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OZET

OVULASYON INDUKSIYONUNUN POLIKISTiK OVER SENDROMU
OLUSTURULAN SICANLARDAKI PI3K/AKT SINYAL YOLAGINA VE
MIiRNA EKSPRESYONUNA ETKISi

Merve ATES
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Nazh CIL
Ocak 2024, 74 Sayfa

Polikistik over sendromu (PCOS), diinya genelinde iireme ¢agindaki kadmlarm %4-21'ini
etkileyen, infertilite nedeni olan, metabolik bozukluklar ile karakterizedir. miRNA
ekspresyonlarinin degigmesinin serviks kanseri, endometriozis, zayif ovaryum yanit1 ve
kardiyovaskuler hastaliklara katkida bulunur. Bu yiizden bazi miRNA'lar, PCOS'ta
anormal metabolizma, bozulmus oosit kalitesi ve diisiik endometrial reseptivite i¢in yeni
biyobelirtegler olabilecegi bulunmustur. Bu ¢alismada amacimiz ovulasyon
indiiksiyonunun, PCOS hastalarindaki PI3K-AKT sinyal yolagina ve miRNA
ekspresyonuna etkisini incelemektir.

28 Sprague Dawley eriskin disi siganlar rastgele 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu yalnizca
25 giin boyunca %0.9 izotonik soydum kloriir (1mg/kg) ile gavaj uygulanirken, PCOS ve
PCOS+OI gruplarina 25 gun boyunca (1mg/kg) Letrozol gavaj yoluyla uygulandi.
Ovwvulasyon indiksiyonu saglanmasi i¢in 25. gun 150-300 IU/kg gebe kisrak serum
gonadotropini intraperitoneal enjeksiyonuyla siiperoviilasyon yapildi. 48 saat sonra 150-
300 1U/kg insan koryonik gonadotropini (hCG) intraperitoneal olarak verildi. Kan FSH,
ostrojen ve testosteron dizeyleri ELISA yontemiyle incelendi. Ovaryum dokulari
histopatolojik olark degerlendirildi. Immiinohistokimyasal olarak PI3K/AKT yolag1
degerlendirilmesi, miR-451a, miR-33b-5p, miR-378a-5p, MiR-486-5p miR-140, miR-
320a ekspresyonlar1 RT-PCR yontemiyle belirlendi.

Calismamizda vajinal smear bulgulari, kan hormon diizeyleri deneysel PCOS modeli
olusturdugumuzu gostermistir. Ovulasyon indiiksiyonunun T ve E2 diizeyini daha da
arttirmasi1 ve FSH diizeyini Kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiirdii (p<0,05).
PCOS+0Il grubunda miRNA analizlerinde miR-140, 378 ve 486’nin ekspresyonu
diismesi ve miR-451 artis1 istatistiksel olarak anlamli saptand1 (p<0,05).
Immmiinohistokimyasal analiz sonucunda PI3K, AKT, p-PI3K, p-AKT ekspresyonlari
PCOS+0I grubunda PCOS grubuna gore istatistiksel anlamli pozitif reaksiyon gosterdi.
Ovulasyon indiiksiyonu, PCOS deneysel sigan modelinde miR-140, 378 ve 486
ekspresyonunu azaltip, miR-451 ekspresyonunu arttirarak, PI3K/AKT sinyal yolagini
aktive etmistir. Bu yolagin aktivasyonu graniiloza hiicre apoptozisini ve otofajik hicre
Oliimiinii inhibe etmis olup folikiiler atreziyi dnlemeye yardimci olmustur. Bu sonuglar
PCOS'un patogenezinin anlagilmasma yardimci olmakla kalmaz, ayni zamanda infertilite
sebebi sayilan PCOS hastalarna tedavi i¢in yeni bir yon saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Letrozol; Micrornas; Ovulasyon indiiksiyonu; PISK/AKT Sinyal
Yolagi; Polikistik Over Sendromu (PCOS).

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2022SABE017)
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ABSTRACT

EFFECT OF OVULATION INDUCTION ON PI3K/AKT SIGNALING
PATHWAY AND MIRNA EXPRESSION IN RATS WITH POLYCYSTIC
OVARIAN SYNDROME

ATES, Merve
Master Thesis, Department of Histology and Embryology
Thesis Advisor: Dog. Dr. Nazh CIL
January 2024, 74 Pages

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is characterized by metabolic disorders that affect 4-
21% of women of reproductive age and is a cause of infertility. Altered miRNA
expression contributes to cervical cancer, endometriosis, poor ovarian response and
cardiovascular disease. Therefore, some miRNAs have been found to be novel
biomarkers for abnormal metabolism, impaired oocyte quality and reduced endometrial
receptivity in PCOS. The aim of this study was to investigate the effect of ovulation
induction on PI3K-Akt signaling pathway and miRNA expression in PCOS patients.

28 Sprague Dawley adult female rats were randomly divided into 3 groups. The control
group received only 0.9% isotonic 0.9% soydum chloride (1mg/kg) by gavage for 25
days, while PCOS and PCOS+Ovulation induction (PCOS+OQIl) groups received
Letrozole at a dose of 1mg/kg by gavage for 25 days. For owvulation induction,
superovulation was performed by intraperitoneal injection of 150-300 IU/kg pregnant
mare serum gonadotropin on the 25th day. After 48 hours, 150-300 IU/kg human
chorionic gonadotropin (hCG) was given intraperitoneally. Blood FSH, estrogen and
testosterone levels were analyzed by ELISA method. Ovarian tissues were evaluated
histopathologically. PI3BK/AKT pathway was evaluated immunohistochemically and
miRNA-451a, miRNA-33b-5p, mMIRNA-378a-5p, mMIRNA-486-5p, mMIRNA-140,
miRNA-320a expressions were determined by RT-PCR method.

In our study, vaginal smear findings and blood hormone levels showed that we created an
experimental PCOS model. Ovulation induction further increased T and E2 levels and
decreased FSH levels significantly compared to the control group (p<0.05). In miRNA
analysis, miR-140, 451 and 378 expression decreased and miR-451 increased
significantly in PCOS+OI group (p<0.05). As a result of immunohistochemical analysis,
PI3K, AKT, p-PI3K, p-AKT expressions showed statistically significant positive reaction
in PCOS+O0I group compared to PCOS group.

Ovwulation induction activated PI3K/AKT signaling pathway by decreasing miR-140, 378
and 451 expression and increasing miR-451 expression in PCOS experimental rat model.
Activation of this pathway inhibited granulosa cell apoptosis and autophagic cell death
and helped prevent follicular atresia. These results not only help to understand the
pathogenesis of PCOS, but may also provide a new direction for the treatment of PCOS
patients with infertility.

Anahtar Kelimeler: Letrozol; Micrornas; Ovulation Induction; PIBK/AKT Signaling
Pathway; Polycystic Ovary Syndrome (PCQOS).

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through Project number 2022SABEQ017
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PCOS), hiperandrojenizm, yumurtlama bozuklugu ve
polikistik ovaryumlarda siklikla insiilin direnci, obezite ve kronik inflamasyonun eslik
ettigi morfolojik degisiklikler ile karakterizedir (Caldwell ve ark., 2014). PCOS infertilite
i¢in kadinlarda 6nde gelen nedenlerden biridir (S. Y. Live ark., 2016). PCOS hastalarinin
%60"'!ndan fazlasinda degisen derecelerde IR vardir (Sirmans & Pate, 2013).

PCOS patofizyolojisinde miIRNA'nin olasi etki bigimleri ¢ok az arastirilmistir ve
simdiye kadar sadece birkagc miRNA-PCOS c¢alismasi mevcuttur. Altta yatan molekiiler
mekanizmanin daha iyi anlasilmasi, bu sendromun tani ve tedavisini iyilestirmeye
yardimci olabilir (Anja Elaine Sgrensen ve ark., 2014). miRNA kodlayict olmayan, 19-
25 niikleotid iceren kiiciik tek iplikli RNA anahtaridir. Gen ekspresyonunun
transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri olan miRNA, ekspresyonu etkileyebilir ve down
stream hedef genini degistirebilir ve hiicre biiyiimesini, farklilasmasini, proliferasyonunu
ve apoptozu, inflamasyonu, stres yanitini ve malign tiimor metastazini etkileyebilir (Flynt
& Lai, 2008;Lim ve ark., 2005).

Birgok ¢aligma, miRNA'larin degismesinin serviks kanseri, endometriozis, zayif
ovaryum yanit1 ve kardiyovaskiiler hastaliklarin baslangicina etkide bulunabilecegini
saptamustir. Bu nedenle potansiyel tani ve izleme biyobelirtecleri olarak hizmet
edebilecegini gostermis olup PCOS hastalar1 arasinda, serum, yag dokusu (AT), folikuler
sv1 (FF), granlloza hucreleri (GC'ler) ve kiimulis hiicrelerinde (CC'ler) birkag miRNA
farkli sekilde eksprese edildigi bulunmustur (Cortez ve ark., 2011). Bu yiizden bazi
miRNA'lar, PCOS'ta anormal metabolizma, bozulmus oosit kalitesi ve diisiik endometrial
alicilik i¢in yeni biyobelirtecgler olabilir (Kamalidehghan ve ark., 2020). Arastirmacilar,
PCOS'un patogenezinde sinyal yollarinin roliine yakindan dikkat etmeye basladilar. Son
yillarda, PCOS ile ilgili olarak fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt)

tizerinde calismislar. PI3K'nin aktivasyonu, biiyiik dl¢lide, plazma zarmin alt tabakasina



yakin i¢ tarafinda meydana gelir. PCOS {izerine artan arastirma ile bilim adamlari, PCOS
ve PI3K-Akt sinyal yolu arasindaki iliskiye dikkat ettiler ve viicut insiiline, androjene,
obeziteye, folikiiler gelisime vb. direngli oldugunda PI3K-Akt sinyal yolu zerindeki
degisikligi buldular. PI3K-Akt sinyal yolundaki bu degisiklik, PCOS patogenezinde
anahtar faktor olarak rol oynayabilir.

Selektif Ostrojen reseptér modulatorleri ve/veya aromataz inhibitoru ile tedavi
sonrasinda yumurtlamay1 basaramayan kadinlarda diisiik doz FSH stimiilasyonu endike
olabilir. Tedavi gonadotropin stimilasyonu ile ilgili deneyim, dikkatli takip ve
multifolikiiler gelisim durumunda [VF'ye doniis imkan1 gerektirir. Normal baslangi¢c dozu
2 hafta stireyle 50-75 IU'dur ve yanit alinamamasi durumunda haftalik 25-37.5 1U'luk bir
artis saglanwr. Folikiil gelisimi meydana gelirse, folikiil boyutu 18-20 mm'ye ulasana
kadar ayni doz siirdiiriiliir, ardindan insan koryonik gonadotropin veya LH ile nihai
folikiiler olgunlasma indiiksiyonu yapilir. IVF ile kontrolli ovaryen stimilasyonu,
PCOS'lu kadinlara yalnizca diger tedaviler basarisiz olursa veya ¢ok faktorlii infertilite
durumunda 6nerilmelidir. FSH stimiilasyonuna asir1 tepki verme ve dolayisiyla ovaryum
hiperstimiilasyon sendromu gelistirme riski yiiksektir. PCOS'ta FSH ile her tiirlii ovaryen
stimiilasyon, folikiiler gelisim deneyimli personel tarafindan dikkatle izlenmeli ve asir1
yaniti ele alma stratejileri mevcut olmahdir. Ovwulasyon indiksiyonunu PCOS
hastalarinda kullanimi yukarida da anlattigimiz gibi IVF tedavisinde kullanilmaktadir.
Fakat bu tedavinin PCOS’lu hastalarda oosit aktivasyonu icin 6nemli olan PI3K sinyal
yolagmi ve miRNA ekspresyonuna nasil bir etki yaptig1 bilinmemektedir (Tanbo ve ark.,
2018).

1.1. Amag

Bu ¢alismada amacimiz ovulasyon indiiksiyonunun, PCOS hastalarindaki PI3K-
Akt sinyal yolagina ve miRNA ekspresyonuna etkisine iliskin daha fazla aragtirma
yapmaktir. Bu durum PCOS'un patogenezinin daha iyi anlagilmasina yardimci olur ve
ayni zamanda infertilite sebebi sayillan PCOS hastalarma tedavi i¢in yeni bir yon

saglayabilir.



2. KURUMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kadin Genital Sistem Embriyolojisi

Disi genital sistemi i¢ genital organlar olarak iki ovaryum, iki genital bosaltma
yollar1 (tuba uterina), uterus ve vaginadan olusan ve dis genital organlar olan mons pubis,
klitoris, labia minor ve labia major’dan olusan dig genital organlardan meydana gelmistir.
Embriyonik 7. haftaya kadar gonadlar (testisler ve overler) gelismeye baslamazlar. Erken
donemde genital sistem farklilagmamustir. Her iki cinste de farklilasmamis gonadlar
birbirlerine benzer gérinumdedirler.

Gonadlar posteriyor karin duvarmin sélom epitelinde, mezensim (embriyonik bag
dokusu) ve ilkel germ hicreleri olarak 3 ayri orjinden koken almaktadir. Gelisimi
5.haftada baslar bu evre ‘farklilasmamis evre’ olarak adlandirilir.

Gonadlarin over veya testise farklilasmasinda, primordiyal germ hiicrelerinin
baskilayici etkisi bulunmaktadir. Mezonefrozun medialinde mezotelyal bir kalinlasmanin
gelisimi ile 5.haftada ortaya ¢ikmaktadir. Daha sonra epitelin ve altindaki mezensimin
farklilagsmasiyla medialde bir ‘Gonadal Kabart’’ olusur. Parmak bicimindeki epitel
kordonlar1 (birincil cinsiyet kordonlar1), alttaki mezensime dogru hizla biiyiirler. Dis
kisminda korteks i¢ kisminda ise medulla olusur. Korteks tabakas1 embriyonun XX seks

kromozomlarina sahip olmasiyla overe differansiye olur. Medulla ise geriler.

Insanda gelisimin 6.haftasina kadar gonadal belirginlesme germ hiicreleri
bulunmamaktadir. Primordiyal germ hiicreleri vitelliis kesesinin allantoise yakin
duvarindaki endoderm hicreleri icerisinde belirginlesir. Bu hiicreler amip hareketlerle
son barsagin mezenteriumu iizerinden dorsale dogru ilerleyerek belirginlesen primitif

gonadal kabartiya ulasir. Ulagsamayan germ hiicreleri gelisemez.



2.2. Ovaryum Embriyolojisi

Ovaryumlarin gorevi oosit iiretmek ve bu iiretim tizerine etkili olan hormonlari

salgilamaktir (Moore K ve ark. 2002).

Disi embriyolarinda gonodal gelisim daha yavas gergeklesmektedir. XX
kromozomlar1 ile birlikte otozomal bir genin de histolojik olarak 10.haftaliga kadar
secilemeyen ovaryumlarin gelisiminde rol oynadigi ortaya ¢ikmistir. Gonadal kordonlar
belirgin degildir ve medulla igerisine girinti yaparlar. Rudimenter bir yap1 olarak rete
ovariiyi olusturup gonadal kordonlar ile dejenere olup kaybolmaktadirlar. Disi gonadda
yuzey epiteli siirekli ¢ogalarak kordonlar1 yani sekonder kordonlar1 olustururlar. Erken
fetal donemde overin yuzey epitelinden kdken alarak kortikal kordonlar altindaki
mezenkim icerisine dogru girerler. Bu epitel peritonun mezotelinden gelismektedir.
Boyutlar1 artmaya devam eden kortikal kordonlar primordial germ hucrelerinin iglerine
girerler. Yaklasik 16.haftada hiicre kiimelerine parcalanirlar ve primordiyal folikiiller
olusur. Folikiller primordiyal germ hiicrelerinden kéken almis oogonium icerirler ve
onun cevresinde yuzey epiteli kokenli tek katli yass1 seklinde folikiler hiicreleri igerirler.
Fetal donemde oogoniumlarin mitoza ugramasiyla birlikte ¢ok sayida primordiyal folikil
meydana gelir fakat bircogu dogumdan 6nce dejenerasyona ugrar. Postnatal donemde
yeni olusan primordiyal folikiiller miimkiin degildir. (Moore K ve ark. 2002) Dogumun

ardindan over yizeyi tek katli epitel haline gelir.

2.3. Kadin Genital Sistem Histolojisi

Kadin genital sistemi internal genital organlarindan ve eksternal genital
yapilardan olusmaktadir. Kadin internal (i¢) lireme organlari pelviste, iki ovaryum ve tuba
uterina, uterus ve vajina yer almaktadirlar. Dig genital yapilar (eksternal genitalya) ise
perineumun vulva adi verilen anteriyor bdlgesinde mons pubis, labium majuslar ve

minuslar, klitoris, vestibul, vajina acikligi, hymen ve dis liretra agizindan olusmaktadir.

Cinsel olarak matiir disilerde ovaryumlar, tuba uterinalar ve uterus belirgin bazi

degisiklikler gostermekte ve bu degisiklikler noral aktivite ve hormon duzeylerinin her



menstrual siklusta ve gebelik sirasinda degisimlerinden etkilenmektedir. Siklik
degisiklikler menopoz donemine siiresince devam eder fakat bu asamada seyreklesmeye

baslayarak durur.

2.4. Ovaryum

Ovaryumlarin  birbiriyle iligkili iki fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlar
gametogenez (gametlerin dretilmesi) ve steroidogenez (steroidlerin tretilmesi) (Ross ve
Pawlina 2011). Steroidogenez sonucu tiretilen Gstrojenler i¢ ve dis genital organlarin
biiyiimesini ve olgunlasmasin1 desteklerler ve pubertede disi cinsiyet karakteristiklerinin

gelisimini saglarlar.

Ovaryum dis boliimde korteks ve i¢ boliimde medulladan olusmaktadir (Ross ve
Pawlina 2011). Medulla ya da medullar b6lge, ovaryumun merkezinde bulunmaktadir ve
gevsek bag dokusu, kismen biiyiik, kivrimli kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirleri
icermektedir. Korteks, zengin bir sekilde seliiler bag dokusu igine gomiilii ovaryum
folikulerini icermektedir (Ross ve Pawlina 2011). Korteksin en iyi ayirt edici 6zelligi,
cesitli gelisme ve gerileme asamalarinda olan ovaryum follikiillerinin yerlesmis

olmasidir. Korteks ve medulla arasindaki sinir belirsizdir.

Ovaryumun yizeyi tek kath kiibik epitel ile ¢evrilidir fakat bazi bolgelerde
germinal epitel olarak bilinen yassi1 epitel ile doselidir. Korteks ile germinal epitel
arasinda tunika albuginea adinda sik1 bag dokusu bulunur. Tek bir oosit iceren ¢esitli
boyutlardaki ovaryum folikiileri korteksin stromasia dagilmislardir. Folikiiliin yaklasik
biiylikligii, oositin gelisim evresini belirtir. Dogum sirasinda zaten bulunan oositler
birinci mayotik boliinmesinde arreste ugramis olarak dururlar. Puberte baslangiciyla
gruplar halinde siklik biiylimeye ve matiirasyona baglarlar. Her menstural siklusta bir
oositin tam olarak olgunlasmas: ve ovulasyonu beklenmektedir. Dogum esnasinda
mevcut olan tahmini 600.000-800.000 primer oositin birgogu olgunlagmasini bitiremez
ve atreziye ugrarlar. Atrezi primer oosit sayisini yasam boyunca logaritmik olarak

azaltmaktadir (Ross ve Pawlina 2011).



2.4.1. Ovaryum Folikiil Gelisimi

Histolojik olarak gelisim evrelerine gore ovaryum folikiilleri 3 gruba ayrilabilir:
primordiyal foliklller, gelismekte olan folikiller ve olgun (Graf) folikiller. (Ross ve
Pawlina 2011) Primordiyal folikiiller folikiil gelsiminin en erken evresidir. Fetal
gelisimin 3.aymda ilk olarak ortaya ¢ikarlar. Olgun ovaryumda primordiyal folikiiller
korteks stromasinda tunika albugineanin hemen altinda yer alir. Gelisiminin erken
evresinde gonadotropin stimiilasyonundan bagimsizdir. Oosit etrafinda tek bir kat halinde
yass1 folikiil hiicreleri ¢evreleyerek bu hiicrelerinin dis ylizeyi bir bazal lamina tarafindan
bag dokusundan ayrilmaktadir. Folikiiliin i¢indeki oosit ortalama 30 pm ¢apmdadir. Bir
ya da daha fazla sayida niikleolus igeren biiyiik eksantrik bir niikleusa sahiptir.

Bir primordiyal folikil, gelisen bir folikiile doniisiirse, oositte, folikil
hicrelerinde ve komsu stromada degisiklikler baslar. Oosit biiyilir ve oositin etrafini
cevreleyen yassi folikiil hiicreleri kiibik sekline gelirler ve bu asamada primer folikl
denir. (Ross ve Pawlina 2011)

Oositin biiyiidiikce oosit ile folikiil hiicreleri arasinda 6zel proteinler salgilanir ve
bu proteinler bir araya gelerek ekstraseliiler bir ortii olan zona pellusiday1 olustururlar.
Folikiil hiicreleri, primer folikiiliin graniiloza tabakasmi olusturmak igin tabakalanmaya

ugrarlar ve stratum granulosum adi verilen ¢ok katli bir epiteli olustururlar (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Over kesitinde primordiyal, primer ve sekonder folikiil A: Primordiyal folikiil, yassi
graniiloza hiicre tabakas1 («=), oosit (=), B: Ustteki primer folikiil, kiibik graniiloza hiicre
tabakasi (i«), altaki sekonder folikul, O: Oosit, GH («»): Graniiloza hiicre tabakasi, H&E, Bar
S50pm.



Ayn1 zamanda graniiloza hiicreleri proliferasyona ugradiginda folikilin
cevresindeki stromal hiicreler bazal laminanin hemen diginda teka folikiili ad1 verilen
primer folikiiliin teka tabakalarimi olustururlar. Teka folikili, i¢ tabaka teka interna, dis
bag dokusu hiicrelerinden ve kollajen fiber demetleri iceren teka eksterna olarak iki
tabakaya farklilasir. Teka internanin hiicreleri birgok luteinizan hormon (LH)

reseptorlerine de sahiptir.

Oositler kortikal graniil olarak bilinen 6zellesmis salg1 vezikiilleri sergilerler.
Bunlar, oolemmanin (oositin plazma membrani) hemen altinda yer almaktadirlar. Ayni
zamanda, graniiloza hiicrelerinde ince uzantilar olusur ve oosite dogru uzanirken oositin
mikrovilluslari ile i¢ ice gecer ve bazilar1 da oositin plazma membraninin igine dogru
uzamaya baglar. Uzantilar plazma membranina temas edebilirler ama hiicrelerin arasinda
sitoplazmik devamlilik saglamazlar. Stratum graniilozum 6-12 hiicre tabakasi kalinligina
ulastiginda graniiloza hiicrelerinin arasinda likor folikili denen ve hyaluronan
bakimindan zengin sivi dolu kaviteler olusmaya baslar, siv1 biriktikge kaviteler birlesir
ve en sonunda antrum ad1 verilen bir kavite olusur. Folikiil artik sekonder folikiil ya da
antral folikiil adin1 almaktadir. Yaklasik 125 um ¢apindaki oositin, graniiloza hiicreleri
tarafindan antral siviya salgilanan kiigiik, 1-2 Kilodaltonluk bir peptit olan oosit

maturasyon inhibitorii (OMI) tarafindan daha fazla biiylimesi inhibe edilmektedir.

Sekonder folikll buyudikce antrum genisler. Oosit ile iligkili oldugu bolgede
graniloza hiicreleri kumulus ooforus denilen ve antruma dogru bir yiikselti olustururlar.
Oositin hemen etrafini gevreleyen ve ovulasyonda oositle birlikte kalan kumulus ooforus

hicreleri korona radiata’dir. (Ross ve Pawlina 2011)

Graaf folikilu (Sekil 2.2.) biiyiik boyutundan dolay1 ovaryum korteksinin kalinligi
boyunca uzanir ve ovaryumun yiizeyinde ¢ikint1 olusturur. Bu durum devam ettik¢e oosit
ve kumulus hicreleri ile geri kalan graniiloza hiicreleri arasindaki yakinlik gevser ve
ovulasyona hazirlanmaya baslanilir. Oositin hemen ¢evresindeki kumulus hiicreleri
korona radiatanin tek hiicre tabakasmi olusturmaktadir. Folikiil maturasyonunun bu
asamasinda teka tabakalar1 daha belirgin hale gelirler (Ross ve Pawlina 2011).
Ovulasyondan tam 1 giin 6nce adenohipofizde LH salinimi ani bir sekilde artisa gegtikten
sonra 12-24 saatin sonunda primer oositin mayotik bolinmesi sonlanir ve sekonder oosit

ve birinci kutup cisimcigi olusumu ile sonuglanir.



Sekil 2.2. Ovaryum korteksinde bulunan graaf folikiil, TK: Teka tabakasi, GH: Graniiloza
hiicre tabakasi, A: Antrum boslugu, KR: Korona Radiata, O: Oosit, KO: Kiimiiliis
Ooforus, H&E, Bar 100um.

2.5. Ovulasyon

Ovulasyon, sekonder oositin Graaf folikiiliinden atildig: bir asamadir. Ovulasyon
sirasinda oosit, tiim folikiiler duvar1 geger. Folikiiler s1vi hacminin artmasi bu sekilde
basincmin artmasi ve teka eksternadaki diz kas liflerinin prostaglandinler tarafindan

tetiklenmesi ile kasilarak sekonder oositin saliverilmesinden sorumlu faktorlerdir.

Ovulasyon sirasinda tuba uterinanin fimbriyalar1 ovaryumun yiizeyine yaklagarak
oositi iceren kumulus fimbriyalar tarafindan tuba uterinanin abdominal ostiumuna dogru
yavasca siipiiriilir. Kumulus kiitlesi fimbriyaya sikica tutunur. Tuba uterinay1 doseyen
silyal hiicreler tarafindan aktif bir sekilde tasinmaktadir. Ovulasyondan sonra sekonder
oosit yaklasik 24 saat canli kalmaktadir. Bu periyodda fertilizasyon gerceklesmez ise
sekonder oosit tuba uterinay gecerken dejenerasyona ugrar kumulus oosit kompleksinin

atilim1 gergeklesir (Ross ve Pawlina 2011).



2.6. Korpus Luteum

Ovulasyonda geriye kalan graniiloza ve teka hiicrelerinden olusan folikiil duvari
derin katlantilar yapar ve korpus luteuma (sar1 cisim) ya da luteal beze doniisiir.
Granilloza ve teka interna tabakalarmin hiicreleri luteinizasyon denen bir surecte
graniloza luteal ve teka luteal hiicrelere farklilasir. Bu luteal hiicreler ani morfolojik
degisimlere ugrayarak, boyutlar1 artar ve yag damlaciklar1 ile dolmaya baglarlar. Korpus
luteumun i¢inde progesteron ve Ostrojenleri salgilayan zengin damar agi olusur. Bu
hormonlar uterusu doseyen endometriyumun biiylimesini ve salgi aktivitesini stimiile
ederek fertilizasyon gergeklestiginde zigotun yerlesmesi i¢in hazirlar (Ross ve Pawlina
2011).

Fertilizasyon ve implantasyon eger ger¢eklesmez ise korpus luteum sadece 2 hafta
aktif halde kalrr. Bu durumda menstruasyon korpus luteumu denir. insan koryonik
gonadotropini (hCG) ve diger Iluteotropinlerin yoklugunda progestojenlerin ve
Ostrojenlerin salgilanma hizi azalir ve korpus luteum ovulasyondan 10-12 gun sonra

dejenere olmaya baglar.

2.7. Menstrual Siklus

Ureme ¢aginda endometriyum ardisik olarak her 28 giinde bir kendisini embriyo
implantasyonuna ve sonrasinda gelen embriyonik ve fetal gelisimler olaylarina hazirlayan
siklik degisimlere ugrar. Kanin ve dokunun vajinadan genellikle 3-5 gun sdren
bosaltilmas1 menstruasyon ya da menstrual kanama olarak adlandirilmaktadir. (Ross ve
Pawlina 2011) Ostrojen ve progesteron gibi ovaryan folikiiller ve korpus luteumdan
salgilanan hormonlar endometriyumda siklus degisikliklere sebep olur. Gonodotropik ve
ovaryan hormonlarin konsantrasyonun degisiklikleri ile endometriyal degisiklikler
birlikte gozlenir. Menstrual siklus 28 giin civari siirer ve menstriiel kanamanin basladig:
ilk siklusun 1.glinii sayilir. (Moore K ve ark. 2002) Menstrual siklusun fazlari
gerceklesirken endometriyumun kalinligr 1-6 mm arasinda degisir. (Ross ve Pawlina
2011)
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Siklus ii¢ ardisik fazdan olusmaktadir. Bunlar: ¢ Proliferasyon fazi, folikiiler
maturasyon ile ayni anda gerceklesir ve ovaryan Ostrojen salgilanmasindan etkilenir. ¢
Sekretuar faz, korpus luteumun fonksiyonel aktivitesiyle ayni zamana denk gelir ve
primer olarak progesteron salgisindan etkilenir. * Menstrual faz, korpus luteumun
dejenerasyonu nedeniyle ovaryumun hormon iiretiminin azalmasiyla baglar. Bitun fazlar
devamli bir siirecin parcasidirlar ve birinden digerine ani gegisler olmaz. Menstrual fazin
sonunda endometriyum yaklagik 1 mm kalinliginda ince bag dokusundan meydana
gelmektedir. Bu tabaka stratum bazaledir. Dokilen tabaka ise stratum fonksiyonaleydi.
Ostrojenlerin etkisi altinda, proliferasyon fazi baslar. Proliferasyon fazi ovulasyondan 24

saat daha devam eder. Ovulasyon 28 glinliik siklusun ortalama 14. gliniinde gergeklesir.

2.8. Sicanlarda Folikiil Gelisimi

Disi siganlarda postnatal ovaryum gelisimi 4 siklusdan olugsmaktadir. Dogumdan
sonraki ilk hafta gonadotropin hormon salgisinin artmasi ile neonatal donem; 8-21. giinler
aras1 follikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon (LH) salgilanmasi ile
follikiillerin gelisim gosterdigi infantil donem; 22-30 glnler arasi folikiillerden E2
hormon salgilanmasinin basladig1 juvenil (prepubertal) dénem ve juvenil ddénem
sonrasindaki 3 giin peripubertal donem olarak adlandirilir (Yigit ve ark., 2019;
Westwood, 2008).

Ostriis siklus dongiisii vajinal agikligin tespit edildigi ortalama 32. ve 36. glnlerde
baslamaktadir (Goldman ve ark., 2007). Sicanlar, 4-5 gunde bir siklik aktivite gosteren
poliostrik deney hayvanlaridir. Ostrus siklusu, prodstrus (12-14 saat), dstrus (25-27 saat),
metdstrus (6-8 saat) ve didstrus (55-58 saat) olarak 4 siklustan olusur (Westwood, 2008).
Ovulasyon, prodstrus ile dstrus donemleri arasinda LH’ nin yiiksek seviyede olmasiyla
gergeklesmektedir. Daha sonra gstradiol ve progesteron hormon seviyeleri diiserek bazal
seviyelerine inmektedir (Ekizceli ve ark., 2015); (Toft ve ark., 2014) .

Sican vajinal epiteli, steroid hormonlarin seviyelerine bagli olarak morfolojik
degiskenlik (Toft ve ark., 2014) gostermektedir. Cok katli yassi epitelden olusmaktadir.
Proostrus doneminin baslamasiyla stratum granulozumda bulunan hicrelerin

sitoplazmalarinda keratohyalin grantilleri birikmeye baglar. Epitelin limene dogru bakan
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tarafinda kubik gibi sekilli hiicrelerin mukus salgilamas1 sonucunda bir mukozal tabaka
olusmaya baslar. Mukozal tabakanin hemen altinda yassilagsmis epitelyal hiicrelerin
keratinizasyon siirecini baslatmasiyla en dista yer alan mukuslu tabaka olan stratum

musifikasyon’un hemen altinda bir stratum korneum tabakasi gelismeye baglar.

Ostrus doneminde, yiizeyel mukoza tabakasi (stratum musifikasyon) ile keratinize
tabakalarda (stratum korneum) bir dokiilme yasanir bu dokilmelerin Grtind olan
cekirdegini kaybetmis keratinize epitelyal hiicreler goriilmeye baglar. MetGstrus
doneminde, epitel kalinliginin ¢ok daha az oldugu donemdir; stratum granulozum
bulunmaz, ancak; stratum germinativum varligini devam ettirir. Yogun bir notrofil
infiltrasyonu yasanir ve vajinal limende de notrofil I6kositlere rastlamak mumkandir.
Diostrus doneminin basinda, epitel kalinlig1 3-7 sira iken epitel hiicrelerin proliferasyonu
ile bu kalmhik 2 katmma c¢ikmaktadir. Didstrus doneminin ilk asamasinda stratum
granulozum yoktur ancak son asamasinda ile prodstrus doneminin basmnda stratum
granulozum olusumu baslar. Bu farkin bilinmesiyle her iki dénemi birbirinden ayirt
etmeyi saglamaktadir (Cora ve ark., 2015), (Westwood, 2008).

2.9. Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PCOS), diinya genelinde iireme ¢agindaki kadmlarin
%4-21'in1 etkileyen infertilite nedeni sayilabilen en karmasik ve yaygin endokrin ve
metabolik bozukluk hastaligidir. (Brakta ve ark. 2017) PCOS, hiperandrojenizm,
ovulasyon bozuklugu ve polikistik ovaryumlarda siklikla insiilin direnci, obezite ve
kronik inflamasyonun eslik ettigi morfolojik degisiklikler ile karakterizedir (S. Y. Li ve
ark. 2016). PCOS ii¢ farkli kritere gore tanimlanabilir; Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH)
(Lujan ve ark. 2008), Avrupa Insan Ureme ve Embriyoloji Dernegi/Amerikan Ureme
Tibb1 Dernegi (ESHRE/ASRM, Rotterdam) ve Androjen Fazlaligi Dernegi (AES). Tum
kriterler bir dereceye kadar anovilasyon, hiperandrojenizm (klinik ve/veya
biyokimyasal) ve diger androjenik, hipofiz veya adrenal nedenlerin dislanmasiyla

polikistik overleri icerir (Sgrensen ve ark. 2014).

PCOS infertilite i¢in kadinlarda 6nde gelen nedenlerden biridir (S. Y. Li ve ark.

2016). PCOS hastalarmin %60'indan fazlasinda degisen derecelerde insiilin direnci vardir
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ve insiilin alim etkinlikleri saglikli insanlara gore %20-40 daha diisiiktiir (Cakir ve ark.
2014). PCOS'un etiyolojisi hala belirsizdir, ancak cevresel ve genetik faktorler
patogenezine katkida bulunabilir. Androjen fazlaliginin viseral abdominal yag dagilimimi
destekledigi, ovaryumlar ve/veya adrenal bezler tarafindan androjenlerin artan
salgilanmasini kolaylastirdigi, patolojik etkilerin siirekli bir kisir donglistiniin varlig ile

aciklanabilir.

2.10. infertilite

Infertilite, 35 yas altindaki kadmlarda 12 ay normal cinsel birliktelige ragmen
gebelik sonuglanmamasiyla iireme sistemi hastalig1 olarak tanimlanmaktadir. Infertilite,
diinya ¢apinda dogurganlik cagindaki (18-45 yas) ¢iftlerin %10-25'ini etkilemektedir.
Risk faktorleri arasinda yas, ovulasyon disfonksiyonu, azalmis ovaryum rezervi, mestrual

bozukluklar1 ve endometriozis yer alabilmektedir (Ma ve ark. 2022).

Kadm infertilitesi, bazilar1 implantasyonu ve takiben plasentasyonu etkileyen,
plasenta disfonksiyonuna ve olumsuz sonuclara yol acan birden fazla etiyolojiden
kaynaklanir. Bu etiyolojiler arasinda PCOS endometriozis ve agiklanamayan infertilite
yer almaktadir. PCOS, infertilite vakalarinmn >%27'sini olusturan ovulasyon

disfonksiyonu vakalarinin >%70'inden sorumludur (Pisarska ve ark. 2019).

Infertil ¢iftlerde gebelige giden yol genellikle uzun asamalidir ve tibbi
prosedurler, ekonomik maliyetler ve psikolojik stres gibi bircok faktorler nedeniyle
yiksek seviyede dayaniklilik gerektirmektedir. Etkiyi en hafife indirmek ve yuksek
diizeyde sonug almak igin, tiim farkli tireme uzmanlarini igeren iyi entegre edilmis ve gok
disiplinli bir yaklasim gerekmektedir. Kesin bir teshis ve en etkili terapotik secenegi elde
etmek i¢in her iki partnere de kademeli bir yaklagimla en uygun prosediri belirlemek

zorunludur (Garolla ve ark. 2021).
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2.11. Ovulasyon Indiiksiyonu

PCOS’lu hastalarda ovulasyon indiiksiyonunda ilk Once infertilite tetkikleri
bitirilmeli, tiroid fonksiyonlar1 arastirilmali, kilolu hastalara diyet ve egzersizle
zayiflamaya yon gosterilmeli, folik asit (400 pg/giin) Onerilmeli, hastanin uygun
durumuna gore induksiyon protokolu belirlenmelidir. PCOS’taki ovulasyon
indiksiyonunda ama¢ tek bir dominant folikiil gelisiminin basarilmasidir. Amag
ovulasyon i¢in yalniz bir folikiil gelistirmektir. Bu olay1 asagidaki diger iki ovaryan uyar1

seklinden ayirmak gerekir;

i) aciklamas1 olmayan infertilitesi olan hastalarda diisiik ovaryan uyari
yaparak birden fazla folikiil elde edip fertilizasyon sansinin yukseltilmesi,

buda tedavi intrauterin inseminasyon (IUI) ile birlestirilebilir;

i) ovilatuvar kadinlarda birden fazla folikiiliin gelistirilecegi in vitro

fertilizasyon (IVF) tedavi uygulamasidir (Yigit ve ark., 2019).
PCOS Ovulasyon Indiiksiyonunda Kullanilan Haclar

Anti-Ostrojenler (Zeyneloolu ve ark. 2005) Klomifen sitrat anovulasyon
tedavisinde en ¢ok kullanilan ajandir. Klomifen sitrat ile E2 blokaji saglanarak hipofizer
FSH artis1 olmakta ve ovaryan uyar1 saglanmaktadir. Serum FSH diizeylerinde %50 ila
60 artis oldugu bilinmektedir.

Insiilin sensitize eden ajanlar Bircok PCOS’lunun ovaryan bozuklugunun
patofizyolojisinde insulin direnci 6nemli bir rol oynamaktadir. En sik kullanilan ilag

metformindir. Fakat planlanmis ¢aligmalar hala az sayidadir.

Aromataz inhibitdrleri Son yillarda klomifenin yaptigi islevi benzer olarak yapan
aromataz inhibitorlerinin kullanimlar1 daha siklasmistir. Aromataz inhibitorleri
androsteneidionun sirasiyla E2 ve E3’e gevrilmesini engeller. Boylece hipotalamik-
hipofizer yolda 6strojen seviyesini azaltarak gonadotropin salimini ve folikiil uyarimini

artirir.

Gonadotropinler Gonadotropinlerle yapilan birden fazla ovulasyon induksiyonu
protokolleri tanimlanmisken, en sik lowdose-step-up ve low-dose-step-down protokolleri

klinik pratikte uygulanmaktadir.
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Gonadotropinler 6zellikle de FSH, follikiilogenezde biiyiik rol oynamaktadir.
FSH in vitro olarak folikil gelisimi ve devamini saglayabilmektedir. PCOS’lu
hastalardaki fizyolojiyi taklit ederek folikiler fazda folikiiler gelisim sirasinda

gonadotropin dozunu azaltarak uyar1 yapma anlayis1 Fauser tarafindan tanimlanmustir.

2.12. mikroRNA

Onceki yillarda, mesajc1 RNA'nin bilgi kodlama transkriptinden farkli olarak
RNA igin bir dizi 6énemli hiicresel rolii ortaya ¢ikardi (Beringer & Rodnina,
2007). Ribozomal RNA, ribozomun hem yapisal hem de katalitik bir
parcasidir; tRNA'lar, protein sentezi i¢in amino asit kalintilarmi tasirken mesajci
RNA'nin kodonlarinin kodunun ¢6ziilmesinde bilgilendirici bir rol oynar; (Boyd,
2008) spliceozomun kii¢iik niikleer RNA'lar1, birlesme yerlerini tanir ve pre-mRNA
transkriptlerinin doniisiimlii olarak eklenmesini katalize eder ve birkag kigik nikleolar
RNA, diger RNA bazlarinin kovalent modifikasyonunda yer alir. Gen aktivitesinin
dizenleyicileri olarak ¢ok kisa kodlamayan RNA'larin kesfi, neredeyse 15 yil once,
nematod solucani C.elegans'ta larva gelisimini inceleyen arastirmacilarin, mesajci
RNA'nin translasyonunu engelleyebilen kisa RNA transkriptlerini kodlayan bir gen, lin-

4 kesfetmesiyle bagladi.

miRNA kodlayic1 olmayan, 19-25 nikleotid iceren kicuk tek iplikli RNA
parcasidir. MikroRNA'larin ¢ogu, protein kodlayan genleri kopyalayan ayni RNA
polimeraz olan RNA polimeraz II tarafindan iretilen birincil transkriptlerden
(pri-miRNA'lar) iiretilir, ancak genomun tekrarlayan bolgelerindeki bazi mikroRNA'lar,
RNA polimeraz I11 tarafindan kopyalanir (Bracht ve ark., 2004).

Normal Insan Doku ve Hiicrelerindeki miRNA'larin Profilleri

Cesitli insan dokularindan mikroRNA'larm klonlanmasi ve Ol¢liimii hizla
ilerlemistir. En spesifik miRNA ekspresyon modelleri arasinda karacigerde miR-122,
pankreas adacik dokusunda miR-375, hematopoietik sistemde miR-142 ve miR-223 ve
kasta miR-1 ve miR-133 bulunur (Landgraf ve ark., 2007; Poy ve ark., 2004;Sempere ve
ark., 2004) miRNA, mRNA ekspresyonunu baskilayabilmektedir ve protein
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translasyonunu inhibe etmekte rol oynamaktadir. Ayrica miRNA, ekspresyonu
etkileyebilir ve hedef geni degistirebilir ve hiicre biiyiimesini, farklilagsmasini,
proliferasyonunu ve apoptozu, inflamasyonu, stres yanitini ve malign tiimor metastazini
etkileyebilir.(Luo ve ark., 2021)

Bir¢ok galisma, miRNA'larin degismesinin serviks kanseri (Bu ve ark., 2018),
endometriozis, zayif ovaryum yaniti ve kardiyovaskiiler hastaliklarin, baslangicia
katkida bulunabilecegini ve bu nedenle potansiyel tani ve izleme biyobelirtegleri olarak
hizmet edebilecegini gostermistir. PCOS hastalar1 arasinda, serum, yag dokusu, folikiler
stvi, graniloza hucreleri (Naji ve ark., 2017) ve kumulus htcrelerinde birkag miRNA
farkli sekilde eksprese edilmektedir. Bu ylizden bazi miRNA'lar, PCOS'ta anormal
metabolizma, bozulmus oosit kalitesi ve diisiik endometrial reseptivite i¢in yeni
biyobelirtecler olabilir. Ornegin miR-27, miR-125b, miR-184 ve miR-105 progesteron ve
Ostrojen salinimini baskilar ve miR-224 grantloza hucresini dizenler (Zhang ve ark.,
2017).

Disi lireme sisteminde, miR-320a'nin ekspresyon seviyesi, oositlerin geligimi ile
yakindan iligkilidie oosit gelisimi i¢in anormal ekspresyon seviyesinin korunmasi
gereklidir. Arastirmalar, olgun oositlerin daha yiiksek bir miR-320a seviyesi ile iligkili
oldugunu bildirmistir (Scalici ve ark., 2016).

miR-122 — Insulin
miR-323-3p 4 e .\.‘:;
miR-99a Il
miR-483 U-H
miR-194 il.R“
N aaiaiastetatel el § Sttt atata st atatatatatetatatetet
v . . miR-451a
hg_. PI3K \ ,:1;.-3‘23

\ mTOR | miR-33b-5p
/ miR-378a-5p

miR-612 (AKT) s
miR-145 | 8 miR-93
miR-483 ®a miR-320
miR-320 . miR-223
miR-483-5p miR33b-5p
<><><><><><><><><><><><><><><><><><H><><><><><><><><><&“<><>(><><><><><><>
-

Sekil 2.3. mikroRNA’larin sinyal yolaklarina etki mekanizmasi (Luo ve ark., 2021).
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2.13. Sinyal Yolaklar

PI3K-Akt-mTOR yolu, ¢esitli hiicre dis1 sinyalleri birlestirir ve hiicre biiyiimesi,
farklilagmasi, transformasyonu gibi gesitli hiicresel islevleri diizenler. Fosfatidilinositol-
3-kinazin (PI3K) aktivasyonu, tirozin kinaz aktivitesine sahip biiylime faktori
reseptorleri (RTK'ler), G-protein bagli reseptorler (GPCR'ler), Ras gibi onkogenler veya

steroid hormonlarmin nongenomik etkileri yoluyla meydana gelebilir (Li ve ark. 2017).

J Aktive edilmis PI3K, fosfatidilinositol-4,5  bifosfatin  (PIP2)
fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfata (PIP3) doniisiimiinii katalize eder.

o PIP3, Akt dahil olmak tizere birden fazla substrata sahip olan PI3K'ya
bagli protein kinaz 1 ve 2'yi fosforiller.

. TUmOr baskilayici protein PTEN (ten kromozom iizerinde silinen fosfataz
ve tensin homologu), PIP3 ve PIP2'yi fosforilatlayarak PI3K sinyallesmesini negatif

olarak diizenler.

o Akt, glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3), fosfofruktokinaz (PFK), Bad,
kaspaz-9, endotelyal nitrik oksit sentaz, tuberin (TUber6z Skleroz Kompleksi 2, TSC2),
transkripsiyon faktorii FKHRL1 ve timor baskilayici protein gibi proteinlerin

fosforilasyonu ile proliferasyonu, apoptozu ve hiicre biylimesini dizenler.

Insiilin reseptdr substrat1 (IRS) fonksiyonunun inhibisyonu yoluyla PI3K-Akt
yolunun aktivasyonunu bloke eden mTOR ve S6KI'den olusan bir negatif feedback

dongiisii karakterize edilmistir.

2.13.1. PI3K-AKkt sinyal yoluna genel bakis

PI3K-Akt sinyal yolunun aktivasyonu

Yapisina ve substrat tercihine gére PI3K protein ailesi 3 smifa (I, II ve III)
ayrilabilir. Smuf I PI3K, temel fizyolojik ve patolojik rolleri nedeniyle en ¢ok
incelenmistir. Sif I PI3K, bir diizenleyici alt birimden ve bir katalitik alt birimden olusan
heterolog dimerler icerir. Katalitik alt birim, karsilik gelen baglanma bdlgeleriyle

etkilesime girer ve SH2 ve SH3 alanlarini igeren p85 olarak adlandirilir. Cogu zaman,
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simif I PI3K, p85'in kendi kendini inhibisyonu nedeniyle ¢ok az kinaz aktivitesine sahiptir.
Bununla birlikte, PI3K kinaz aktivitesi gosterebilir ve ayrica bir fosfat grubunu 3-
fosfatidilinositole (PI) transfer ederek PI-3-fosfat ve PI-3,4-difosfat veya PI-3,4,5-
trifosfat olusturur, hiicre proliferasyonu, adezyonu ve gocu Uzerinde onemli etkileri
vardir. PI3K'nin aktivasyonu, biiyiik ol¢iide, plazma zarinin alt tabakasma yakin ig
tarafinda meydana gelir. Insiilin ve sinyal bilesikleri gibi ¢esitli bilyiime faktdrleri PI3K

sinyal yolunu aktive edebilir. Reseptor aktive edildiginde, otofosforile olur.

Reseptorler lizerindeki fosforillenmis kalintilar, PI3K'nin p85 alt birimleri igin bir
baglanma yeri saglayabilir. Baglandiktan sonra, belirli i¢ veya dis uyaranlarla fosforile

reseptor, protein baglanmasina aracilik eder (Li ve ark. 2017).

2.13.2. Sinyal yolunda Akt"in roli

PI3K'nin aktivasyonu, plazma zarinda ikinci haberci, PI-3,4,5-trifosfat (PIP3)
iiretebilir. PIP3, pleckstrin homoloji alan1 yoluyla Akt ve fosfoinositide bagimli kinaz 1
(PDK1) ile birlesir. PDK1 tarafindan fosforile edilen Akt Ser308, Akt'yi aktive edebilir.
Fosforillenmis enzimler, kinazlar, down stream transkripsiyon faktorleri ve diger
faktorler, glikoz metabolizmasini uyararak, apoptotik kaskadin aktivasyonunu onleyerek
ve hiicre hayatta kalmasini tesvik ederek hiicre fonksiyonunu diizenleyebilir. Sinyal
Yolunda PTEN'in inhibisyonu Kromozom 10'da silinen fosfataz ve tensin homologu
(PTEN), negatif diizenleyici olarak islev goriir ve 30 fosfat1 PIP3'ten uzaklastirarak, tiim
asag1 akig sinyal olaylarmi durdurabilen PI-3,4-bifosfat (PIP2) Uretir. Bununla birlikte,
PTEN, Akt'yi engellemekten ¢ok daha fazla igleve sahiptir. VVicuttaki PIP2, fosfolipaz C
(PLC-b) tarafindan fosforile edilebilir ve 2 6nemli ikinci haberci iiretir: 2-deoksiglukoz
(DG) ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3). IP3, ligandlarin reseptorlerini aktive etmek ve hiicre
ici kalsiyumu yiikseltmek icin ligandlarla birlesebilir. Sitoplazmik zar tizerindeki DG,
down stream molekiillerini fosforile edebilen ve farkli etkiler iiretebilen protein kinaz C'yi
(PKC) aktive edebilir. Defosforile edici PIP2, fosfolipaz D ve seramid-1-fosfat icerenler
dahil olmak uzere gesitli lipid metabolizmasi enzim aktivitelerine de katilabilir. Boylece
hiicre fonksiyonlarini genis 6lgiide etkileyebilir. Bazi bilim adamlari, hiicrelerde diisiik

PTEN ekspresyonunun daha fazla Akt protein fosforilasyonuna izin verdigini gosterdi.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. PCOS Olusturulmasi ve Deney Prosedir

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
(PAUHADYEK-2022/30) numarasiyla onaylanmistir (EK 1). Calismamizda Pamukkale
Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen 24
adet Sprague Dawley erigkin disi sigan kullanilmistir. Deney protokolii siiresince; siganlar
21 £ 1 °C oda sicakliginda, rutubeti (65-70%) kontrol altinda tutulan 12 saat 1g1k-karanlik
cevrimi olan sessiz bir oda i¢inde, ayr1 kafeslerde tutuldu. Deney gruplarma, giinliik
dizenli olarak igme suyu (¢esme suyu) ve standart sigan yemi (pelet yem) verilerek ad
libitum olarak beslendi. Sigan agirliklar1 (200-250qgr) 6lciildikten sonra rastgele olarak 3

gruba ayrilarak isaretlendi.

I. Grup (n:6) Kontrol Grubu (K): Bu gruptaki siganlara 28 glin boyunca %0,9 izotonik
soydum kloriir (1mg/kg) ile gavaj uygulandi.

I1. Grup (n:9) PCOS Grubu (PCOS): Bu gruptaki siganlara PCOS olusturmak i¢in
Letrozol kullanildi. Siganlara 25 giin boyunca (Img/kg) Letrozol (¢6ziici olarak %0,9
izotonik soydum kloriir) ile gavaj uygulandi. (Femara, Teng 2019)

. Grup (n:9) PCOS + Ovulasyon Indiiksiyonu Grubu (PCOS +0l): Letrozol ile PCOS
olugturulan hayvan modeli grubuna 25. giin 150-300 IU/kg gebe kisrak serum
gonadotropini (PMSG, Adooq Bioscience) intraperitoneal enjeksiyonu kullanilarak
stiperoviilasyona tesvik edildi. 48 saat sonra 150-300 1U/kg insan koryonik gonadotropini
(hCG) (Ovitrelle, Merck) intraperitoneal olarak enjekte edildi (Hino ve ark., 2020).

hCG uygulamasindan 17-19 saat sonra, siiperoviile edilmis sicanlara anestezi uygulandi.
Sicanlara anestezi islemi, 50 mg/kg ketamin ve 5-10 mg/kg ksilazin hidroklorid ile

intraperitoneal olarak saglandi. Genel anestezi altindaki siganlardan, kan 6rnekleri alinip
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ELISA yontemiyle FSH, Testosteron, E2 degerlerine bakildi. Sicanlarin her iki over
dokusu alindi. Sag over dokusu histopatoloji igin ayrilirken, sol over dokusu PCR
analizleri icin trizole konup -80’e kaldirildi. Alinan sag over dokular1 %10 formaldehitte
tespit edildikten sonra rutin doku takibinin ardindan kesitler alinarak hematoksilen eozin
boyanip ilk degerlendirme yapildi. Dokularda PI3K, p-PI3K, AKT, p-AKT reaksiyonlar1
immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Sigan ovaryum mRNA ve miRNA eldesi
yapildiktan sonra reverse transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

kullanildi ve degerlendirme yapildi.

3.2. Vajinal Smear Uygulamasi

Deney prosediirii olusturulduktan 13 giin sonra 24 si¢an i¢in her giin saat 10.00’da

vajinal smear yapildi ve 6strus sikluslar1 gozlemlendi.

Vajinal yaymada her si¢an igin serum fizyolojik, steril pastor pipeti ve lam
kullanildi. Vajinal yayma 6rneklerini alirken siganlar kuyruk ve kuyruk dibinden tespit
edildi ve kaldirilarak kafasi asagiya gelecek ters bir bi¢cimde tutuldu (Cora ve ark., 2015).
Vajinal kanaldan hicre toplamak icin, pipete 0,2 ml serum fizyoloji ¢ekildi. Damlaligin
ucu vajinal delige yaklasik 5-10 mm derinlikte hafif¢ce sokuldu ve ardindan vajinaya
akitildi ve 2 veya 3 kez geri ¢ekildi. Vajinal acikliga yerlestirirken ve siviy1 bosaltirken,
servikal stimilasyonu &nlemek icin ucu cok derine sokmamaya 6zen gosterildi.
Numuneden kucik bir damla ince bir tabaka (smear) halinde lam Uzerine esit bir bicimde
yayildi ve acik havada kurumaya birakildi (Macdonald ve ark., 2014). Kuruyan lamlar
daha sonra Diff Quick boyama seti ile boyand1 (Makker ve ark., 2012).

Diff Quick Boyama

1. Metanol (fiksasyon) 3dk bekletildi.

2. Xanthene (eozinofilik) 2 dk bekletildi.

3. Thiazine (bazofilik) 2 dk bekletildi.

4. Cesme suyunda 2 sn fazla boyanin giderilmesi i¢in tutuldu.

5. Havada kurutulmaya birakildi.
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Vajinal smear preparatlar1 boyama islemi tamamlandiktan sonra 151k mikroskobu
altinda incelendi. Hiicreler 10°luk 20°1ik ve 40’lik biiylitmede degerlendirildi (Sekil 3.1.).
Ostrus siklusu evreleri prodstrus, metdstriis ve didstriis olarak siniflandirildi. Incelenen
hiicrelerin yogunluguna gore degerlendirme yapildi. Hicre gozlemlenmedi ise <°0°’,
birkag hiicre gozlemlendi ise “’+”’, orta sayida gozlemlendi ise “’++°, yogun gézlemlendi

ise “’+++” olarak degerlendirildigi Tablo 3.1. de goriilmektedir (Cora ve ark. 2015).

Rat

s
s

Sny1s30%¢
SNu153089

Leukocytes Nucleated Epithelial Cells Comnified Epithelial Cells
Sekil 3.1. Ostrus sikluslarmin dairesel grafigi. Hiicre tiirlerinin temsili ve oranlarinm &strus

siklusunda 4 asamasi. (Cora ve ark., 2015)

Tablo 3.1. Vajinal smearde hiicre tiplerinin kismen numaralandirilmasi ve hiicre
tiplerinin 6strus siklusunun asamalar1 (Cora ve ark., 2015).

Siklus Nétrofil Kiguk niikleuslu  Buylk nikleuslu  Cekirdeksiz
epitel hiicreler epitel hiicreler keratinize epitel

hicreler

Prodstrus 0 veya + ++ veya +++ 0 veya + 0 veya +

Ostrus

Rat 0 veya + 0 veya ++ 0 veya ++ ++ veya +++

Mouse 0 veya + 0 veya + 0 veya + ++ veya +++

Metdstrus

Rat + veya +++ + veya ++ + veya ++ +veya +++

Mouse + veya +++ 0 veya + 0 veya + ++ veya +++

Didstrus ++ veya +++ + veya ++ + veya ++ 0 veya +

Not: 0 =hiicre yok; + = birkag hiicre; ++ =orta seviyede hiicre; +++ = yilksek seviyede hiicre.
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Ostrus Siklusunun Evreleri ve Hicreleri

Siganlarda 4-5 gun stiren Ostrus siklusunun evreleri lamda gorilen hicreler ve
yogunluguna gore belirlendi. Siklus, prodstrus, Ostrus, medstrus ve didstrus olmak tizere

dort asamaya ayrilir (Sekil 3.2.).

Prodstrus ortalama 14 saat siiren bir asamadir. Belirgin olarak kii¢iik, yuvarlak,
cekirdekli epitel hiicrelerinin varligi ile gozlenir. Genellikle birbirine bagli kiimeler
(Uztm salkimlar1) halinde goriiliirler. Tipik olarak notrofil goriillmemekle birlikte kismen

siklus gecislerinde goriildiigii olmustur.

Ostrus 24 ila 48 saat arasmda degisen bir asamadir. Cogunlukla g¢ekirdeksiz
keratinize epitel hiicrelerinin varligiyla goézlemlenmesine ragmen cekirdekli epitel
hicreleri de g6zlenebilir ve nétrofiller yoktur veya ara sira geg¢ Ostrus doneminde gozlenir.
Sicanlarin ge¢ 6strus doneminde, notrofillerin ve metdstrusun ortaya ¢ikmasidan dnce,
daha fazla sayida cekirdekli epitel hiicresi ortaya ¢ikar. Bu hiicreler kiiclikten biiyiige;

yuvarlak, oval veya ig seklinde, diizgiin veya diizensiz kenarli olmaktadir.

Metdstrus 6-8 saatlik kisa bir asamadir. Metdstrus, ¢ekirdeksiz keratinize epitel
hicreleri ve nétrofillerin bir kombinasyonu ile karakterize edilir. Erken metdstrus
doneminde, nétrofiller epitel hiicreleri arasinda dagilmistir ve bazen siki bir sekilde bir
araya toplanmis veya hiicrelerin etrafinda kiimelenmistir; epitel hiicreleri genellikle
baskindir ancak nétrofillerle esit oranda olabilir. Medstrus ilerledik¢e nétrofillerin sayisi
cok artar. Notrofil ve epitel hiicre sayilari, didstrusa gegisten 6nce, smear hiicreselliginde

azalmayla birlikte ge¢ metdstrus ile azalir.

Diostrus, ortalama 2-3 giin suiren dstrus siklusunun en uzun asamasidir. Bu asama,
hayvanin metostrus disina gegisi sirasinda ¢ekirdegini kaybetmis Keratinize epitel
hiicrelerinin miktarinda 6nemli bir azalma (ancak yoklugu olmasi sart degildir) ile
karakterize edilir. Notrofiller, kiigiik ve biiyiik ¢ekirdekli epitel hiicreleri ve az sayida
cekirdeksiz keratinize hicre kombinasyonu ile genel hiicresellik orta ila diisiik
dizeydedir. Notrofil sayilar degisebilir ancak genellikle epitelyal hiicrelere gore sayica
daha yiiksektir ve smearlar bazen yalnizca notrofiliktir. Bazen erken didstrus doneminde
notrofiller hala kiimeler halinde gérinebilir. Geg didstrus doneminde epitel hiicreleri daha
yuvarlak hale gelebilir veya kigclk Obekler halinde organize olabilir, bu da ertesi giin
proostrusun gostergesidir; ancak nétrofiller yine de tutarli bir sekilde gdzlemlenecektir

(Cora ve ark 2015).
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Proestrus

Estrus

Metestrus

Diestrus

Sekil 3.2. Ostrus siklusu evreleri ve goriilen hiicreler. <« ile gésterilen bilyiik niikleuslu epitel
hicreleri < ile gosterilen cekirdeksiz keratinize epitel hiicreleri % ile gosterilen nétrofil

hiucreleri, > gosterilen kiiciik nuikleuslu epitel hiicreleri gostermektedir. Diff Quick boyama 20X
ve 40X blyutme.

3.3. ELiSA Yontemi

50 mg/kg ketamin ve 5-10 mg/kg ksilazin hidroklorid ile intraperitoneal olarak
anestezi uygulanan siganlardan intrakardiyak olarak kanlar tiiplere toplandi ve etiketlendi.
Ornekler 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi ve 4000 devirde 15 dakika boyunca
santriftj edildikten sonra slipernatant toplandi. Elde edilen serumlar tiplere ayrilarak
calisma giiniine kadar -80 derecede etiketlenerek saklandi. Caligma giinii numuneler oda
sicakhigma getirildi. Elde edilen serumlardan ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) yontemi kullanilarak Follicle stimulating Hormone (FSH) (BT LAB, Rat FSH,
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ELISA Kit), Estradiol (E2)(BT LAB, Rat E2 Hormone, ELISA Kit) ve Testosterone (T)
(BT LAB, Rat T Hormone, ELISA Kit) degerlerine bakildi. Test prosediiriine gore
uygulandiktan sonra 450 nanometrede (nm) Biotek EIx800 Mikroplaka okuyucu (BioTek
Instruments Inc., USA) kullanilarak kuyucuklarin absorbans degerleri okundu. Gen5 data

analiz programi ile serum absorbans degerleri kullanilarak konsantrasyonlar hesaplandi.

3.3.1. Follicle Stimulating Hormone (FSH) dl¢ctiimd

Soliisyonlar ve reaktifler kit prosediiriine gore hazirlandi. 25X yikama tamponu
1X olacak sekilde steril distile su ile seyreltildi. Konsantrede kristaller tamamen eriyene
kadar hafifce karistirildi. Calismaya baslamadan once standart soliisyonlar ticari kit
prosediiriine gore olusturuldu. 25.6 mlU/ml standart stok soliisyonu olusturmak i¢in 150
ul standart ve 150 pl standart seyreltici kullanildi. Sirasiyla 12.8, 6.4, 3.2, 1.6 ve 0.8
mlU/ml solusyonlar Gretmek icin standart stok solisyonu (25.6 mlU/ml) 1:2 standart
seyreltici ile seri olarak seyreltilerek ¢ift standart kuyucuklar1 olusturuldu. 25X yikama
tamponu 500 ml hazirlamak i¢in 480 ml distile su icerisine 20 ml yikama tamponu

eklendi.

Biyotinlenmis antijen hazirlamak i¢in total 6 ml biyotinlenmis antijen
seyrelticisine 1 ml biyotinlenmis antijen soliisyonu eklendi ve 10 dk hazir hale gelmesi
icin beklendi. Avidin-HRP soliisyonu diisiik hizda santrifiij edildi ve avidin-HRP
seyrelticisinin i¢ine tamamen bosaltildi. Totalde 6 ml stok soliisyon hazirlandi ve 10 dk

hazir hale gelmesi i¢in beklendi.
Assay Prosediri:
1. Calismaya baslamadan 6nce kitler, malzemeler ve numuneler oda sicakligma getirildi.

2. Testte kullanilacak seritler kit ¢ercevesine yerlestirildi. FSH degerinin 6l¢ctimii ikili

kontrol olarak yapilda.
3. Standart kuyulara sirasiyla hazirlanan standartlar 50 pl olarak eklendi.
4. Numune kuyularina 50 pl numune eklendi.

5. Numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pl biyotinlesmis antijen eklendi ve plaka
kapaticisiyla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.
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6. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar 5 kez hazirlanan yikama tamponu ile yikandi Her

yikama 30 saniye ila 1 dakika siireyle 300 pl yitkama tamponu ile kuyucuklar yikandu.

7. Numune kuyularma ve standart kuyulara 50 pl avidin-HRP eklendi ve plaka
kapaticisiyla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 5 kez hazirlanan yikama tamponu ile yikandi. Her
yikama 30 saniye ila 1 dakika siireyle 0,35 ml yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.
9. Her kuyuya 50 pl substrat A ve substrat B soliisyonu eklendi.

10. Karanlikta 37 °C’de 10 dakika boyunca yeni bir plaka kapatici ile kaplanmis olarak
inklbe edildi.

11. Her kuyucuga 50 pl durdurma (stop) soliisyonu eklendi. Soliisyon eklendikten sonra

mavi renk sar1 renge doniistii.

12. 450 nm’de mikroplaka okuyucu ile her kuyunun optik yogunlugu (OD degeri)
belirlendi.

13. Sonuglar hesaplanarak analiz edildi.

3.3.2. Estradiol (E2) 6lcimi

Soliisyonlar ve reaktifler kit prosediiriine gore hazirlandi. 25X yikama tamponu
1X olacak sekilde steril distile su ile seyreltildi. Konsantrede kristaller tamamen eriyene
kadar hafifce karistirildi. Calismaya baslamadan once standart soliisyonlar ticari kit
prosediiriine gore olusturuldu. 3200ng/L standart stok soliisyonu olusturmak igin 150 pl
standart ve 150 pl standart seyreltici kullanildi. Sirasiyla 1600, 800, 400, 200 ve 100ng/L
solusyonlar Gretmek icin standart stok soliisyonu (3200ng/L) 1:2 standart seyreltici ile
seri olarak seyreltilerek cift standart kuyucuklari olusturuldu. 25X yikama tamponu 500

ml hazirlamak i¢in 480 ml distile su igerisine 20 ml yikama tamponu eklendi.

Biyotinlenmis antijen hazirlamak i¢in total 6 ml biyotinlenmis antijen
seyrelticisine 1 ml biyotinlenmis antijen soliisyonu eklendi ve 10 dk hazir hale gelmesi
icin beklendi. Avidin-HRP soliisyonu diisiik hizda santrifiij edildi ve avidin-HRP
seyrelticisinin i¢ine tamamen bosaltildi. Totalde 6 ml stok soliisyon hazirlandi ve 10 dk

hazir hale gelmesi igin beklendi.
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Assay Prosediri:
1. Caligmaya baglamadan once kitler, malzemeler ve numuneler oda sicakligina getirildi.

2. Testte kullanilacak seritler kit ¢ercevesine yerlestirildi. E2 degerinin ol¢timi ikili

kontrol olarak yapildi.
3. Standart kuyulara sirasiyla hazirlanan standartlar 50 ul olarak eklendi.
4. Numune kuyularia 50 pl numune eklendi.

5. Numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pl biyotinlesmis antijen eklendi ve plaka
kapaticisiyla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 5 kez hazirlanan yikama tamponu ile yikandi. Her

yikama 30 saniye ila 1 dakika siireyle 300 pl yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

7. Numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pl avidin-HRP eklendi ve plaka
kapaticisiyla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar 5 kez hazirlanan yikama tamponu ile yikandi. Her
yikama 30 saniye ila 1 dakika siireyle 0,35 ml yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.
9. Her kuyuya 50 pl substrat A ve substrat B soltisyonu eklendi.

10. Karanlikta 37 °C’de 10 dakika boyunca yeni bir plaka kapatici ile kaplanmis olarak
inklbe edildi.

11. Her kuyucuga 50 pl durdurma (stop) soliisyonu eklendi. Soliisyon eklendikten sonra

mavi renk sar1 renge doniistii.

12. 450 nm’de mikroplaka okuyucu ile her kuyunun optik yogunlugu (OD degeri)

belirlendi.

13. Sonuglar hesaplanarak analiz edildi.

3.3.3. Testosteron dlcimi

Reaktifler ve soliisyonlar kit talimatlarina gore hazirlandi. 25X yikama tamponu
1X olacak sekilde steril distile su ile seyreltildi. Konsantrede kristaller tamamen eriyene
kadar hafifce karistirildi. Calismaya baslamadan Once standart soliisyonlar ticari kit

prosediiriine gore olusturuldu. 1600ng/L standart stok soliisyonu olusturmak i¢in 120 pl
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standart ve 120 pl standart seyreltici kullanildi. Sirasiyla 800, 400, 200 ve 100ng/L
solusyonlar Gretmek igin standart stok solisyonu (1600ng/L) 1:2 standart seyreltici ile

seri olarak seyreltilerek ¢ift standart kuyucuklar1 olusturuldu.
Assay Prosediri:
1. Caligmaya baglamadan once kitler, malzemeler ve numuneler oda sicakligina getirildi.

2. Testte kullanilacak seritler kit ¢ercevesine yerlestirildi. T degerinin 6l¢iimii ikili kontrol

olarak yapild1.
3. Standart kuyulara sirasiyla hazirlanan standartlar 50 pl olarak eklendi.
4. Numune kuyularma 40 pl numune eklendi.

5. Numune kuyularmma 10 upl anti-T antikoru eklendi. (Standart ¢Ozelti biyotinlenmis
antikor i¢erdigi i¢in, standart kuyuya antikor eklenmemektedir.)

6. Numune kuyularina ve standart kuyulara 50 ul streptavidin-HRP eklendi ve plaka
kapaticisiyla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

7. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar 5 kez hazirlanan yikama tamponu ile yikandi. Her
yikama 30 saniye ila 1 dakika slreyle 0,35 ml yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.
8. Her kuyuya 50 pl substrat A ve substrat B soliisyonu eklendi.

9. Karanlikta 37 °C’de 10 dakika boyunca yeni bir plaka kapatici ile kaplanmis olarak
inklbe edildi.

10. Her kuyucuga 50 pl durdurma (stop) soltisyonu eklendi. Soliisyon eklendikten sonra

mavi renk sar1 renge doniistii.

11. 450 nm’de mikroplaka okuyucu ile her kuyunun optik yogunlugu (OD degeri)

belirlendi.

12. Sonuglar hesaplanarak analiz edildi.

3.4. Trizol Reagent ile Total RNA Izolasyonu

MRNA ve miRNA diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla
batun gruplarda RNA izolasyonu Trizol Reagent ile gerceklestirildi.
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o Homejenize edilmis dokulardan her bir doku basina 500 ul olacak sekilde
Trizol ependorf tuplere (1 ml'lik) transferi yapildi.

o Her bir ependorf tiipe 200 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlendikten
sonra tekrar oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakildi.

o Sogutmali santrifiij ile +4°C* de 15.000 g’de 20 dk santrifiij edildi ve

renksiz olan Ust faz toplanip, ayr1 ependorf tiiplere alind.

. Toplanan iist fazin tizerine 500 pl izopropanol eklendi, pipetlendi ve 10 dk

oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
o +4°C’de 15.000 g’de 30 dk santrifiij edildi.

o Peletin iizerine %70’lik etanol konuldu ve +4°C’de 12.000 g’de 10 dk
santrifdj edildi.

o Stipernatant atilip, pelet kisa bir stire hava ile kurutuldu.
o Pellet 40 pul RNase-DNase free su ile c¢6zinmesi basamaklari
gergeklestirildi.

Izole edilen RN A'nim konsantrasyonu ve saflig1 Nanodrop cihazi (Termo) yardimi
ile gergeklestirilmistir. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin 6l¢iilmesi isleminde oncelikle
uygun konsantrasyonlarda (cihazin 6lgebilecegi RNA konsantrasyon araligi 2-3000
ng/ul'dir) sulandirilan RNA o6rnekleri, 1ul RNAse free su ile Nanodrop cihaz kaidesi
Uzerine bir damla halinde pipetlenip ve bilgisayardaki program analizi ile kor alindiktan

sonra, 1ul olacak sekilde pipetlenip 230, 260, 280 nm'de okundu.

3.5. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi ABM OneScript Plus cDNA Synthesis
Kit with OneScript Plus RTase (CatNo:G236) ile oligo d(T) primeri ve Revers
Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak iiretici firmanin protokolii dogrultusunda

gerceklestirildi.
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Protokol:
1. Kullanmadan 6nce tek tek bilesenleri iyice ¢oziildii ve karistirildi.

2. Rt buffer, dNTP, primerler ve enzimden bir ependorfta mix hazirlandi. Kisa bir
santrifiij edilerek karisim saglandi. MIRNA i¢in Cdna sentezinde Dntp yerine
Oligo(Dt) eklendi ve her miRNA’ya spesifik stemloop eklendi.

3. RNA’lar kit protokoliine gore en yiiksek konsantrasyondan hesaplanip etiketlenen
ependorflara konuldu.

4. Iginde RNA olan ependorflara hazirladigimiz mix esit olarak dagitildi.
5. Enson hacim 20 pl olacak sekilde niikleaz-free water ile tamamlandi.

6. Protokole uygun olarak 50-55°C'de 15 dakika, 85°C'de 5 dakika inkiibe ederek cDNA
sentezi gergeklestirildi.

3.6. Gergek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT- PCR)

Calismada 96 kuyucuklu Thermo Scientific PikoReal 96 cihaziyla PCR yapild1.
miRNA-451a, miRNA-33b-5p, miRNA-378a-5p, miRNA-486-5p miRNA-140, miRNA-
320a ekspresyonlar1 RT-PCR kullanilarak saptanmustir. ilgili hiicre dizininden TRI-
Reagent kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmis olup takiben elde edilen RNA’larin
miktar ve Kalitesi bulunmustur. Sonrasinda, total RNA’lardan c¢cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. lgili miRNA'larin ve referans—housekeeping miRNA olan U6 ile
RT-PCR ile ekspresyon analizi gergeklestirildi.

RT-PCR Protokoli

1. Initial denaturation 95°C’de 300 saniye 1 siklus
2. Denature 95°C’de 10-30 saniye 40 siklus

3. Anneal 55-68°C’de 10-60 saniye 40 siklus

4. Extend 72°C’de 2-5 saniye/step 1 siklus
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GEN NO SEMBO | GEN ADI PRIME | Sequence (5'->3") Produ
L R ct
length
NM_00101401 | Ushl U6 snRNA F > | GCAGGAACTACAGGAAATT | 130
3.1 biogenesis R > | GTGG
phosphodiester ATGGCACAAGGCTCACTTCA
ase 1
NR_031955.1 | Mir451 | rno-mir-451 F > | GCGGAAACCGTTACCATTAC | 72
R > | GTAATGGTAACGGTTTCCGC
NR_031945.1 | Mir320 | rno-mir-320a F > | GCGGGCCTTCTCTTCCCGGT | 82
a R > | ACCGGGAAGAGAAGGCCCG
C
Mir486- | rno-miRNA- F > | GCGGTCCTGTACTGAGCTGC
5p 486-5P R > | GCAGCTCAGTACAGGACCGC
NR_037335.1 | Mir378 | rno-miR-378a- | F > | GCCTCCTGACTCCAGGTCC 113
a-5p 5p R > | GGACCTGGAGTCAGGAGGC
NR_031847.1 | Mir33b | rno-mir-33b F > | GCGGGTGCATTGTAGTTGC 69
R > | GCAACTACAATGCACCCGC
NR_031779.1 | Mir140 | rno-mirl40 F > | GCGGCAGTGGTTTTACCCTA | 99
R > |T
ATAGGGTAAAACCACTGCCG
C

Not: F:forward, R: reverse.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=62078754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=62078754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_031955.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=RGCN33T0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_031945.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RGCWM90C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037335.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=19&RID=RGD6GA31013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_031847.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RGDBBVT2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_031779.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RGDEH4TY013
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3.7. Histopatolojik Inceleme

3.7.1. Fiksasyon

e Notral tamponlanmis formalin soliisyonu:

e %40’k formalin

e 100ml Distile su

e 900ml Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat
e 4 gr Sodyum fosfat, dibazik, anhidréz 6.5 gr

Fiksatif i¢in nétral tamponlanmis formalin soliisyonu hazirlanirken distile su,
%40’lik formalin, sodyum fosfat monobazik monohidrat ve sodyum fosfat dibazik
anhidr6z yukarida belirtilen miktarlarda karistirilip, Ph metre ile 6l¢iim yapilarak Ph
degerinin 6,5 olmasi1 saglandi. Her denekten alinan dokular farkli kaplarda olacak sekilde
kaplar numaralandirildi ve etiketlendi. Kaplar igerisine hazirlanan fiksatif soliisyonu esit
miktarlarda aktarildi. Fiksatif miktar1 dokunun en az 100 kat1 olacak sekilde eklendi.

Alinan dokular 7 giin formaldehitte fikse edildi.

3.7.2. Doku takip yontemi

1.Alinan dokular 72 saat formaldehitte bekletildi.
2.Akarsuda 60 dakika yikand1.

3.%70 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.

4.%80 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.

5.%90 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.

6.90100 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.

7.Ksilen | de 1 saat bekletildi.

8.Ksilen Il de 1 saat bekletildi.
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9.Parafin | de 1 saat bekletildi.
10.Parafin Il de 1 saat bekletildi.

11.Dokulara parafine gomme ve etiketleme islemi yapildi.

3.7.3. Hematoksiklen-Eozin boyama

Dokular etlivde 1 gece boyunca deparafinizasyona ugratildi. Hematoksilen-Eozin
boyama yontemi kullanilan etil alkol soliisyonlari, %100 etil alkol (Ethanol, IsoLab) ve
distile su kullanilarak %96,%80,%70,%50 oranlarda hazirlandi. Kullanilacak ksilen
(Xylol, Isimerengemisch, Supelco) miktari kaplara almarak kullanima hazir hale getirildi.

Etiivden alinan dokular sirasiyla su asamalardan gecirildi:
1.Ksilen | (seffaflastirma amaci ile) de 30 dakika bekletildi
2. Basamak KsilenlI’de 30 dakika bekletildi
3. Basamak %100 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
4. Basamak %90 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
5. Basamak %80 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
6. Basamak %70 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
7. Basamak %50 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
8. Basamak Distile suda 10 dakika bekletildi
9. Basamak Hematoksilende 3 dakika bekletildi
10. Basamak Akan suda 1 dakika yikandi
11. Basamak Asit-alkol batirip ¢ikarma
12. Basamak Akan suda yikandi
13. Basamak Amonyak batirip ¢ikarma
14. Basamak Akan suda yikandi
15. Basamak Eozinde 3 dakika bekletildi

16. Basamak %50 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
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17. Basamak %70 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
18. Basamak %380 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
19. Basamak %90 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
20. Basamak %100 etil alkol’de 5 dakika bekletildi
21. Basamak Ksilenl’de 5 dakika bekletildi

22. Basamak KsilenlI’de 5 dakika bekletildi

23. Basamak Ksilen den alinan lamlar {izerine entellan (Merck) damlatildi. Hava
kabarcig1 birakilmayacak sekilde lamellerle kapatilarak 151k mikroskobunda incelenmeye

hazir hale getirdi.

3.7.4. Folikul saymm yontemi

Doku takibinin ardindan ovaryum dokular1 parafin bloklara gémiildiikten sonra
mikrotom cihaziyla 5 mikronluk seri Kesitler alindi. Tim siganlarin ovaryum
dokularindan 1., 5. ve 10. kesitler su banyosunda bekletildikten sonra pozitif yiikli
lamlara alind1 ve tasima sepetine yerlestirildi. 1 gece 37C°de inkibatorde bekletildi.
Hematoksilen-Eozin boyama uygulandiktan sonra 1sik mikroskobu ile folikiil sayildi.
Folikiil sayiminda primordial, primer, sekonder, tersiyer ve atretik folikiillerin sayimi
yapildi. Ayrica overlerde bulunan korpus lutemlarm sayimida yapildi. Asagida belirtilen

kriterlere gore folikiil siiflandirmasi yapildi.

o Primordial Folikil: Oosit etrafinda tek kath yassi graniiloza

hicreleri ile cevrili,

o Primer Folikil: Oosit etrafinda tek kath kiibik graniiloza hiicreleri
ile cevrili,

o Sekonder Folikil: Oosit tek tabakadan fazla kibik graniloza

hucreleri ile cevrili ve antral boslugu bulunmayan folikiiller,

o Tersiyer (Graaf) Folikul: Oositin etrafi ¢ok katli kiibik graniuloza
hicreleriyle cevirili, antum boslugu ve muhtemelen kumulus ooforus, teka

tabakasi1 bulunan folikiller,
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J Atretik Folikil: Ovulasyon olmadan dejenerasyon siirecine girmis
folikiil, oosit niikleusu kiigtiliip biiziilmiis, kromozomlar ve sitoplazma erimis,
graniiloza hiicre tabakasi azalmis ve folikiiler membran hiicreleri hipertrofik olan

seklinde degerlendirilmistir.

3.7.5. Immunohistokimyasal boyama yéntemi

Doku takip yontemi tamamlanan doku bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 pm’

lik kesitler almip, kesitler benmariye birakildi. Ardindan uygulanan protokol sirasi

asagidaki gibidir:

1.

2.

10.

11.

Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagima sepetine yerlestirildi.
Lam tagima sepeti etiivde 60 °C’de 1 gece bekletildi.

Ksilende, deparafinizasyon islemi i¢in 1 saat bekletildi.

Ksilenden ¢ikarilip havada kurutularak PAPPEN ile dokular isaretlendi.

Kesitler sirastyla %100, %96, %80, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ser dakika
bekletildi.

Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika siireyle yikandi.

Antijen retrieval islemi i¢in Onceden hazirlanmis ve 37°C’de bekletilen Tripsin

soliisyonu (200cc PBS + 0,2gr Tripsin) ile 37°C’de 30 dakika bekletildi.
10 dakika PBS’de birakild1.

Dokulardaki endojenperoksidaz aktivitesi, %30’luk H202: Metanol (1:9) karigimi ile
10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.

Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikanan kesitler, tizerlerine ilave edilen serum

bloklama solisyonu ile 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler Uzerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night yapild.
Butln primer antikorlar distile su ile dilie edildi. Bu ¢alismada kullanilan primer
antikorlar  PI3K(FineTest, FNab06416,dilite 1:50,China), p-PI3K(FineTest,
FNab06422,dilie 1:50,China), AKT(FineTest, FNab00271,dilie 1:200,China),p-
AKT (FineTest, FNab06402,dilte 1:100,China)dir.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren, biotinlenmis

afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edildi.

Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmis sekonder antikorlara kolayca
baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA) 10 dakika
kadar muamele edildi.

Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyast DAB (Thermo Scientific)

ile 3- 10 dakika kadar muamele edildi.

Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gozlenmesi icin kesitlere hematoksilen ile zit
boyama yapild.
Kesitler akan suda yikanir ve sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100’ lLik etil alkol

serilerinde 2’ ser dakika bekletildi.
Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen I ve ksilen II’de 2 ser dakika bekletildi.
Ksilenden alinan dokularn tizeri kurumasi beklenilmeden entellan ile kapatildi.

Boyanmanin degerlendirilmesinde asagidaki skala kullanildi. (+++): kuvvetli
boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-): ¢ok zayif

boyanma, (-): boyanma yok.

3.8. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.))

paket programiyla analiz edilmistir. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma,

ortanca, c¢eyrekler arasi aralik (CAA) ve en kiiclik-en biiyiik degerler olarak ifade

edilmistir. Bagimsiz grup farkliliklarmin karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis Varyans

Analizi (post hoc: Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi) kullanilmistir. Tim

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvan Agirhklar Bulgulan

Kontrol grubundaki siganlarin baslangigtaki ortalama viicut agirhig: 203 + 14,86
gr, PCOS grubunun baglangig¢ ortalama agirhigi 196,38 + 7,31 gr ve PCOS+OI grubunun
baslangigtaki ortalama viicut agirhigi 203 + 14,36 gr olarak 6lgiildii. Gruplarin baslangig
agirhiklar1 karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 goriildi (p>0,05). Deney sonunda ortalama viicut agirliklar1 kontrol grubunda
249,17 + 17,62 gr, PCOS grubunda 260,5 + 10,98 gr ve PCOS+OI grubunda 261,33 +
22,49 gr olarak 0l¢iildii. Gruplarin deney sonundaki viicut agirliklar1 karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05). Istatiksel olarak
anlamli bir sonu¢ olmamasina ragmen PCOS ve PCOS+OI gruplarinda viicut agirhigmin

deney sonunda artmis oldugu saptandi. Tablo 4.1.’de gosterildi.

Tablo 4.1. Gruplardaki sicanlarin baslangic ve son agirliklarinin istatiksel olarak
karsilagtirilmasi.

Kontrol PCOS PCOS+OIl | Gruplar arasi p
AO£ 1 203+14386 196,38 + 7,31 203 + 14,36
S.S
Baslangi¢ [— -
?gl)rhgl '(\I"S‘E{) 200 (190,5 - 214,5) | 196,5 (192,75 - 199,25) 20271812)9 0,708 (kw=0,69)
ar > :
Min - 189 - 228 184 - 210 184 - 230
maks
£O% | 200751762 260,5 + 10,98 St
Bitis ' 7
?Ql;llgl XS%) 2545 (228 - 261,5) | 2625 (254 - 269,5) 253’2%3 - (kv8£512§76)
ar = '
Min 228 - 272 238 - 271 231 - 291
maks

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med (IQR): Ortanca
(25. — 75. Ylzdelikler); kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi.
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Deney gruplarma ait serum E2, FSH ve T diizeylerinin karsilagtirilmasi Tablo

4.2 de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Gruplarin kan hormon diizeylerinin istatiksel olarak karsilastirilmasi.

Kontrol PCOS PCOS+OI Gruplar
arasi p
AO+SS | 107.53+31,39 | 41673 +868,85 | 131,61 65,49
99.18 (85,02 | 111,95 (8454~ | 121,39 (82,53 -
Estradiol | Ve (IQR) | 7130 50) 162,74) 192,75) 0,835
(ng/L) (kw=0,36)
Min - maks | 74,97 - 164,06 | 74,37- 256557 | 34,49 - 226,83
AO+SS | 20144+35 | 2328547051 | 295.85 21,01
202,79 (177,71~ | 266,98 (148.8- | 297,99 (277.7 - .
Testosteron | Med (IQR) 222.6) 288,49) 307,01) 0,006
s (kw—1b0,218)
Min - maks | 148,12 - 255,83 | 147,35-303,97 | 268,43 - 338,15
AO+SS | 67+867 0,96 + 0,74 1,64 + 2,06
FSH Med (IQR) | 1,71 (1,4 - 14,42) | 0,71 (0,67 - 0,96) | 0,68 (0,45 - 2,54) 0,029*
(mIU/ml) (kw=7,079)
Min - maks | 1,24-22,29 0.4-2,76 0,35 - 6,31 b

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med (IQR): Ortanca
(25. — 75. Yiizdelikler); kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi; a: Kontrol ve PCOS arasi anlaml farklilik; b: Kontrol
ve PCOS+O arasi anlamli farklilik; ¢: PCOS ve PCOS+O arast anlamli farklilik

Deney gruplarinda incelendiginde E2 diizeyi en yliksek olarak letrozol uygulanan

PCOS grubunda (416,73 £ 868,85 ng/L) bulundu. Gruplarin serum E2 diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

Testosteron diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmustir (p=0,006). T duizeyi kontrol grubunda 201,44 + 35 ng/L olarak
PCOS+O0I grubuna (295,85 + 21,01 ng/L) gore daha diisiik oldugu goriildii. Ayni
zamanda PCOS grubunda kontrol grubuna goére yiksek seviyede T dizeyi (232,85 +
70,51 ng/L) bulunmustur. Fakat istatiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu.

Gruplarin FSH diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasmda anlamli bir farklilik
goriilmiistiir (p=0,029). PCOS+0I grubunda kontrol grubuna gére FSH diizeyi istatiksel

olarak anlamli distiktii.
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En ylksek FSH diizeyi kontrol grubunda 6,7 = 8,67 mIU/ml saptanirken, PCOS+OI
grubunda 1,64 £ 2,06 bulunmustur. En diisiik FSH seviyesi ise 0,96 £ 0,74 mlU/ml olarak
PCOS grubunda goralda.
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4.3.Vajinal Smear Bulgulan

Sekil 4.1. Siganlardan alinan vajinal smear preparatlarinin boyama 6ncesi goriintiileri.

Letrozol ile PCOS indiiksiyonu olusturulduktan 12. giinden itibaren tiim gruplara
vajinal smear yapildi. Yapilan vajinal smearda kontrol grubunun 6strus siklusu dizenli
olarak devam etmekteydi (Tablo 4.3.). Tim kontrol gruplarmin vajinal smearlarmin
boyali preparatlarinda en az 3 siklus: prodstrus, éstrus, didstrus ve metdstrus gozlemlendi.
Kontrol grubunda prodstrus asamasinda kiimeler halinde kii¢iik niikleuslu epitel hiicreleri
saptanirken Ostrus asamasinda bu hiicreler goriilmedi. Diizensiz sitoplazmali kornifiye
epitel hiicreleri saptandi. Didstrus asamasinda azalan miktarda niikleuslu epitel hiicreleri
gorundrken notrofil hakimiyeti gorildi. Metdstrus asamasinda ise yer yer niikleuslu

hiicreler ve kornifiye hiicreler de vard.

PCOS ve PCOS+OI grubu incelendiginde Ostrus sikluslarmin diizensizlestigi
goraldi. Uzayan diostrus siklusu gozlemlendi. Yapilan 15 giinlik vajinal smear
incelemesinde buyiik niikleuslu epitel hiicreleri ve kornifiye hiicrelerin miktarinin ¢ok
azaldigi, kiiclik niikleuslu epitel hiicrelerinin ise yeryer daha fazla sayida (++) oldugu
gOzlemlendi. Fakat notrofil hakimiyeti 15 giinliik siiregte tiim PCOS olusturulan
gruplarda olduk¢a yogun miktardayd: (+++). Ovulasyon indiksiyonunda smear

gorintulerinde herhangi bir degisiklik yapmadigi saptandi (Tablo 4.4. ve Tablo 4.5).



Tablo 4.3. Kontrol grubu vajinal smearde hiicre tiplerinin kismen numaralandirilmasi ve hiicre

tiplerinin Ostrus siklusunun agsamalari.

Tarih Notrofil Kiguk Buyuk Cekirdeksiz Siklus

niikleuslu niikleuslu keratinize

epitel epitel epitel hiicreler

hiicreler hiicreler
8.05.2023 |0 +++ + 0 Proostrus
9.05.2023 | 0 0 + +++ Ostrus
10.05.2023 | 0 + 0 0 Metdstrus
11.05.2023 | + + + + Metdstrus
12.05.2023 | +++ ++ + 0 Didstrus
13.05.2023 | O +++ + 0 Proostrus
14.05.2023 | 0 0 + bt Ostrus
15.05.2023 | + ++ ++ 0 Metdstrus
16.05.2023 | +++ ++ + 0 Didstrus
17.05.2023 | +++ ++ + 0 Didstrus
18.05.2023 | O +++ + 0 Proostrus
19.05.2023 | 0 0 + bt Ostrus
20.05.2023 | + + + + Metdstrus
21.05.2023 | +++ + 0 0 Didstrus
22.05.2023 | +++ + + 0 Didstrus

Not:0 =hucre yok; + = birkagc hiicre; ++ =orta seviyede hiicre; +++ = yliksek seviyede hiicre.

Tablo 4.4. PCOS grubu vajinal smearde hiicre tiplerinin kismen numaralandirilmasi ve hiicre

tiplerinin Ostrus siklusunun agamalari.

Tarih Notrofil | Kiguk Buyuk Cekirdeksiz Siklus

nikleuslu nikleuslu keratinize epitel

epitel epitel hicreler

hicreler hicreler
8.05.2023 +++ + + 0 Didstrus
9.05.2023 ++ + + 0 Diostrus
10.05.2023 ++ ++ ++ + Metdstrus
11.05.2023 + + + 0 Pro0strus
12.05.2023 +++ + + + Didstrus
13.05.2023 +++ 0 0 0 Didstrus
14.05.2023 +++ 0 0 0 Dibstrus
15.05.2023 +++ 0 0 0 Didstrus
16.05.2023 +++ + 0 0 Didstrus
17.05.2023 ++ 0 0 + Didstrus
18.05.2023 +++ + 0 0 Didstrus
19.05.2023 +++ 0 + 0 Didstrus
20.05.2023 +++ 0 0 0 Didstrus
21.05.2023 +++ + 0 0 Didstrus
22.05.2023 +++ 0 0 0 Didstrus

Not:0 =hiicre yok; + = birkag hiicre; ++ =orta seviyede hiicre; +++ =yiiksek seviyede hiicre.
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Tablo 4.5. PCOS+OI grubu vajinal smearde hiicre tiplerinin kismen numaralandirilmasi ve
hiicre tiplerinin dstrus siklusunun agamalari.

Tarih Notrofil | Kuguk Buyuk Cekirdeksiz Siklus

nikleuslu nikleuslu keratinize epitel

epitel epitel hicreler

hiicreler hiicreler
8.05.2023 | +++ +++ 0 0 Didstrus/prodstrus
9.05.2023 | +++ + 0 0 Didstrus
10.05.2023 | +++ + + + Didstrus
11.05.2023 | +++ + 0 0 Didstrus
12.05.2023 | +++ + + + Didstrus
13.05.2023 | +++ + 0 0 Didstrus
14.05.2023 | +++ ++ 0 0 Didstrus
15.05.2023 | +++ ++ + + Metostrus/

didstrus

16.05.2023 | +++ + + + Didstrus
17.05.2023 | +++ + + + Didstrus
18.05.2023 | +++ + 0 0 Didstrus
19.05.2023 | +++ + 0 0 Didstrus
20.05.2023 | +++ + 0 0 Didstrus
21.05.2023 | ++ + + + Didstrus
22.05.2023 | +++ + + 0 Didstrus

Not:0 =hicre yok; + = birka¢ hiicre; ++ =orta seviyede hiicre; +++ =yiksek seviyede hicre.
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KONTROL PCOS PCOS+OI

* ..7'*4 ' R Q"
o

10.05.2023 9.05.2023 8.05.2023

13.05.2023 12.05.2023 11.05.2023

14.05.2023

Sekil 4.2. Deney siiresince gruplardan alinan vaginal smear 6rneklerinin boyanmasi sonucu elde
edilen goruntuler.
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Sekil 4.2. Devam. Deney suresince gruplardan alman vaginal smear 6rneklerinin boyanmast

sonucu elde edilen gortntuler.
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4.4, Makroskobi Bulgular:

Yapilan makroskobik incelemede kontrol grubu sicanlarinin her iki ovaryum
dokusu normal goruniimdeydi. PCOS, PCOS+OIl grublarinda polikistik folikiller
gbzlemlenmekle birlikte PCOS+OI grubundaki tiim siganlarda kanlanma artig1 dikkat
cekiciydi. PCOS grubunda dikkat ¢eken diger Ozellik ise her iki uterusun daha ince
gOzukmesiydi. Sekil 4.3.’de gosterilmistir.

Sekil. 4.3. Ovaryum ornekleri makroskobik resmi. A: Kontrol grubu, B: PCOS grubu, C:
PCOS+O0I grubu.
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4.5. RT- PCR Bulgulan

RT-PCR sonucuna gore: miR-33b-5p ekspresyon seviyesi gruplar arasinda
karsilastirildiginda PCOS grubu kontrol grubuna gore diisiik seviyede saptandi.
PCOS+OI grubunda yiiksekti fakat bu farklilik istatiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
miR-140 ekspresyon seviyesi gruplar arasinda karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
her iki gruptada diisiik seviyede saptandi. PCOS+OI grubunda PCOS grubuna gore daha
yiiksek seviyede diisiis oldugu goriildii ve istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
miR-320a ekspresyon seviyesi gruplar arasinda karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
PCOS grubunda yiiksek oldugu saptandi istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) fakat
PCOS+OI grubunda ekspresyon seviyesi diisiik oldugu goriildii fakat istatiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05). miR-378a-5p ekspresyon seviyesi gruplar arasinda
karsilastirildiginda her iki gruptada kontrol grubuna gore diisiik seviyede ve istatiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). miR-378a-5p ekspresyonu PCOS grubunda 2 kat diisiis
gozlemlenirken PCOS+OI grubunda 5 kat diisiik gbzlemlenmesi dikkat ¢ekiciydi. miR-
451a ekspresyonu gruplarda karsilastirildiginda kontrol grubuna gore iki gruptada yiiksek
seviyede oldugu gozlemlendi. PCOS+OI grubunda miR-451a artis1 11 kat daha fazlaydi
ve istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). miR-486a-5p ekspresyon seviyesi
karsilastirildiginda kontrol grubuna goére iki gruptada istatiksel olarak anlamli diisiis
oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. RT-PCR sonucuna gore kontrol ve diger gruplarin miRNA ekspresyon
seviyelerinde degisiklikler.

Gen Adi PCOS PCOS+0I

Fold Regulation | p-value Fold Regulation p-value
ué 1.00 0.000000 1.0 0.000000
miR-33b-5p -1.56 0,756501 131 0,903215
miR-140 -1.49 0.430138 -4.28 0.006102*
miR-320a 2.16 0.018059* -1.39 0.289851
miR-378a-5p -2.07 0.007962* -5.22 0.004852*
miR-451a 1.23 0.478652 11.62 0.002346*
miR-486-5p -2.05 0.008883* -7.37 0.000004*

(*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik)
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4.6. Histopatolojik Bulgular

4.6.1. Hemotoksilen&Eozin boyama bulgular

Kontrol grubunda ovaryum normal yapidaydi. Gelisimsel yapidaki tiim folikiiller
primordiyalden tersiyer folikiile kadar normal yapida izlendi. PCOS’da ovaryum
dokusunda kistik folikiiller belirgindi. Gelisim siirecindeki folikiillerin bir ¢ogunda
dejenerasyon izlendi. Sekonder ve tersiyer folikiilde graniiloza hiicrelerinde ayrilmalar,
diizensiz liimen, teka tabakalarinda incelme folikiiller ile stroma arasinda bosluklarin
oldugu yeryer ayrilmalar basladig1 goriildii. PCOS+OI grubunda ovaryum dokusunda
hala kistik folikiiller izlenmesine karsin goriiniimiin daha normale yakin oldugu gézlendi.
Gelisim stirecindeki folikiillerin PCOS grubunda graniiloza hiicrelerinde goriilen
ayrilmalarin bu grupta goriilmedigi belirlendi. Hala bazi1 folikiillerde stromayla aradaki

bosluk gézlenmesine ragmen daha normal oldugu goriildii (Sekil 4.4.).



KONTROL

PCOS

PCOS+0i

Sekil 4.4. Ug ayr1 gruptan alian ovaryum kesitlerinin Hematoksilen-Eozin boyama sonuglari
Bar 500um. (KI: korpus luteum, kf: kistik folikul, gf: graaf folikil, tf: tersiyer folikul, sf:
sekonder folikil, pf: primer folikdl, prf: primordiyal folikil)

46
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4.7. Folikiil Sayim1 Bulgulan

Deney gruplarmin primordial folikiil sayilar1 degerlendirildiginde; kontrol
grubunda 5,17 + 4,79, PCOS grubunda 1,2 £ 2,17 ve PCOS+0I grubunda 1 + 1,26 olarak
bulundu. Primer folikiil sayilar1 kontrol grubunda 3,33 = 1,51, PCOS grubunda 1,2 + 1,3
ve PCOS+Ol grubunda 1,17 = 0,75 olarak bulundu. Yapilan folikiil sayiminda
primordiyal ve primer folikiil sayilarinda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
farklilik bulundu (p<0,05). PCOS+OI grubunda primordiyal ve primer folikiil sayis1
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli diisiis goriildii. Sekonder folikiil sayilar
kontrol grubunda 3,5 + 3,51, PCOS grubunda 1,4 + 0,55 ve PCOS+0I grubunda 2,17 +
1,17 olarak bulunmus olup istatiksel olarak anlaml farklilik gézlenmedi (p>0,05). Fakat
deney gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, sekonder folikiil sayis1 kontrol

grubuna gére hem PCOS hemde PCOS+OI grubunda bir miktar azalis oldugu goriildii.

Tersiyer folikiil sayilar1 degerlendirildiginde kontrol grubunda 2 + 1,26, PCOS
grubunda 1 + 0,71 ve PCOS+OI grubunda 1,83 + 0,98 olarak bulundu. Sonuclarda
istatiksel olarak anlamli farkhilik gozlenmedi (p>0,05). Fakat deney gruplar1 kendi
aralarinda karsilastirildiginda, tersiyer folikiil sayis1 kontrol grubuna gére hem PCOS

hemde PCOS+OI grubunda az miktarda azalis oldugu goriildii.

Gruplarda atretik folikiil sayist degerlendirildiginde; kontrol grubunda 4,5 + 1,76,
PCOS grubunda 10,6 + 3,85, PCOS+0I grubunda 6,5 £ 2,43 adet atretik folikil bulundu.
Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda atretik folikiil sayis1 yoniinden anlamli
farklilik bulunmustur (p=0,028). PCOS grubunda bulunan atretik folikiil sayis1 diger
gruplara gore anlamli olarak daha yliksek saptandi. Deney gruplarinda bulunan korpus
luteum sayilar1 incelendiginde; kontrol grubunda 6,17 * 2,86, PCOS grubunda 5,8 + 3,9
ve PCOS+0I grubunda 3,33 + 2,42 adet korpus luteum bulundu. Gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak korpus luteum sayisinda anlamli farklilik
bulunmadi (p>0.05). Kontrol grubunda bulunan korpus luteum sayis1 diger iki gruba gore
anlamli olarak daha yiiksek saptandi. Deney gruplarina ait primordial, primer, sekonder,
tersiyer, atretik ve korpus luteum sayisinin H skor degerlendirilmesi Tablo 4.7." de

gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Deney gruplarinda, folikiil sayiminin istatiksel olarak karsilastirilmasi.

Kontrol PCOS PCOS+0I Gruplar arasi p

A.O%S.S 5,17 +4,79 1,2+2,17 1+1,26

primordiyal I(\I/IQeg) 3,5 (1,75 - 8,75) 0(0-3) 05(0-2,25) |0,047* (kw=6,131) b
Min - 1-14 0-5 0-3
maks
AO+SS 3,33+151 1,2+1,3 1,17 £ 0,75

primer '(\IAS(Fj%) 3(2-4,5) 1(0-2,5) 1(0,75-2) |0,021* (kw=7,732) b
Min - 2-6 0-3 0-2
maks
A.O+SS 3,56+3,51 1,4+0,55 2,17+1,17

sekonder '(\f'(g%) 2,5 (0,75 - 6,75) 1(1-2) 2 (1-3.25) 0,612 (kw=0,981)
Min - 0-9 1-2 1-4
maks
A.O%S.S 2+1,26 1+£0,71 1,83+0,98

tersiyer '(\fsg) 1,5 (1 - 3,25) 1(05-1,5) 2(1,5-2,25) 0,229 (kw=2,95)
Min - 1-4 0-2 0-3
maks
AO+SS 45+1,76 10,6 + 3,85 6,5+243

atretik '(\f'sg) 4(3-625) 12 (6,5 - 14) 6,5(4,5-85) | 0,028* (kw=7,134) a
Min -
maks 3-7 6-14 3-10
AO+SS 6,17 + 2,86 58+39 3,33+2,42

Korpus_luteum l(\l/l(gg) 6 (3,75 -8,5) 7(2-9) 3(1,5-55) 0,185 (kw=3,375)
Min - 3-10 0-10 0-7
maks

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med (IQR): Ortanca (25.
— 75. Yiizdelikler); kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi; a: Kontrol ve PCOS arasi anlamli farklilik; b: Kontrol ve
PCOS+OI aras1 anlaml farklilik; ¢: PCOS ve PCOS+OI arasi anlamli farklilik.
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4.8. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.8.1. PI3K immiinohistokimyasal bulgulan

P13K reaksiyonunun kontrol ve PCOS grubunda primordial, primer, sekonder ve
tersiyer follikullerin hem oositlerde hem de granuloza hiicrelerinde ekspresyonun zayif
pozitif oldugu izlenirken PCOS+OI grubunda tiim follkiillerde oositlerde orta derecede
pozitif oldugu belirlendi. Granuloza hiicrelerinde ise reaksiyon nukleuslarda negatif

sitoplazmalarda kuvvetli pozitifti. Sekil 4.5.”de gosterilmistir.

Yapilan H skor analizinde primordiyal folikul ve korpus luteumda PI3K
ekspresyonu kontrol ve PCOS+OI gruplarinda PCOS grubuna gore anlamli yiiksek
pozitif reaksiyon gosterdi. Primer, sekonder ve tersiyer folikiller icin PI3K ekspresyonu

PCOS+OI grubunda kontrol grubuna goére anlamli yiiksek pozitif reaksiyon bulundu.

Tersiyer folikiildeki PI3K ekspresyonunun PCOS+OI grubundaki fazlalik diger iki gruba
gore anlamli olarak yiiksek pozitif reaksiyon gosterdi (p<0,05). Tablo 4.8.’de

gosterilmistir.



Tablo 4.8. PI3K ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak sonuglari.
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Kontrol PCOS PCOS+0I Gruplar arasi p
é'g * | 5817+19,62 10£0 74,67 + 15,59
* —
PIK_Primordiyal '(\IAS(Fj%) 555(435-80)| 10(10-10) | 77(58,75-8525) | 002 (k""c‘lz'%z) a
Min -
Ak 30-80 10-10 55 - 93
AO+
Ss 10£0 20,17 +7,36 107,67 + 11,18
PI3K_Primer '(\IAS(Fj%) 10 (10-10) |20 (13,75-26,5) | 102,5 (99,5 - 119,75) | 0,001* (kw=14,891) b
Min -
ke 10-10 10-31 98-125
Q'S * 10£0 175+7,15 116,67 + 27,6
PI3K_Sekonder '(\IAS(Fj%) 10 (10-10) | 17,5(10-23,5) | 115,5(92 - 142,75) | 0,001* (kw=14,292) b
Min -
ke 10-10 10-28 83-151
Q'g * 10£0 10£0 81,17 + 8,75
o 0,0001* (kw=16,129)
PI3K_Tersiyer (oR) | 10(10-10) | 10(10-10) 82 (72,25 - 89,5) c
_ B
Min -
ke 10-10 10-10 70-91
AO+
Ss 288,33 + 12,91 10£0 287,5 + 19,43
Med
290 (275 -300)| 10 (10- 10 295 (276,25 - 300 * (kw=
PI3K_korpus_luteum | (IQR) ( ) ( ) ( ) | 0.002 (kV\é 12,296) a,
Min - 275 - 300 10-10 250 - 300
maks

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med (IQR): Ortanca
(25. — 75. Yuzdelikler); kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi; a: Kontrol ve PCOS arast anlamli farklilik; b: Kontrol
ve PCOS+OI aras1 anlaml farklilik; ¢: PCOS ve PCOS+OI aras1 anlaml farklilik.
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KONTROL PCOS PCOS+0i

i L. 4
— T — i

Sekil 4.. Ovaryum dokularinda PI3K ekspesyonu. Prf: primordiyal folikul, pf: primer
folikiil, sf: sekonder folikiil, tf: tersiyer folikiil. Immunoperoksidaze-hematoksilen X20.
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4.8.2. p-PI3K Immiinohistokimyasal Bulgulari

Kontrol ve PCOS+0I grubunda p-PI3K ekspresyonu tim gruplarda oositlerde ve
granuloza hiicrelerinde kuvvetli pozitifti. Bununla birlikte PCOS grubunda primordial ve
primer follkiillerde oositler ve granuloza hiicreleri zayif pozitif ekspresyon gosterirken
sekonder ve tersiyer follkillerde ekspresyonun negatif yer yer zayif pozitif oldugu dikkati
cekti. Sekil 4.6.’de gosterilmistir.

p-PI3K ekspresyonu H skoru degerlendirildiginde gelismekte olan folikiillerin
hepsinde ve korpus luteumda PCOS gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli diisiik
ekspresyon gosterdi. Primordiyal folikuller ve korpus luteum icin p-PI3K ekspresyonu
PCOS+0I grubunda PCOS grubuna gére anlamli yiiksek pozitif bulundu. (p<0,05). Tablo
4.9.°de gosterilmistir.

Tablo 4.9. p-PI3K ekspresyonunun imminohistokimyasal olarak sonuglari.

Kontrol PCOS PCOS+0I Gruplar arasi p
f'sos 294,17 +9,17 13 + 4,69 294,33 + 8,89
* j—
p_PI3K_Primordiyal '(\:I(Sg) 300 (283,75-300) | 10 (10-185) | 299 (287-300) | %902 (:\::v_lz,zs)
Min - 280 - 300 10-20 278 - 300
maks
f'sos 27667+3882 | 41,5+1845 | 212,33+ 16,66
_ Med ] 42,5 (23,75 - 213 (196 - | 0,001* (kw=13,732)
p_PI3K_Primer (I0R) 290 (260 - 300) 58,75) 227,5) a
Min -\ 200 - 300 20 - 61 190 - 235
maks
f'sos 2775+1864 | 56,17+1429 | 191,83+ 10,09
Med | 2825 (255 - ] 103 (184- | 0,001* (kw=15,189)
p_PI3K_Sekonder (I0R) 292.5) 55,5 (45,5 - 65) 200.75) a
Min -1 255300 38 - 80 175 - 203
maks
f?s 283,33 + 15,38 16,33+ 7,53 83,5+ 19,02
_ Med | 282,5 (268,75 - ] ] 0,0001* (kw=15,268)
p_PI3K_Tersiyer (I0R) 300) 15 (10 - 22) 87,5(71-97) a
Min -1 265-300 10-28 50 - 103
maks
A0
vss 295 + 10 31,67+ 21,78 3000
* —
0_PI3K_korpus_luteum '(\I"S‘;) 300 (290-300) | 29(10-53) | 300 (300-300) | %01 (';"‘(’:‘14'227)
Min - 275 - 300 10 - 62 300 - 300
maks

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med (IQR): Ortanca
(25. — 75. Yiizdelikler); kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi; a: Kontrol ve PCOS aras1 anlaml farklilik; b: Kontrol
ve PCOS+O0 arasi anlamli farklilik; ¢: PCOS ve PCOS+O arasi anlaml1 farklilik
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KONTROL

PI3K ekspresyonu. Prf: primordiyal folikil, pf:

sf: sekonder folikiil, tf: tersiyer folikiil. Immunoperoksidaze-

hematoksilen X20.
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Sekil 4.6. Ovaryum dokularinda p
primer folikiil
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4.8.3. AKT Immiinohistokimyasal bulgular

AKT reaksiyonu kontrol grubu primordial follikiillerde oositlerde pozitif
reaksiyon gosterirken, granuloza hticrelerinde reaksiyon negatifti. Primer, sekonder ve
tersiyer follklllerde oositler negatif olarak izlenirken granuloza hiicreleri orta ve zayif
derecede reaksiyon gosterdi. PCOS grubunda AKT ekspresyonu primordial, primer,
skonder ve tersiyer folliklllerde oositler ve granuloza hiicrelerinde negatifti. PCOS+0OI
grubunda primordial, sekonder ve tersiyer follkullerde AKT reaksiyonu oositlerde ve
granuloza hiicrelerinde negatif/ zayif pozitif izlenirken primer follikiillerde ise
ekspresyonun hem oosit hem de granuloza hiicre sitoplazmasinda kuvvetli pozitif oldugu

saptand1. Sekil 4.7.’de gosterilmistir.

H skoru degerlendirildiginde primordiyal, sekonder ve tersiyer folikiillerde AKT
ekspresyonu PCOS+OI gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli diisiik reaksiyon
gosterdi. Primer folikuller ve korpus luteum icin AKT ekspresyonu PCOS+0I grubunda
PCOS grubuna gore anlamli diisiik reaksiyon bulundu. Tersiyer folikiuldeki AKT
ekspresyonu kontrol grubuna gére PCOS grubunda anlamli olarak diisiik reaksiyon

saptand1 (p<0,05). Tablo 4.10.’de gésterilmistir.
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Tablo 4.10. AKT ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak sonuglari

Kontrol PCOS PCOS+0I Gruplar arasi p
Ao | 158333804 705+914 | 34,83+10,87
AKT_Primordiyal '(\I/I(S(Fj%) 180 (115-185) | 70(6325-80) | ' fé%;s " | 0,0001* (kw=15221) b
Min - 100 - 185 58 - 80 20 -50
maks
Poc| 94672668 | 104172861 | 355:1271
: Med |  92,5(89,5- _
AKT_Primer (10R) 101.25) 105 (95 - 111,25) | 40 (31- 41,25) | 0,001* (kw=13,064) c
Min-| gg.105 95 - 115 10 - 45
maks
Moo | w3xs12 68+9,7 25,5+ 9,03
Med 67,5(59,5 - 29(17,5- _
AKT_Sekonder (10R) | 915 (85 -101,25) 73.75) 21.25) 0,001* (kw=14,84) b
Min - 85 - 105 58 - 85 10-35
maks
Pos| 75831053 | 2251173 | 1583£917
* —
AKT Tersiyer '(\fsg) 77(66-8575) | 22,5(10-325) | 10 (10-26,25) | %002 (k"vb‘12'258) %
Min - 60 - 88 10-40 10-30
maks
PO | 10167+2113 | 204172665 | 49673217
Med 295 (288,75 - 61,5 (10- . e
AKT_korpus_luteum (I0R) 95 (83,75 - 126,25) 300) 73,75) 0,001* (kw=14,659) c
Min - 80 - 130 285 - 300 10-85
maks

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med (IQR): Ortanca
(25. — 75. Yiizdelikler); kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi; a: Kontrol ve PCOS aras1 anlamli farklilik; b: Kontrol
ve PCOS+OI aras1 anlaml farklilik; ¢: PCOS ve PCOS+OI aras1 anlaml farklilik.
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KONTROL PCOS PCOS+0i
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Sekil4.7. Varyum dokularinda AKT ekspresyonu. Prf: primardiyal folikiil, pf: pmer
folikiil, sf: sekonder folikiil, tf: tersiyer folikiil. Immunoperoksidaze-hematoksilen X20.
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4.8.4. p-AKT immiinohistokimyasal bulgulari

p-AKT ekspresyonu kontrol grubunda primordial, primer, sekonder ve tersiyer
folliktllerde hem oositlerde hem de granuloza hiicrelerinde kuvvetli pozitifti. PCOS ve
PCOS+0I grubunda ise primordial, primer, sekonder ve tersiyer follikullerde hem
oositlerde hem de granuloza hiicrelerinde ekspresyonun zayif pozitif ve negatif oldugu

izlenmis olup Tablo 4.11.’de belirtilmistir.

p-AKT ekspresyonunun imminohistokimyasal olarak degerlendirildiginde primordiyal,
sekonder ve tersiyer folikiilleri ve korpus luteum igin PCOS grubunda kontrol grubuna
gore anlaml diisiik ekspresyon saptandi. Primer folikulde ise PCOS+OI grubu kontrol
grubuna gore anlamli diisiik ekspresyon vardi. Ayrica sekonder folikiil ve korpus
luteumda da PCOS+OI grubu kontrol grubuna gore anlamli diisiik ekpresyon goriildii.

Sekil 4.8. ‘de gosterilmistir.

Tablo 4.11. p-AKT ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak sonuglari.

Kontrol PCOS PCOS+0I Gruplar arasi p
é’so * 143,17 + 12,09 1040 128,67 +8.76
N Med 1445 (130,25 - ] 129 (1195 - 0,001*
p_Akt_Primordiyal (I0R) 153.25) 10 (10 - 10) 136,5) (kw=13,705) a
Min - 128 - 160 10-10 118 - 141
maks
AO+
oS 2215+1234 2417 +12,81 1040
. Med 0,001*
p_Akt_Primer (10R) 222,5(213,5-232) | 25(10-36,25) | 10 (10 - 10) (kW=14.292) b
Min - 200 - 235 10-40 10-10
maks
AO +
oS 2425+ 144 23+ 11,14 16,67 8,16
Med 2425 (231,25 - 0,002%
p_Akt_Sekonder (IQR) 256,25) 25(10-32) 15 (10 - 22,5) (kw=12,151) a, b
Min - 220 - 260 10-38 10-30
maks
AO +
g 105,5 + 19,22 1040 18,33+ 7,53
. Med 0,001*
p_Akt_Tersiyer (10R) 1065 (87,5-1225) | 10(10-10) | 20(10-228) | . "loce
Min - 80 - 130 10-10 10-30
maks
é'g * 72,33+ 18,92 1040 11,67 + 4,08
Med 0,001*
p_Akt_korpus_luteum (IQR) 70 (56,75 - 85,75) 10 (10 - 10) 10 (10 - 12,5) (kw=14,864) a, b
Min - 53 - 103 10-10 10-20
maks

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med (IQR): Ortanca
(25. — 75. Ytizdelikler); kw: Kruskal Wallis Varyans Analizi; a: Kontrol ve PCOS aras1 anlaml: farklilik; b: Kontrol
ve PCOS+OI arast anlaml farklilik; c: PCOS ve PCOS+OI arasi anlamli farklilik.




KONTROL PCOS PCOS+0i
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Sekil 4.8. Ovaryum dokularinda p-AKT ekspresyonu. Prf: primordiyal folikil, pf:
primer folikiil, sf: sekonder folikiil, tf: tersiyer folikiil. Immunoperoksidaze-

hematoksilen X20.
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5. TARTISMA

Calismamizda vajinal smear bulgulari, kan hormon diizeyleri deneysel PCOS
modeli olusturdugumuzu gostermistir. Ovulasyon indiiksiyonunun T ve E2 diizeyini daha
da arttirmasi1 ve FSH diizeyini anlamli bir sekilde diistirmesi dikkat ¢cekmistir. Triplike
yapilan miRNA analizlerinde miR-140,486 ve 378’in ekspresyonunun anlamli diismesi
ve MiR-451 anlamli artig1, PI3K/AKT yolagiyla iligkili bulunmustur PI3K/AKT yolagmi
gosteren immiinohistokimyasal analizler sonucu ovulasyon indiiksiyonunun bu yolagin

aktiflesmesini saglayarak graniiloza hiicre apoptozisini engellemistir.

PCOS hiperandrojenizm, siklikla insiilin direnci, obezite ve kronik inflamasyonun
eslik ettigi morfolojik degisiklikler ile karakterizedir (Sang ve ark., 2013). Li ve ark.
(2017)’larmin  PCOS'lu  hastalarda yaptigi c¢alismada ¢ogu hastanin obez oldugu
saptanmustir (T. Li ve ark., 2017). Siganlar tizerinde yapilan deneylerde viicut agirliklar
PCOS olmayan gruptakilere oranla PCOS’lu si¢anlarda daha yiksek olup bu durum
PCOS'un neden oldugu metabolik bozukluktan kaynaklaniyor olabilecegi bulunmustur
(Teng ve ark., 2019). Bizim ¢alismamizda 25 giin letrozol verilen PCOS ve PCOS+OI
gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmasada agirlik artisinin olmasi diger

calismalar ile uyumlu bulunmustur.

Yapilan bazi ¢alismalarda PCOS hastalarinda Testosteron ve FSH diizeylerinin
arttig1, E2 diizeyinin ise dramatik olarak azaldigi bulunmustur (D. Li ve ark., 2016) ve
Letrozol ile PCOS olusturulan baska bir calismada yine ayni sonuglar elde edilmistir
(Zhou ve ark., 2023). Letrozol ile deneysel PCOS modeli olusturulan siganlarda kontrol
gruplarma gore FSH seviyesi diisiik oldugu goriilmiistir (Yang ve ark., 2018). Yapilan
baska bir ¢alismada da Testosteron seviyesi yiiksek diizeyde iken FSH seviyeleri PCOS
grubunda saglikli siganlara kiyasla daha diigiik bulunmug (Xie ve ark., 2021). Bununla
birlikte farkli bir ¢calismada ise FSH ve E2 diizeyleri PCOS siganlarinda daha diisiik
oldugu bulunmus (Teng ve ark., 2019). Yu J ve ark. (2014) da siganlara 21 giin DHEA
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vererek olusturduklart PCOS model grubunda kontrol grubuna goOre serum E2
dizeylerinin arttigin1 bildirmislerdir (Yu ve ark., 2014). Yine DHEA ile PCOS
olusturulmus baska bir calismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda, PCOS’lu
sicanlarda serum FSH seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu gorilmis fakat
Testosteronun ise serum seviyelerinde 6nemli artig oldugu belirtilmis (Y. Zhou ve ark.,
2019). Bu galisma ile paralel olarak Letrozol ile olusturdugumuz PCOS ve PCOS+OI
grubunda kan E2 ve Testosteron diizeyleri yliksek saptanirken FSH diizeyi kontrol
grubuna gore diisiik saptanmustir. Literatiir g6z oniine alindiginda bu siganlarda PCOS’u
basar1 ile olusturdugumuz kan 6rnekleri ile ispatlanmistir. E2 yiiksekligi PCOS grubunda,
gelisen ¢pk sayida kistik folikiil sayesinde FSH salimimini ¢ok baskilamistir, PCOS+OI
grubunda kontrol grubuna gore yiiksek olan E2 diizeyi, FSH salinimin1 PCOS grubundaki
kadar ¢ok diismemistir. Buda bize indiiksiyonunun olumlu yonde folikiil gelisimi

oldugunu gostermistir.

Son yillardaki, miRNA'larin endokrin ve metabolik hastaliklar da dahil olmak iizere insan
hastaliklarinda rol oynayan 6nemli gen diizenleyicileri oldugunu 6ne siirmektedir. Bazi
miRNA'larmn glukoz homeostazisinin modiile edilmesinde kritik roller oynadigi
bulunmustur ve bu miRNA'larin anormal ekspresyonu, siklikla metabolik hastaliklarin
gelisiminde rol oynayan insiilin direncine yol acabilir. Birkag miRNA'nin (yani miR-93

ve miR-320) PCOS patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (Y. Yang ve ark., 2018).

Yapilan bir ¢alismada insiilin direnci olan PCOS’lu siganlarin ovaryum dokularidaki
mMiR-33b-5p ekspresyonu yiiksek saptanmustir. Bir diger ¢alismada da miR-33b
ekspresyon seviyesi kontrollere kiyasla PCOS’lu hastalarin graniiloza hiicrelerinde
yuksek ekspresyonu bulunmustur (Y. Li ve ark., 2019;Han ve ark., 2019). Bizim
calismamizda bu ¢alismanin aksine genin ekspresyonu PCOS grubunda kontrol grubuna

gore daha diisiik ekspresyon seviyesi saptanmustir. Fakat istatiksel olarak anlamli degildir.

Yapilan bir insan ¢alismasinda PCOS’lu hastalarda miR-140 ekspresyonu yuksek
gozlenmistir. Bu caligmada miR-140 kaynakli Ras siiper ailesine ait olan RAB2A’nin
inhibisyonu p-AKT’de artisa katkida bulunmus p-AKT’nin ifadesi RAB2A’nin
yikilmasiyla onemli 6lgiide geri kazanilmistir. Bu da graniiloza hiicrelerinde apoptozu
engellemektedir (Xiong ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda ise bu ¢alismaya ters olarak
miR-140 ekspresyonu PCOS gruplarina gére PCOS+OI gruplarinda oldukga fazla diisiis

goriilmiistiir.
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PCOS'lu hastalarin folikiiler stv1 drnekleri, kontrol grubunda gozlenene kiyasla
miR-320 ve miR-132 ekspresyonunda 6nemli 6l¢iide azalma gostermistir (Sang ve ark.,
2013). MiR-320a g¢esitli tiimorlerin baskilayici genidir ve anormal ekspresyonu
cogunlukla malign timorlerle iligkilidir (Y. Zhang & Xu, 2021). MiR-320a'nin kadin
ireme sistemindeki ekspresyon seviyesi oositlerin gelisimi ile yakindan iligkilidir ve
ekspresyon seviyesinin normal olarak korunmasi oositlerin gelisimi i¢in gerekli bir
kosuldur ve daha olgun oositleri olan hastalarmn folikiiler sivisindaki miR- 320a seviyesi
daha yuksektir. miR-320, ovaryum gelisimi sirasinda ovaryum graniiloza hicre
cogalmasini ve Ostrojen salgilanmasini inhibe eder ve androjenlerin ve progesteronun
salgilanmasmi destekler (C. ling Zhang ve ark., 2017). PCOS hastalarinin folikiiler
stvisindaki miR-320 ekspresyon diizeyi normal kadinlarinkinden 6nemli 6lgiide daha
yuksekti. FSH miR-320a ekspresyonunu down regiile etmistir (Sang ve ark., 2013; Scalici
ve ark., 2016). Yapilan baska bir ¢aligmada, olgun oositlerin daha yiiksek diizeyde miR-
320a ile iligkili oldugunu bildirdi (Scalici ve ark., 2016). Ancak miR-320a, PCOS-IR
hastalarinin serum ve FF'sinde saglikli kontrollere gore onemli dlgiide daha diisiik
seviyelerde eksprese edildi (Sang ve ark., 2013). Benzer sekilde, miRNA-320'nin serum
seviyesi de diyabetik popllasyonda ve adipositlerde azalmistir ve g¢alismalar miR-
320a'nin insiilin PI3K sinyal yolu yoluyla insiilin duyarliligini1 azaltabilecegini 6ne
stirmiistiir; bu nedenle miRNA-320 IR'nin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. PCOS
hastalarmin FF'sindeki diisik miRNA-320 ekspresyon seviyelerinin RAB5B gen
ekspresyonunu etkileyebilecegini varsayabiliriz. miR-320 ayrica IRS ekspresyonunu
azaltabilir ve IR'ye yol agabilecek hiicre disi diizenlenmis protein kinaz (ERK1/2)
yolunun fosforilasyonunu inhibe edebilir. Baz1 ¢alismalar farkli miRNA ekspresyon
sonuglar1 bulmustur. Arastrma, FF'de miRNA-320'nin yukar1 regiilasyonunun, PCOS'lu
kadinlarda bulunan hiperandrojenemiyi, FF'ye estradiol saliniminin inhibisyonuna neden
olan E2F1/SF-1 proteinlerinin asagi regiilasyonu yoluyla potansiyel olarak ag¢ikladigini
bildirmistir. EK olarak miR-320 in vivo testosteron sekresyonunu artirir. Bu sonuglar,
yiksek miR-320 duzeylerinin PCOS hastalarinda hiperandrojeneminin kismi nedeni
olabilecegini goOstermektedir. Yapilan miR-320’nin, E2 salimmmmnin ve hiicre
¢ogalmasinin negatif bir diizenleyicisi ve in vivo ve in vitro E2F1 ve SF-1 ekspresyonunu
inhibe ederek GC'lerde progesteronun pozitif bir duzenleyicisi olarak islev gordiigiini
gosterdi (Yin ve ark., 2014). miR-320'nin asir1 ekspresyonu Ostradiol saliniminin
artmasima neden olmustur. miR-320, artan serum testosteron diizeyi ile pozitif olarak
iliskiliydi (Abdalla ve ark., 2020). Bizim g¢alismamizda PCOS hastalarinda T, E2
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ekspresyonu artmast ve miR-320a ekspresyonunun yiiksekligi onceki g¢aligmalarla
korelasyon gostermistir. PCOS+OI gruplarinda miR-320a ekspresyonunun daha diigiik
bulunmasi indiiksiyonun hormonlar ile birlikte miR-320a iizerinden etkili oldugu bize

distindiirdi.

Caligmalar miR-378a'nin enerji ve glukoz homeostazisinin Onemli bir
diizenleyicisi oldugunu ve metabolik bozukluklarin iyilestirilmesinde potansiyel bir
hedef oldugunu gostermistir (Sun ve ark., 2022). Hiperandrojenik PCOS hastalarinin
serumunda artan miR-378a-5p PI3 kinazin katalitik alt birimini hedef alarak hepatik
insulin direncine neden olur (Anja E. Sgrensen ve ark., 2019). Yapilan bir ¢caligmada miR-
378 1n diisiik ekspresyonunun FSH salinimu ile iligkili oldugu FSH’1n diistik ekspresyonu
folikiiler farklilasmaya aracilik ettigi saptanmustir (Toms & Guelph, 2014). miR-378-
3p'nin  6nemli diizeyde up regiilasyonu, ovaryumdaki primordiyal folikillerin
yogunlugunu arttirir. Oksidatif strese yanit olarak artan otofaji seviyesini indiikler ve
gelisen folikiillerdeki apoptotik olaylar1 geciktirir. Yapilan bir ¢alismada rekombinant
folikiil uyaric1 hormon (rFSH) ile tedavi edilenler i¢in insan menopozal gonadotropini
(hMG) ile tedavi edilen hastalardan alinan havuzlanmis numunelerde FF miR-202-5p'nin
onemli Olglide daha diisiik bolluk seviyesi ve daha yiiksek FF miR-378-3p bolluk
seviyeleri rapor edildi. Verilerimiz, miR-378-3p ekspresyonunun énemli élglide yukar1
dogru diizenlendigini gordiikk (Khan ve ark., 2021). miR-378'in asir1 ekspresyonu,
aromataz enzimini asagi regiile eder ve dolayisiyla GC'lerde Ostrojen sentezini azaltir

(Abdalla et al., 2020).

Yapilan bir ¢alismada korpus luteum bakiminin orta ve ge¢ asamalarinda korpus
luteumda yuksek seviyelerde miR-378 ve IFNGR1 mRNA'y1, ancak gerileyen korpus
luteumda ¢ok daha diisiik miR-378 seviyelerini dogruladi (McGinnis ve ark., 2015). Bu
calisma ile paralel olarak bizim calismamizda PCOS grubunda istatiksel olarak anlamli
miR-378 ekspresyonunun diisiikligii saptandi. PCOS+0Il grubunda yiiksek FSH ile
birlikte miR-378 ekspresyonunun olduk¢a diisiik olmast bu genin graniiloza

hiicrelerindeki hormon reseptorlerini etkiledigi goriildii.

miR-451a'nin PI3K/AKT/mTOR yolagmnm birden fazla unsurunu hedef alarak bir
timor baskilayict olarak hareket eden hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol oynadigi
diistiniilmektedir (Diaz ve ark., 2020). miR-451a yukar1 regllasyonunun, PCOS'ta
anormal folikiil gelisiminin altinda yatan neden olabilecek GC proliferasyonunu inhibe

edebilecegini gosterdi (T. Yang ve ark., 2021). Bizim g¢alismamizda ise miR-451a
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ekspresyonu diger ¢alismalarla uyumludur. Fakat PCOS+OI grubunda istatiksel olarak

anlamli 11 kat artig saptanmustir.

Metforminin PCOS patogenezindeki etkisini degerlendirmek i¢in yapilan bir
calismada PCOS’un PI3K/AKT yolagi hedef genleri, miRNA486-5p ve miRNA483-5p
ile iliskisini incelemek i¢in yapilmistir. PCOS grubunda miRNA486-5p ve miRNA483-
5p'de anlamli bir azalma vardi; miRNA486-5p ile PI3K arasinda anlamli negatif
korelasyon ve mIiRNA483-5p ile ERK arasinda anlamli negatif korelasyon
vardi. Metformin tedavisi, incelenen miRNA'da 6nemli bir artisa, PI3K/AKT hedef
genlerinde anlamli bir diisiise neden oldugu bulundu (Omar ve ark., 2023). Yapilan bir
diger calismada PCOS dokularinda MicroRNA-486-5p ekspresyonu normal dokulara
gore anlamli derecede diisiiktii (Han ve ark., 2019). Bizim ¢alismamiz PCOS grubunda
istatiksel anlamli miR-486-5p ekspresyonu diisiik saptanirken PCOS+OI grubunda bu

azalma 7 kat olmakla birlikte istatiksel olarak anlamliyd:.

Letrozol ile PCOS olusturulan bir sigan ¢aligmasinda ¢ok ince graniiloza hiicreleri
iceren ve oosit icermeyen ¢ok sayida subkapsiiler folikiiler kist saptandi. SeNP'ler ve
MET ile tedavi kalin graniiloza hiicrelerine ve normal folikiillere sahip daha kiglk Kistler
goruldi (Rabah ve ark., 2023). Bizim ¢alismamizda PCOS’da ovaryum dokusunda kistik
folikiiller belirgindi. Gelisim siirecindeki folikiillerin bir cogunda dejenerasyon izlendi.
Ovulasyon indiiksiyonu PCOS grubundan farkli olarak graniiloza hiicrelerinin
goruntaleri kontrol grubuna benzemekteydi. Primordiyal, primer ve atretik folikiil sayis1
ovulasyon indiiksiyonunda daha az olmasina ragmen sekonder ve tersiyer folikiil sayis1

PCOS grubuna gore daha fazla oldugu saptanmaistir.

PCOS'lu hastalarda, Villavicencio ve arkadaslari, endometriyal epitel
hiicrelerinde, hiicre dongiisiiniin kontrolden ¢ikmasina neden olan, endometriyal epitelyal
atipik hiperplazi ve hatta endometriyal karsinom ile sonuclanan down stream hedef

proteini Akt'nin asir1 fosforilasyonunu buldu (Villavicencio ve ark., 2009).

Son yillarda PCOS hastalarinda IR'yi iyilestirmek i¢in PI3K sinyal yolunun etKi
mekanizmasi ile ilgili galigmalar giderek rapor edilmektedir. Melatonin, insulin reseptor
substrat1 1 (IRS-1) ve glikoz tastyici protein 4'lin (GLUT4) ekspresyonunu 6nemli 6l¢lide
artirdi, PCOS hastalarinda glikoz alimini iyilestirdi, p-PI3K ve p-Akt seviyelerini artirdi
ve PI3K/Akt sinyal yolu araciligiyla insan ovaryum granuloza htcrelerinde (GC'ler) ve

palmitik asit (PA) ile indiiklenen hiicrelerde IR'yi azaltmistir (Kumariya ve ark., 2021).
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Gong ve ark. yaptigi ¢alismada bir grup PCOS-GH grubu olarak kontrolli over
stimiilasyonu (COS) sirasinda GH (growth hormone) tedavisi aldi; diger grup PCOS-C
grubu olarak GH tedavisi almadi. PCOS-GH grubunun GC'lerinde FOXO1'in mRNA ve
protein seviyeleri PCOS-C grubundakilerden anlamli derecede diisiiktii (P < 0,05);
pPI3K/PI3K, p-Akt/Akt ve p-FOXO1'in protein seviyeleri PCOS-C grubundakilerden
anlaml1 derecede yiiksekti (P < 0,05). IVF uygulanan PCOS'lu hastalarin GC'lerinde OS,
mitokondriyal disfonksiyon, apoptoz ve asagi regiile PI3K/Akt sinyalinin varligini
gostermistir (Gong ve ark., 2020).

DHEA ile PCOS olusturulan bir sigan ¢alismasinda p-Akt, PI3K ve p-mTOR ifade

diizeylerinin timi 6nemli 6lgiide azalmistir (Xie ve ark., 2021).

PCOS'un o©Onemli bir ozelligi, ovaryum foliklllerinin baskin folikiillere
doniismemesi ve ¢ok sayida kiigiik folikiil olusturmasidir. PI3K-Akt sinyal yolu, ovaryum
folikiilii gelisiminde de rol oynar. Li ve arkadaslari, insan ovaryum dokusunu kullandilar
ve Western blot ile boliinmiis kaspaz 3'lin azaldigin1 ve ¢ogalan hiicre niikleer antijeninin
(PCNA) arttigin1 buldular. Mevcut veriler, PI3K-AKkt sinyal yolunun esas olarak ovaryum
GC'sini etkiledigini dogrulamaktadir. Bir¢ok bilim adami, memeli hiicrelerini kullanarak,
PI3K-Akt sinyal yolunun ovaryum Kkistlerinin olusumu ile ilgili oldugunu buldu. Li ve
arkadaglari, PI3K katalitik alt biriminin p110d izoformunun, ovaryum GC'lerinde hem
FSH hem de E2 ile uyarilan folikiiler biiyiime i¢in PI3K yolunun 6nemli bir bileseni
oldugunu buldu. PI3K-Akt sinyal yolunun diger asagi akis molekiilleri folikiiler gelisim
ile ilgiliydi. Adhikari ve arkadaslari, PTEN'in folikiiler aktivasyonu inhibe ettigini belirtti.
Ayrica rapamisin kompleksi 1 (mTORCI) sinyal yolunun Tsc memeli hedefinin ve
PTEN-PI3K sinyal yolunun ilkel folikiillerin uyku halini ve aktivasyonunu diizenledigini
buldular. Sun ve arkadaslari, PI3K sinyal yolunun ovaryum Korteksi zerinde etkili
oldugunu gosterdi. mTOR ve PI3K stimiilasyonu kullanildiginda folikiiller gelisti. Ayrica
ikisi birlikte kullanildiginda folikiil gelisiminin etkisi artti. Qu ve arkadaslari, PCOS'lu
hastalarin GC'lerini kullandi. AQP-9 haberci RNA (mRNA) seviyelerinin GC'lerde
onemli 6lciide daha diisiik oldugunu ve toplam testosteron ve seks hormonu baglayici
globulin seviyeleri ve serbest androjen indeksi ile iliskili oldugunu gosterdiler. AQP-9'un
inhibisyonu, PI3K-Akt sinyal yolu yoluyla hiperandrojenizme neden oldu. Fukuda ve
arkadaglari, PI3K-Akt sinyal yolunun androjen tiretimi ile iliskili oldugunu gosterdi. LH
ile uyarilan CYP17A1 mRNA ekspresyonundan sonra, sigir TC'sindeki androjen, PI3K-
Akt sinyal yolunu aktive etti. Ayrica, hem PI3K-Akt hem de MAPK sinyal yollarinin
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androjen Uretimini etkiledigini bulmuslar ve PI3K-Akt sinyal yolunun mekanizmasinin

PCOS'un patofizyolojisi olduguna inanmislardir. (T. Li ve ark., 2017)

Otofaji, graniiloza hicrelerinin apoptozunu ve/veya otofajik hicre 6lumini
indikleyerek folikiler atreziye katkida bulunur. MAPKS'in aktivasyonu, apoptotik
protein BCL2'min fosforilasyonuyla otofajiyi tetikler. Fosforile edilmis BCL2, otofaji
proteini BECN1'den ayrilir ve otofajiyi destekler. FSH hormonu, PI3K-AKT-MTOR yolu
aktivasyonu ve mitofaji yoluyla otofajiyi inhibe ederek oksidatif stres hasarini onler
(Kumariya ve ark., 2021). Bizim ¢alismamizda PCOS grubunda yapilan
immiinohistokimyasal calismada PI3K/AKT yolaginmn folikiillerdeki ekspresyonu diger
gruplara gore diislis gostermistir. PCOS+OI grubunda PI3K/AKT ekspresyonunun
artmasi, bu indiiksiyonunun graniiloza hiicre proliferasyonunu ve apoptozisi inhibe

ederek olumlu yonde etkiledigini diistindiirdii.
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6. SONUC

Ovulasyon indiiksiyonu, PCOS deneysel sigan modelinde miR-140, 378 ve 486
ekspresyonunu azaltip, miR-451 ekspresyonunu arttirarak, PI3K/AKT sinyal yolagini
aktive etmistir. Bu yolagin aktivasyonu graniiloza hiicre apoptozisini ve otofajik hiicre

Oliimiinii inhibe etmis olup folikiiler atreziyi 6nlemeye yardimci1 olmustur.
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	PCOS patofizyolojisinde miRNA'nın olası etki biçimleri çok az araştırılmıştır ve şimdiye kadar sadece birkaç miRNA-PCOS çalışması mevcuttur. Altta yatan moleküler mekanizmanın daha iyi anlaşılması, bu sendromun tanı ve tedavisini iyileştirmeye yardımc...
	Birçok çalışma, miRNA'ların değişmesinin serviks kanseri, endometriozis, zayıf ovaryum yanıtı ve kardiyovasküler hastalıkların başlangıcına etkide bulunabileceğini saptamıştır. Bu nedenle potansiyel tanı ve izleme biyobelirteçleri olarak hizmet edebil...
	PCOS infertilite için kadınlarda önde gelen nedenlerden biridir (S. Y. Li ve ark. 2016). PCOS hastalarının %60'ından fazlasında değişen derecelerde insülin direnci vardır ve insülin alım etkinlikleri sağlıklı insanlara göre %20-40 daha düşüktür (Çakir...
	miRNA kodlayıcı olmayan, 19-25 nükleotid içeren küçük tek iplikli RNA parçasıdır. MikroRNA'ların çoğu, protein kodlayan genleri kopyalayan aynı RNA polimeraz olan RNA polimeraz II tarafından üretilen birincil transkriptlerden                   (pri-mi...
	Normal İnsan Doku ve Hücrelerindeki miRNA'ların Profilleri

	Çeşitli insan dokularından mikroRNA'ların klonlanması ve ölçümü hızla ilerlemiştir. En spesifik miRNA ekspresyon modelleri arasında karaciğerde miR-122, pankreas adacık dokusunda miR-375, hematopoietik sistemde miR-142 ve miR-223 ve kasta miR-1 ve miR...
	Birçok çalışma, miRNA'ların değişmesinin serviks kanseri (Bu ve ark., 2018), endometriozis, zayıf ovaryum yanıtı ve kardiyovasküler hastalıkların, başlangıcına katkıda bulunabileceğini ve bu nedenle potansiyel tanı ve izleme biyobelirteçleri olarak hi...
	Dişi üreme sisteminde, miR-320a'nın ekspresyon seviyesi, oositlerin gelişimi ile yakından ilişkilidie oosit gelişimi için anormal ekspresyon seviyesinin korunması gereklidir. Araştırmalar, olgun oositlerin daha yüksek bir miR-320a seviyesi ile ilişki...

