin ampulla bolgesinden M2 medyumu igerisinde agiz pipeti
kullanilarak alindi. Hiyaluronidaz cozeltisiyle muamele edilen ve sonrasinda
kumulus hiicrelerinden arindirilan matiir oosit ve kumulus hiicreleri mekanik
olarak cam ag1z pipeti ile yikanarak toplandi. Stereomikroskop ile toplanan GV ve
M2 asamasindaki oosit ve kiimiiliis hiicreleri RN Alater igerisine alinarak RT-PCR

analizi i¢in ¢aligilana kadar -20 °C’ ye kaldirild1.
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3.6. Histolojik Degerlendirme

Kontrol, Sham ve PKOS gruplarindan alinan ovaryum dokular1 1s1k
mikroskobik inceleme i¢in 24 saat Bouin ¢ozeltisinde fikse edildikten sonra

dehidratasyon ve seffaflandirma basamaklarini takiben parafinde bloklandi.

Isik mikroskobik incelemeler igin parafine gomiilen Grneklerden Leica
mikrotom ile alinan 3-4 um kalinliginda seri kesitler, gruplar arasindaki histolojik
farkliliklar1 gostermek amaciyla hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi.

Olympus BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobu ile uygun goriintiiler alindi.
3.7. Immiinohistokimyasal ve iImmiinofloresan Boyama

Kontrol, Sham ve PKOS deney gruplarina ait dokular %4’liik
paraformaldehid igerisinde 6-7 saat siire ile tespit edildi. Dokular dehidrasyon,
seffaflandirma ve parafine gomme ardindan + 4 °C'ye kaldirildi, mikrotomla
(Leica Germany) kesit almadan birkag¢ saat 6nce bloklar —20 °C' ye alinip 3-4 pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler poli-L-lizin kapli lam tizerine alindiktan sonra
bir gece 56 °C’lik etiivde tutularak parafini giderildi. Alinan kesitlerde MIWI
(PIWIL1) ve TDRD9 ekspresyonlar1 immiinohistokimya ve immiinofloresan
isaretleyiciler kullanilarak belirlendi. Her boyamada, negatif kontrol i¢in primer

antikorlarin uygulanmadigi kontrol kesitleri kullanildi.
3.7.1. Immiinohistokimya Boyama Protokolii

10 dk 2 degisim ksilolde deparafinizasyon

%100’1iik etil alkol 2 dk.

%100’Tik etil alkol 2 dk.

%96°1ik etil alkol 2 dk.

%80’lik etil alkol 2 dk.

%70’lik etil alkol 2 dk.

Distile su 5 dk.

Endojen peroksidaz aktivitesi, kesitler hidrojen peroksit (H20,,

© N o o B~ w DN PE

Thermo scientific, USA) ¢ozeltisinde 15 dakika oda 1sisinda bekletilerek giderildi.
9. Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.
10.  Mikrodalga firinda 2 defa 10’ar dakika sirasiyla maksimum giigte
ve 600W’da 10 mM sodyum sitrat tamponu (pH:6.0) igerisinde epitoplarin agiga
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cikarilmas1 gergeklestirildi. MIWI (PIWIL1) antikoru i¢in uygun Tris-Edta
tamponu (pH:9.0) kullanildi.

11.  Pappen (Dako, Glostrup, Denmark) ile 6rneklerin etrafi ¢izildi.

12.  Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.

13.  Kesitler serum bloklama ¢6zeltisi (Ultra V Block) ile 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. (Thermo Scientific, USA).

14.  Kesitler uygun primer antikor ilave edilerek MIWI (PIWILI)
(Abcam, ab12337) antikoru ve TDRD9 (Abcam, ab118427) antikoru igin 60
dakika oda 1sinda inkiibe edildi. Iki antikorda 1/100 seyreltilerek kullanildi.

15.  Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika yikandi.

16.  Sekonder antikor, biyotinle konjuge kegi anti-polivalent ile oda
1s1sinda 20 dakika nemli karanlik ortamda inkiibe edildi.

17.  Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 3 kez 2'ser dakika yikandi.

18.  HRP-Streptavidin oda 1sisinda 20 dakika nemli karanlik ortamda
inkiibe edildi.

19.  Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 3 kez 2'ser dakika yikandi.

20.  AEC (Thermo scientific, USA) substrat ¢ozeltisi ile 5-10 dakika
(mikroskobik kontrollii gergeklestirildi).

21.  Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 3 kez 2'ser dakika yikandi.

22.  Zit boyama, Mayer’s Hematoksilen (Merck) iginde 1 dakika
yapildi.

23.  Akarsu altinda hematoksilenin fazlasi yikandi.

24.  Preperatlar kurulanip kapatict (Thermo, Large Volume Vision
Mount) ile kapatildu.

3.7.2. immiinofloresan Boyama Protokolii

10 dk. 2 degisim ksilolde deparafinizasyon
%100 liik etil alkol 2 dk.

%100’k etil alkol 2 dk.

%96°1ik etil alkol 2 dk.

%80’1ik etil alkol 2 dk.

%70’1ik etil alkol 2 dk.

Distile su 5 dk.

N o a k~ wDnh e
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8. Mikrodalga firinda 2 defa 10’ar dakika sirasiyla maksimum giicte
ve 600W’da 10 mM sodyum sitrat tamponu (pH:6.0) igerisinde epitoplarin agiga
cikarilmas1 gerceklestirildi. MIWI (PIWIL1) antikoru ic¢in uygun Tris-Edta
tamponu (pH:9.0) kullanildi.

9. Pappen (Dako, Glostrup, Denmark) ile 6rneklerin etrafi ¢gizildi.

10.  Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.

11.  Kesitler hidrojen peroksit (H,O,, Thermo scientific, USA)
coOzeltisiyle oda 1sisinda 30 dakika nemli karanlik ortamda endojen peroksidaz
bloklama.

12.  Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.

13.  Serum Bloklama: Kesitlerin immunoglobulinin  nonspesifik
tasinmasini engellemek icin normal ke¢i serumu bloklama ¢dzeltisinde oda
1s1sinda 30 dakika inkiibe edildi.

14.  Kesitler primer antikorlarla +4 °C'de nemli karanlik ortamda gece
boyu inkiibe edildi. Bu calismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklari
seyrelme oranlar;; MIWI(PIWIL1) 1/100 ve TDRD9 1/100. Primer antikorlar
antibody diluent reagent (Invitrogen, USA) ¢6zeltisiyle seyreltildiler.

15.  Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika yikandi.

16.  Sekonder antikor (Goat Anti-Rabbit IgG H&L-CY3 konjuge,
ab6939) oda 1sisinda 1 saat nemli ortamda inkiibe edildi.

17.  Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika yikandi.

18. 0,5 pg/mL DAPI ile oda 1sisinda 10 dakika ¢ekirdek boyamasi
yapildi.

19.  Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 2 dakika yikandi.

20.  Kapatma medyumuyla kapatma yapildi.

3.8. Immunohistokimyasal Degerlendirme Yontemi

Kontrol, PKOS ve Sham gruplari, incelenen PIWILI ve TDRD9
antikorlar1 i¢in immunoreaktivite agisindan degerlendirildi. Antikorlarin
ekspresyon siddeti semikantitatif skorlama yoluyla belirlendi ve sonuglar tablolar
halinde bulgular boliimiinde gosterildi. Her gruptan denek basina ardisik olmayan
ve rastgele secilmis ortalama {i¢ histolojik kesit birbirinden bagimsiz iki gozlemci

tarafindan incelendi. Ovaryum dokularinda, calisilan antikorlarin boyanma
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derecelerine gore; boyanma olmamis ise negatif (-), zayif boyanma olmus ise (+),
orta derecede boyanma olmus ise (++) ve kuvvetli boyanma olmus ise (+++)

seklinde ovaryum dokular1 degerlendirildi.

3.9. Real Time-PCR
3.9.1. Deney Gruplarinda RNA izolasyonu

Olusturulan ii¢ deney grubundan toplanan GV oosit, M2 oosit ve kiimiiliis
hiicresi yaklasik 20 adet olacak sekilde, igerisinde 20 ul RNAlater igeren ayr1 ayr1
ependorf tiiplere alind1 ¢alisma anina kadar -80°C’de sakland1. MiWI ve TDRD9
proteininin ekspresyonunun belirlenmesi i¢in RNA izolasyon Kiti (RNeasy Plus
Micro Kit-Qiagen) kullanilarak total RNA eldesi gerceklestirildi. GV oosit, M2
oosit ve kiimiiliis hiicresinden elde edilen RNA'lardan ¢cDNA kiti (RT?HT First
Strand kit-Qiagen) kullanilarak cDNA’ lar elde edildi ve MIWI ile TDRD9
ekspresyonu relatifkantitasyon kullanilarak RT-PCR yontemiyle belirlendi. PCR
amplifikasyonu RT?SYBR Green gPCR Mastermix Kiti  kullanilarak
gerceklestirildi. Deneylerde tiim cDNA Ornekleri aymi sartlarda ve ayni grup
icerisinde 3’er kez calisildi. Bu ii¢ Ol¢limiin ortalamasi analizlerde kullanildi.
Bunun amaci, deneysel hatalar1 ve farklar1 en aza indirmektir. Calismada

housekeeping gen (GAPDH) i¢ kontrol olarak kullanildi.
3.9.1.1. Total RNA izolasyonu

Buz igerisine ¢alismak kosulu ile toplanmis 20’ser adet GV oosit, M2 oosit
ve kiimiiliis hiicresinin bulundugu ependorf tiipler -80°C’den alinarak c¢alisma

ortamina kondu.

o 350 ul Buffer RLT Plus eklendi ve bir enjektorle oositler ve
kiimiiliis hiicreleri homojenize edildi.

o Homojenat, bir 2 ml toplayici tiip igerisine yerlestirilmis
gDNAeliminator kolon tiip icerisine pipet yardimiyla kondu. >8000 x g (=10,000
rpm) 30 saniye santrifiij edildi.

. Toplayicr tiip igerisindeki siipernatanta 1 voliim (yaklasik 350 pl)
%70’1ik Etanol eklendi ve pipetaj yapildi.
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. Bu karisim bir 2 ml toplayict tiip igerisine yerlestirilmis kolona
pipetle kondu ve >8000 x g (>10,000 rpm)’de 15 saniye santrifiij edildi.

. Toplayict tiip atilip yeni bir toplayici tiip takilan kolona 700 ul
Buffer RW1 eklendi ve >8000 x g (>10,000 rpm)’de 15 saniye santrifiij edildi.

. Toplayict tiip atilip yeni bir toplayici tiip takilan kolona 500 pl
Buffer RPE eklendi ve >8000 x g (>10,000 rpm)’de 15 saniye santrifiij edildi.

. Toplayict tiip atilip yeni bir toplayici tiip takilan kolona 500 pl
%80 etanol ve >8000 x g (>10,000 rpm)’de 2 dakika santrifiij edildi.

. Toplayicr tiip atilip yeni bir toplayic tiip takilan kolon maksimum
hizda 5 dakika santrifiij edildi.

. RNeasyMiniElutespin kolon yeni bir 2 ml ependof tiipe yerlestirilip
tizerine 14 ul RNase-free su tiiplin direk merkezine eklenerek maksimum hizda 1
dakika santrifiij edilerek total RNA elde edildi. Calisma anina kadar Ornekler
80°C’de saklanda.

3.9.1.2. cDNA Eldesi

M Kit igerisinde GE2 buffer ve BC4 reverstranskriptaz karigiminin
bulundugu iki tiip bulunmaktadir.

2. -20°C’de saklanan bu {iriinler buz igerisine yerlestirilerek burada
¢Oziilmeleri beklendi.

3. Coziinen triinlerin tiipleri 1000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilarak
tiip kenarindaki damlaciklarin toplanmasi saglandi.

4. RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometre ile dlciilerek hesaplandi.
Herbir tiipe esit RNA konabilmesi igin gerekli seyreltme islemi yapildi.

S, 2 pl ependorf tiipler 6rneklerin kodlar ile isaretlendi. Herbir tiipe 8
ul elde edilen RNA o6rnekleri (konsantrasyonlar1 esitlenmis) ve 6 ul GE2 buffer
eklendi. Tiiplere parmakla vurularak icerigin karigmasi saglandi. 1000 x g’de 1
dakika santrifiij yapilarak tiip kenarindaki damlaciklarin toplanmasi saglandi.

6. Tipler thermalcycler cihazina (Tehne) yerlestirilerek 37°C’de 5
dakika inkiibe edildi.
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7. Cihazdan alinan tiiplere 6 ul BC4 Reverstranskriptaz (RT Master
Mix) eklenerek 1000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilarak tiip kenarindaki
damlaciklarin toplanmasi saglandi.

8. Tipler thermalcycler cihazina yerlestirilerek 42°C 15 dakika
95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri cihazdan ¢ikarilarak

-20°C’de saklandi.

Polimeraz zincir reaksiyonu: Numunelere ait cDNA’lar asagida miktarlari
ve igerikleri belirtilen reaksiyon bilesenleriyle pipetlenerek her numune icin

toplamda 25 pl’lik reaksiyon karisimlari elde dildi.

gRT-PCR kosullart: 12,5 ul RT-PCR Master mix, 6,5ul dd H,0, 3 ul
c¢DNA, 1 pl Primer, 25 pl’lik reaksiyon karisimlar: elde edildikten sonra, RT-PCR
reaksiyonu Rototor Gene 6000 marka cihazda asagidaki dongli programi

uygulanilarak gerceklestirildi (Cizelge 2 ).

Cizelge 2. RT-PCR Dongii Programi

Sicakhik Siire Dongii
95°C 10 dakika! 1

95°C 15 saniye 45
60°C 1 dakika? 45

! HotStart DNA polimerazin aktivasyonu

?Her dongiiniin uzama basamaginda her bir érnek i¢in SYBR Green
floresans belirlenmesi ve kaydedilmesi.

3.9.1.3. Primerler

RT-PCR, reaksiyona giren PCR {riinii miktar1 ile sistem icerisinde
kullanilan floresan boyadan alinan sinyalin miktar1 arasindaki orant1 esasina gore

calisir ve sonuglar PCR analizi sirasinda elde edilir.
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Bu calismada floresan boya olarak SYBRGreen kullanildi. RT-PCR
tekniginin sorunsuz c¢alismasi i¢in uygun primer se¢imi ¢ok Onemlidir.
Primerlerin, cDNA’ya 0zgiil olarak baglanmasi, primer-dimer veya 0zgiil
olmayan amplifikasyon {iriinli vermemesi gereklidir. Bu calismada, iiretici
firmanm daha onceden optimize ettigi primerler kullanildi. Gen ekspresyonlari
incelenen genlere ait 6zgiil primerlerin iretildigi katalog numaralar1 ve firma

numaralar1 Cizelge 3. ‘te verilmistir.

Cizelge 3. RT-PCR yonteminde kullanilan primerler, katalog numaralari
ve tretici firma.

Primerler Katolog Numarasi Firma
TDRD9 PPM29652A-200 Qiagen
PIWIL1 PPM36573A-200 Qiagen

RT-PCR reaksiyonu sonrasinda amplifiye edilen PCR iiriinlerinin
ozgilligi  RT-PCR  cihazinda  Erime  Egrisi  Analizi  kullanilarak

degerlendirilmistir.
3.9.1.4. RT-PCR Verilerinin Analizi

RT-PCR sonuglarinin veriler AACT metodu ile istatistiksel analizi RT?
profiler RT-PCR Array Data Analysis version 3.5 yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi. Bu calismada yapilan tiim oOl¢limler, deneyler ve incelemeler

Rotor-gene 6000 series software version 1.7 yazilimi kullanilarak yapildi.
4. BULGULAR
4.1. Vajinal Smear Bulgular

Kontrol grubu ve Sham grubunda 6strus siklusunun tiim evreleri benzerlik
gostermekteydi. Proostrus asamasinda, her alanda kornifiye epitel hiicreleri ve
yiizeyel epitel hiicreleri goriildii (Sekil 4.1.A ve 4.1.E). Ostrus asamasinda, cok
sayida gruplar halinde kornifiye epitel hiicreleri goriilmekteydi (Sekil 4.1.B ve
4.1.F). Metaostrus asamasindaysa, daginik halde bulunan kornifiye ve yiizeyel

hiicreler arasinda 16kositler gozlendi (Sekil 4.1.C ve 4.1.G). Diostrus asamasinda
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ise, her alanda fazla sayida 16kosit gozlenirken bunlarin arasinda kornifiye

hiicrelere rastland1 (Sekil 4.1.D ve 4.1.H).

PKOS grubunda, kontrol ve Sham grubuna gore prodstrus asamasinda
kornifiye ve ylizeyel epitel hiicreleri olduk¢a az sayida gozlendi (Sekil 4.1.1).
Ostrus asamasinda az sayida gruplar olusturmus kornifiye epitel hiicreleri
bulunmaktaydi (Sekil 4.1.J). Metadstrus asamasindaysa, dagiik halde bulunan
kornifiye ve ylizeyel hiicreler arasinda I6kositler gézlendi (Sekil 4.1.K). Didstrus
asamasinda her alanda fazla sayida 16kosit gézlenirken bunlarin arasinda kornifiye
hiicrelere rastlandi (Sekil 4.1.L). Ayrica PKOS grubunda siklus diizensizligi ve
siklus stirelerinde uyusmazlik goriildi. PKOS grubundaki deneklerde didstrus
asamasinin ya uzun siirdiigii ya da bazi sikluslarda hi¢ bulunmadigi gézlendi.

M, SWMETIEEE T

Sekil 4.1. Kontrol, Sham ve PKOS gruplarmnin 0strus sikluslarinin
karsilagtiritlmasi. A-D kontrol grubu, A) prodstrus, B) 6strus, C) metadstrus, D)
diostrus asamalari. E-H Sham grubu E) prodstrus, F) ostrus, G) metadstrus, H)
diostrus asamalari. I-L PKOS grubu , 1) prodstrus, J) ostrus, K) metadstrus, L)
diostrus asamalari. Yiizeyel hiicreler (turuncu ok), kornifiye hiicreler (siyah ok),

l16kositler (kirmiz1 ok).
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4.2. Stereomikroskop Bulgulari

Kontrol ve Sham gruplarina ait overlerin, boyutlart normal sinirlarda ve
ovaryum Yylizeyinin diizgiin giirtiniimde oldugu goézlendi (Sekil 4.2.A). PKOS’1u
grupta ise over boyutlarinin arttig1 ve over yiizeyinin girintili ¢ikintili, kistik bir

goriiniim kazandigi izlendi (Sekil 4.2.B).

" v

-

Sekil 4.2. Kontrol grup (A) ve PKOS grubu (B) overlerin stereomikroskop
goriintiisti. Ovaryum (sar1 yildiz), tuba uterina (siyah ok) ve tuba uterinanin

ampulla bolgesi (kirmizi ok).
4.3. Isik Mikroskopik Bulgular

PKOS’Iu fare ovaryumlarint kontrol grup ile karsilastirmak igin

Hematoksilen&Eozin boyamasi ile morfolojik bir degerlendirme yapildi.

Kontrol ve Sham gruplarindaki ovaryumlarin morfolojik yapilarinin
benzer oldugu goézlendi. Kontrol grubundaki ovaryum preparatlarinda normal
gortiniimli folikiiler gelisimin farkli agsamalarinda folikiiller goriildii (Sekil 4.3.A,
B ve C). Kontrol grubu ovaryum kesitlerinde ovulasyon sonrasi olusan korpus

luteum yapilart gézlendi. (Sekil 4.3.C ve D).
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Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait ovaryum goriintiisii. PrF: Primordiyal
folikiil, AF: Antral folikiil, SF: Sekonder folikiil, KL: Korpus Iuteum (Boyama:

Hematoksilen&Eozin).

PKOS grubundaki ovaryumlarin korteksinde farkli gelisim asamalarinda
folikiiller goriildii (Sekil 4.4.A, B ve C). Atretik folikiil miktarinin oldukga fazla
oldugu belirlendi. PKOS grubuna ait ovaryum dokularindan alinan kesitlerde
ovaryumlarin korpus luteum yapisina sahip olmadiklar1 goézlendi. Preantral
asamadaki folikiil sayisinda artis goriilmekteydi. PKOS’lu grupta ovulasyonun
gerceklesmedigi, folikiillerin bir kismmin atrofiye olarak geriledikleri ve
oositlerini kaybederek bos kistik yapilar seklinde kortekste yer aldigir goriildii
(Sekil 4.4.D, E ve I). PKOS’lu ovaryumda oosit morfolojisinin bozuldugu
gozlendi (Sekil 4.4.H). Ayrica PKOS’lu ovaryumlarin korteksinde ¢ok sayida
farkli gelisim evrelerinde ovule olamayan folikiillerin olusturdugu kistik yapilara
bagli olarak hacminin artmig oldugu gozlendi. Kortekste bulunan folikiillerin teka
tabakasinda ve medullada vaskularizasyonun artmis oldugu belirlendi (Sekil

44.E,F,Gvel).
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Sekil 4.4. PKOS grubuna ait ovaryum gorintiileri. PrF: Primordiyal
folikiil, PF: Primer folikiil, GF: Graaf folikiil, AF: Antral folikiil, KF: Kistik
folikiil, AtF: Atretik folikiil, KD: Kan damari, M: Medulla, O:oosit. Dejenere

oosit (siyah ok) (Boyama: Hematoksilen&Eozin).
4.4, immunohistokimya ve immunofloresan Bulgulari

Kontrol ve PKOS gruplarina ait ovaryum dokularinda MiWI (PIWIL1) ve
TDRD9’un immunolokalizasyonlari belirlendi.

4.4.1. Kontrol Grubu MiWi (PIWIL1) Bulgular

Kontrol gubuna ait ovaryum kesitlerinde PIWIL1 proteininin
immiinohistokimyasal isaretleme ile genel ovaryum goriintiisiinde oosit
sitoplazmasinda (Sekil 4.6.A ve B) eksprese oldugu goriilmektedir. Boyanma
siddetine bakildiginda, primordiyal folikiillerdeki oosit sitoplazmasinda zayif bir
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ekspresyonunun oldugu belirlendi (Sekil 4.5.C, D ve I). Primer, sekonder ve antral

folikiillere ait oosit sitoplazmalarinda ise daha gii¢lii boyanma goézlendi (Sekil 4.5.

D,E, F, GveH).

Kontrol grubu ovaryum kesitlerinde PIWIL1’in immiinofloresan
isaretlenmesinde de folikiiler gelisimin erken asamasindan (primordiyal folikiil)
itibaren tiim folikiil asamalarinda (primer, sekonder ve tersiyer) oosit
sitoplazmasinda ekspresyonu izlendi (Sekil 4.7.A, B ve C). Primordiyal
folikiillerde oosit sitoplazmasinda PIWIL1 immiin isaretlenme yogunlugu azdi
(Sekil 4.7. J, K ve L) ve ovaryum epitelinde de zayif bir ekspresyon gozlendi.
Primer, sekonder, ve antral folikiil agamalarina dogru oosit sitoplazmalarinda

PIWIL1’in immiin isaretlenme yogunlugu artmustir (Sekil 4.7. D, E, F, G, H ve ).

PIWIL1 primer antikoru kullanilmadan yapilan negatif kontrol kesitlerinde

herhangi bir immiin isaretlenme izlenmemistir (Sekil 4.6. ve Sekil 4.8.).
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Sekil 4.5. Kontrol grubu ovaryum kesitlerinde =~ PIWIL1

immunolokalizasyonu (*). PrF: primordiyal folikiil, PF: primer folikiil, SF:
sekonder folikiil, AF: antral folikiil, KL: korpus luteum. Yildizlar pozitif immun

boyanma gdsteren oosit sitoplazmalari.
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Sekil 4.6. Kontrol grubu ovaryum kesitinde PIWIL1’in negatif kontrol

boyanmast.
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Sekil 4.7. Kontrol Grubu ovaryum kesitlerinde PIWIL1’in
immiinofloresan isaretleme ile ekspresyonunun géoriintiisii. PIWIL1 ekspresyonun

oldugu yerler (Beyaz ok).

Sekil 4.8. Kontrol grubu ovaryum kesitinde PIWIL1’in negatif boyanmasi.
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4.4.2. Kontrol Grubu TDRD9 Bulgular:

Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde TDRD9 proteininin folikiiler
gelisimin erken evresi olan primordiyal folikiil asamasinda oosit sitoplazmasinda
eksprese oldugu saptandi (Sekil 4.9. A, B, C, D). Sekonder folikiil ve antral
folikiillerde zona pellusida da ekspresyon saptandi. Kortekste primordiyal folikiil
disinda farkli gelisim asamalarindaki folikiillerde veya graniiloza hiicrelerinde
ekspresyon gozlenmedi. Kortekste ve medullada bulunan kan damarlarinda
ekspresyon saptandi. Negatif kontrol kesitinde herhangi bir immiin isaretlenme

saptanmadi (Sekil 4.10).

Sekil 4.9. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde TDRD9’un
immunolokalizasyonu (*). PrF: primordiyal folikiil, SF: sekonder folikiil, O: oosit,

Z: zona pellusida.
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Sekil 4.10. Kontrol grubu ovaryum kesitinde TDRD9’un negatif kontrol

boyanmasi.
4.4.3.PKOS Grubu MIiWi (PIWIL1) Bulgular

PKOS grubu  ovaryum  kesitlerinde ~ PIWIL1  antikorunun
immiinohistokimyasal ve immiinofloresan isaretleme ile ekspresyonuna
baktigimizda, PKOS’lu ovaryumdaki kistik yapilarda herhangi bir ekspresyon
izlenmedi (Sekil 4.11. A, B ve Sekil 4.12. A, B, C). Bu grupta da gelisimin farkli
asamalarinda olan folikiillere ait oositlerde ekspresyonu saptandi. Erken folikiiler
gelisim agsamasi olan primordiyal folikiile ait oosit sitoplazmasinda kontrol grubu
ile karsilastirinca burada da zayif bir ekspresyon goriildii (Sekil 4.11. D ve Sekil
4.12. D, E, F). Ovaryum epitelinde zayif bir ekspresyon izlendi (Sekil 4.12.
A,D,G,J). Primer folikiil, sekonder folikiil, antral folikiil ve graff folikiildeki oosit
sitoplazmalarinda ekspresyon gozlendi (Sekil 4.11. A-D ve Sekil 4.12. D-L).
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Sekil 4.11. PKOS grubu ovaryum kesitlerinde =~ PIWIL1
immunolokalizasyonu (*). PrF: primordiyal folikiil, PF: primer folikiil, SF:
sekonder folikiil, AF: antral folikiil, KF: kistik folikiil, O: oosit.
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Sekil 4.12. PKOS grubu ovaryum kesitlerinde PIWIL1’mn immiinofloresan
isaretleme ile ekspresyonunun goriintiisii. PIWIL1 ekspresyonun oldugu yerler

(Beyaz ok).

PKOS grubu PIWIL1 antikoru igin negatif kontrol kesitlerinde herhangi

bir immiin isaretlenme goriilmedi (Sekil 4.13. A, B ve C).
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Sekil 4.13. PKOS grubu ovaryum kesitlerinde PIWIL1’in negatif kontrol

boyanmasi.

4.4.4. PKOS Grubu TDRDY Bulgulari

PKOS grubuna ait ovaryum kesitlerinde TDRD9 antikorunun
ekspresyonuna folikiiler gelisimin farkli asamalarindaki folikiillere ait oositlerde
rastlanmad1 (Sekil 4.14. A, B, C, D, E, F). Kontrol grubunda primordiyal
folikiillerdeki oosit sitoplazmalarinda izlenen ekspresyon, PKOS grubundaki

primordiyal folikiildeki oosit sitoplazmasinda saptanmadi (Sekil 4.14. G, H ve I).

PKOS grubu TDRD?9 antikoru i¢in negatif kontrol kesitlerinde herhangi

bir immiin isaretlenme goriilmedi (Sekil 4.15.).

40



Sekil 4.14. PKOS grubu ovaryum  kesitlerinde ~ TDRD9
immunolokalizasyonu. PrF: primordiyal folikiil, PF: primer folikiil, SF: sekonder
folikiil, AF: antral folikiil, KF: kistik folikul, O: 0osit.

. : S el
i e

Sekil 4.15. PKOS grubu ovaryum kesitinde TDRD9’un negatif kontrol

boyanmasi.
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Cizelge 4. Kontrol ve PKOS gruplarinda PIWILI

immiinolokalizasyonlarinin

semikantitatif

degerlendirilmesi.

ve TDRD9

(Ovaryum

dokularinda, ¢alisilan antikorlarin boyanma derecelerine gore; boyanma olmamis

ise negatif (-), zayif boyanma olmus ise (+), orta derecede boyanma olmus ise

(++) ve kuvvetli boyanma olmus ise (+++) seklinde ovaryum dokulari

degerlendirildi.)

Kontrol
PiWiL1

PKOS
PiWiL1

Kontrol
TDRD9

PKOS
TDRD9

Epitel

Korteks Kan Daman
Medulla Kan Daman
Primordiyal Folikiil
Primordiyal Folikiil Hiicreleri
Oosit

Primer Folikiil

Oosit

Graniiloza Hiicreleri
Sekonder Folikiil
Oosit

Zona Pellucida
Graniiloza Hiicreleri
Teka Interna

Teka Eksterna

Antral Folikiil

Oosit

Zona Pellucida
Graniiloza Hiicreleri
Teka Interna

Teka Eksterna

Kistik folikiil
Graniiloza hiicreleri

+

+++

+++

+

+++

+++

++
++

+++

4.5. Real Time -PCR Bulgulan

PKOS, Sham ve Kontrol gruplarindan toplanan kumulus hiicresi, GV ve

M2 asamasindaki oositlerde MIWI (PIWIL1) ve TDRD9 gen ifadelerinin diizeyleri

RT-PCR teknigiyle analiz edilmis ve referans gen olarak kullanilan GAPDH ile
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normalize edilmistir. RT-PCR reaksiyonu sonucunda her gen igin spesifik
amplifikasyon egrisi (Sekil 4.16.) ve erime egrileri gozlendi (Sekil 4.17., Sekil
4.18. ve Sekil 4.19.).

100 -

80 -

60 -

Fluorescence

40 -

20 -

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Sekil 4.16. GAPDH, PIWIL1 ve TDRD9 geninin amplifikasyon egrisi

Sekil 4.17. GAPDH genine ait elde edilen bazi PCR iirlinlerinin erime

egrisi analizi.
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Sekil 4.18. PIWIL1 genine ait elde edilen bazi PCR iiriinlerinin erime

egrisi analizi.

Sekil 4.19. TDRD9 genine ait elde edilen bazi PCR iiriinlerinin erime
egrisi analizi.

Elde edilen olgiimler ve degerlendirmelerde RT-PCR sonuglart Rotor-
Gene 6000 yazilimi ile kantite edildi. Verilerin istatistiksel analizi RT? profiler

RT-PCR Array Data Analysis version 3.5 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.
Veriler AACt metodu temel alimarak analiz edildi. RT? profiler RT-PCR Array
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Data Analysis version 3.5 programinda Student’s T-testi gerceklestirilerek
calisilan her gen i¢in ifade diizeyleri degerlendirmede kontrol grubu (kontrol
grubu GV oosit) temel alinarak grupl (Kontrol grup M2 oosit), grup2 (PKOS
grup GV oosit) ve grup3 (PKOS grup M2 oosit) belirlendi (Cizelge 5).

Kat degisimi degeri (Fold change=2""""

), birden biiyiikse genin ifade
diizeyinin arttig1 anlamina gelir. Eger kat degisim degeri birden azsa gen ifade
diizeyinin azaldig1 anlamina gelir. Kat diizenlemesi (Fold regulation), kat degisim
sonuglarin biyolojik sistemlere uyarlanmasidir. Eger kat degisimi degeri (2-
AACY) birden biiyiikse kat diizenlemesi degerine esittir. Ancak kat degisimi degeri
(2-AACt) birden azsa kat diizenlemesi degeri kat degisimi degerinin negatif

tersidir. Verilerin analiz sonucunda her gen bdlgesinin ortalama Ct, kat degisim ve

kat diizenlemesi degerleri Cizelge 5° de gosterilmistir.

PIWIL1 geni ifade diizeylerinde, grupl’de 14.18 kat azalma ve grup3’de
3.88 kat azalma oldugu izlendi. Bu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriildii (p<0,05). Grup2’de 1.38 kat artma oldugu izlendi ve bu artmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p>0,05).

TDRD9 geni ifade diizeylerinde, grupl’de 804 kat azalma, grup2’de 331
kat azalma, grup3’de ise 211 kat azalma oldugu izlendi. Ancak bu azalmalarin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p>0,05).
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Cizelge 5. RT-PCR verilerinin kontrol ve ¢aligma gruplarinda ortalama Ct,

kat degisim ve kat diizenlemesi degerleri ve Student’s T-testi sonuglart.

Genler Gruplar ct( X | Kat Kat P degeri
) degisimi Diizenlemesi
(Fold (Fold

Change)* Regulation)**

Kontrol GV oosit | 26.25 - -

MiWIi(PiwiL1) | Konrol M2 oosit | 31.44 | 0.07 -14.18 0.004964
Kontrol kumulus | - - - -
PKOS GV oosit 28.43 | 1.38 1.38 0.323704
PKOS M2 oosit | 31.50 | 0,26 -3.88 0.030275

PKOS kumulus - - - -

Kontrol GV oosit | - - - -

TDRD9 Konrol M2 oosit | - 0.0012 -804 0.234471
Kontrol kumulus | - - - -
PKOS GV oosit - 0.003 -331 0.234785
PKOS M2 oosit - 0.0047 -211 0.235206

PKOS kumulus - - - -

Kontrol GV oosit | 27.75

=
[EE
o !

GAPDH Konrol M2 oosit | 29.12
Kontrol kumulus | 29.49 - - -
PKOS GV oosit 3040 |1 1 0
PKOS M2 oosit 31.04 |1 1 0

PKOS kumulus 22.25

p<0,05 anlaml1.

* Kat Degisimi (Fold Change)= 2(-AACt)

** Kat diizenlemesi (Fold Regulation)= -1/ AACt

ACt galisma= Ort Ct hedef gen ¢alisma - Ort Ct Gapdh ¢alisma
ACt kontrol= Ort Ct hedef gen kontrol - Ort Ct Gapdh kontrol

AACt= ACt (hedef gen ¢alisma — Gapdh calisma) — ACt (hedef gen kontrol —
Gapdh kontrol)
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PIWIL1 ve TDRD9 genlerinin kontrol grubuna gére ¢alisma grubunda gen

ifade diizeyleri Sekil 4.20.’de verilmistir.

a
c
m
=
U

2]

14
13
12
11
10
09
08
07
0.6
05
04
03
0.2
0.1

0.0

B Gapdh mPiwill m TDRDS

Sekil 4.20. Kontrol grubu temel almarak ¢alisma gruplarinda PIWIL1 ve

TDRD9 genlerinin ifade diizeylerinin karsilastiriimasi. Kontrol Grup (kontrol GV
asamadaki oosit), Grupl (kontrol M2 asamasindaki oosit), Grup2 (PKOS GV

asamasindaki oosit), Grup3 (PKOS M2 asamasindaki oosit).
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5. TARTISMA

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik c¢agindaki kadinlarda,
prevalansi % 6-10 oraninda goriilen ve farkli nedenlerden dolayi olusan bir
endokrin sistem bozuklugudur. PKOS’lu hastalarda karakteristik olarak oligo
veya anovulasyon, biiyilk polikistik overler, ovaryan hiperandrogenizm
gozlenmektedir (Fauser, B.C. et al. 2012). PKOS’Iu anovulator kadinlarda
endokrin sistemdeki dengenin bozulmasi nedeniyle folikiiler gelisim durur
(Wood, J.R. et al. 2007). UYT tedavisi gérmekte olan PKOS’lu hastalarda
toplanan oosit sayisinda tipik olarak azalma gozlenmekte, fazla sayida folikiil
olugmakta fakat gelisen folikiillerin olgunlasmasi erken evrede duraksamaktadir.
Yapilan g¢alismalarda PKOS’lu hastalardan toplanan oositlerin kalite degerinin
diisiik oldugu gozlenmektedir. Buna baglh olarak da fertilizasyon ve implantasyon
oranlart PKOS olmayan kadinlara gore azalmaktadir (Qiao, J. ve Feng, H.L. 2011;
Sander, V.A. et al. 2011). PKOS’lu hastalarda folikiil gelisimini diizenleyen
mekanizmalar bozulmaktadir (Dumesic, D.A. et al. 2008). Ovaryan faktorlerdeki
herhangi bir diizensizlik, oositi ¢evreleyen graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki
iletigimi, oosit olgunlagmasint ve embriyonik gelisimi negatif yonde
etkilemektedir. Histolojik olarak PKOS’lu ovaryumun, primordiyal folikiil
sayisinin normal ovaryumdakinden farkli olmadigi, primer ve sekonder folikiil
sayisinin ise normal ovaryumdakinden anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmistir
(van der Spuy, Z.M. 2004). Fakat folikiilogenezin hangi evrelerinde folikiil
mikrogevresindeki otokrin ve parakrin etkiye sahip hangi faktorlerin degiskenlik
gosterdigi  bilinmemektedir. Yayginligmma ragmen, sendromun etiyolojisi ve
patolojisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bununla birlikte son on yilda ortaya
cikmig tedavide Onemli etkileri olabilecek bir¢ok ipucu insan ve hayvan

caligmalarindan ortaya ¢ikmustir.

Mahesh ve Greenblatt (Mahesh, V.B. 1962), ilk kez dehidroepiandrosteron
(DHEA) 'yi PKOS'lu kadinlarin yumurtaliklarindan izole ettiler. Bundan sonra
Roy, S. ve ark. 1962°de PKOS c¢alismalari igin DHEA enjekte ederek bir hayvan
modeli olusturdular. Daha sonraki ¢alismalar, DHEA-PKOS kemirgen modelinin,
hiperandrojenizm, insiilin direnci, anormal folikiil olgunlagmasi1 ve anovulasyon

gibi insandaki PKOS'un goze carpan Ozelliklerinin ¢ogunu taklit edebildigini
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gosterilmistir (Motta, A.B. 2010). Bu ¢alisgmada da deney modeli olarak PKOS
fare modelini kullanilarak, PIWI-piRNA yolagindaki PIWIL1 ve TDRD9’un etki

mekanizmasi ¢alisildi.

Calismamizda her gruptaki bireylerden hergiin vajinal smear alinmig ve
incelenmistir. Kontrol grubu ve Sham grubu vajinal smear bulgular1 benzerlik
gostermekte ve menstrual sikluslarmin diizenli oldugu goriilmektedir. Ancak
PKOS grubuna ait bireylerin tamaminda menstrual sikluslarinda diizensizlik
belirlenmis ve diger gruplara gore siklus evrelerinde bulunan hiicre yogunluklar
azaldig1 gorilmiistiir. Bu durum bize intraperitonal olarak uygulanan DHEA ile
over gelisiminin etkilendigini ve bununda vajinal smear bulgularindaki hiicre

yogunluguna yansidigini diigiindiirmektedir.

Deneysel olarak olusturdugumuz PKOS fare modelinde morfolojik
degerlendirmemizde kontrol grubuna gére ovaryumlarda korpus luteum yapisinin
olmadig1 belirlenirken, primer folikiil, sekonder folikiil, antral folikiil ve Kistik
folikiillerin sayisinda bir artis tespit ettik. Bu bulgular daha 6nce yapilan PKOS
hayvan modeli ¢alismalar1 ile paralellik gosteriyordu (Okutsu, Y. et al. 2010;
Motta, A.B. 2010). Calismamizda, PKOS’lu gruba ait ovaryum dokusunda
folikiillerin kistik yapilara doniisiimii sirasinda oositlerini kaybettiklerini saptadik.
PKOS’lu hastalarda LH hormonunun fazla salgilanmasi folikiil stimiile edici
hormonun (FSH) islevini baskilar ve bu da graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki
iletisimi bozarak folikiillerin olgunlagsmadan dejenere olmasina ve olusan antral
folikiillerinde kii¢iikk kalmasina neden olur (Franks, S.J. et al. 2008). Ayrica
gelisen folikiillerdeki bazi oositlerin dejenerasyona ugradigini  belirledik.
Preovulator folikiillerden oositin ¢ikarilmasi kendiliginden graniiloza hiicrelerinin
luteinizasyonuyla sonuglanir ve oositten saliman Growth Differentiation Factor 9
(GDF9) mural graniiloza hiicre luteinizasyonunu Onler. Androjen reseptorleri
oosit lizerinde bulunur. Fazla androjen, graniiloza hiicrelerinin luteinizasyonunu
stimiile ederek oosit ile graniiloza hiicreleri arasindaki iletisimin kaybina neden
olur ve oosite direk etki ederek oosit dejenerasyonuna neden olur (Okutsu, Y. et
al. 2010). Sonug olarak bizim caligmamizda da DHEA uygulamasinin ovaryumda
kistik folikiillerin olugmasina ve folikiillogenez mekanizmasinin bozulmasina

neden oldugu gorildi.
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pIRNA’lar (piwi-interacting RNA) germ hiicrelerinin genom biitinligiini
saglamada rol alan énemli RNA molekiilleridir. Ilk olarak, birbirinden bagimsiz
calismalarda fare testis ve Drosophila germ hiicrelerinde tespit edilen piRNA’lar
embriyonik gelisim, transpozon transkripsiyonunun baskilanmasi, germ hiicre
biitiinligiliniin saglanmasi ve heterokromatin olusumunda oldukga etkili molekiiler
aracilardir. Bu RNA molekiilleri 5° ugta urasil ile baslayan (yaklasik %86’sinda)
26-33 niikleotit uzunlugunda kisa kodlanmayan tek zincirli RNA’larin yeni bir
smifidir. piRNA’lar ¢ok hiicreli organizmalarda kodlanan ve kodlanmayan
RNA’larin tiim tipleri arasinda g¢ogunlukla germ hiicrelerinde olmak {iizere

yiizbinlerce tiirii ile en fazla sayida bulunan RNA molekiilleridir.

piRNA' lar ARGONAUTE (AGO)/PIWI ailesi proteinlerinin PIWI alt
ailesine spesifik olarak baglanirlar. piRNA' lar ve PIWI proteinleri, germ
hiicrelerinin genom biitiinliigiinii koruma ¢abalarinin merkezinde yer alirlar
(Nishida, K.M. et al. 2009; Haase, A.D. et al. 2010; Moyano, M. ve Stefani, G.
2015).

PIWIi-piRNA kompleksinin en iyi ortaya konan biyolojik rolleri
transpozon mobilizasyonunun inhibisyonudur. piRNA' lar bu islevini hem
heterokromatin olusumunun diizenlenmesi yoluyla transkripsiyonel hem de
tranpozon transkriptlerinin degredasyonunu saglayarak post-transkripsiyonel
seviyede gergeklestirirler. Transpozonlar bir hiicrenin genomunda farkli
yerlere, transpozisyon olarak adlandirilan bir siiregle hareket edebilen DNA
dizileridir. Transpozon mobilizasyonu ile potansiyel zararli mutasyonlar,
delesyonlar ve genomdaki DNA miktarinda degisiklikler meydana gelebilir (Han,
B.W. ve Zamore, P.D. 2014). Dolayisiyla gametogenez sirasinda ve germ
hiicrelerinde de transpozonlarin susturulmasi hayati dneme sahiptir. PIWI-piRNA
kompleksleri sadece transpozon susturulmasinda rol almakla kalmaz ayni
zamanda ¢esitli mekanizmalarla hem transkripsiyonel hem de post-
transkripsyonel seviyede hedef genlerin ekspresyonunu diizenleme kapasitesine
de sahiptirler. Sitoplazmada PIWI-piRNA kompleksleri protein kodlayan genleri
ve transpozon transkriptlerini dizi komplementerligine gore keserler ve boylece
post-transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunun diizenlenmesine aracilik

ederler (Han, B.W. ve Zamore P.D. 2014; Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014).
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PIWI proteinlerinin germ hiicre gelisimdeki islevleri diger organizmalarda
da korunmus olarak mevcuttur. Ornegin farede spermatogenez sirasinda eksprese
edildigi gosterilen Miwi (PIWIL1, Piwi-like gene 1), Mili (PIWIL2) ve Miwi2
(PIWIL4) olmak iizere 3 adet murin PIWI proteini bulunur (Ku, H.Y. ve Lin, H.
2014) .

Memeli oositlerinde PIWIL1’in varli§1 yakin zamanlarda arastirilmis ve
dokuya 6zgii izoformlarinin varhig heniiz tespit edilememistir. PIWIL1’in oosit
ve erken embriyo gelisimi sirasindaki ekspresyonlarina bakilmis ve oosit
maturasyonu sirasinda stabil bir ekspresyonu varken, embriyo gelisimi sirasinda
iki hiicreli asamada ekspresyon pik yapmis ve blastosist asamasina dogru

ekspresyonunun anlamli bir sekilde azaldigi izlenmistir (Russell, S.J. et al. 2016).

PIWIL1 ovaryum disinda baska dokularda da ekspresyonuna bakilmistir.
Kolorektal kanserli hastalarda PIWiL1’in ekspresyonuna bakilmistir. Kolorektal
kanserli hastalarin PIWIL1 ekspresyonu ile klinikopatolojik 6zellikleri arasindaki
iliski analiz edilmis. Kanserli dokudaki PIWIL1 ekspresyonu yakin
dokulardakinden acikca daha yiiksek bulunmustur. PIWIL1’in ekspresyonu tiimor
farklilagsma derecesi, infiltrasyon derinligi, lenfovaskiiler invazyon ve lenf nodu
metastazi ile yakindan iliskili oldugu diisiiniilmiistiir. Yiiksek PIWIL1
ekspresyonu goriilen kolorektal kanserli hasta grubunun hayatta kalma siireleri,
diisiik PIWIL1 ekspresyonu gériilen kolorektal kanserli hasta grubundan belirgin
sekilde diisiik oldugu goriilmiistiir. Yiiksek PIWIL1 ekspresyonunun kolorektal
kanserinde kotii prognozla iliskili oldugu gériilmiis ve PIWIL1’in kolorektal
kanser hastalarinin prognozunu Ongdérmede Onemli bir molekiiler belirteg

olabilecegini gostermiglerdir (Sun, R. et al. 2017).

Biz de calismamizda PIWIL1 proteininin PKOS {izerine bir etkisinin olup
olmadigimi inceledik. Immiinohistokimya ve immunofloresan boyama
bulgularrmizda PIWIL1 proteini folikiiler gelisimin erken evrelerinden itibaren
primordiyal folikiil asamasindan basliyarak, primer, sekonder, antral ve tersiyer
folikiillerdeki oosit sitoplazmasinda ekspresyonunun oldugunu saptadik. RT-PCR
bulgularrmzda topladigimiz oositlerin total RNA’sinda PIWIL1 mRNA

ekspresyonunun oldugu belirlendi. Kontrol grubu GV asamasindaki oositle
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kiyasladigimizda, kontrol grubu M2 asamasindaki oositte ve PKOS grubu M2
asamasindaki oositte PIWIL1’in mRNA ekspresyonunun istatistiksel olarak
anlamhi bir sekilde azaldigi, ayrica PKOS grubu GV oositte PIWIL1
ekspresyonunun arttigi fakat bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirledi.
Kumulus hiicrelerinde PIWIL1’in ekspresyonunun olmadig: belirlendi. Daha énce
yapilan bir calismada yetiskin fare ovaryumunda PIWIL1 ekspresyonu
saptanamamis, fakat bazi genlerin trankripsiyonunun oogenezin farkli evrelerinde
basladig1 varsayilirsa ve oositin ovaryumdaki hiicre yogunlugunun kii¢iik bir
kismmi olusturdugu gdz Oniine alinirsa ovaryum total RNA’sinda PIWIL1
mRNA’s1 tespit edilemeyecek kadar azdir. Daha sonra yaptiklart baska bir
calismada oosit ve graniiloza hiicrelerinde RT-PCR ile PIWIL1 mRNA
ekspresyonunu incelemisler ve bizim ¢alismamizla benzer sonuglar tespit
edilmistir oositte PIWIL1’in mRNA ekspresyonu varken, graniiloza hiicrelerinde
ekspresyon bulunmamistir (Ding, X. et al. 2013; Kabayama, Y. et al. 2017). Bu
sonuglar bizim bulgularimizi da dogrulamaktadir. PIWILI1, traspozonlari
baskilayarak gametogenez sirasinda DNA biitiinliigiinii muhafaza etmektedir.
Calismamizda PKOS gubununun PIWIL1 ekspresyonunu kontrol grubuyla
karsilastirdigimizda, = immiinohistokimya ve  immunofloresan  boyama
yontemlerinde Kontrol grubuna benzer protein ekspresyonu gozlenmektedir.
Primordiyal folikiildeki oosit sitoplazmasinda daha zayif bir ekspresyon
gozlenirken, primer folikiil, sekonder folikiil, antral ve tersiyer folikiildeki oosit

sitoplazmasinda daha giiglii ekspresyon izlenmektedir.

Bir ¢alismada, Ostrojen uygulamasinin erkek testisinde Miwi ve Mili’nin
ekspresyonunu azalttigi sonucuna vartlmigtir (Pan, Y. et al. 2012). Calismamizda
PKOS’da bozulan hormonal mekanizmasmin PIWIL1’mn ekspresyonuna belirgin

bir etkisinin olmadigini gozlemledik.

Bu durum bize PIWIL1’in ekspresyonunun PKOS’da  korundugunu
ayrica PIWIL1’in genom biitiinliigiinii saglamasi, traspozonlarm susturulmasi ve
bazi hedef genlerin ekspresyonunu diizenlemedeki islevi g6z Oniinde
bulunduruldugunda oosit maturasyonu ve folikiilogenez icin ekspresyonunun

onemli oldugunu diisiindiirmektedir.
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PIWI proteinlerinin piRNA biyogenezi ve islevindeki onemi kadar bu
proteinlerle etkilesime giren bazi proteinlerin de piRNA' larin olusumu ve etkileri
iizerinde &nemli rollere sahip olduklar1 bilinmektedir. PIWI proteinlerinin
etkilesime girdigi proteinler arasinda Tudor-domaini-igeren proteinler (Tudor
domain-iligkili proteinler olarak da bilinirler, TDRD) yogun bir sekilde
aragtirmalara konu olan PIWI etkilesim partnerleri arasindadir (Boswell, R.E. ve
Mahowald, A.P. 1985; Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014). TUDOR ailesi {iyelerinin
protein—protein/RNA etkilesim aglarina katildiklar, RNA metabolizmasi,
splisozom olusumu, histon modifikasyonu, piRNA biyogenezi ve germ hiicre
gelisiminde rol aldiklar bildirilmektedir (Brahms, H.L.et al. 2001; Pek, J.W. et al.
2012). Farede Tdrd1, Tdrd2, Tdrd4, Tdrd5, Tdrd6, Tdrd7, Tdrd8, Tdrd9, Tdrd10,
SND1/Tdrd11, Tdrd12 ve SetDB1' gibi birgok Tudor ailesi iiyesi bulunmaktadir
ve bunlarin germ hiicrelerinde eksprese edildigi rapor edilmistir (Ku, H.Y. and
Lin, H. 2014). Bunlar arasindan Tdrdl, Tdrd2, Tdrd4, Tdrd5, Tdrd6, Tdrd7,
Tdrd9 ve Tdrd12' nin PIWI islevleri igin gerekli oldugu, spermatogenez ve piRNA
yolaginda rol aldiklar1 gosterilmistir (Ku, H.Y. ve Lin, H. 2014).

Yapilan bir calisma; fertiliteyi saglamak i¢in erkek germ hattindaki line-1
retrotranspozonunun susturulmasiyla iligkili oldugu bilinen TDRD9 geninin
Onemini ortaya koyan ilk ¢alismadir. Bu aymi zamanda insanlarda erkek
fertilitesine TDRD protein ailesinin bir {iyesinin katildiginin ilk raporudur.
TDRD9 germ hiicrelerinde DNA stabilitesinin korunmasinda islev goriir (Arafat,
M. et al. 2017).

Yapilan bagka bir ¢alismadan elde edilen sonuglarda MVH, MILI, TDRD9
ve GASZ proteinlerinin, dogumdan hemen sonra primordiyal folikiillerde oosit
sitoplazmasinda belirgin bir sekilde, kisa siireli agrega olarak (kiimeleserek)

bulundugu sonucuna varmaktadir (Lim, A.K. et al. 2013).

Biz de kendi g¢alismamizda TDRD9’un kontrol grubu ovaryumunda
folikiiler gelisimin erken asamasi olan primordiyal folikiilde oosit sitoplazmasinda
eksprese oldugunu saptadik. Bu sonug¢ daha 6nce yapilan bir ¢calismayla paralellik
gostermektedir. RT-PCR bulgularimizda, hem kontrol grubu hem de PKOS

grubunda GV ve M2 asamasindaki oositte ve kumulus hiicrelerinde TDRD9’un
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anlamli bir MRNA ekspresyonunun olmadigm belirledik. immiinohistokimyasal
boyamada TDRD9 proteininin sadece primordiyal folikiil oosit sitoplazmasinda
ekspresyonu goriildi. PKOS grubunda ise primordiyal folikiil oosit
sitoplazmasinda TDRD9’un ekspresyonunun olmadigini belirledik. Bu durum
bize, primordiyal folikiil asamasinda TDRD9’un ekspresyonu erken gelisim
asamasinda oositteki retrotraspozonlarin  susturulup, bazi hedef genlerin
ekspresyonunu diizenledigini ve bdylece folikiilogenezin saglikli devam ettigini
diisiindiirmektedir. Fakat PKOS’da primordiyal folikiil asamasinda TDRD9
ekspresyonun olamamasi bozulan hormonal mekanizmadan kaynaklanabilecegini
diisindirmektedir. PKOS’da TDRD9’un ekspresyonunun olmamasi 00Sit
maturasyonun erken asamasinda transpozon aktivasyonunun baskilanamayip,
oositlerde genom biitlinligiiniin saglanmadigini ve PKOS hastalarindaki kalitesiz

0osit ve bozulmus folikiilogeneze neden olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR

Deneysel olarak olusturdugumuz PKOS fare modelinde, ovaryumda
piRNA sinyal yolagindaki PIWIL1 ve TDRD9 proteinlerinin hiicresel islevlerinin

anlasilmasina yonelik elde ettigimiz bilgileri siralayacak olursak;

1) Farede olusturdugumuz PKOS deney modelini kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, gelismekte olan folikiiller ve ovule olamayip kistik yapilar
halinde kalan folikiiller, atreziye ugramis folikiiller PKOS deney grubunda daha
fazlaydi. Ayrica kontrol grubuna kiyasla korpus luteum yapis1 bulunmamaktaydi.

2) PKOS grubu ve kontrol grubundan alinan ovaryum oOrneklerine
uygulanan immiinohistokimya ve immiinofloresan analizleri sonucunda, PIWiL1
proteini kontrol grubunda folikiilogenezin her asamasinda, primordiyal folikiil
asamasinda daha zayif bir ekspresyonla baglayarak primer folikiil, sekonder
folikiil, antral folikiil ve tersiyer folikiil asamasindaki oosit sitoplazmasinda
eksprese oldugu belirlendi. PKOS grubunda da kontrol grubundaki gibi bir
ekspresyon belirlendi. Sadece immiinofloresan boyama analizinde kontrol grubu
ve PKOS grubunda ovaryum epitelinde zayif bir PIWIL1 ekspresyonu goriildii.
TDRD?9 proteinin ise kontrol grubunda immiinohistokimyasal analiz sonucunda,
ovaryumda primordiyal folikiiliin oosit sitoplazmasinda ve kan damarlarinda
ekspresyonu belirlendi. PKOS grubunda ise TDRD9’un primordiyal folikiildeki
oosit sitoplazmasinda ekspresyonunun olmadig: belirlendi.

3) RT-PCR analizi sonucunda, kontrol grubu ve PKOS grubundan
toplanilan GV oosit, M2 oosit ve kumulus hiicrelerinde PIWIL1 ve TDRD9
geninin idafe diizeyleri karsilastirildi. PIWIL1 geni ifade diizeylerinde, kontrol
grup (kontrol grubu GV oo0sit) temel alinarak yapilan kiyaslamada, grup1 (kontrol
grubu M2 oosit) ve grup3 (PKOS grubu M2 oosit)’te PIWIL1 ekspresyonunda
anlaml bir azalma belirlendi. Ayrica grup2 (PKOS grubu GV oosit)’de PIWIL1
ekspresyonundaki artmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi.
TDRD9 gen ifadesinin ise GV oosit , M2 oosit ve kiimiiliis hiicresinde istatistiksel
olarak anlamli bir ekspresyonunun olmadigi belirlendi.

4) Sonug olarak bu ¢alismada; Polikistik over sendromu (PKOS) ile
MIWI (PIWIL1) ve TDRD9’un ekspresyonlar1 arasindaki iliski incelenmistir.
Literatiirde PKOS’da MIWI (PIWIL1) ve TDRD9 genlerinin ekspresyonuyla ilgili
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herhangi bir ¢alisma bulunmadigindan elde ettigimiz sonuclari karsilagtirmak
miimkiin olmamistir. Germ hiicrelerinde genom biitlinliigiiniin saglanmasi, DNA
stabilitesinin korunmasi, retrotranspozonlarin aktivasyonu sonucu olusan genetik
istikrarsizligin  baskilanmas1  ve bazi hedef genlerin ekspresyonlarinin
diizenlenmesi gibi TDRD9 ve MIWI (PIWIL1)’in olas1 islevleri diisiiniildiigiinde
ekspresyonlarinin folikiilogenez ve oosit maturasyonu i¢in onemli olabilecegi

sonucuna varilmistir.
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