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I. GIRiS

Folikul stimulan hormon (FSH), hipotalamustan pulsatil salinan gonadotropin
salgilatici hormona (GnRH) cevap olarak, 6n hipofizde gonadotrop hlcreler
tarafindan sentezlenip salinan ve folikller gelisimde, graniloza hicrelerinin
proliferasyonunda ve reproduktif streclerde major rol oynayan bir hormondur.
Gelismekte olan folikullerin hayatta kalmasinda ve sec¢ilmesinde dnemlidir.
FSH’nin grandloza hicreleri Uzerindeki fizyolojik fonksiyonlari protein kinaz A
(PKA), protein Kinaz B (PKB), p38 mitojenle aktive olan protein kinazlar (p38-
MAPK) ve Hucre digi sinyal duzenleyici kinaz 1/2 (ERK1/2) gibi gesitli sinyal
molekulleri tarafindan gerceklesir (1).

Granuloza hucreleri buyumekte olan foliktllerdeki somatik hicrelerdir.
Over folikll atrezisi, ovaryan siklistn folikuler fazi sirasinda periyodik olarak
immatur foliktllerin, dejenerasyona ugrayip absorbe olmasi ile gergeklesir.
Bu karmasik sureg¢ granuloza hucrelerinin apoptozu ile tetiklenir (2,3). Disi
fertilite potansiyeli ovaryan folikullerin gelisim ve blyumesine dayanmaktadir.
Granuloza hiicre apoptozunu ve folikul atrezisini dnlemesi nedeniyle, matir
folikallerin gelisimini uyarmak igin, yardiml treme protokollerinde, FSH
siklikla yer almaktadir. FSH, granuloza hucrelerindeki reseptorine (FSHR)
baglanarak onu aktive eder ve bu hicrelerde steroidogenezi kontrol eder. Bu
nedenle folikillin gelisimi, blUyumesi ve mattrasyonunda hayati 6neme
sahiptir (4,5). Yine de ylksek doz FSH ile HIF-1a Gzerinden grantloza
hdcrelerinde otofajinin tetiklendigini gosteren galigmalar da bulunmaktadir
(6,7). Bu sebeple FSH ile aralarindaki iligki tartismalidir.

Hippo sinyal yolagi farkli hicre tiplerinin proliferasyonunu ve
differansiyasyonunu dizenlemede énemli roll olan, bliyumeyi kontrol eden
bir yolaktir (8,9). Yolagin komponentleri ilk olarak meyve sinegi olarak bilinen
Drosophila melanogaster turinde tanimlanmistir. Sinyal yolagt, bir
transkripsiyonel koaktivator olan Yes iligikili protein (YAP) ve onunla oldukga
benzer paralogu olan WW alani igeren transkripsiyon regulatora proteini 1

(TAZ)'in aktivitesini dizenleyen bir grup Serin / Threonin kinazi igerir (9—11).



Hippo yolagi aktif oldugunda YAP/TAZ aktivitesi fosforile olarak inaktif hale
gelir ve sitoplazmada degrade olur(11). Aksine, yolak inaktif oldugunda
YAP/TAZ, transkripsiyonel olarak aktif hale gelir ve gen ekspresyonunu
duzenlemek Uzere ¢ekirdege transloke olur (11). Cekirdekte YAP, apoptozu
inhibe ederek proliferasyonu uyarmak igin gerekli genlerin ekspresyonunu
Transkripsiyonu arttirici faktdor (TEAD) yoluyla saglarken, apoptotik slrecin
baglamasi igin ilgili genlerin ekspresyonunu tumor protein P73 (P73)
uzerinden gergeklestirir. Bu nedenle hucrelerin gelisim ve buyume
asamalarinda apoptotik ve survival mekanizmalar arasinda anahtar rol
oynayan bir koaktivatérdur (10,12).

Yolagin duzenleyicilerinden buylk tumor baskilayici kinaz (Lats kinaz)
aktive oldugunda fosforile olarak YAP’I inaktive eder. Fosforile olan YAP ya
14-3-3 proteinine baglanarak sitoplazmada sekestre olur ya da ubikitin aracil
proteozomal degradasyon araciligiyla pargalanir (11). Hippo sinyal yolaginin
birgok organ ve hucre tipinin gelisiminde 6nemli role sahip oldugu
gosterilmigtir (10). Yinede, bu yolagin, memeli ovaryumlarindaki duzenleyici
rold, hiicre bélunmesinin ve germ hucre farkhlagsmasinin aktif olarak
g6raldugu bir organ olmasina ragmen tam bilinmemektedir.

MikroRNA'lar (miRNA’lar), gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel
olarak duzenleyen, 18-24 baz uzunlugunda kisa kodlanmayan tek zincirli
Ribonukleik asit (RNA) molekulleridir. mesajci RNA'lar (mRNA) gibi
miRNA’lar da yuzlerce kilobaz uzunlugundaki kodlayici genlerden transkribe
olurlar ve genomun %1-3’luk kismini temsil ederler (13). miRNA kodlayici
genler kromozomun ayni segmenti Uzerinde kisa bir mesafede tek tek ya da
kimeler halinde dagilirlar. Bu nedenle ayni segment Uzerinde yerlesen
miRNA kumeleri genellikle benzer transkripsiyon paterni ve fonksiyonlari
gOsterirler(14).

Yakin ge¢miste overlerde miRNA’lar Uzerine yapilan ¢alismalar ovaryan
gelisimde ve fonksiyonlarda anahtar rollerinin oldugunu gostermistir. Memeli
overlerinde folikilogenez ve atrezi suregleri genler arasi karmasik etkilesim
tarafindan siki bir sekilde diizenlenmektedir. Bu nedenle hem hlicresel hem

de hucre disi miRNA’lar, mMRNA duzenlenmesine post-transkripsiyonel



katihmlar ile aracilik ederler. Boylelikle, hormonlari, biylime faktorlerini ve
diger kodlanmayan RNA’lari iceren bu dlzenleyici agin bir pargasi olarak
hizmet ederler. Daha dnceki ¢alismalarda overin normal fonksiyonlarinda
(15,16), folikuler ve luteal gelisimde (17), folikuler atrezide ve granuloza
hicre apoptozunda (18), ovaryan hastaliklarda(19,20) rol oynadidi disunulen
bir takim miRNA’lar incelenmistir. Ancak daha pek ¢ok ¢alisma yapilmasina
ihtiyac vardir.

Bu galismada yuksek doz FSH uygulamasi sonrasi fare overinde, hippo
sinyal yolagi elemanlarindan YAP1, TEAD3 ve P73’Un immunreaktiviteleri ile
over ve plazmadaki miR-129-5p ve miR-145-5p dlzeylerinin

degerlendiriimesi ve bu suregteki rollerinin aydinlatilmasi amacglanmigtir.



Il. GENEL BILGILER

2.1. Disi Genital Sistemine Girig

Kadin genital organlari i¢ ve dis genital organlar olarak ikiye ayrilir. i¢
genital organlari ovaryum, tuba uterina, uterus ve vagina olustururken, dis
genital organlar mons pubis, labium majus, labium minus, clitoris, vestibulum
vagina, bulbus vestibuli, glandula vestibularis majoér ve glandula vestibulares

minoristir.

2.1.1. Ovaryum Anatomisi

Grimsi pembe renkte, uzunlugu yaklasik 3 cm, genisligi 1,5 cm, ovoid
sekilli ve yaklasik agirhgi 4-6 gr olan, sag ve sol fossa ovarii’de birer tane yer
almakta olan bir ¢ift organdir. Bulundugu bu gukurun sinirlarini on tarafta
arteria (a.) umblikalis, arkada Ureter ve arteria iliaka interna olusturur (21).

Ovaryumlarin medial yGzleri pelvis bosluguna bakar, ince barsak
kivrimlari ve sigmoid kolon ile komsudur. Dis yuzU fossa ovarii’yi rten
pariyetal periton ile komsuluk yapar. Ovaryumlar intraperitoneal organlar olup
ylzeyi periton ile 6rtill degildir. Ust ucuna fimbria ovarica ve ligamentum
(lig.) suspensorium ovarii tutunur. Bu ligamentin iginde a., vena (v.) ovarica
ve pleksus ovaricus’tan ayrilan dallar bulunur. Ovaryumun alt ucundan
baslayan lig. ovarii proprium uterus’un dis kdsesine tutunur. On kenari ise lig.
mesovarium ile lig. latum uteri'nin arka-Ust yuzune baglanir. Bu kenarda yer
alan damar ve sinirlerin girip ¢iktiklari yere hilum ovarii denir (21).

Ovaryum, aorta abdominalisten ikinci lumbal vertebra seviyesinde ayrilan
a. ovarica’lar ile beslenir. intrauterin yasamda ovaryumlar karin boslugu
icinden pelvise inerler. Bu nedenle a. ovarica’lar da aorta abdominalis’ten
ayrilarak pelvise dogru seyredip ovaryumlara ulagmaktadirlar (22).

Hilum ovarii’den ¢ikan pleksus pampiniformis vena ovarica’yi olusturur.
Sag v. ovarica, vena cava inferior'a; sol v. ovarica vena renalis’e

dokulmektedir. Ovaryumlarin lenf damarlari ise nodi preaortici ve aortici



laterales’e drene olmaktadir (21).

Ovaryumlarin sinir uyarimi pleksus ovaricus tarafindan saglanir.
Sempatik lifler medulla spinalis’in torakal 10-11 segmentlerinden gelirken,
parasempatik lifler ise nervus vagus’tan gelmektedir (21).

’ . - Tuba uterina
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CORS

f a.,Vv. ovarica
= = W ampulla

4 —_—_l_ = ' }Y istmus | Tuba

o

ovaryum

/—— infindibulum |  Uterina
|/ fimbria

%

Lig. ovarii
proprium
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Sekil 1. Ovaryumun anatomik lokalizasyonu (23)

2.1.2. Ovaryum Embriyolojisi

Genetik cinsiyet fertilizasyon sirasinda belirlenmesine ragmen
embriyonun erkek veya disi gonada sahip olup olmadigi intrauterin donemin
yedinci haftasina kadar tespit edilemez. Gonadlar, abdomen arka duvarini
doseyen solom epiteli, altindaki mezensim ve primordial germ hucreleri
(PGH)(oogonyumlar) olmak Uzere U¢ kaynaktan kdken alirlar(24). Embriyoda
genital organlarin gelisiminin, farkhlagsmamis gonad evresi, PGH’nin
olusumu-gogu ve ovaryumlarin farklilagsmasi olmak Gzere Ug asamasi vardir
(24).



21.21. Farklilagmamis Gonadlar

intrauterin yasamin besinci haftasinda mezonefrozun mediyalinden
gelisen gonadlarin gelisimleri sirasinda sag ve sol sdlom epitelinin gogalmasi
ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla iki adet genital kabarti olugur.
Kalinlasan s6lom epiteli, donustlrict buylime faktoru- B (TGF-B) ailesinden
kemotaktik bir faktor salgilayarak PGH’'ni bu genital kabarti bolgesine ¢eker.
Bu sekilde bu hucrelerin ayni zamanda ¢ogalabilmesini saglar. PGH’ler
primitif gonadlara ulasmadan 6nce genital kabartinin sélom epiteli cogalir ve
altinda bulunan mezensime gémultr. Daha sonra bu yapilar primer cinsiyet
kordonlarini olusturur (24).

Bu epitelyal kordonlar parmak seklindedir ve altindaki mezengimin
igerisine dogru uzanirlar. Eger embriyonun cinsiyet kromozomu XX ise, dista
korteks i¢cte medulla yapisindaki farklilasmamis gonadlarin medullasi
gerilerken korteksi farklilasir. EGer embriyonun cinsiyet kromozomu XY ise
korteksi gerilerken medullasi testise farklilagir. Bu yapilarda primordial germ
hicreleri gelisimin altinci haftasina kadar goértilmez. Yedinci haftadan dnce
her iki cinsiyete ait gonadlarin gérinimu birbirine benzedidi icin

farkhlagsmamis gonad adini alirlar (24).

2.1.2.2. Primordial Germ Hiicrelerinin Gogu

Primordial germ hicreleri erigkin gametlerin embriyonik donemdeki
onculleridir. Sekilleri oval veya yuvarlak olabilen PGH, 15-20 um c¢apindadir.
Ekzantrik yerlesimli gekirdekleri vardir, kromatinleri belirgindir ve 1-2 adet
bayuk nukleolus igerirler. Buyuk mitokondrileri vardir ve ribozomlari ¢ok
sayidadir. Sitoplazmalarinda yaygin olarak glikojen ve lipit icerirler. Buna
ragmen golgi’ye ait veziklller ve endoplazmik retikulum (ER) sisternalari
nadirdir. intrauterin yagamin dérdiincii haftasinda PGH allantois kesesinin
baslangi¢ yerine yakin vitellis kesesinin endodermal hucreleri arasinda
go6rilmeye baslarlar. Embriyonun katlanmasi esnasinda vitelllis kesesinin
dorsal kismi embriyo igerisine dahil olur. Bu esnada bagirsagin dorsal

mezenteri boyunca PGH, gonadal kabartilara go¢ ederler. Bu gdgleri



sirasinda ¢ogalarak sayilarini 100°’den 1000’e kadar ¢ikarirlar. Altinci haftada
altlarindaki mezensime girerek primer seks kordonlarina katilirlar. Eger go¢
gerceklesemezse testis ve ovaryum geligimi gozlenemez. Gog eger
gonadlarin digina olursa gonadlar ya Olur ya da teratom olugsumu gergeklesir
(24).

2.1.2.3. Ovaryumlarin Farklilagmasi

Y kromozomunun kisa kolunda bulunan SRY geni ve testis belirleyici
faktor (TDF) varliginda primer cinsiyet kordonlari seminifer tlibullere
farkhlasmaktadir. Bu genin yoklugu disi cinsiyet gelisimi i¢in esas olsa da
primitif gonadlarin ovaryuma farklilagabilmesi igin X kromozomunda bulunan
bazi genlere de ihtiya¢ vardir. X kromozomunun kisa kolundaki konjenital
adrenal hipoplazide X kromozomunda kopyalanmis protein [X
kromozomunda konjenital adrenal hipoplazi kritik bélge,gen 1 (DAX-1)]'in
varliginda steroidogenaz faktor 1'in (SF1) aktivitesi duzenlenerek Leydig ve
Sertoli hucrelerinin farklilagmasi engellenir. Sertoli htcrelerinin varliginda
salinan Mulleriyen inhibe edici faktér/anti-Mulleriyen hormon (MIF/AMH),
paramezonefrik kanallardan tuba uterina, uterus, serviks ve vajinanin Ust
kisminin olusumunu engeller. Bunun disinda kanat olugsumuyla baglantili
MMTYV entegrasyon bolgesi 4 [Wingless-related MMTYV integration site 4
(WNT-4)] buyume faktora de ovaryuma farklilasmada gereklidir (22).

Ovaryum icinde toplanan PGH mitozla béltnerek Gguncl ayin sonunda
hicre gruplari meydana getirirler. Bu hlcre gruplarini ovaryumun yuzey
epitelinden koken alan yassi follikiler hiicreler sarar. Fotal hayatin 5. ayina
kadar devam eden mitoz bolinmelerden sonra oogonyumlar 6lmeye baglar.
Bu sekilde oogonyumlar ve bu hicrelerden meydana gelen primer oositlerin
¢ogu yok olduktan sonra 7. ayda oogonyumlarin bir kismi mayoza girer ve
primer oosit adini alir. Bolinme bu agsamada duraklar ve primer oositler |.
mayozun profazinin diploten safhasinda ovulasyondan hemen oncesine
kadar 12-50 yil kalabilirler (25).



2.1.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum’un yuzeyi germinal epitel olarak da adlandirilan, mezotelin
devami olan, tek katl kuibik ve yer yer yassi hucrelerden olusan yuzey epitel
ile értluduar. Epitelin altinda siki bag dokusu yapisindaki tunika albuginea
bulunmaktadir. Bu tabakanin altinda bulunan korteks kisminda oosit iceren
folikuller yer alirken, i¢ kisimdaki medulla gevsek bag dokusu yapisindadir.
Medullada buyuk kan damarlari, lenf damarlari, sinir demetleri, kollajen lif
demetleri, elastik lifler ve duz kas lifleri bulunur. Elastik ve kollajen liflerin
saylis| burada kortekse gore daha fazladir. Bunun disinda medullada
intersitisyel hicreler ve hilus hucreleri de bulunmaktadir (26). Ovaryum
korteksinde gelisiminin farkh evrelerinde olan folikuller; folikullerden gelisen

korpus luteum, korpus albikans ve atretik folikuller yer almaktadir.
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Sekil 2. Ovaryum Histolojisi (23)



21.3.1. Ovaryum Follikiillerinin Geligimi (Folikiilogenez)

Folikullerin primordial folikil asamasindan itibaren geligip farklilagarak
olgun folikul gelisimine kadar olan surece follikilogenez denir. Cesitli
endokrin, parakrin ve otokrin faktorlerin dominant folikilin secimi igin
koordineli olarak galistigi bir suregtir. Folikilogenez dénemi igerisinde,
folikulu gevreleyen bag dokusu hucrelerinde proliferasyon, hormon
sekresyonu, oositin buylimesi ve mayoz bolunme gegirmesi
gerceklesmektedir. Bu folikuller farklilasma dénemine girmeden onceki
surecte sessizdirler.

Follikulan gelisimi, granuloza, teka, interstisyel hicreler ile oositlerden
salinan buyume faktorlerinin otokrin ve parakrin sinyallerine baghdir.
Bunlardan baslicalari epidermal bluyume faktért (EGF), insilin benzeri
bayume faktora (IGF, Kemik Morfogenetik Protein-4 (BMP4), B hiicre /
lenfoma ailesi 2 (Bcl2) , fibroblast buyume faktoru (FGF), Homebox kodlayan
genler (NOBOX), survivin, X'e bagli apoptoz proteini inhibitori (XIAP),
Blyume / farklilasma faktori-9 (GDF-9), Noétral apoptoz inhibitor proteini
(NAIP), kdk hucre faktort (SCF), integrin, gonadotropin, TUumor nekroz faktor
iliskili apoptoz indukleyici ligand (TRAIL) olmak Gzere g¢esitli molekullerdir.
FSH ve kalsiyum iyonlari da folikul gelisiminde etkisi olan diger faktorlerdir
(22).

Gelisim evrelerine gore ovaryumlarda 4 tip folikll bulunmaktadir (22,24).

1. Primordiyal follikdl
2. Primer (Preantral) follikul
3. Sekonder (Antral) follikul

4. Preovulatuvar (Graafian) follikul

21.3.1.1.  Primordiyal Folikul

FollikGler gelisimin ilk safhasindaki follikullerdir. Puberteden dnceki
dénemde sadece primordiyal folliklller géralmektedirler. Primordial germ
hicrelerinden disi bireylerde, gelisimin 25. haftasinda mitoz bélinmeyle 7

milyona yakin sayida oogonyum meydana gelir. Bu donemde oogonyumlarin



cevresi tek katli yassi epitel ile gevrilerek primordial folikiller olusur.
Ovaryumun korteksinde, tunika albuginea’nin hemen altinda yer alirlar.
icerisinde primer oosit adi verilen immatiir bir oosit yer almaktadir. Primer
oositlerin ¢gapi yaklasik olarak 30 p olup, ¢ekirdekleri bir veya birden ¢ok
nakleoluslu ve vezikuler yapidadir. Ooplazma, bol mitokondri, lizozom ve
annuler lameller icerir. Elektron mikroskobik olarak belirgin golgi kompleksi
ve endoplazmik retikulumu vardir. Bu organellerin yogun olarak yer aldigi
sitoplazma kisimlari 1sik mikroskobisinde Balbiani cisimleri olarak adlandirilir.
Follikiler gelisim puberteden sonra oositin buylyup olgunlagmasi, folikdl
epitel hucrelerinin proliferasyonu ve foliklli ¢cevreleyen stromal hiicrelerin

degismesi ile devam etmektedir.

follicle cells mitochondrion

basal lamina
rER

stromal
cells

Balbiani

annulate body

lamellae

Sekil 3. Primordial Folikll (26).

a. Primordial folikGlin sematik gosterimi. b. Primordial folikilleri gosteren bir
fotomikrograf. FC: Folikuler hucreler, N: Oosit ¢cekirdegi, X: Cekirdegi kesit
duzleminde bulunmayan oositler. Oklar: Folikule teget gecen kesitte gorunen

foliktler hucreler.
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21.3.1.2. Primer (Preantral) Follikul

Oositin buyumesiyle birlikte foliktllerdeki yassi epitel hucrelerinin
degisiklige ugrayip kubik sekle donustugu asamada folikule primer folikul
denmektedir (27). Primer folikullerin gelisimi sirasinda, primer oositin ¢ap!
blyur ve oositin gevresini tek katl klbik epitel ve epitelin altinda bazal lamina
cevreler. Primer oosit buyurken gevresine glikoprotein ve glikozaminoglikan
salgilar, oositin etrafindaki bu alana zona pellusida denir. Olugsumuna
follikUler hucrelerinin de katkida bulundugu zona pellusida oosit ¢api yaklasik
olarak 50-80 p’ a ulastiginda gorinur hale gelmektedir ve 1sik mikroskobunda
asidofilik boyalarla ve periyodik asit-Schiff (PAS) reaktifi ile boyanarak da
g6zlemlenebilir.

Folikuler hicreler ile oositi birbirinden ayiran zona pellusida 6-7 p
kalinhgindadir ve insanda ZP1 (200 kDa agiriginda), ZP2 (120 kDa
agirhginda) ve ZP3 (83 kDa agirliginda) olmak tzere 3 glikoproteinden
olusur. insanda akrozomal reaksiyona girmis sperm ZP3’e baglanir. Oosit ve
folikal epitel hiicrelerinin ylzeyinde bulunan mikrovilluslar, zona pellusida
hizasinda, oosit ve graniloza hicreleri arasinda bulunan perivitellin araliga
uzanmaktadir. Gap junctionlar ile folikul epitel hticreleri ile oosit arasindaki
baglanti saglanir. Oositin beslenmesi folikul hicreleri tarafindan bu sekilde
saglanmis olur. Ayrica gap junctionlar araciligiyla folikul hGicrelerinden oosite,
maturasyon inhibe edici faktor (MIF) iletimi ile oositin bélinmesinin
duraklamasi saglanirken oositten salinan BMP, GDF gibi molekuller
sayesinde folikul epitelinin proliferasyonu saglanir. Folikul epiteli gogalip gok
kath bir epitel halini alir. Tek kath bir epitel iceren foliktle unilaminar primer
folikal adi verilirken, stratum granulozum olarak da isimlendirilen ¢ok katli bir
epitel iceren folikile multilaminar primer folikll denir. Bu asamada folikul
hicreleri artik granuloza hucreleri olarak isimlendirilirler. Folikulin buyumesi
sirasinda, granuloza hucreleri arasinda da yaygin gap junctionlar olusur.
Granuloza hicrelerinin bazal tabakasinda zonula okludens tipi baglantilar
bulunmamaktadir, bu kan-folikll bariyerinin olmadiginin gdstergesidir
(26,28).

11
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Sekil 4. Primer folikul (26)
a. Primer folikilin sematik gosterimi. Oosit ile komsu foliktler hicreler
arasinda zona pellusida olugsmustur. Folikuler hicreler tek kath kubik hale

gelmistir. b. Primer foliktl fotomikrografi. FC: folikller huicreler.

Primer foliktltn gelisimi sirasinda oosit de buyuyerek olgunlasir. Golgi
kompleksinin elemanlari Balbiani cisimciginden sitoplazmaya dagilir.
Mitokondriyonlarin, serbest ribozomlarin, vezikul ve multivezikuler cisimlerin
sayisi artar. Granulli endoplazmik retikumumun (GER) miktari artar.
Memelilerde oolemma denilen oosit plazma membraninin altinda kortikal

granuller adi verilen 6zellesmis salgi vezikulleri belirir.

2.1.3.1.2.1. Granuloza Hucreleri

Granuloza hucreleri, oositi gevreleyen, avaskuler yapida steroidogenik
hucrelerdir. Overin somatik kismini olustururlar. Folikilin atreziye gidip
gitmemesi veya dominant folikll olup segilmesinde énemli roll vardir.
Granuloza hicrelerinden salgilanan gonadal steroidler, bliytime faktorleri ve
sitokinler granlloza hicrelerinin canlihginda ve foliktlin nihai buyuklige
ulasmasinda 6nem tasimaktadir (29). Geg primer folikul evresinden itibaren

folikller huicreler granuloza hucreleri olarak adlandirilirlar.
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Sekil 5. Geg primer folikil (26)

a. Geg primer folikulin sematik gosterimi. Folikuler hicrelerden farklilagan
cok tabakali granuloza hucreleri tarafindan ¢evrelenen oosit gosterilmektedir.
Granuloza hucreleri i¢ tarafta zona pellusidaya komsudur. Dis tarafta bulunan
bazal lamina Uzerinde oturmaktadirlar. Bazal lamina dis tarafta teka folikdli
olarak adlandirilan stromal hicrelere komsudur. Bu evrede sitoplazmada
kortikal granuller ortaya gikar. Oositten uzanan gok sayida mikrovillus ve
granuiloza hucrelerinden ¢ikan ince uzantilar zona pellusidanin igine
uzanmaktadir. Granudloza hucrelerinin uzantilari ooplazma membranina
temas etmektedir. b. Geg¢ folikul mikrografi. GC: Granuloza hucreleri, ZP:
Zona pellusida

Buyumekte olan folikulin granuloza hucreleri, interselltler ortamda
gorulen, PAS+ boyanan, hiyaluronik asit ve proteoglikanlardan zengin siviyi
yapmaktadirlar. Folikul buytkltkleri, grantloza hicreleri tarafindan dretilen
ve antruma salgilanan inhibitor faktérler (OMI) tarafindan kontrol edilir.
Granuloza hucreleri ovulasyon dncesi donemde protein salgisi yapan

hucreler gibi gorunmektedirler (25).
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Antrum olustuktan sonraki antral foliklil asamasinda granuiloza hucreleri
kimulUs granlloza ve mural graniloza hicreleri olmak Gzere ikiye
ayrilmaktadir. Oosit ile folikul duvar arasinda kalan granuloza hicrelerine
kimulus graniloza hucreleri adi verilirken, antrum ile folikul duvari arasinda
kalan diger graniloza hicrelerine ise mural granuloza hucreleri adi verilir
(30).

Folikilogenez agamasindaki folikullerin buyuk ¢cogunlugu preovulatuar
asamaya ulagsamaz ve atreziye gider. Gelisim esnasinda antral evredeki
folikller gonadotropin bagimli iken preantral foliktler gelisim
gonadotropinden bagimsizdir. Hipotalamustan salgilanan GnRH uyarisiyla
hipofizden salgilanan FSH ve LH folikll segimindeki ana mekanizmay:
olusturur. FSH, folikller buyumeyi kontrol eden ana hormondur ve dominant
folikildeki granlloza hucrelerinin inhibin ve dstradiol (teka htcreleri
tarafindan Uretilen androjeni kullanarak) tiretmesine neden olur. Uretilen
Ostradiol ve inhibin hipotalamo-hipofizer sistemi feedback mekanizmasiyla
etkileyerek FSH sentezini inhibe eder. Bu sekilde diger folikullerin gelisimi
baskilanir. Bunun yaninda dominant folikildeki grantloza htcreleri LH
reseptorlerine sahiptir. Bu sekilde LH tetiginin ¢ekilmesi ile ovulasyon
gerceklesebilmektedir (25,26).

Granuloza hucreleri tarafindan salgilanan ostradiol ve insulin benzeri
bayume faktoru (IGF) folikuler geligim igin hayati 6nem tagimaktadir. Bu
faktorlerin yoklugunda granuloza hicrelerinin 6lumu gergeklesir. Granuloza
tabakasi folikller bazal lamina Uzerinde yer almaktadir ve blyutyen saglikli
folikullerde apoptotik hicreler gdozlenmez. Apoptotik granuloza hucreleri
erken atretik folikullerde gorulmeye baslarlar ve sayilar giderek artar.
ilerlemis atretik folikiillerdeki apoptotik graniiloza hiicre sayisi ¢ok artinca
granulloza tabakasi hasarlanir ve bu foliklller daha sonra elimine edilir.
Morfolojik olarak, apoptoz ilk olarak granuloza tabakasinin i¢ tarafindan
baglar. Kimulus hucrelerinden, oositten ya da teka hicrelerinden baglamaz.
Bu da folikuler atreziyi baslatmada granuloza hicrelerinin apoptozunun

rolindn oldugunu gosterir (3,31).
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21.3.1.3. Sekonder (Antral) Folikiil

Stratum granllozum 8-12 hlicre katina ulastiginda granuloza hicreleri
arasinda, iginde sivi bulunan bosluklar olugsmaya baslar. Antrum denilen bu
bosluklarin varliginda folikul artik sekonder folikul (antral folikul) olarak
isimlendiriimektedir. Antrumda bulunan, hyaluronik asitten zengin bu folikul
sivisi baslangigta graniloza hucreleri tarafindan sentezlenirken, daha sonra
plazma kaynakhdir. Bu donemde oositin ¢api yaklasik olarak 125 y’ dur.
Granuloza hucrelerinden bu donemde antral siviya salgilanan oosit
maturasyon inhibitori (OMI) sayesinde oositin daha fazla bliyimesi
engellenir. OMI konsantrasyonu ile sekonder foliktlin boyutu arasinda zit
yonde korelasyon vardir (26).

Foliklluin buyimesi esnasinda, folikulln etrafindaki bag dokusunda da
birtakim degisiklikler meydana gelir. Stromal hicreler, folikll etrafinda teka
folikali denen bag dokusu tabakasini olustururlar. Teka hicrelerinden
angiogenik faktor salinimi ile damarlanma arttirilarak buyuyen oositin ve
granuloza hucrelerinin beslenmesi desteklenir. Teka ile stratum grantlozum
arasinda camsi membran olarak da isimlendirilen bazal lamina yer
almaktadir. Bazal lamina, avaskuler olan stratum grantlozum ile teka interna
olarak isimlendirilen kapillerden zengin i¢ tabakayi birbirinden ayirmaktadir.
Teka internanin dis tarafinda ise duz kas hucreleri ve kollajen liflerinden
olusan teka eksterna yer alir. Teka interna kubik yapida salgi hicrelerinden,
fibroblast ve kollajen liflerden olugur. Damardan zengindir, kiigik kan
damarlari teka internaya girer ve salgisal hiicrelerin gevresinde zengin bir
damar agi olusturur. Steroid sentezleyen bu hucreler luteinizan hormon (LH)
reseptorlerine sahiptir. LH stimulasyonu ile bu hucrelerden Ostrojen
prekursoru androjenler (androstenedion) sentezlenir. FSH varliginda
granuloza hucrelerinde Uretilen aromataz enzimi ile teka internada
sentezlenen bu androjenler 6strojene donusturulur. Daha sonra teka
tabakasina dénen dstrojenler dolagima verilir. Ostrojen etkisi altinda
granuloza hucrelerindeki LH reseptorlerinin sayisi artar. Foliktler baylume

sirasinda granuloza tabakasinda kan damari bulunmaz (25,26).
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Sekil 6. Sekonder folikul (26)

a. Sekonder folikllin sematik gdsterimi. Granuloza htcrelerinin arasindaki
kuguk sivi dolu bosluklarin birlesmesiyle olusan sivi dolu antrum
gorulmektedir. Call-Exner cisimcikleri bu evrede ortaya ¢ikar. Kigik
yuvarlakta graniloza hicreleri, bazal lamina, teka interna ve teka eksterna
arasindaki iligki gosterilmektedir. b. Sekonder foliktl mikrografi. Granuloza
hiicreleri (GC) arasinda olusan igi sivi dolu antrum (A) gértlmektedir.
Sekonder folikulin bazal laminasinin diginda teka interna (TI) ve onun

disinda teka eksterna (TE) tabakalari gérulmektedir.
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Sekil 7. Tersiyer folikul (Graaf folikull) (26)

a. Genis antrumlu matur (Graaf) folikilin sematik gosterimi. b. Graaf
folikGltin fotomikrografi. A: Antrum, CO: KimilUs ooforus, SG: Stratum
granulozum, Tl: Teka interna. Sagda ovaryumun yuzeyi gérinmektedir. Sag

ust tarafta yer alan iki folikal primer folikaldur.

21.3.1.4. Preovulatuvar (Graafian) Folikiil

Tersiyer foliktltn ¢api follikil boslugundaki sivi artisi nedeniyle artmistir
ve yaklasik 10 mm’dir, icerisinde matur sekonder oosit bulunmaktadir. Blyuk
boyutundan dolayi ovaryumun yuzeyinde ¢ikinti olusturur. Ultrasonografik
inceleme ile saptanabilir. Antrum boyutu arttikga stratum grantlozum
tabakasi incelirken, folikil maksimum boyutuna yaklastiginda grantloza
hicrelerinin mitotik aktivitesi azalir. Antrum geniglemeye devam ettikge
granuloza hucreleri ve oosit arasindaki aralik artarak ovulasyona hazirlanilir.

Folikul gelisimi sirasinda antrumun biyimesi ile oosit folikillin kenarina
dogru itilir. Granuloza hucreleri folikllin baytumesiyle dogru orantili
¢ogalmadigindan granuloza tabakasi incelmistir. Granlloza hcreleri, oosit
ile iligkili oldugu bolgede antruma dogru gikinti yapan bir tumsek olustururlar.

Burada yer alan granuloza hiicrelerine kumulus ooforus ismi verilir. Oositin
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etrafini saran granuloza hucrelerine ise korona radiyata denmektedir. Korona
radiyata hucreleri ovulasyon sirasinda oositle birlikte atilirlar. Primordiyal
folikilden olgun folikul olusana kadar gegen sure yaklasik 90 gunddr.
Folikller maturasyonun bu agsamasinda teka tabakalari daha belirgin
hale gelmektedir. Teka interna hicre sitoplazmalarinda lipid damlaciklari

olusur ve hucreler ultrastruktirel olarak steroid Ureten hicrelere benzerler.

21.3.2. Ovulasyon

Ovulasyon, olgun foliktl duvarinin yirtilarak oositin serbest kalmasidir.
Atilan oosit tuba uterinalarin fimbrialari tarafindan yakalanarak uterusa dogru
tasinir. Bu olay 28 gun suren menstrual siklisun yaklasik 14. gininde
gergeklesmektedir. insanlarda genellikle, her sikliiste bir oosit atilirken bazen
de iki veya daha fazla oosit serbest birakilabilir ya da ovulasyon hig
gerceklesmeyebilir (32—35).

Ovulasyonu tetikleyen buyuyen folikul tarafindan uretilen dolagimdaki
yuksek Ostrojen duzeyine cevap olarak hipofizden uretilen LH dizeyindeki
ani artistir. Kandaki LH seviyesinin artmasindan sonra birka¢ dakika igcinde
ovaryuma giden kan akiminda bir artis gorultr. Kapiller ve postkapiller
venullerden sizan plazma proteinleri 63deme yol agar. Dokuda lokal olarak
prostaglandin, histamin, vazopressin ve kollajenaz salinimi olur. Granuloza
hicrelerinden hyaluronik asit Uretimi artar ve aralarindaki baglanti zayiflar.
Folikll duvarinin kiguk bir alani tunika albugineada meydana gelen kollajen
yikimi, iskemi ve hicre 6lumu nedeniyle zayiflar. Folikuler sividaki artis ve
diuz kas hucrelerinin kasiimasiyla birlikte bu zayif kisimdan folikul duvari
yirtilir ve ovulasyon meydana gelir. iskemiye bagh folikiil duvarinda gériilen
bu renk ve saydamlik degisimine stigma denir ve ovulasyonun yaklastiginin
gOstergesidir (32-35).

Fetal yasamda |. Mayoz'un profazinda duraklayan oositler, puberte
doneminde, ovulasyondan hemen once |. Mayoz'u tamamlarlar. I. Mayoz
tamamlandiginda primer oositlerden olusan iki htiicreden sitoplazmanin
blyUk bdlimund alan hucre sekonder oosit adini alirken az miktarda

sitoplazma igeren diger hucreye birinci kutup cismi denir. Sekonder oosit, I.
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Mayoz’'un hemen ardindan Il. Mayoz’a girer (32—-35).

Folikll duvarinin yirtilmasiyla Il. Mayoz’'un metafaz safhasinda olan oosit,
birinci kutup cismi, zona pellusida, korona radiyata ve bir miktar folikul
sivisiyla birlikte atilir ve tuba uterinanin agik ucundan igeri girer. Oosit ancak
bir spermatozoon ile ddllenirse Il. Mayoz bdlinme tamamlanir ve ikinci kutup
cismi olusur. Daha sonra bu kutup cisimleri dejenerasyona ugrayarak yok
olurlar. Ovulasyondan sonraki ilk 24 saat iginde dollenme gerceklesmezse
oosit bozulur ve ortadan kaldirilir (32-35).

Oocositler folliktller igerisinde bulunurlar ve gelisimleri igin gereken
mikrogevre folikuller tarafindan saglanir. Puberte sonrasi normal bir geng
kadinin ovaryumlarinda yaklasik 400.000 folliktul bulunmaktadir. Bu
follikullerden yaklagik 500 tanesi tersiyer follikul safhasina ulasirken geri
kalani atreziye ugrayarak dejenere olurlar. Menopozla birlikte ovaryumlarda

kalan tim oositler dejenere olarak ortadan kalkarlar (32—-35).

2.1.3.21. Korpus Luteum

Ovaryumun korteks bélgesinde, ovulasyon sonrasinda oositin atildigi
folikildeki granlloza ve teka interna hicreleri korpus luteumu olusturmak
Uzere yeniden duzenlenir. Folikal duvari, folikll sivisi bosaldiktan sonra
kivriml bir sekil alir. Folikul bogluguna bir miktar dolarak burada koagule olur,
sonrasinda yerini bag dokusuna birakir. Bu kisim korpus luteumun en i¢
kismini olusturur.

Ovulasyondan sonra graniloza hicrelerinin boyutunda buyuk bir artis
goralur ve granuloza lutein hacreleri adini alirlar. Bu hicreler korpus
luteumun parankiminin yaklasik %80’ini olugtururlar ve steroid salgilayan
hicre 6zelliklerine sahiptirler. Teka internadaki hucreler de teka lutein
hicrelerini olusturarak korpus luteumun olusumuna katkida bulunmaktadirlar.
Bu hdcreler garanuloza lutein hicrelerine benzemekle birlikte boyutlari daha
kUguktur, daha koyu boyanirlar ve korpus luteum duvarinin kivrimlarinda
lokalize olmaktadirlar. Teka internanin kapiller ve lenfatikleri i¢ kisma dogru

geliserek korpus luteumun zengin damar agini olugturur.
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Sekil 8. Korpus Luteum (26)

insan ovaryumuna ait korpus luteumun fotomikrografi. a. Korpus luteum,
grantloza ve teka hucrelerinin igeren kollabe olmus folikil duvarindan olusur.
Granuloza lutein hucreleri foliktler kavitenin (Cav) etrafinda kalin, katlantili
bir tabaka olustururlar. Katlantilarin iginde teka internaya ait hiicreler bulunur
(oklar). x12. b. Bu fotomikrograf korpus luteum duvarini daha buyuk
blyltmede gbéstermektedir. Granlloza lutein hiicreleri (GLC) ana hiicre
kiutlesini olusturmaktadir. Grantloza lutein hicrelerinden oldukca kiglk teka

lutein hucreleri (TLC) gorulmektedir.

Korpus luteumun olugsumu, ovulasyon 6ncesi donemdeki LH
stimUlasyonu neticesinde gerceklesir ve yine bu uyari sayesinde korpus
luteum progesteron ve 6strojen salgilamaya baslar. Gebeligin olusmamasi
durumunda korpus luteum bu goérevini 10-12 giin boyunca devam ettirir,
sonrasinda korpus luteum hucreleri apoptoza ugrayarak dejenere olur.
Progesteron salgisinda meydana gelen bu azalma neticesinde menstruasyon
g6raltr. Korpus luteumun bozulmasi ile azalan éstrojenin hipofiz Gzerindeki
baskilayici etkisi kalkar ve hipofizden FSH salgilanir. FSH’In baska

folikllerin blylimesini uyarmasi ile bir sonraki siklus baslamis olur.
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Menstrual sikltGsin bir kismi boyunca bulunan menstrual korpus luteum
makrofajlar tarafindan fagosite edilerek yerini fibroblastlara birakir. Bu slreg
sonunda siki bag dokusundan olusan yapiya korpus albikans ad1 verilir.

Gebelik olusmasi halinde, olugan embriyonun trofoblastik hicreleri
tarafindan sentezlenen insan koryonik gonadotropin hormonu (HCG) etkisi ile
korpus luteumun bozulmasi engellenir ve daha da buylimesine neden olarak
progesteron salgisinin devami saglanmis olur. Progesteron uterus
mukozasinin gebelik boyunca korunmasi gorevini Ustlenmektedir. Gebelik
korpus luteumu 4-5 ay sonra bozulur ve yerini menstruasyon korpus

albikansindan ¢ok daha blyuk bir korpus albikans alir.

Sekil 9. Korpus Albikans (26)

insan ovaryumuna ait korpus albikansin fotomikrografi. Onceki sikliise ait
korpus luteumun dejenerasyona ugramakta olan hucrelerinin arasinda buyuk
miktarda hiyalin materyal goérilmektedir. Korpus albikans, ovaryumun

stromasi tarafindan cevrelenmektedir. x125.
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21.3.2.2. Folikuler Atrezi

Her menstrual siklUste, genellikle bir folikll digerlerinden daha fazla
bayur ve baskin hale gelirken digerleri yikima ugrar. Baskin olan folikul,
tersiyer folikil agamasina ulagabilir ve ovulasyonu gergeklestirebilir.
Ovaryum folikullerinin gogu atreziye ugrarken folikal hicreleri ile oositler
apoptoza ugrayarak fagositler tarafindan ortadan kaldirilirlar. Sonrasinda
fibroblastlarin geligiyle kollajen igeren nedbe dokusu olusur. Gelisimin
herhangi bir agsamasindaki folikll atreziye ugrayabilir. Bu granuloza
hicrelerinde mitoz bélinmenin durmasi, grantloza hicrelerinin bazal
laminadan ayriimasi ve oositin 6lmesi gibi nedenlerle olabilmektedir. Folikdl
atrezisinin fetal hayatta baglayip menopozdan birkag yil sonrasina kadar
gorildigu dénem igerisinde yogun oldugu bazi zamanlar vardir. Ozellikle
dogum sonrasi donem (anneden gelen hormonlarin etkisinin ortadan
kalkmasiyla) ile puberte ve gebelik sirasinda oldukga belirginlesmektedir
(26,28,36,37).

Folikdl atrezisi sirasinda gogu zaman teka interna hucreleri korteks
stromasinda tek ya da kiiglik gruplar halinde kalmaktadir. intersitisyel
hicreler olarak adlandirilan bu hicreler ¢cocukluk doneminden menopoza dek
izlenirler ve LH uyarisi ile steroid salgilarlar (38).

Survival faktorlerin eksikligi veya 6lum ligandlarinin uyariimasi apoptozun
esas sebebidir ve granuloza hucrelerinin apoptozuna yol agar, apoptozun
artigi folikiiliin atrezisiyle sonuclanir (39). Ostradiol, IGF1, FSH, EGF ve IL6
anti-apoptotik faktorlerdir ve AKT sinyal yolagini aktive ederler (3,40—42).
Diger taraftan, FAS (CD95), FASL, tumor nekroz faktor alfa (TNFa) ve
reseptord TNFR, BCL2 ailesi Uyeleri [Bax(Bcl2 iligkili protein X)], TRAIL ve
TRAIL reseptorleri gibi hicre 6lim ligand-reseptorleri ise folikller atrezide
etkilidir (3). Bu sinyallerin hicre igi farkli pro-apoptotik yolaklari uyarmasi

sonucunda kaspaz 3 ile apoptoz gergeklesir (3).
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Sekil 10. Atrezik Folikul (36)

Folikul atrezisi gelisiminin herhangi bir evresinde baslayabilir. Atrezi,
granuloza hucrelerinin (G) apoptozu ve oositin (O) otolizi ile karakterize edilir.
Makrofajlar, debrisi temizlemek icin dejenere olan yapinin igine girerler.
Antrumda (A) gevsemeyle beraber, igerisinde bir¢ok apoptotik cisimcik
gOzlenir. Korona radiyata hucreleri kaybolmustur, oositin gevresi bostur.
(X200)

2.1.4. Ovaryum Fizyolojisi

21.41. Ovaryan Siklusun Hormonal Diizenlenmesi

Folikul kaynakh aktivin, gonadotropin hormonu Ureten hucreleri aktive
ederken hipofizden FSH Uretimini saglar. Salgilanan FSH, grantloza
hicrelerini FSH reseptorleri yoluyla uyarir, folikil gelisimine ve antrumun
geniglemesine neden olur. Folikiler gelisim antral ddbnemden itibaren FSH’a
bagimhdir (43). Hipofizin anterior lobunun pars distalis kismindan salinan
FSH menstrual siklusun ilk yarisinda etkilidir. Proliferatif (ya da folikller) faz
denilen bu dénemde FSH, granuloza ve kimdulUs hicrelerinde, estradiol-17b

(E2) sentezinden sorumlu Cyp19a1 enziminin ekspresyonunu uyarir.
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Granuloza ve kimulUs hucrelerinde E2 sentezi baslamasi ile E2'nin graniloza
hicreleri Gzerine parakrin ve otokrin etkisi sonucu granuloza hicre
proliferasyonu ve LH Reseptoru ekspresyonu gerceklesir. Granuloza
hicrelerinden salinan E2, oogenezi ve folikuler gelisimi uyarir (25,26).

Ovulasyon igin uyariyi olusturan, buayuyen folikll tarafindan Gretilen
dolagsimdaki yuksek Ostrojen dlzeyine yanit olarak 6n hipofizden salgilanan
LH duzeyindeki ani artistir. Siklusun ortasinda FSH ve LH'in aniden
yukselmesi ile LH’in ani artisina yanit olarak granuloza hucrelerindeki LH
reseptorleri desensitize olur. Bunun neticesinde granuloza hicreleri LH’a
yanit olarak dstrojen Uretemezler. Primer oositin birinci mayotik bolinmesi
ani artig tarafindan tetiklenerek, maturasyon ilerletici faktor (MPF) etkisi ile
kaldigi yerden devam eder. LH'un ani artisindan 12-24 saat sonra
gercgeklesen bu olay sekonder oosit ve birinci polar cismin olugsumu ile
sonuglanir ve ovulasyon meydana gelir. Siklusun luteal faz adi verilen ikinci
yarisinda granuloza ve teka hucreleri lUteinizasyona ugrarlar ve olugan
korpus luteumdan progesteron uretilir. Atilan oositin eger sperm ile
dollenmesi gergeklesmezse hormon seviyeleri duser, endometriyumun
stratum fonksiyonale tabakasi dejenere olarak menstruasyon ile atilir ve
korpus luteum dejenere olarak korpus albikans adini alir. Bu déngu
menopoza kadar her ay tekrarlanmaktadir (26).

Ostrus siklls( sirasinda dominant folikiil preantral folikiile déntisiirken,
diger folikUller atreziye gider. Bu sureg i¢erisinde hicre proliferasyonu ve
apoptoz ayni anda gerceklesmektedir. FSH ve LH’in graniloza htcrelerinin
apoptozunu inhibe ettigi, FSH reseptoru knockout edilen ve hipofizi ¢ikarilan
farelerde, follikuler gelisimin preantral evrede durdugu ve infertiliteye neden
oldugu bildirilmistir (44). FSH'in follikal gelisimini kontrol ettigi, grantloza
hdcrelerinin apoptozunu azalttigi ve folikulleri atreziden korudugu rapor
edilmigtir (45). Yapilan bagka bir calismada ise FSH’nin atretik folikullerin
erken evresinde granuloza hdcrelerinin apoptozunu onledigi ancak ilerlemis
atretik foliktllerdeki granuloza hicrelerinin apoptozunu engelleyemedigi,
bunun mitokondrial apoptozun gergeklesmis olmasindan kaynaklaniyor

olabilecegi paylasiimigtir (46).
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Hypothalamus —

Sekil 11. Folikilogenez (47)

Primordial folikll aktivasyonu, dominant folikul se¢imi, ovulasyon éncesi
gelisimi ve olgunlagmasi. A: Primordial folikuller, B: Primer folikiller, C:
Sekonder folikuller, D: Preantral folikillerin atrezisi. FSHR ekspresyonu (mor
halkalar) ve FSH sekresyonu antral foliktl olusumunu uyarir. LHR
ekspresyonu (yesil halkalar) neticesinde dominant folikil segimi (mor ok) ile
devam eder. Proliferasyon gergeklestikce folikll gapi artar. Folikiltn
olgunlagsmasi ve LH piki folikller hiicrelerde farklilagsmaya neden olur.

Folikallerin ¢api, folikilogenez sirasindaki evrelerini gosterir.
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2.1.4.2. Ostrus Siklusu

insanlarda menstrual sikliis olarak adlandirilan ortalama 28 giin siiren
ureme dongusu, rodentlerde 6strus siklusu olarak adlandirilir ve ortalama 4-5
gun surer. Vajinal agilma apoptoz araciligiyla gergeklesen bir olaydir ve
plbertenin baslayip baglamadigini anlamak igin kullanilir. Ostradiol
salinimindaki artigin sonucu olarak meydana gelir. Farelerde vajinal agiima
ortalama 26 gunlukken gerceklegir (48).

Ureme sistemiyle ilgili calismalarda ve 6strus sikllistiniin evresini
belirlemede vajinal suruntu sitolojisi kullanilir. Bu yontem vajinal strantide
g6rilen Ug hicre tipinin dagilimina gore yapilir: epitelyal hicreler, kornifiye
hacreler ve I0kositler. Bu hucrelerin dagihimina gore Ostrus siklUsu fare ve
siganlarda proostrus, 0strus, metdstrus ve diostrus olmak Uzere 4 evreye
ayrilir (49).

21.4.21. Proostrus

Bu evrede c¢ekirdekli epitelyal hicreler hakim olarak gozlenmektedir.
Klmeler halinde ya da tek tek gorulebilirler. Kornifiye hiicreler de az da olsa
g6zlenebilir. Bu evre dstradiol atisinin oldugu ovulasyon dncesi gune denk
gelir ve gecesi sirasinda LH ve FSH’ta dalgalanma gergekleserek ovulasyon

meydana gelir (50,51).

21.4.2.2. Ostrus

Bu evre kimeler halinde bulunan kornifiye skuaméz epitelyal hicrelerle
karakterize edilir. Cekirdekleri gorunmez; sitopazmalari granuler yapida ve
sekilleri diizensizdir. Ostradiol seviyesi sabah boyunca yliksek seviyede kalr,

O0gleden sonra bazal seviyelere iner (48,51).

21.4.23. Metostrus
Bu evrede |0kositler baskin olarak gortulmekle birlikte butin hacre tipleri
g6zlenebilir. Az miktarda ¢ekirdekli epitelyal ve/veya kornifiye skuamoz

epitelyal hicreler bulunur. Plazma 6stradiol seviyesi dusuktar (48,51).

26



21.4.24. Diostrus

Bu evrede |6kositler baskin olarak goérulur. Plazma dstradiol seviyesi
artmaya baslar (48,51).

Ostrus, metdstrus ve dibstrus sirasinda plazma LH ve FSH seviyeleri
dusuktur. (50).

a

SNy1s308

Leukocytes

Nucleated Epithelial Cells
[ Cornified Epithelial Cells

Sekil 12. Ostrus dongusiinde yer alan hiicre tipleri (52)
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2.2. Yardimh Ureme Tekniklerinde FSH’nin Kullanimi

FSH, glikoprotein hormon ailesine ait gonadotropinlerden biridir ve bir a
ve bir B subunitten olusan heterodimer bir yapiya sahiptir. FSH reseptora G
Protein Kenetli Reseptorler (GPCR) ailesine ait yedi transmembran sarmali
yapisindadir. Heterotrimerik G-protein subunitlerinden biri olan Ga yoluyla
sinyalini ilgili molekdllere iletir. FSH’in, foliktler buyime, maturasyon,
dominant folikul secimi ve Ostradiol uretiminde rolu vardir. Folikilogenez
sirasinda folikiillerin sag kalimlarinda énemli bir faktérdir. in vitro ortamda
granuiloza hucrelerinin apoptozunu azaltirken in vivo ortamda antral folikulleri,
preovulatuar asamadaki folikulleri ve dominant folikUlleri atreziden korur
(1,30,53). FSH’nin inhibisyonu atreziyi indukleyerek ovaryan fonksiyonlara
zarar verir. Ayrica FSH reseptorlerinin delesyonu da folikul kaybiyla
sonugclanir. Apoptozun intrinsik yolagi FSH tarafindan ektrinsik yolaga goére
daha fazla baskilanmaktadir (30). Bu fonksiyonlari nedeniyle yardimli Greme
tekniklerinde FSH’dan faydalaniimaktadir.

Ovulasyon bozukluklari ve over folikullerin zamanla azalmasi, normal
fizyolojik sUrecleri bozabilir ve infertilite ile sonuglanabilir. Luteinizan hormon
(LH) ve FSH anovulatuar siklusu olan kadinlarda, polikistik over sendromlu
(PKOS) kadinlarda ve hipotalamik anovulasyonlu kadinlarda ovulasyon
induksiyonu igin kullaniimaktadir.

Overlere hiperstimulasyon uygulamalari, ayni anda ¢ok sayida folikalin
gelismesini saglamaktadir. insan menapozal gonadotropinler, purifiye Griner
FSH uygulamalari ve rekombinant FSH uygulamalari, kontrolli over
stimulasyonu (KOS) i¢in en yaygin kullanilan uygulamalar arasindadir. FSH,
KOS sirasinda tek basina folikiler maturasyon igin kullanilabilmektedir.

Yardimli Greme tekniklerinde yaygin olarak kullanilmasina ragmen
yuksek doz FSH’nin ovariyan stimulasyon sirasinda, grantloza hucrelerinde
HIF-1a yoluyla otofaji sinyalini indukledigi ve in-vitro ortamda granuloza
hacreleri Uzerinde otofajik etki gosterdigi ileri surulmektedir (6,7).
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2.3. Hippo Sinyal Yolagi

insan ve hayvanlarin organ boyutlari, gelisimleri srasinda belirli bir
asamaya gelince durur ve daha fazla buyumeye devam etmez. Bu bayime
mekanizmalarinin Drosophila Uzerinde incelenmesiyle Hippo sinyal yolaginin
varh@i anlasiimigtir (54). Bu yolakta varhidi ilk ortaya konan genler warts (wts)
(55), Salvador (sav) (56) ve hippo’dur (hpo) (67-59). Bu genler memelilerde
sirasiyla buyuk tumor baskilayici kinaz 1/2 (LATS1/2), Salvador 1 (SAV1) ve
makrofaj uyarici protein (MST1/2) olarak adlandirilir ve mutasyonlari organin
ulasmasi gereken nihai boyutlardan daha buyuk boyutlara erismesine neden
olmustur. Bu genlerde mutasyon hcrelerin asiri proliferasyonuna ve
apoptoza karsi direng kazanmasina neden olur. Ayni sekilde daha sonra
bulunan Hippo yolagina ait genlerdeki mutasyonlar da farelerde agiri doku
bdylUmesine neden olmustur. Bu nedenle Hippo sinyal yolagi elemanlari
hicre proliferasyonunda ve apoptozda, dokulardaki yapisal degdisiklikleri ve
organin normal buyuklige ulasmasini duzenlemede gorev almaktadir (12).
Ayni zamanda folikul aktivasyonunda, buytimesinde ve folikul geligiminin
dizenlenmesinde de rolleri bulunmaktadir (60).

Yolagin merkezi elemani olan LATS1/2 aktif hale geldiginde,
transkripsiyonel koaktivatorleri olan YAP/TAZ’ a baglanarak onlari fosforile
eder ve inaktivasyonlarina neden olarak ¢ekirdege girmelerini engeller ve
sitoplazmada proteozomal yikimlari gergeklesir (61-63). Eger LATS1/2 aktif
degilse, YAP/TAZ ¢ekirdekte birikir ve TEAD ailesine baglanir. Azalmis Hippo
yolagi aktivitesi YAP/TAZ aktivitesinde artisa neden olarak apoptozun
azalmasina ve sonugta hiperproliferasyona ve dokunun asiri buyimesine
neden olur. Hippo yolaginin kontrolinu saglayan primer duzenleyiciler
GPCR’ler ve MAPK sinyalleridir. Bununla birlikte hlcre iskeletinde meydana
gelen degisiklikler, hlicre-hlicre, hiicre-matriks elemanlari arasi etkilesimler
ve ekstraseluler matriksin fiziksel icerigi Hippo yolu aktivitesi Uzerinde etkilidir
(64-69).
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Sekil 13. Hippo shyal yolagi ve baglantili oldugu yolaklar (70)

YAP ve TAZ, Hippo sinyal yolaginin anahtar molekdulleridir. Hippo sinyali
serin/threonin kinaz kaskadinda gérev alan negatif blylime dizenleyicilerini
icerir ve bunlar yolaktaki ana transkripsiyonel koaktivatorler olan YAP ve TAZ
molekullerini fosforile ve inaktive eder. Hippo sinyali bozuldugunda
sitoplazmadaki YAP veya TAZ gekirdege girerek, TEAD ile baglanip hedef
gen transkripsiyonunu aktive etmektedir. Bunun neticesinde bliyume
faktorlerinin hicresel iletisim agi faktori (CCN) [CCN1(CYBR1-sitokrom B
rediktaz1), CCN2(CTGF-bag dokusu buyume faktoria), CCN3(NOV-Asiri
ekspres olan Nefroblastoma)] ve apoptoz inhibitorlerinin (BIRC-Bakuloviral
IAP tekrar iceren protein3) ekspresyonu artmaktadir. CCN buyume faktoru
ailesinin tyesi olan CTGF, Hippo yolaginda yer alan proproliferatif bir
molekuldur, BIRC ise antiapoptotiktir. Bu molekullerin ekspresyonlarinin
artmasi hucrenin buyimesini, yagamasini ve proliferasyonunu uyarmaktadir.
YAP ve TAZ, cok sayida proteinle etkilesim halindedir ve aktivitelerini kontrol

eden birgok slreg¢ vardir. YAP'In transkripsiyonel aktivasyon boélgesindeki
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fosforilasyonu YAP’In etkilesim kurdugu proteinleri degistirir. DNA hasari
durumunda YAP-P73’e baglanip proapoptotik gen (BAX, p53)

transkripsiyonunu arttirarak hicre 6lumune neden olur (12,67,68).

( Y AP JI Sitoplazma

) Cekirdek YAP Cekirdek
/a7 AN SINNTRSTNN

Anti-apoptotik
——— genler .

Proliferasyon

Sekil 14. YAP'In apoptoz ve proliferasyonda anahtar rolu (71)

2.3.1. YAP1

YAP insanlarda 11922 kromozom bolgesinde bulunan bir onkogendir
(72). YAP1, gesitli transkripsiyon faktorleriyle reseptor tirozin kinaz4 (ErbB4),
Runt iligkili transkripsiyon faktori 2 (RUNX2), TEAD ve p73 etkilesime girerek
onlarin aktivitelerini diizenleyen, Hippo yolaginin énemli bir transkripsiyonel
koaktivatorudur, tek bagina transkripsiyonel aktivitesi yoktur. Over de dahil
olmak uzere kemik iligi diginda butun dokularda eksprese olmaktadir (61).

Transgenik farelerde YAP, geri donusumll olarak karacigerin agiri
bdylUmesine neden olmustur. Buradan Hippo yolaginin organ boyutunu
duzenlemesindeki rolu agiga ¢ikmaktadir (73). Bunun yaninda YAP'In
devamli ekspresyonu hiperplaziye ve tumor gelisimine neden olmaktadir
(61).
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YAP1 asiri eksprese oldugunda, tumor buylimesine ve kanserlerde sag
kalimin azalmasina yol agarak bir onkogen gibi gérev alirken, apoptozu
induklemesiyle ayni zamanda tumor baskilayici rollu de vardir. Kanserlerde
dual rol oynamaktadir; epitelyal kanserlerde onkogenken, hematolojik
kanserlerde tumor stpressordur. Bunun nedeni YAP1’in degisen hicresel
icerige bagh olarak farkli komponentlerle kompleks olusturmasidir. Ornegin
DNA hasari olmadiginda YAP1, RUNX (onkogenik transkripsiyon
duzenleyicisi) ile etkilesime girerek p73’in degradasyonunda artisa neden
olur. Bdylece transkripsiyon modulatorleri YAP1’i p73’ten uzaklastirarak diger
komponentlere (partnerlerine) yonlendirip ve YAP1’in proliferatif ve
antiapoptotik rolune burinmesine yol agabilmektedir (74).

Bir takim GPCR’ler ve onlarin agonistleri Hippo yolagr'nin duzenleyicileri
olarak gorev yapmaktadir. Gs bagli reseptorlerin epinefrin veya glukagonla
aktivasyonu, LATS1/2 kinaz aktivitesini arttirarak YAP’In inhibisyonuna neden
olurken G12/13 veya Gq11 bagl reseptorlerin lizofosfatidik asit (LPA) veya
sfingozin 1-fosfat (S1P) ile aktivasyonu LATS1/2 kinaz aktivitesini inhibe
ederek YAP’In aktivasyonuna neden olur. YAP ve TAZ yapisal olarak
birbirine ¢ok benzeyen iki molekuldir. YAP veya TAZ'in fosforilasyonu
aktivasyon-inhibisyon dengesinde kritik basamaktir. Memelilerde Hippo
yolagi aktive oldugunda, YAP1 ve TAZ'in, LATS 1/2 tarafindan fosforilasyonu
ile gekirdege girigleri engellenir. Bu onlarin 14-3-3’e baglanarak sitoplazmada
birikmelerine ve YAP’In inaktivasyonuna neden olur (62,75). Hippo yolagina
ek olarak, fosforilasyondan bagimsiz sitoplazmada kalmasina neden olarak,
YAP1’in fonksiyonunu ve lokalizasyonunu dizenleyen angiomotin (AMOT) ve
siki baglanti proteini-2 (ZO-2) gibi bir takim proteinler de siki baglantilarda
bulunmaktadir (76,77). Adherens ve zonula okludens tipi baglantilarin Hippo
yolaginin normal fonksiyonunu gostermesinde hayati rolleri vardir. Bu
baglantilar ile epitelyal dokudaki mekanik stresin etkileri Hippo yoluna
aktarlabilmektedir (78,79).

Hippo sinyalinin kaybi veya YAP1’in anormal aktivasyonu (6rnegin 127A
mutasyonu), fosforile edilmemis YAP1’in niklear birikimine neden olur ve

onun RUNX, TEAD, promiyelositik Iosemi proteini (PML) veya p73 gibi farkli
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transkripsiyon faktorlerine baglanarak ilgili genlerin ekspresyonuna neden
olur. Bu sekilde bir onkogen/timor stipresor gen gibi davranir. YAP1’in
baglandigi bu farkli transkripsiyon faktorlerinden belki de en nemlisi TEAD
ailesi transkripsiyon faktorleridir. TEAD'in susturulmasi veya YAP1-TEAD
iliskisinin bozulmasi YAP1’e bagli gen transkripsiyonunu ortadan kaldirir ve
YAP1 nedenli hiicre proliferasyonunu, onkogenik transformasyonu ve
epitelyal-mezenkimal gegisi azaltir (80).

Yap7’in, granuloza hucrelerinde Fox/2 aracil susturulmasi granuloza
hicrelerinin apoptozuna yol agar ve korpus luteum sayisini, ovaryumun
boyutunu azaltir ve transgenik farelerin fertilitesinde bozulmaya neden olur.
Buna ragmen preovulatuar folikullerdeki farklilagmig granuloza hucrelerinde
ve korpus luteumlardaki luteal hicrelerde Yap?'in, Cyp19a1 aracili
susturulmasi over morfolojisine ve fertiliteye etki etmez. Bazi ¢alismalar
gOstermigtir ki YAP1, epidermal bluyume faktort reseptora (EGFR),
gonadotropin ve TGF-B sinyal yolaklariyla etkilesime girerek grantloza hucre
proliferasyonunu, farkhlagsmasini ve canliligini dizenler. YAP1 granuloza

hicre proliferasyonunda ve farklilagsmasinda kritik bir dizenleyicidir (81).

2.3.2. TEAD3

Transkripsiyon arttirici faktorler (TEF) olarak bilinen TEAD transkripsiyon
faktorleri ilk olarak 1987 yilinda Xiao ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir. Baglangigta SV40’a ait B1 alanina baglanabilen ve gegise
pozitif etki eden guglendiriciler olarak gorev yapan nuklear proteinler olarak
aciklanmiglardir (57). Daha sonra TEAD?'in, insan papilloma virasu (HPV-
16)’ya baglandigi ve HPV-16’nin E6 ve E7 isimli onkogenlerini aktive ettigi
belirlenmistir (68). TEAD ailesi evrim sirasinda yuksek dlzeyde korunmus
olan ve neredeyse tim okaryotlarda homologlari bulunan transkripsiyon
faktorleridir (59). Yine de TEAD ailesi Gyelerinin her birinin farkli ekspresyon
paterni gostermesi her bir Uyenin essiz bir gorevinin olduguna isaret eder
(60,61).

Gelisimsel donemde TEAD proteinleri iki hiicreli embriyo evresinden

itibaren eksprese olmaktadir (82). insan genomu dért farkli TEAD
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transkripsiyon faktort icermektedir (TEAD1,2,3,4). TEAD genlerinin fizyolojik
fonksiyonlari, fareler Gzerinde yapilan gen inaktivasyon ¢alismalariyla
aydinlatilmigtir. TEAD1’in tamamen mutasyonu embriyolarda olumcul kalp
defektlerine yol agmistir. Bu nedenle TEAD?’in bir kisim kardiak genin
ekspresyonunu uyardigi ve miyokardin olugsumu igin gerekli oldugu
soylenebilir. Ayrica TEAD1 kardiyak kaslarin farklilasmasini degil sadece
buyumesini etkilemigtir. Bu nedenle TEAD1 embriyonik kalbin
maturasyonunda gorev almaktadir (83). TEADZ inaktivasyonu sonrasi bir
kisim arastirmaci noéral tip kapanma bozukluklarinin artmis oranda
g6ralduguna bildirmistir (84).

TEADS ya da diger adiyla TEFS, siklin ve siklin bagimli kinazlar gibi
proliferasyon iligkili genlerin transkripsiyonunu tetikleyen transkripsiyon
arttirici faktor ailesinin Gyelerinden biridir. Hlcre siklisundn ilerlemesinde,
DNA metilasyonunda, kanser gelisiminde ve ilag direnci gelismesinde rolu
bulunmaktadir (85,86). Plasentada baskin olmak Uzere hemen hemen her
dokuda eksprese olmaktadir. TEAD3’Un, insanlarda, karacigerde
androstenedionun yikiminda gorevli olan 3 beta-hidroksisteroid
dehidrogenaz’in regulasyonunda goérev aldigi bildirilmigtir (87).

TEADA4, trofoektodermin olusumunda rolt bulunur, plasentanin bir
prekursorudur. Bu nedenle TEAD4’Un susturulmasi ile embriyonun
endometriuma tutunmasi bozulur. Fakat implantasyon sonrasi donemde
embriyonun gelisimi normal olarak devam eder. Bu da TEAD4’Un
trofoektoderme spesifik oldugunu gostermektedir (88,89).

TEAD proteinleri tek bagina gen ekspresyonunu uyarmada yetersizdir ve
transkripsiyonel potansiyellerini agiga ¢gikarmalarina yardim eden ek
koaktivatorlere ihtiyag duyarlar. Koaktivatorler, DNA’ya dogrudan
bagdlanamazlar fakat transkripsiyon sureglerini aktive etmek icin
transkripsiyon faktorlerine baglanabilirler. TEAD ailesi Uyelerini aktive eden
YAP ve onun paralogu TAZ, Vestigial benzeri aile Uyesi 4 (vgll) proteinleri ve
p160 ailesi gibi nlklear reseptdr koaktivatorleri tanimlanmistir (90). Hippo
sinyal yolaginin devami agisindan TEAD, YAP ile birlesen anahtar

transkripsiyon faktort olup N-terminali ile DNA’'ya baglanirken, C-terminali ile
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YAP’a baglanmaktadir (91). YAP, apoptozu inhibe ederek proliferasyonu
uyarmak icin ilgili genlerin ekspresyonunu TEAD yoluyla sadlar (92). TEAD
proteinleri, YAP ve TAZ'in kontakt inhibisyon, epitelyal-mezenkimal
transizyon, transformasyon, apoptoz inhibisyonu ve trofoektoderm geligimi
gibi birgok aktivitesi i¢in gereklidir (80,93).

2.3.3. TP73

p53 ailesinin Uyeleri hicre siklus regulasyonu, transaktivasyon ve DNA
hasarina cevaben apoptozun gercgeklestiriimesi gibi pek ¢cok dnemli stiregte
rol oynamaktadirlar (94). Bu dnemli gbrevlerinin yaninda insan tUremesiyle
iligkili de birtakim gorevleri bulunmaktadir (95,96). p73, p53 ailesinin
uyelerinden biridir. Kromozom 1p36°da lokalize olmaktadir. Diger tUyeler olan
p53 ve p63 ile birlikte hiicre siklisu kontrolinde, DNA onariminda,
apoptozda, adezyonda, organ gelisiminde ve hicre farklilasmasinda goérev
alirlar (97-99). Transaktivasyon ve DNA baglanma alanlarinda yuksek
oranda yapisal benzerlik gosterirler (100). P53’Un aksine, p63 ve p73 farkh
varyantlari kodlayan iki ayri promoterden transkribe olur.

p73 delesyonlu farelerde, cucelik, kisirlik, erken yaslanma, timor
insidansinda artis, hipokampal bozukluk ve hidrosefali, sil olusumunda
bozukluk, akcigerlerde, sinus ve kulaklarda kronik enfeksiyon ve inflamasyon
gorulmektedir (101,102). p73 delesyonlu erkek farelerde DNA hasari ve
spermatogonial hicrelerde apoptoz artigi gorulurken, p73 delesyonlu digi
farelerde oosit maturasyonu sirasinda mayotik igcik olusumu ve ovulasyonda
bozulma gorulmektedir (103,104). Bunlarin yani sira p73’un folikul
havuzunun buyuklagunun korunmasinda, ovulasyon hizi ve oosit kalitesi
uzerinde 6nemli etkisinin bulundugu belirtilmistir (96,104). p73’ln kaybi
defektif folikl gelisimine, ovulasyon hizinda ve korpus luteum olusumunda
azalmaya yol agarak dolagimdaki progesteron seviyelerinin dismesine
neden olmaktadir. p73, folikil maturasyonunu uyaran granuloza hucreleri
arasindaki bazal lamina yapisinda ve hlcre adezyonu ve migrasyonunda
g6rev alan anahtar genlerden biridir. p73 granuloza hicrelerinde eksprese

olurken teka hucrelerinde eksprese olmaz (105).
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TAp73-/- delesyonlu oositlerin kromozomal iplikgiklerinde, ¢ok kutuplu
olma, iplikcikler arasi gevseme ve yanlis hizalanma gibi ciddi dizeyde
anormallikler gorulmustuar. TAp73+/+ ve TAp73-/- olan oositlerin gelisimsel
yeterlilikleri kargilastirildiginda fertilizasyon hizlari ayni bulunurken, TAp73-/-
oositlerden olusan zigotlarin sadece %28’i blastosist agsamasina gelebilmigtir.
TAp73+/+ oositlerden gelisen zigotlarda ise bu oran %75 olarak bulunmustur.
TAp73-/- oositlerden elde edilen embriyolarin gogunlugu klevaj sirasinda
arreste ugramis bu nedenle ¢ok ¢ekirdekli blastomerlerin ve anormal hicre
sayisina sahip dusuk kaliteli blastosistlerin olusmasi ile sonuglanmistir.
Eksikliginde implantasyon dncesi ddonemde olan embriyonun gelisiminde
yetersizlige yol actigi icin p73, anneden gelen oldurtcu etkisi olabilen bir
gendir. infertiliteye ek olarak TAp73-/- farelerin beyinlerinde hipokampal
disgenezi, noral doku kaybi ve ventrikll geniglemesi tespit edilmigtir (104).

p73, cekirdekte YAP ile birleserek puma ve p53 gibi hlicrenin dliumunu
uyarir. YAP’In proapoptotik ve antiapoptotik etkilerinin ikisi de Hippo sinyal
yolagr'nin esas duzenleyici elemanlarinin kontrolu altindadir (106).

2.4. MikroRNA’lar

MikroRNA'lar (miRNA) 18-24 baz uzunlugunda, protein kodlamayan
ancak mRNA’larin degredasyonunu veya translasyonunu baskilayarak gen
regulasyonunda gorev alan kaguk endojen RNA molekulleridir (107). Hucre
proliferasyonu, farklilasmasi, metabolizmasi ve apoptozis gibi bir¢gok biyolojik
surecte gorevleri vardir. Memeli genomlarinda, kodlayici genlerin intron
kisimlarindan kaynaklanirlar ve mRNA translasyonunu inbibe ederek ya da
MRNA degradasyonunu post-transkripsiyonel asamada duzenleyerek gen

ekspresyonunu moddule ederler (108,109).

2.4.1. MikroRNA'’larin Kesfi

MiRNA’lar ilk olarak 1993 yilinda, Ceanorhabditis elegans adli nematod
larvasinda, gelisimsel 6neme sahip lin-4 geninin larval ddénemin gelisimini
dizenleyen baska bir gen olan lin-14’lUn ekspresyonunu baskilayici rolintn

gosterilmesi ile bulunmusgtur (110). Bu kesiften 7 yil sonra, C. elegans’ta ,
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gelisimin zamansal kontrollinde etkili kisa RNA kodlayan, lin-41 geninin 3’
UTR bdlgesinde iki farkli yere komplementer olan let-7 geni bulunmustur
(111). Zaman igerisinde let-7 geninin farkl turlerde de tespit edilmesiyle
kodlanmayan RNA'lar araciligiyla gerceklesen gen ekspresyon
regulasyonunun diger organizmalarda da énemli olabilecegi yonunde

calismalara baglanmistir (109,112).

2.4.2. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA’larin biyosentezi 3 asamada gerceklesmektedir. ilk olarak
miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNAYlarin transkripsiyonu, olusan
pri-miRNA’larin ¢ekirdekte prekursor miRNA’lara (pre-miRNA) donusumu ve
son olarak da olgun miRNA’larin sitoplazmada olusturulmasi seklindedir
(113).

500-3000 baz uzunlugunda olan, bir sapka (cap) ve kuyruk’tan (poli A)
olusan pri-miRNA’lar RNA polimeraz Il tarafindan sentezlenir. Drosha adi
verilen RNAaz lll enzim ailesine ait bir endonukleaz ve kofaktoru Di George
sendromu kritik bolge 8 (DGCRS8), mikroislemci kompleks adi verilen bir yapi
olusturur. Bu kompleks tarafindan pri-miRNA c¢ekirdekte pre-miRNA’ya
donustaralir. Pre-miRNA’lar yaklasik 70 baz uzunlugundadir. Drosha ve
DGCR®8’den bagimsiz olarak sentezlenen miRNA’lar da bulunmaktadir ve
mirtronlar ismini almaktadirlar. Bunlar, kodlayan genlerin intronlarinda
lokalizedirler ve splicing ile pre-miRNA’larin olusumunu sagdlarlar (114-116).

Pre-miRNA’lar, Eksportin 5 ve GTP'ye baglanan nukleer protein (RAN-
GTP) araciligiyla sitoplazmaya tasindiktan sonra, burada Dicer adi verilen
RNAaz Il enzim ailesine ait bir endonukleaz ve kofaktoru transaktivasyon
yanit elemani RNA baglayici protein (TRBP) ile yaklasik 18-24 baz
uzunlugunda kesilerek cift zincirli miRNA’lara dénUstuarulir. Bu sirada Dicer
tarafindan RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) olusumu da baglatilir.
RISC igerisinde yer alan argonat (AGO) ismindeki RNAaz ile ¢ift iplikli
miRNA’larin daha kararli olan ipligi secilerek komplekse dahil edilir. Bu iplik
kilavuz iplik adini alirken digerine anti-kilavuz ya da yolcu iplik adi verilir ve
substrat olarak kullanilir. RISC kompleksine katilan mikroRNA’lar, AGO
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proteinleri araciligiyla mRNA’larin degredasyonunda ve translasyonun

baskilanmasinda gorev alirlar (117-120).
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Sekil 15. miRNA biyogenezi (121)

Cekirdekte ilgili genden RNA polimeraz Il ile pri-miRNA transkribe edilir.
Drosha ribonlkleaz Il enzimi pri-miRNA’yI keserek sap-ilmik yapisindaki pre-
miRNA’ya donusturir. Daha sonra Dicer ribonukleaz tarafindan sitoplazmada
ilmik kismi uzaklastirilarak matir miRNA olusturulur. Elde dilen miRNA, Ago
ve RISC kompleksine dahil olarak hedef mMRNA’nin translasyonel

inhibisyonuna neden olur.

2.4.3. MikroRNA’larin Etki Mekanizmasi
MiRNA’larin mRNA degredasyonunu gergeklestirmesi ya da mRNAlari
translasyonel baskilamasi birkag¢ yolla olmaktadir:
* mRNA’nin 3" ucundaki poli A kuyrugu miRISC’in baglanmasi ile
deadenile olur ve iglemci cisimler (p-body) icinde depolanir veya yikilir.

* miRISC ile baglanan mRNA’nin sapka yapisi dediserek
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translasyonun baglamasi engellenir.

* miRISC’in mRNA’ya baglanmasi sonrasi protein sentezi esnasinda
olusmus olan polipeptid zinciri yikilir.

* miRISC’'in mRNA’ya baglanmasi sonrasi ribozomlarin mRNA’dan

ayrilmasina ve protein sentezinin yavaglamasina neden olur (122,123).

2.4.4. MikroRNA’larin Fonksiyonu

MiRNA’lar organizmalarin gelisimi, hucre farklilagsmasi, proliferasyonu,
apoptozu, hormon sekresyonu, ndrotransmitter sentezi, sirkadiyen ritmin
dizenlenmesi, immun cevap, uremenin kontroll gibi hiicresel olaylarda rol
almaktadirlar. Yine miRNA’larin kanser de dahil pek ¢ok hastaligin
patogenezinde yer aldiklari ve hedefledikleri gene gore onkogen veya tumor
supresor olarak gorev aldiklari gosterilmigtir. Farkli kanser turlerinde farkli
ekspresyon profiline sahip olmalari miRNA’larin tani ve tedavi takibi amaciyla
kullanilabilecegini gostermektedir (124).

MiRNA’lar hucre bolunmesi, farklilagmasi, mayoz ve apoptoz gibi gesitli
hicresel olaylarin duzenleyicisidirler (125). Over dokularinda, gonadal gelisim,

steroidogenez, ovulasyon ve korpus luteum olusumunda goérevlidirler (126).

2441, MikroRNA’larin Ovulasyondaki Rolleri

MiRNA’larin ekspresyonu steroidogenez, folikilogenez ve oosit
maturasyonu gibi over fonksiyonlarla yakindan iligkilidir. miRNA’larin over
dokusundaki rolu ilk olarak Dicer1’i oimayan farelerle normal farelerin
kargilastinldigi bir calismada gosterilmistir. Bu galismada deney grubu
farelerin korpus luteumlarinda anjiyonenez azalmig ve bu da infertiliteye
neden olmustur (127). Daha sonra yapilan bir galismada McBride ve
arkadaslari koyun 6strus siklusunun farkli dénemlerinde farkh kiaguk
RNA’larin eksprese gostermisler ve folikuler-luteal gegisteki miRNA'lari
tanimlamiglardir (128).
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2.4.5. Mir-129-5P

MiRNA'lar, cok hicreli organizmalarda mRNA-miRNA tranlasyonunu ve
stabilitesini etkileyerek gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel olarak
dizenlenmesini saglayan kiuguk kodlayici olmayan RNA molekuli ailesinin
bir tyesidir. Mir-129, mir-129-1 ve mir-129-2 olmak tzere iki genden koken
almaktadir. Matur mir-129; mir-129-5p, mir-129-1-3p ve mir-129-2-3p’yi
icermektedir. Mir129-1 kromozom 7q32.1’de bulunurken; mir-129-2,
kromozom 11p11.2’de yer almaktadir ve her ikisi de ayni “UUUUUGC”
sekansini paylasirlar (129). Mir-129-1, matur olan mir-129-5p ve mir-129-1-
3p’nin; mir-129-2 ise matur olan mir-129-5p ve mir-129-2-3p’nin énculudur.
Pre-miRNA’nin hangi zincirinden kdken aliyorlarsa o sekilde isimlendirilirler.

Mir-129-5p, mir-129’un ana Urlnu ve fonksiyonel formudur (130).

Accession
number

MIMAT0000209
DM mmu-miR-129-5p
MU IR DN mmu-miR-129

S EGEGLLE mmu-mir-129-1 mmu-mir-129-2

Sequence

CUULUUECEEUCUEEECUUET

Sekil 16. miR129-5p sekansi (131)
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GGAU CHINNInIG GGI CCGCCUIL OUG ( i
MiR-129-1
IICTTA GAAAAAC CCA CCCG AA GAC G GA
llf".\ 25
MiR-129-3p
GCCCUUCGCGAAU TG  GG1 CCCCTN GCTGH
MiR-129-2
CGGGAGGCGUUTUA GAAAAAC CCA CCCGAA CGAUA

Sekil 17. Matlr mir-129’un sekanslari (121)
Matir mir-129 zincirin yapildigi kismina gére isimlendirilir. 5’ ucundan

sentezlenen mir-129-5p’ler ayni sekansa sahiptir.

PGS MIO000222 (change log)
IEMLITER O mmu-mir-129b
3Ll MGI:Mirl29-1
DIl OOl Mus muscuius miR-129-1 stem-loop
(-1, T-B 1), 11 )" MIPFO000073; mir-129
Literature

search 52 open access papers mention mmu-mir-129-1
(511 sentences)

Stem-loop

= c cu g uw - c
5' uggau cuuuuug | gEECUU CUg Ccu cu g
LELEE TEEREED A
3' aucua gaasasc cca cccgas gac ga ga a

u ¢ uu E -u u c

EE

—_—

Sekil 18. miR129-5p sekansinin halkasal yapisi-1 (131)
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LSl MI0000585 (change log)
SO LT N MGL:Mir129-2
DE GGl Mus muscufus miR-129-2 stem-loop

(L CRE1G1'A MIPFO000073; mir-129

Literature
search ; 58 open access papers mention mmu-mir-129-2
: (610 sentences)

Stem-loop

u - c cu -== acau
5' gccuuucgcgaau culuuug ggU  gEgcul gougu a
CEPPRRREETEED PEREEe Tee teeeer e
3' cgggaggcgcuua gaaasac cca Cccgaa  cgaua a
g c c Uuu gac acuc

Sekil 19. miR129-5p sekansinin halkasal yapisi-2 (131)

Cesitli kanserlerde mir129’un yer aldigi kromozom olan 7g32'nin
delesyonunun bulunmasi oldukga dikkat ¢ekicidir. Nitekim yapilan
caligsmalarda mir-129'un azalmig seviyeleri gastrik kanser, kolorektal kanser,
0zefagusun squamoz hicreli kanseri, mesane kanseri, klguk hicrel
olmayan akciger kanseri, glioma, meme kanseri, hepatoselltler karsinom ve
osteosarkom gibi kanserin birgok tipi ile iligkili bulunmustur (132-137). Bu
anlamda 129-5p onemli bir tumor supresordur ve ekspresyonundaki artis
kanser hucrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu ciddi
Olglde azaltir (132). Mir-129-5p ayni zamanda, kanser patogenezinde de rolu
bulunan hippo yolagi elemanlarindan YAP ve TAZ ekspresyonunu, TEAD
transkripsiyonunun inaktivasyonu yoluyla baskilamaktadir (138). Yine ayni
yolagin elemanlarindan CTGF ve siklin D1’i APC Uzerinden downreglule
etmektedir (139).
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Sekil 20. MiR-129'un molekuler etkilesimleri (121)
MiR-129'un direkt ve dolayh olarak etkiledigi genler ve fonksiyonlari sematize

edilmistir (Her bir renk, bir fonksiyona kargilik gelmektedir).

Hucre proliferasyonunda rol alir ve hiicre buyimesindeki etkilesimler
arasinda dengenin saglanmasinda onemlidir (121). Mir-129-5p’nin
ekspresyonundaki artig, Bcl-2’in downregulasyonunu, Bax’in
upregulasyonunu ve kaspaz-3’Un aktivasyonunu uyararak apoptozu ve ayni
zamanda da otofajiyi indukler (140-142). Y. Zhang ve arkadaslari ilk defa
akciger kanseri dokularinda ve hucre hatlarinda yaptiklari calismalarda mir-
129-5p’nin, kanser hucrelerinin invazyonunu ve proliferasyonunu vimentin ve
MCRS1 ekspresyonunu azaltip, E-kaderin ekspresyonunu arttirarak
sinirladigini bulmuslardir (143). Mir-129-5p, nuklear laminanin ana
komponentlerinden olan ve gekirdegin mekanik olarak stabilitesini saglayan
Lamin A'nin ekspresyonunu bozarak onkogen olarak rol almaktadir (144).

Yakin tarihte Sirotkin ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada mir-
129’un granuloza hlcrelerinden progesteron, 6stradiol ve testosteron
uretimini inhibe ettigini bulmuslardir. Bu anlamda mir-129’un reprodaktif
sureci baskilayan ve atreziyi tetikleyen bir rolinun olabilecegi 6ne

surdlmustuar (145).
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2.4.6. MiR-145-5P

Mir-145’in lokalizasyonu kromozom 5g32’de bulunmakta olup timor
gelisimi, metastazi ve anjiyogenexzi ile ilgili onkogenleri hedefler. insanlarda,
mezoderm kaynakli olan uterus, over, testis, prostat ve kalp gibi dokularda
bulunmaktadir (146).

Accession
number

MIMAT0000437

I 1D B hsa-miR-145-5p
MR DI hsa-miR-145

ST RIGGTE hsa-mir-145

Sequence

gUuccaguuuucccaggaaucccu

Sekil 21. miR-145-5p sekansi (147)

Gl MI0000461 (change log)
STLI R HGNC:MIR145
IS T\ W Homo sapiens miR-145 stem-loop
LR E1) [\ MIPFO000079; mir-145
Literature

search 668 open access papers mention hsa-mir-145
o (4188 sentences)

Stem-loop

c u u c uc u ¢ uagau
5' acc ug ccuca gg cagu Uu ccaggaaucccu g
N A R A R I R R RN AR R AR c
3' ugg ac ggagu uc guca aa gguccuuagggg u
u u u - uu u a uagaa

Sekil 22. miR-145-5p sekansinin halkasal yapisi (147)
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Mir-145’in, p73’Un transkripsiyonel hedefi oldugu ve timor
progresyonunda, anjiyogenezde, metastazda, epitelyomezenkimal gegiste
rolu oldugu bilinmektedir (148).

Mir-145-5p’nin hucre buyumesi, proliferasyonu ve apoptozu Uzerinde
etkileri vardir ve bir¢gok kanserde timor supresor gen olarak gérev almaktadir
(149). Gastrik kanserli dokularla normal mide dokularindaki mir-145-5p
duzeylerinin karsilastirildigi bir calismada, kanserli dokuda daha az seviyede
bulundugu ve dusuk ekspresyon seviyelerinin lenf nodu metastazi, uzak
organ metastazi dolayisiyla da yasam surveyi Gzerine etkisinin bulundugu
g6zlenmigtir (150). Baska bir calismada ekspresyonundaki artigin kliguk
hdcreli olmayan akciger kanseri hucrelerinde epitelyal mezenkimal gegisi
baskiladigi gosterilmistir (151). Mir-145’in artmig ekspresyon duzeyinin endo-
ektoserviksteki azalmis hiicre sayisiyla, intrinsik apoptoz yolaginin
aktivasyonuyla, hicre siklistinde arrest ile ve adherens junction
proteinlerindeki azalma ile iligkisi bulunmaktadir (152).

Mir-145, onkojenik ozellikleri de bulunan pluripotensi faktorleri Oktamer
baglayici transkripsiyon faktort 4 (OCT4), cinsiyet belirleyici Y bolgesi
transkripsiyon faktori-2 (SOX2), SOX9 ve Kruppel benzeri faktor 4 (KLF4)'Un
ekspresyonlarini dizenler (153). Mir-145-5p artisi, hippo yolagi
elemanlarindan olan SOX2 ekspresyonunu baskilayarak prostat kanseri
hicrelerinde proliferasyonu inhibe eder (154). Ayrica mir-145-5p’nin duz kas
hicrelerinin proliferasyonunu baskilayabildigi ve hicre farklilagsmasini
uyardigr gosterilmigstir (155).

Over kanser hucreleri ile normal over yuzey epitelindeki miRNA’larin
kargilastinldigi bir calismada kanserli htucrelerde mir-145-5p’nin downregule
oldugu ve hippo yolagi elemanlarindan CTGF Uzerinde negatif dizenleyici
etki gostererek, over kanserinde prognoz gdstergesi olarak kullanilabilecegi
belirtiimigtir (156). Yine hippo yolagi elemanlarindan ve intrinsik apoptoz
yolagi inhibitorlerinden olan BIRC5'’in ekspresyonu mir-145'’in artigi ile inhibe
olmakta bu da apoptozu aktive etmektedir (152). Daha 6nce yapilan bir
calismada kimulUs hucrelerindeki mir-145-5p ekspresyonunun oosit

maturasyonu ile negatif korelasyon gosterdigi ve ovaryan fonksiyonlarin
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dizenlenmesinde gdrevli olabilecegdi belirtilmistir (157). Ayni ¢alismada mir-
145-5p ekspresyon seviyesindeki azalmanin kimdulis hicrelerinde apoptozu
azaltarak oositin gelisimine katki sagliyor olabilecegine vurgu yapmiglardir
(157). Yapilan baska bir calismada da mir-145-5p’nin folikuler-luteal gegiste

onemli rol oynadigi dusunulmastir (158).
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. GEREG VE YONTEM

Bu calisma icin Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’nun 29.01.2019 tarihli, 77.637.435 no’lu onayi alindi. Calismada
kullanilan incelemeler igin gerekli malzemeler Manisa Celal Bayar
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2019-028 no’lu
proje’den temin edilen gelir ile desteklendi.

Calismada Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Uygulama ve Aragtirma Merkezi'nden temin edilen 18 adet 6-8
haftalik geng-erigkin Balb/c cinsi fareler kullanildi. Fareler 24+1 C oda
sicakhginda, 12 saat aydinlik/karanlik siklisu gozetilerek, giinde 1 kez
temizlenen kafesler igerisinde, ad libitum beslenmeye birakildi. Karantina

uygulanmadi.

3.1. Farelerde Ostrusun Belirlenmesi

Calismamizda 6-8 haftalik Balb/c cinsi disi fareler kullanildi. FSH
enjeksiyonu dncesi Ostrus siklistiinde bulunan hayvanlarin tespiti igin vajinal
suruntu ornekleri alindi. Bunun igin dncesinde handling yapilarak hayvanlarin
minimal strese maruz kalmasi amaglandi. Surintu almak amaciyla fareler
bas ve isaret parmaklariyla ensesinden kavranarak kuyrugu dérdincu ve
besinci parmagin arasindan gegirilip tek elle uygun pozisyonda tutuldu.
Vajinal suruntu almak igin fosfat tampon solusyonu (PBS) ile nemlendirilmis
pamuklu kulak temizleme ¢ubuklari kullanildi. Nemli gubuk, vajinadan
yaklasik 5 mm kadar iceriye sokularak nazikge 3-5 kere yikandi. Sonrasinda
elde edilen materyal rhodajli lamlara suruldi ve havada kurumaya birakildi.
Her hayvan igin ayri pamuklu gubuk ve lam kullanildi. 10x ve 40x objektifler
kullanilarak 11k mikroskobunda hucreler incelendi. Hucre tiplerine gore

prodstrus evresinde olan fareler (no:18) deneyde kullaniimak Uzere ayrild1.
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3.2. Kan ve Dokularin Eldesi

Prodstrus donemindeki fareler deney, sham ve kontrol olmak Uzere
rastgele 3 gruba ayrilarak, deney grubuna (n:6) her 12 saatte bir toplamda 4
doz olmak Uzere sirasiyla 10 [U/ml, 10 [U/ml, 5 IU/ml, 5 IU/m| FSH
intraperitoneal olarak enjekte edilirken; sham grubu farelere (n:6) ayni saat
araliklarinda ve ayni miktarlarda sadece serum fizyolojik (SF) enjekte edildi.
Kontrol grubuna (n:6) ait farelere higbir islem uygulanmadi. ilk enjeksiyondan
48 saat sonra farelerin 10 mg/kg ksilazin ve 75 mg/kg Ketamin ile genel
anestezileri saglandi. Klemple ayak iclerine bastirarak agri refleksi kontrol
edildi, refleks kayboldugunda anestezinin derinliginden emin olundu. Deney
levhasina sabitlenen deneklerin gogus boslugu acildi. Steril insilin enjektoru
ile kardiyak kanlari alinarak 6tenazileri gercgeklestirilen farelerin kanlari (500
MI-1 cc) mor kapakli hemogram tuplerine aktarildi. Sonrasinda batin bolgesi
cilt, cilt alti gecilerek acildi. Uterin hornlar takip edilerek ovaryumlar bulundu.
Doku takibi amaciyla her denegin sag ovaryumu alindiktan hemen sonra
%10’luk formalin bulunan kaplar igerisine aktarildi. PCR amaciyla her
denegin sol ovaryumu alindiktan hemen sonra, i¢erisine HEPES konulan
platelere aktarilarak, mezovaryumu 37 ‘C’de i1sitmali tabla lzerinde
diseksiyon mikroskobu (Olympus mikroskop, SZX7) altinda insulin enjektori
yardimiyla siyrilarak temizlendi ve igerisinde PBS bulunan 1,5 ml.’lik steril
ependorflara konuldu. Dokular 2000 RPM'de 5 dakika santrifuj edilerek
yikandi. Daha sonra analiz edilmek lGzere bekletmeden -80 C’ye kaldirildi.

Alinan kanlari igeren tipler 2000 RPM’de bes dakika santriflij edilerek
ustte kalan plazma kismi mikropipet ile steril 1,5 ml.’lik ependorflara
aktarilarak daha sonra analiz edilmek tuzere -80 C’ye kaldirild1.

3.3. Histolojik Analiz
3.3.1. Doku Takibi
Dokularin bulundugu kaplar icerisindeki formalin 24 saat sonra

yenilenerek toplam 48 saat slresince tespit edildi. Akarsuda formalinden

kurtarildiktan sonra ornekler, derecesi artan alkol (Sigma-Aldrich, St Louis,
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USA) serilerinden gegcirilip dehidratasyon sireci tamamlandiktan sonra ksilen
(Sigma-Aldrich, St Louis, USA) igerisinde seffaflastiriidi. Takiben parafine
(Surgipath, Cambridgeshire, UK) gomulerek blok haline getirildi (tablo).
Parafin bloklardan mikrotom (RM 2135, Leica) ile yaklagik bes ym
kalinliginda kesitler alinarak her bir lizinli lama 2-3 tane olacak sekilde
aktarildr.

Tablo 1. Doku takibi protokolt

ISLEM MADDE SURE
A. FIKSASYON %10 FORMALIN 24-48 SAAT
B. DEHIDRATASYON %60 ALKOL 30 DAKIKA
%70 ALKOL 30 DAKIKA
%80 ALKOL 30 DAKIKA
%100 ALKOL 60 DAKIKA
%100 ALKOL 60 DAKIKA
C. SEFFAFLASTIRMA  ALKOL: KSILEN 30 DAKIKA
(1:1)
KSILEN | 60 DAKIKA
KSILEN Il 60 DAKIKA
D. INFILTRASYON KSILEN: PARAFIN 30 DAKIKA
(1:1)
PARAFIN | 60 DAKIKA
PARAFIN 1| 60 DAKIKA
E. GOMME PARAFIN
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3.3.2. Hematoksilen & Eozin Boyamasi

Alinan bes um’lik parafin kesitler, bir gece 60°C’lik etiivde bekletildikten
sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilen (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) ile
kimyasal deparafinizasyon yapildi. Ardindan rehidratasyon islemi i¢in kesitler
%95'den %60’a azalan alkol (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) serilerinden
gecirildikten sonra bes dakika akan su altinda bekletildi. Kesitler bes dakika
hematoksilen (Invitrogen, Paisley, UK) ile boyadiktan sonra, fazla boyanin
dokudan uzaklastiriimasi icin bes dakika akan suda bekletildi. Asit-alkole
batir gikar yapildiktan sonra bes dakika akar su altinda yikandi. Ug dakika
eozin (Surgipath, Cambridgeshire, UK) ile boyandiktan sonra bes dakika
akan su altinda yikama yapildi. Sirasiyla %80 ve %95’lik alkol serilerinden
gegirilerek havada kurutuldu. Son olarak 30 dakika ksilende bekletildikten
sonra kesitler entellan (10-20/21; Merck, Darmstadt, Germany) kullanilarak
lamel ile kapatildi (tablo). Isik mikroskobunda (Olympus X-40) incelenip
gruplar arasindaki farkhliklar degerlendirilerek fotograflari ¢ekildi.
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Tablo 2. Hematoksilen & Eozin Boyamasi Protokolu

ISLEM

DEPARAFINIiZASYON

DEPARAFINIZASYON

REHIDRATASYON

%80 ALKOL

%70 ALKOL

%60 ALKOL

YIKAMA

BOYAMA

YIKAMA

DIFERANSIYASYON

YIKAMA

BOYAMA

YIKAMA

%80 ALKOL

%95 ALKOL

KURUTMA

KSILEN
KAPAMA

MADDE

60°C ETUVDE

KSILEN |

KSILEN Il
%95 ALKOL

AKARSU

HEMATOKSILEN

AKARSU

ASIT ALKOL

AKARSU

EOZIN

AKARSU

HAVADA

ENTELLAN

SURE

1 GECE
30 DAKIKA
30 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
5 DAKIKA
5 DAKIKA
5 DAKIKA
1-2 SANIYE
5 DAKIKA
3 DAKIKA
5 DAKIKA
1 DAKIKA
1 DAKIKA

1-2 DAKIKA

30 DAKIKA
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3.3.3. immunohistokimya

Alinan bes um’lik parafin kesitler, bir gece 60°C’lik etiivde bekletilip, 30’ar
dakika iki degisim ksilen (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) ile kimyasal
deparafinizasyon yapildiktan sonra indirekt avidin-biyotin yontemi ile
immunohistokimya protokoline baglandi. Ardindan rehidratasyon islemi igin
kesitler %95’den %60’a azalan alkol (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)
serilerinden gegcirilip rehidrate edilerek 10 dakika distile suda bekletildi. Etrafi
hidrofobik ozellikli doku kalemi (pappen) ile sinirlandirilan dokular Gzerine
pipetle tripsin (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA) damlatilarak 37 °C
sicakhgindaki etliivde 10 dakika bekletildi. PBS ile (¢ defa beser dakika
yikanan dokulara endojen peroksidazi inhibe etmek amaciyla %3’luk H202
(hidrojen peroksit) (Merck, Darmstadt, Germany) bes dakika uygulandi. Ug
defa beser dakika PBS ile yikanan dokular, bloklama amaciyla bir saat
bloklama solusyonu ile muamele edildi. Bloklama solusyonu dokudan
uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-YAP1 (dilusyon orani:1/50)
(PA1-46189; ThermoFisher Scientific), anti-TEADS3 (dilusyon orani:1/500)
(PA5-41447; ThermoFisher Scientific), anti-p73 (dilisyon orani:1/500) (PA5-
80175; ThermoFisher Scientific), anti-Bax (dillisyon orani:1/100) (NBP1-
28566, NovusBio), anti-kaspaz3 (dillisyon orani:1/100) (SC-7148, Santa
Cruz) ile bir gece inkube edildi. Ertesi gin PBS ile U¢ defa beser dakika
yikanan kesitler, biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz poliklonal sekonder
antikoru (kat.no:85-9043, Histostain Plus Bulk Kit; Invitrogen, Paisley, UK) ile
30’ar dakika muamele edildi. U¢ defa beser dakika PBS ile yikanan kesitler,
olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun gorunurligunu saptamak
amaciyla diaminobenzidin (DAB Plus Substrate Kit; Invitrogen, Paisley, UK)
ile bes dakika boyandi. Ardindan Mayer's hematoksilen (ScyTek
Laboratories, Logan, Utah, USA) ile bir dakika muamele edilip art alan
boyamasi yapildiktan sonra distile su ile ¢ defa beser dakika yikanan
dokularin Uzeri entellan (10-20/21; Merck, Darmstadt, Germany) kullanilarak
lamelle kapatildi (Tablo 3). Dokular 1sik mikroskobunda (Olympus X-40)
incelenip, her bir grup igin rastgele secilen 10 alandan 100’er hiicre sayilarak,

hacrelerin boyanma siddetlerine gore 0-3 arasi (0-boyanma yok, 1-az, 2-
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orta, 3-cok) skorlamalari yapildi (H-skor). Degerler istatistiksel olarak analiz

edildi, fotograflar ¢ekildi.

Tablo 3. immunohistokimya protokolii.

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C ETUVDE 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN | 30 DAKIKA
KSILEN Il 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA

Hidrofobik kalemle dokularin etrafinin gizilmesi

TRIPSIN 37°C ETUVDE 10 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
%3’LUK HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BLOKLAMA NON-IMMUN 60 DAKIKA
BLOKLAMA
SOLUSYONU

PRIMER ANTIKOR +4°C’de NEMLI ORTAMDA
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YIKAMA

PBS

BIOTINLENMiS SEKONDER ANTIKOR

YIKAMA

STREPTAVIDIN

YIKAMA

BOYAMA

YIKAMA

YIKAMA

ART-ALAN BOYAMA

YIKAMA
%80 ALKOL
%90 ALKOL
KURUTMA

KSILEN

KAPAMA

PBS

PBS

DAB

PBS

DISTILE SU

MAYER'’S
HEMATOKSILEN

DISTILE SU

HAVADA

ENTELLAN

18 SAAT

3x5 DAKIKA

30 DAKIKA

3x5 DAKIKA

30 DAKIKA

3x5 DAKIKA

5 DAKIKA

1x5 DAKIKA

3x5 DAKIKA

1 DAKIKA

3x5 DAKIKA

1 DAKIKA

1 DAKIKA

1-2 DAKIKA

30 DAKIKA
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3.4. RNA izolasyonu

3.4.1. Kandan miRNA izolasyonu

Elde edilen plazmalarin miRNA izolasyonu miRNeasy Serum/Plasma
Advanced Kit (Kat no-217204) kullanilarak uretici firmanin talimatlari
dogrultusunda su sekilde yapildi: 2 ml.’lik mikrosantrifuj tuplerine her bir
ornekten 200’er pl plazma aktarildiktan sonra Gzerlerine 60’ar pl buffer RPL
eklenerek tuplerin kapaklari kapatildi ve alti dakika vorteks ile karistirildi.
Oda isisinda 3 dakika beklendikten sonra Gzerlerine 20’ser pl RPP buffer
eklenerek, 30 saniye vorteks ile karistirildi ve tekrar oda 1sisinda 3 dakika
inktiibe edildi. Sonrasinda oda isisinda 12000 g.’de 3 dakika santriflj edilerek
supernatant kismi (~230 ul) mikrosantrifdj tiptne aktarildi Gzerine 1 birim
isopropanol eklenerek vortekslendi. Ornek Rneasy UCP MinElute spin kolona
aktarildi. 8 000 g.'de 15 saniye santrifujlenerek membrandan alta gecen sivi
kisim atildi. Spin kolona 700 pl Buffer RWT eklenerek 8 000 g.’de 15 saniye
santrifijlendi. Membrandan alta gegen sivi kisim atildi. Spin kolona 500 pl
Buffer RPE eklenerek 8 000 g.’de 15 saniye santrifljlendi. Membrandan alta
gecen sivi kisim atildi. Spin kolona 500 ul %80 etanol eklenerek 8 000 g.'de
2 dakika santrifujlendi. Membrandan alta gegen sivi kisim atildi. Spin kolonun
kapagi acilarak 2ml.’'lik yeni toplama tuplerine yerlestirildi. 5 dakika boyunca
santrifj edildi. Bu sekilde spin kolonun membraninin kurumasi saglandi.
Toplama tupuU ve igindeki sivi atildi. Spin kolonu 1,5 ml.’lik toplama tlplerine
yerlestirilerek, membraninin merkezine 20 yl Rnaz igermeyen distile su
konularak 1 dakika inkube edildi. Kapagi kapatilarak 1 dakika santrifij edildi,

membrandan asagiya gecgen sivi kisima RNA igerigi toplandi.

3.4.2. Ovaryum Dokusundan miRNA izolasyonu

-80°C’den alinan ornekler buz Uzerine alinarak Invitrogen mirVana
mikroRNA izolasyon kiti (Kat no-AM1560) ile mikroRNA izolasyonu su sekilde
gergeklestirildi: her bir dokuya ayri ayri lizis solisyonu eklendi ve dokular

mekanik olarak homojenize edildi. Ekstraksiyon amaciyla elde edilen
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homojenata 1/10 hacminde mikroRNA Homojenat Additive solisyonu
eklenerek vortekslendi. Elde edilen karisim buz tzerinde 10 dakika birakildi.
miRNA Homogenate Additive solusyonu eklenmeden 6nceki homojenat
hacmine esit miktarda asit-fenol:kloroform karigimi eklendi ve 30 saniye
vortekslendi. Oda sicakliginda, 10 000 RPM’'de 5 dakika santriftij edildi.
Olusan suUpernatant yeni bir ependorfa aktarildi.

Oda 1sisinda, aktarilan supernatant hacminin 1/3’G kadar %100’luk etanol
uzerine eklendi. Her bir 6rnek i¢in toplama tuplerinin igerisine filtre kartusu
yerlestirilerek hazirlanan bu karigsim kartusun tzerine aktarildi. 10 000
RPM’de 15 saniye santrifij edilerek karisimin stzilmesi saglandi. Filtrat yeni
bir ependorfa aktarilarak hacminin 2/3’U kadar %100 etanol eklendi, pipetaj
yaparak karistirildi. Her bir 6rnek icin toplama tuplerinin igerisine yeni filtre
kartusu yerlestirilerek bir nceki basamakta hazirlanan filtrat etanol karigimi
Uzerine pipet yardimiyla dikkatlice aktarildi. 15 saniye 10 000 RPM’de
santrifuj edilerek karigimin filtreden gegmesi saglandi. Filtreden gegen sivi
kisim atildi. Filtre kartuglari ayni toplama tuplerine yerlestirildi. Kit icerisinde
bulunan miRNA yikama soltsyonu 1’den her bir 6rnek igin 700’er ul alinarak
filtre kartusunun Gzerine aktarildi, 10 sn santriflj edildi. Filtreden gegip
toplama tlpunde biriken sivi kisim atildi. miRNA yikama sollisyonu 2/3’den
her bir 6rnek icin 500’er pl alinarak filtre kartusunun Uzerine aktarildi, 10 sn
santrifuj edildi. Filtreden gegip toplama tipunde biriken sivi kisim atildi. Bu
basamak 500’er ul miRNA yikama solisyonu 2/3 ile tekrar edildi. Filtreden
gegip toplama tipunde biriken sivi kisim atildiktan sonra filtre kartusu ayni
toplama tupune yerlestirilerek kalan sivinin da tupte toplanmasi igin 1 dk
tekrar santrifuj edildi. Santriflj sonrasinda toplama tupleri atilarak yenisiyle
degistirildi. Kit icerisinde bulunan Ellisyon ¢ozeltisinden 50’ser pl 95 "C’ye
Isitilarak filtre kartusunun merkezine gelecek sekilde aktarildi. 30 saniye
santrifuj edildikten sonra tupte biriken mikroRNA’lar toplanarak -80 °C’ye
kaldirildr.
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3.4.3. cDNA Sentezi

Tamamlayici DNA (cDNA) sentezi icin TagMan™ MicroRNA Reverse
Transcription Kit (4366596) kullanildi ve bu kitin standart protokolu takip
edilerek cDNA sentezi yapildi. Kalip olarak miR-129-5p ve miR-145-5p i¢in
miRNA'lara 6zgl stem-loop primerleri kullanilarak Gretilmistir (Applied
biosystems). Ayrica kontrol olarak dokuda miR-192-5p, serumda miR-16-5p
stem-loop primerleri kullaniimigtir (Applied biosystems).

Her bir 6rnek ve miRNA i¢in toplamda 15 pl master mix reaksiyon hacmi,
100 mM dNTPs’den 0.15 ul, MultiScribeTM Reverse Transcriptase 50U /
pl'den 1 ul, 10X Reverse Transcriptase Buffer'dan 1.5 uyl, RNase inhibitor
20U / yI'den 0.19 pl, Nukleaz icermeyen su’dan 4.16 pl, 5X RT primer ‘den 3
Ml ve RNA'dan 5 pl alinarak hazirlandi. Reverse transkripsiyon, Applied
Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR cihazinda Tablo’daki sicaklik ve
zaman degerleri kullanilarak yapilmigtir (Tablo 4).

Tablo 4. cDNA sentezi

1.asama- 2. Asama- 3. Asama- 4. Asama
Primer cDNA Denatiirasyon
Baglanmasi sentezi
Sicakhik ('C) 16 °C 42 °C 85°C 4°C
Siire 30 dk. 30 dk. 5 dk. o
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Bu ¢alismada kullanilan mikroRNA’larin kromozom lokasyonlari ve

siralari agagidaki tabloda yer almaktadir (Tablo 5).

Tablo 5. miRNA lokasyonlari

miRNA adi

mmu-miR-129-

S5p

mmu-miR-145-

S5p

mmu-miR-192-

5p

mmu-miR-16-5p

Assay
No

00059

0

00227

00049

00039
1

Kromozomal
lokasyon
1-

chr6: 2902261
9-29022691 [+]
2-

chr2: 9424136
4-94241453 [-]

chr18: 616478
25-61647894 [-
]

Chr. 11 -
64891137 -
64891246 [-]
Chr.13:
50048973 -
50049061 [-]

miRNA sekansi

5
CUUUUUGCGGUCUGGGCUUGC

5'-
GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCC
U
CUGACCUAUGAAUUGACAGCC

UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
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3.4.4. Kandan ve Ovaryum Dokusundan Elde Edilen miRNA ifadelerinin
tespiti

Asagidaki protokol uygulanarak qRT-PCR yapildi:

Reaksiyon, 1 yl TagMan® Small RNA Assay, 10 yl TagMan® Universal
PCR Master Mix Il with UNG (Kat. No: 4440038), 2 ul cDNA ve 7 pl distile
su’dan olugan toplam 20 pl hacim iginde yurataldu. Karigim, 96 gozIu
platelerde, StepOnePlus™ Real-Time PCR cihazi’'nda (Kat. No: 4376600)
siraslyla 50 ‘C’de 2 dakika, 95 “C’de 10 dakika, 95 °C’de 15 saniye ve 60
°C’de 1 dakika inkiibe edilerek toplam 40 déngii calisildi. islem her érnek igin
uc kez tekrarlandi. Her 6rnek igin negatif kontrol olarak distile su, pozitif
kontrol olarak serum igin miR-16-5p, doku igin miR-192-5p kullanildi (Tablo
6).

Tablo 6. qRT-PCR

Denaturasyon | Denatlrasyon | Primerlerin Uzama
Baglanmasi
Sicaklik 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
Sire 2 dakika 10 dakika 15 saniye 1 dakika

|

40 doéngu

Her gruptaki miRNA’larin ifadesi StepOne™ and StepOnePlus™

Software v2.3 yazilimi yardimi ile 2-AACt yontemi kullanilarak tespit edildi.

ACt = [( EHedef) ACtHedef (kontrol-6rnek) / ( EReferans) ACtReferans (kontro/—b’rnek)]

E=2(-1/egim)

59



3.5. istatistiksel Analiz

immunonhistokimyasal boyama sonuglari H-skor ile incelenerek
degerlendirilmigtir. H SCORE=} Pi (I1+1). Burada, | boyama yogunlugunu
gOstermektedir (0= immunreaktivite yok, 1=hafif, 2=orta, and 3=yogun) ve Pi
her yogunluk i¢in boyanan hucre yuzdesidir.

Elde edilen bulgular ile gruplar arasindaki farklilik Graph-Pad Prism 8
programi (Graph-Pad Software, San Diego, CA, USA) kullanilarak
nonparametrik Kruskal-Wallis testi ile saptanmistir ve p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. istatistiksel olarak anlamli farkin gézlendigi
verilerde bu farkin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti post-hoc test
Mann Whitney U ile yapiimigtir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Sonuglar ortanca (minimum-maksimum) olarak verilmigtir.

gRT-PCR igleminin sonunda gen ekspresyonlarinda meydana gelen
degisikliklerin analizi i¢in 2 -AACT yontemi kullanildi (159). Gruplarin deger
dagihmlarinin normal olup olmadigini belirlemek i¢in Shapiro-Wilk
normalizasyon testi yapilmistir. Degerler normal dagilim gosterdiginden
gruplar arasi miRNA seviyeleri parametrik test olan tek yonli varyans analizi
(one-way ANOVA) testi kullanilarak (Graph-Pad Software, San Diego, CA,
USA) kargilastirildi ve sonuglar ortalama * standart sapma olarak verildi.
Post-hoc test olarak Tukey Testi kullaniimigtir. p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmisgtir.
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IV. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Rutin doku takibi sonrasi hazirlanan parafin bloklardan alinan 5’er
mikronluk kesitlerden rastgele Uger preparat segilerek histolojik analiz i¢in
H&E boyamasi gergeklestirildi. incelenen tim érneklerde ovaryum dokusuna
ait tek katli kuibik epitel ve altinda bag dokusu yapisi olan tunika albuginea
izlenmis olup normal gérinimdeydi. Kontrol grubuna ait ovaryum dokularinin
korteks ve medullasi normal histolojik gériinimde olup kortekste primordiyal
folikaller, primer folikuller, sekonder folikuller ve tersiyer folikuller gdzlendi.
Medulla gevsek bag dokusu yapisinda olup kan damarlari izlendi (Resim 1).
SF uygulanan gruptaki ovaryum dokusuna ait folikuller kontrol grubu ile
benzer histolojik gérunumdeydi (Resim 1-C,D). Deney grubuna ait ovaryum
dokularinin H&E boyamasinda, ovaryumun korteksinde primordiyal, primer,
sekonder ve tersiyer folikuller gozlendi. Yer yer atrezik folikuller izlenmis olup
kontrol grubu ile benzerdi (Resim 1-E,F). Histolojik incelemelerde deney
grubuna ait érneklerde folikul buyukliklerinin artmis olmasi diginda belirgin

bir fark gézlenmedi.
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100 ym

Resim 1. Ovaryum H&E boyamasi. Resimde her Ug¢ gruba ait ovaryum
dokusu korteksinde primordial, primer, sekonder (antral) foliktller ve yer yer
atrezik folikuller goértlmektedir. Ovaryum ylzey epiteli izlenmekte olup tek
kath kubik epitel yapisindadir. Deney grubuna ait antral folikul
buyukliklerinde artis gortulmektedir (E,F). Folikiller arasinda stromal
hiicreler dogal olarak izlenmektedir. PO: Preovulatuar folikktl, PRM:
Primordial folikul, PR: Primer folikll, SEK: Sekonder foliktl, ANT: Antral
folikal, Atrezik: Atrezik folikul. A-B: Kontrol grubu, C-D SF uygulanan grup, E-
F: FSH uygulanan grup. Olgek: A-C-E: 100 um, B-D-E: 50 um
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4.2. immunohistokimyasal Bulgular

4.2.1. YAP1

Kontrol ve sham grubunda YAP1 immunreaktivitesi var olmakla birlikte
oldukga az idi (+/-) (Resim 2-A,B,C,D). En yUksek YAP1 immunreaktivitesi
FSH yapilan deney grubunda (++) izlendi (Resim 2-E,F). FSH uygulanan
gruptaki antral folikullerde, genel olarak bazal membrana komsgu granuloza
hicrelerinde ve orta siddette (++) immunreaktivite izlenirken, antruma yakin
olan granuloza hicrelerinde hafif siddette (+) izlendi (Resim 2-F).

Ayrica stromada YAP1 immunreaktivitesi incelendiginde deney grubunda
en yuksek (+++) immunreaktivite belirlenirken kontrol ve sham gurubunda

hafif (+) dizeyde immunreaktivite tespit edildi (Resim 2).

4.2.2. P73

P73 immunreaktivitesi tum grup granuloza hucrelerinde izlenmekle
birlikte gruplar arasi anlamli bir fark goérilmedi (+). Stromal alanda, en ylksek
p73 immunreaktivitesi kontrol grubunda (+++) (Resim 3-A,B) g6zlenirken
kontrol ve sham grubunda benzer seviyede immunreaktivite belirlendi (Resim
3-C, D). Deney grubunda, stromal alandaki immunreaktivite kontrol ve sham
grubuna gore azalmis (+) olarak tespit edildi (Resim 3-E,F).

4.2.3. TEAD3

Tam gruplara ait granuloza hicrelerinde TEAD3 immunreaktivitesi
degerlendirildiginde SF uygulanan sham grubunun ve kontrol grubunun
immunreaktivitesi benzerdi (++) (Resim 4-A,C). En ylksek
immunreaktivitenin deney grubunda (+++) oldugu belirlendi (Resim 4-E,F).

Stromal alanda TEAD3 immunreaktivitesi kontrol ve sham grubunda
benzer (++) (Resim 4-B,D) iken en yuksek immunreaktivite FSH uygulanan
deney grubunda (+++) (Resim 4-E,F) izlendi. TEAD3 immunreaktivitesi yer
yer sitoplazmada izlenmekle birlikte, genel olarak TEAD3 immunreaktivitesi

cekirdekte gozlendi.
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4.2.4. Kaspaz3

Kaspaz3 immunreaktivitesi tim gruplardaki granuloza hicrelerinde
izlenmekle birlikte gruplar arasi anlamh bir fark gortulmedi (+) (Resim 5).
Stromal alandaki kaspaz3 immunreaktivitesi incelendiginde en yuksek
immunreaktivitekontrol grubunda (++) gézlenirken kontrol ve sham grubunda
benzer seviyede immunreaktivite belirlendi (Resim 5-B,D). Deney grubuna ait
orneklerde, stromal alandaki immunreaktivite kontrol ve sham grubuna goére

azalmis (+) olarak tespit edildi (Resim 5-F).

4.2.5. Bax

Tum gruplardaki granuloza hicrelerinde hafif siddette (+) Bax
immmunreaktivitesi izlienmekle birlikte gruplar arasi anlamli bir fark goriimedi
(Resim 6). Stromal alandaki Bax immunreaktivitesi incelendiginde de tim

gruplarda benzer siddette (+) immunreaktivite izlendi (Resim 6-B,D,F).
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Resim 2. Ovaryum YAP1 immunreaktivitesi. Anti-YAP1 poliklonal primer
antikoru ile boyanan parafin doku kesitlerinde, deney grubuna ait kesitlerde
boyanma farkliliklari gézlenmektedir. Resimde deney grubuna ait folikillerde,
bazal membrana komsu graniloza hicrelerinde orta siddette (oklar), antruma
yakin olan graniloza hicrelerinde hafif siddette (A) immunreaktivite
izlenmektedir. Stromada (STR) siddetli immunreaktivite goralmektedir (F).
ANT: Antral folikll, STR: Stroma. Sag taraftaki her bir resmin, Ust kisminda
yerlesen kare: Antral folikullerdeki graniloza hicrelerinin; alt kisminda
yerlesen kare: Stromal hiicrelerin boyanmasini gostermektedir. A-B: Kontrol
grubu, C-D: SF uygulanan grup, E-F: FSH uygulanan grup. Olgek: A-C-E:
100 pm, B-D-E: 50 um, sag taraftaki resim ici kiiclk karelerin kenarlari:50 ym
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Resim 3. Ovaryum P73 immunreaktivitesi. Anti-P73 poliklonal primer
antikoru ile boyanan parafin doku kesitlerinde, granlloza hicrelerinde gruplar
arasi anlamli fark gérilmedi. Stromal alandaki immunreaktivite, deney
grubuna ait érneklerde (+), kontrol ve sham grubuna (+++) gore azalmis
olarak tespit edildi.

STR: Stromal alan, A-B: Kontrol grubu, C-D: SF uygulanan grup, E-F: FSH
uygulanan grup. Olgek: A-C-E: 100 ym, B-D-E: 50 ym
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Resim 4. Ovaryum dokusunda TEAD3 immunreaktivitesi. Anti-TEAD3
poliklonal primer antikoru ile boyanan parafin doku kesitlerinde, graniloza

hicrelerinde ve stromal alanda izlenen TEAD3 immunreaktivitesi, FSH
uygulanan deney grubunda (+++), diger gruplara (++) gore artmis olarak
belirlendi. Deney grubunda TEAD3’Un immunreaktivitesi ¢ekirdekte yaygin
olarak gézlenmektedir (oklar).

ANT: Antral foliktl, STR: Stroma, A-B: Kontrol grubu, C-D: SF uygulanan
grup, E-F: FSH uygulanan grup. Olgek: A-C-E: 100 ym, B-D-E: 50 ym
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Resim 5. Ovaryum kaspaz-3 immunreaktivitesi. Anti-kaspaz3 poliklonal
primer antikoru ile boyanan parafin doku kesitlerinde, grantiloza hiicrelerinde
gruplar arasi anlamli bir fark goralmedi (+). Stromal alandaki immunreaktivite,
deney grubuna ait 6rneklerde (+), kontrol ve sham grubuna (++) gére azalmig
olarak tespit edildi.

STR: Stromal alan, A-B: Kontrol grubu, C-D: SF uygulanan grup, E-F: FSH
uygulanan grup. Olgek: A-C-E: 100 ym, B-D-E: 50 ym
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Resim 6. Ovaryum Bax immunreaktivitesi. Anti-Bax poliklonal primer antikoru
ile boyanan parafin doku kesitlerinde, granuiloza hticrelerinde ve stromal
alanda tum gruplarda benzer immunreaktivite tespit edildi (+).

STR: Stromal alan, A-B: Kontrol grubu, C-D: SF uygulanan grup, E-F: FSH
uygulanan grup. Olgek: A-C-E: 100 ym, B-D-E: 50 ym
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4.2.6. immunohistokimyasal Bulgularin Karsilagtiriimasi
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Sekil 23. Granuloza hucrelerindeki immunreaktivitelerin karsilastirmasi
K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik uygulanan grup, FSH: FSH uygulanan grup.
(ns: p>0,05, *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0002, ****p<0,0001)
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Tablo 7. Granuloza hucrelerindeki immunreaktivitelerin istatistiksel olarak

kargilagtiriimasi

Graniloza hucreleri

Antikor Deney Ortanca | Minimum Maksimum | p Posthoc
Gruplari (Mann
Whitney
U)
YAP1 Kontrol 4 2 20
SF 15 2 60 <0.0001* | a=b>c
FSH 150 86 190
TEAD3 Kontrol 168.5 64 280
SF 148 100 234 0.0023* | a=b>c
FSH 245 156 272
P73 Kontrol 40 2 70
SF 54.5 2 107 0.5813 a=b=c
FSH 35 4 66
Kaspaz3 | Kontrol 15 4 150
SF 50 4 150 0.2293 a=b=c
FSH 18 2 60
Bax Kontrol 9 4 33
SF 14.5 2 60 0.7997 a=b=c
FSH 10 2 35

*P < 0,05 ise anlamli, Kruskal-Wallis testine gore; a=kontrol, b=SF, c=FSH
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Sekil 24. Stromal alandaki hicrelerin immunreaktivitelerinin kargilastirmasi
K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik uygulanan grup, FSH: FSH uygulanan grup.
(ns: p>0,05, *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0002, ****p<0,0001)
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Tablo 8. Stromal alandaki hiicrelerin immunreaktivitelerin istatistiksel olarak

kargilagtiriimasi

Stromal Hucreler

Antikor Deney | Ortanca | Minimum | Maksimum | p Posthoc
Gruplar (Mann
I Whitney U)

Yap1 Kontrol | 37.5 10 175
SF 61 20 181 0.0004* | a=b>c
FSH 207.5 128 236

TEAD3 Kontrol | 150 50 276
SF 167.5 100 230 0.005* | a=b>c
FSH 229 118 300

P73 Kontrol | 199.5 71 270
SF 195 110 260 0.0011* | a=b>c
FSH 80.5 10 189

Kaspaz3 | Kontrol | 55 10 140
SF 325 4 145 0.0038* | a=b>c
FSH 10 2 20

Bax Kontrol | 15 3 160
SF 10 2 40 0.8283 | a=b=c
FSH 10 2 80

*P < 0,05 ise anlamli, Kruskal-Wallis testine gore; a=kontrol, b=SF, c=FSH

Sonug olarak tum gruplar degerlendirildiginde YAP1 ve TEAD3
immunreaktiviteleri en yiksek deney grubunda izlendi, p73 ve Kaspaz3
immunreaktivitesi kontrol grubunda en yuksek iken deney grubunda

azalmisti.
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4.3. PCR Bulgulari

4.3.1. Ovaryum Dokularinin qRT-PCR Analiz Sonuglarinin
Degerlendirilmesi

gRT-PCR igleminin sonunda gen ekspresyonlarinda meydana gelen
degisikliklerin analizi igin 2-22CT yontemi kullanildi. Verilerin
normalizasyonunda referans olarak miRNA-192-5p kullanildi ve sonuglar
ortalama + standart sapma olarak verildi. Bu yonteme gore kontrol grubu gen
ifadesi 1 olarak alindi. Gruplar arasi karsilastirma icin ANOVA testi; coklu
kargilastirma igin ise Tukey Testi kullanildi. P<0,05 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

4.3.1.1. miRNA 129-5p

gRT-PCR sonuglarina gére SF grubunun miR-129-5p ifadesi 1,025+0,07
idi. (p=0,6099). Bu ifadenin kontrol grubuna goére daha fazla oldugu ve
aralarinda anlamh bir fark olmadigi tespit edildi (Sekil 25, Tablo 9). FSH
grubundaki 129-5p ifadesinin kontrol grubuna gére miR- 2,571 kat azaldigi
(0,389+0,02), SF grubuna goére 2,635 kat daha az (p<0,0002) oldugu bu
azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,0002) (Sekil 25,
Tablo 9).
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Sekil 25. Ovaryum dokusunda mir-129-5p ifadesi
K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik uygulanan grup, FSH: FSH uygulanan
grup. (ns: p>0,05, *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0002, ****p<0,0001)
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Tablo 9. Ovaryum relatif mir-129-5p ifadeleri ve istatistiksel analizleri

(ortalama + std sapma)

Kontrol SF FSH

mir-129-5p 1+0 1,025+0,07 0,389+0,02

relatif ifadesi

4.3.1.2. miRNA 145-5p

gRT-PCR analiz sonuglarina gére SF grubunun miR-145-5p ifadesi
0,887+0,08 idi Bu ifadenin kontrol grubuna gore daha az oldugu ve
aralarinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p=0,0102) (Sekil 26, Tablo
10). FSH uygulanan grupta miR-145-5p ifadesinin Kontrol grubuna gére
2,151 kat azaldigi (0,465+0,04) (p< 0,0002), SF grubuna gore ise 1,908 kat
daha az (p<0,0002) oldugu ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi (Sekil 26, Tablo 10).
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Sekil 26. Ovaryum dokusunda mir-145-5p ifadesi
K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik uygulanan grup, FSH: FSH uygulanan
grup. (ns: p>0,05, *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0002, ****p<0,0001)
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Tablo 10. Ovaryum relatif mir-145-5p ifadeleri ve istatistiksel analizleri

(ortalama % std sapma)

Kontrol SF FSH

mir-145-5p 1+0 0,887+0,08 0,465+0,04

relatif ifadesi

4.3.2. Serum gRT-PCR Analiz Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

gRT-PCR igleminin sonunda gen ekspresyonlarinda meydana gelen
degisikliklerin analizi igin 2-AACT yontemi kullanildi. Verilerin
normalizasyonunda referans olarak miRNA-16-5p kullanildi ve sonuglar
ortalama + standart sapma olarak verildi. Bu yonteme gore kontrol grubu gen
ifadesi 1 olarak alindi. Gruplar arasi karsilastirma icin ANOVA testi; ¢oklu
kargilastirma icin ise Tukey Testi kullanildi. P<0,05 olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Serumdaki mir-129-5p ifadesi 35. donguden

sonra tespit edildigi igin degerlendirme digi birakildi.

4.3.2.1. miRNA 145-5p

gRT-PCR yontemi ile yapilan serum analizi sonuglarina gore SF
grubunun miR-145-5p ifadesi 1.17+0,04 idi (p=0,0014). Bu ifadenin kontrol
grubuna goére daha fazla oldugu ve aralarinda anlaml bir fark oldugu tespit
edildi (Sekil 27, Tablo 11). FSH verilen grupta miR-145-5p ifadesinin kontrol
grubuna gore yaklasik 1,494 kat azaldigi (0,669+0,05), SF grubuna gore ise
1,749 kat daha az (p<0,0002) oldugu ve bu azalisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptandi (p<0,0002) (Sekil 27, Tablo 11).
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Sekil 27. Serumda mir-145-5p ifadesi
K: Kontrol, SF: Serum fizyolojik uygulanan grup, FSH: FSH uygulanan
grup. (ns: p>0,05, *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0002, ****p<0,0001)

Tablo 11. Serum relatif mir-145-5p ifadeleri ve istatistiksel analizleri

(ortalama + std sapma)

Kontrol SF FSH

mir-145-5p 110 1.17+0,04 0,669+0,05
relatif ifadesi
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V. TARTISMA

Hippo sinyal yolu, YAP1 aktivitesini duzenleyerek organ boyutunu kontrol
eder. Buyume sinyalleri varliginda Hippo yolu baskilanir ve YAP1'in
sitoplazmadan ¢ekirdege translokasyonu uyarilarak proliferatif genlerin
ekspresyonu tetiklenir bunun sonucunda hticre proliferasyonu ve organ
buyumesi gercgeklesir. Hippo yolaginin major efektort olan YAP1 ovaryan
granuloza hicrelerinde eksprese olmaktadir ve hem ovulasyonda hem de
folikal gelisiminin dizenlenmesinde édnemli roll vardir. Graniloza hcrelerinin
¢ogalmasinda ve farklilagmasinda 6nemli bir dizenleyicidir. YAP1’in aktif
formu olan ¢ekirdekteki YAP1 baskin olarak proliferatif grantloza
hicrelerinde sentezlenirken inaktif formu olan sitoplazmik YAP1 esas olarak
luteal hicrelerde sentezlenmektedir. YAP1’in dengeli ekspresyonu ve
aktivasyonu folikll gelisimi ve Uremenin gergeklesmesi igin hayatidir (81).

Daha o6nceki ¢calismalarda Hippo yolaginin geligsim ve tumor gelisimindeki
rolleri kapsamli bir sekilde incelenmistir (8,9,67). Bununla birlikte, folikul
gelisimindeki rolu blyuk olgtde bilinmemektedir. Bu ¢alismada, hippo yolagi
elemanlari olan YAP1, TEAD3 ve P73’Un over dokusundaki
immunreaktivitelerinin FSH etkisi altindaki degisikliklerini in vivo olarak
degerlendirdik.

Calismamizda kontrol grubunda YAP1, TEADS3 ve P73
immunreaktivitelerinin varligini tespit ettik. Bu bulgu bize hippo sinyal
yolaginin, overin normal fonksiyonlarinda rolinin bulundugunu diastndirda.
Nitekim daha 6nceki galismalarda hippo sinyal yolaginin folikul gelisiminde,
erken donem folikuilogenezde ve overin yaglanmasinda rol aldigi
g6sterilmistir (160—162). Kontrol grubunda hippo sinyal yolagi elemanlarinin
eksprese olmasi, ovaryan dongude yolagin fizyolojik olarak aktif gérev
aldiginin gostergesi olarak degerlendirildi.

FSH, antral folikUllerde buyimeyi uyaran ve granuloza hicrelerinin
proliferasyonunu saglayan dnemli bir hormondur. FSH uygulanan grupta,
YAP1 immunoreaktivitesi, stromal hucrelerde ve antral folikullerin bazal

membrana yakin olan granuloza hucre ¢ekirdeklerinde izlendi. Xiangmin ve
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arkadaslar yaptiklari calismada folikal gelisimi esnasinda primer folikllden
preovulatuvar folikil asamasina kadar olan donemde YAP1’in esas olarak
granuloza hucrelerinin ¢ekirdeklerinde eksprese olurken korpus luteumda ise
luteal hucrelerin sitoplazmasinda eksprese olduklarini bulmusglardir (81).
Buradan yola ¢ikarak bulgularimiza goére ylksek doz FSH etkisi altinda
granuloza hucrelerinin proliferasyon gosterdigi ve bu proliferasyon slrecinde
hippo yolaginin baskilandigi sdylenebilir. Granuloza hicrelerindeki
proliferasyonun, bazal membrana komsu granuloza hicrelerinden bagladigi
bilinmektedir (163). Bu nedenle yliksek doz FSH etkisi altinda graniloza
hicrelerinin bu proliferatif sureciyle YAP1'in iliskisi oldugu distnulda.

YAP1’in, hicrede proliferasyonu tetiklemek igin, proproliferatif genlerin
ekspresyonunu saglayan transkripsiyon faktorleri TEAD1-4’Un koaktivatoru
olarak gorev yaptigi bilinmektedir. Ancak bu etkiyi saglamasi i¢in ¢cekirdege
translokasyonu gerekmektedir (8). TEAD ailesi elemanlarindan TEAD3’lUn
kontrol grubunda var olan ifadesinde, deney grubunda hem graniloza hem
de stromal hicrelerde artis saptandi. TEAD3'Un bu hucrelerin ¢ekirdeklerinde
eksprese oldugu goruldi. Cekirdekte YAP1 immunreaktivitesi saptanan
granuloza hucrelerinde, FSH’nin, YAP1 ile TEAD3’Un beraber
transkripsiyonunu saglayarak proliferatif etki gosterdigi ancak;
sitoplazmalarinda YAP1 immunreaktivitesi saptanan granuloza hucrelerinde,
TEADS3’Un YAP1 ile uyariimadigi dugunuldu. Bu nedenle bu hucrelerde
TEAD3’Un artan regulasyonunun hippo yolagi elemanlarinin disinda bir faktor
tarafindan tetikleniyor olabilecedi 6ngoéruldu. Nitekim daha dnce yapilan bir
caligmada VGLL3'Un hippo yolagini aktive ederek LATS2 ve AMOTL2
yoluyla YAP/TAZ inaktivasyonuna neden oldugu ancak TEADS ile birlikte
hicre proliferasyonunu uyardigi gosterilmistir (164). Bu nedenle YAP1'’in
sitoplazmik ifadesine ragmen TEAD3'Un ¢ekirdekte ifade olmasi yine de FSH
uygulamasi sonrasi granuloza hucrelerinin proliferatif bir suregte oldugunu
gOstermektedir.

Hippo sinyal yolagi, hticrelerin mikrogevrelerinin fiziksel yapisi ile
dizenlenmektedir (64). Calismamiza ait deney grubu ovaryum dokularinda

stromal alandaki YAP1 immunreaktivitesinde artig saptandi.
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immunreaktivitedeki bu degisiklik, FSH’nin stromal alanda hippo sinyal
yolagini etkiledigini disindurdd. Hicre iskeletinde meydana gelen
degisiklikler, hucre-hucre, hiucre-matriks elemanlari arasi etkilesimler ve
ekstraseluler matriksin fiziksel igerigi Hippo yolu aktivitesi Uzerinde etkilidir.
Daha 6nce yapilan bir hiicre kaltlrl ¢calismasinda, sklerozal yapiya sahip
mikrocevrede, hicrelerdeki YAP aktivitesinin artarak hicrelerin prolifere
olduklari, yumusak yapiya sahip mikrogevrede ise YAP aktivitesinin azalarak
hicrelerin farkhlagsmaya yoneldikleri bulunmustur (165,166). Ovaryum
dokusunda folikll gelisimi esnasinda, primordial foliktller medullar kisma
g6re daha skir6z yapida olan kortikal kisimda yerlesirler ve uyku halinden
cikip aktive olduklarinda buyuyerek daha yumusak yapida olan medullar
bolgeye ilerlemektedirler (163,166). Daha yumusak yapidaki bu bolgede
azalan hippo aktivitesi nedeniyle folikll buylimesi yavaslar (166). Bu sebeple
FSH uygulamasi sonrasi tespit edilen stromal alandaki YAP1 immunreaktivite
artigi, stromal dokudaki yapisal degisikligi de isaret ediyor olabilir. Bu sekilde
FSH stimulasyonu devam ettigi surece, folikll mikrogevresi skir6z bir yap
kazanarak folikullerin buytimesinin devamini mumkun kilabilecektir. Benzer
sekilde FSH uygulanan grupta TEAD3’Un stromal immunreaktivitesinde de
anlamli artis saptanmistir. TEAD, YAP’In anahtar transkripsiyon faktéradir
ve YAP’In fonksiyonunu duzenler (92,93). Bu sebeple TEAD3
immunreaktivitesinin de YAP1’e benzer sekilde mikrogevrenin fiziksel
yapisindan etkilenerek artmis olabilecedi dusunuldid ancak bu konu ile ilgili
ve TEAD3'Un stromadaki fonksiyonu ile ilgili henuz bir ¢galisma yapilmamistir.
MikroRNA'larin, granuloza hucreleri dahil farkli hiicre tiplerinin
proliferasyonunda 6nemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir. Calismamizda
deney grubuna ait ovaryum dokularinin gqRT-PCR sonuglarinda miR-129-
5p'nin down-regule edildigini gdzlemledik. Bu bulgu bize FSH sonrasi
ovaryum dokularinin prolifere oldugunu dusundurdu. Serumdaki duzeyi 35.
donguden sonra saptandidi i¢in degerlendirme disi birakildi. Mir129-5p’nin
hdcrenin proliferasyonuyla ve apoptozuyla olan baglantisi ¢esitli kanser
calismalarinda gosterilmigtir. Yapilan birgok arastirmada mir-129-5p’nin up-

regulasyonunun hicre invazyonunu, migrasyonunu ve proliferasyonunu
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baskiladigi bu sebeple birgok kanserde timor stipresor olarak rol aldigi
belirtiimistir (132,134,143,167). Ancak bunun tam tersi larinks skuamdéz
hicreli kanserinde, mir-129-5p’nin down-regulasyonu ile kanser hucrelerinin
bdyUmesinin inhibe oldugu ve apoptozun uyarildigi bulunmustur. Bu etkisini,
in vivo ve in vitro ortamda, down-reguilasyonu ile Wnt sinyal yolagininin
negatif dizenleyicisi olan APC ekspresyonunu uyararak gostermistir (139).
Bu nedenle mir-129-5p’nin regulasyonu farkh tumor tiplerinde dokuya spesifik
farkliliklar gosteriyor gibi gérunmektedir.

Tan ve arkadasglari over kanseri hlicre hatti GUzerinde yaptiklari ¢alismada
mir-129-5p transfekte edilen hicrelerde YAP ve TAZ'In ekspresyon
duzeylerinin azaldigini, mir129-5p ile susturulan hucrelerde de YAP ve
TAZ'In ekspresyon duzeylerinin arttigini gostermiglerdir. Bu nedenle mir129-
5p’nin up-regulasyonunun hippo yolagi elemanlari olan YAP ve TAZ
transkripsiyonunu direkt olarak baskiladigini ve down-regilasyonunun da
proliferasyona neden oldugunu belirtmiglerdir (138). Yine ayni ¢alismanin
devaminda mir129-5p’yi in vivo olarak tumor igerisine enjekte etmis ve tUmor
boyutunda kigulme goézlemlemislerdir (138). Buradan yola ¢ikarak mir129-
5p’nin overin proliferasyonunun dizenlenmesinde zit yonlu etkisinin oldugu
ve bu etkisini hippo yolagi tzerinden gergeklestirdigi sdylenebilir. Ovaryum
dokusunda tespit edilen mir-129-5p’deki azalma ve YAP1 ve TEAD3'de
gorulen immunreaktivite artisi, yiksek doz FSH etkisi altinda ovaryum
dokusunda proliferasyonun gergeklestigini ve bu suregte Hippo sinyal
yolaginin baskilandigini géstermektedir.

P73, p53 ailesinin bir Gyesi olup proapoptotik ve antiapoptotik fonksiyonu
vardir. Genomik stabilitenin korunmasinda gorevlidir ve p73’Un delesyonu
tumor olusumuna yol acar. Arastirmamizda, deney grubu farelerine ait
ovaryum dokularinda, antral folikillerin granuloza hicrelerinde, kontrol
grubuna gore anlamli bir immunreaktivite degisikligi gézlenmezken stromada
p73’Un immunreaktivitesinde azalma izlendi. Bu sonug bize p73’Un apoptotik
fonksiyonunun baskilandigini distundurdi. P73’Un folikuler rezerv buyukliga,
ovulasyon hizi ve oosit kalitesi ile iligkili rolleri bulunmaktadir (104,169). DNA

hasari durumunda granuloza hucrelerinde p73 ekspresyonunun arttigi
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gOsterilmigtir (168). Calismamizda p73 immunreaktivitesinde artisin
olmamasi, FSH’nin p73’l baskilayarak graniloza ve stromal hicreleri
apoptozdan korudugunu gostermektedir. P73 delesyonlu disi farelerde,
primordiyal ve primer folikil sayisi azalirken sekonder folikullerin sayisi
degismemektedir (104). Bulgularimiza goére, stromal hiicrelerde p73
immunreaktivitesi azalirken antral foliklllerdeki grantloza hicrelerinde
anlamli degisiklik gorulmemesi p73’un folikllogenez sirasinda doneme
spesifik fonksiyon gostermesinden kaynaklaniyor olabilir.

Mir-145 seviyelerindeki artigin insan granuloza hicrelerinde MAPK/ERK
sinyal yolagini inhibe ederek DNA sentezini ve proliferasyonu baskiladigi
bilinmektedir (171). Bu galismada, FSH uygulamasi sonrasi serumda ve
ovaryum dokusunda mir-145-5p seviyesinin azalmis oldugunu tespit ettik.
Kontrol ve sham grubuna gore mir-145-5p seviyesindeki azalma bize FSH’In
ovaryum dokusunda proliferasyonu uyardigini diastundurdd. Bilindigi Gzere,
FSH uygulamasina benzer sekilde, PCOS’lu hastalarin granuloza
hacrelerinde proliferasyon hizinda artis apoptoz hizinda dugus gorulmektedir.
Bu sekilde over dokusunda blyuyen folikul sayisi artar. Yakin zaman 6nce
Cai ve arkadaslari da PCOS’lu hastalarin folikil sivilari Gzerinde yaptiklari
incelemede mir-145 dizeyinin azaldigini bulmuslardir (171). Ayrica mir-145-
5p’nin ovaryan siklus sirasinda folikuler luteal gegciste rol aldigiyla ilgili
galismalar vardir. in vitro olarak, gevis getiren hayvanlardan alinan dokular
Uzerinde yapilan galismalarda, folikller fazda, folikUllerdeki graniloza
hicrelerinde mir-145-5p seviyesi yuksek iken farklilagsmayla beraber bu
seviyenin azaldigi gosterilmigtir (128,158). Buradan yola ¢ikarak deney
grubunda FSH ile tetiklenen farklilagma, deney grubundaki fare ovaryum
dokularinda belirlenen mir-145-5p’deki azalmanin diger bir nedeni olabilir.

insan kimilus hiicrelerinde, yakin tarihte yapilan bir calismada mir-145-
5p’nin down-regulasyonunun, GDNF ekspresyonunu arttirarak, oosit
maturasyonunu ve kimulus huacrelerinin canlihdini arttirdigini, apoptozunu
azalttigini bulmuslardir (157). Calismamizda deney grubu ovaryum
dokusunda mir-145-5p’nin down-regule oldugunu tespit ettik. Bu dogrultuda,

calismamizda apoptoz agisindan, dokuda kaspaz 3 ve Bax
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immunoreaktivitelerini degerlendirdigimizde granuloza hicrelerinde anlamli
bir degisik gézlenmezken stromal hlcrelerin kaspaz 3 immunreaktivitesinde
azalma saptandi. Bax immunreaktivitesinde ise ne granuloza hicrelerinde ne
de stromal hucrelerde, gruplar arasi farklilik saptanmadi. Bax delesyonu olan
farelerde graniloza hiicre sayisinin arttigi anormal folikuller gérulmektedir
(172) ve Bax, atretik folikullerde, saglikli foliklllere goére oldukca fazla
eksprese olmaktadir (173). Benzer sekilde kaspaz-3 atretik folikullerin
granuloza hucrelerinde eksprese olurken saglikh folikillerde ekspresyonu
bulunmamaktadir (174). Buradan Bax’in ve kaspaz3’in granuloza
hicrelerinin apoptozunda rollinun oldugu anlagiimaktadir. Bu sebeple
granuloza hucrelerinin Bax ve kaspaz3 immunreaktivitelerinde gruplar arasi
herhangi bir farkhlik olmamasi, FSH uygulamasi sonrasi erken donemde,
granuloza hicrelerinde apoptoza gidis olmadigini géstermektedir. Nitekim
Zhou ve arkadaslari da FSH yapildiktan sonraki erken donemde apoptoza
gidis olmadigini bulmuslardir (46). Bu sonuglar mir-145-5p’nin dokuda
saptanan azalmis ifadesi ile koreledir. Calismamizda deney grubunda,
kaspaz3 ile benzer sekilde, apoptoz ile iliskisi bulunan, p73
immunreaktivitesinde de graniloza hicrelerinde anlamli bir degdisiklik
g6zlenmezken stromal hicrelerdeki immunreaktivitede azalma saptandi.
Daha o6nce yapilan az sayida galismada mir-145'in, p73 tarafindan
transkripsiyonel olarak duzenlendigi gosterilmigtir (148,175,176). Akut
promyelodsitik 16semili hastalar GUzerinde yapilan bir arastirmada mir-145
dizeyindeki dugukligun p73’Un ekspresyonundaki azalmayla iligkisi
bulunmustur (175). Calismamizdaki ovaryum dokularinda, stromal alanda
tespit edilen p73 immunreaktivitesindeki azalma mir-145-5p’deki down-
regulasyon ile uyumludur. Bu bulgunun FSH etkisi ile erken dénemde
ovaryan stromada apoptozun azalmasindan kaynaklaniyor olabilecegi
dusinalda.

Folikll maturasyonu gonadotropinler ve ovaryum ici etkilesimler ile
diizenlenen karmasik bir siirectir. Ozellikle FSH, graniiloza hiicrelerinden
Ostrojenin Uretimi, antral foliklllerin buyime ve gelismesi ve dominant folikal

secimi agisindan gereklidir. Daha onceki ¢alismalarda FSH’nin granuloza
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hicreleri Gzerindeki bu fizyolojik etkilerinin protein kinaz A, protein kinaz B,
p38-MAPK ve ERK1/2 sinyal yolaklari Gzerinden yaptigi gosterilmigtir.
Calismamizda FSH’nin bu proliferasyon surecinde hippo sinyal yolagi
elemanlar Uzerinde de bir etkisinin olabilecedini ve bu yolak Uzerinden de
etkisini gerceklestirebilecedini gosterdik. Grantloza hicrelerinin apoptozunu
azaltarak antral folikullerin canlihigini saglamadaki 6nemi nedeniyle, yardimli
ureme tekniklerinde ovulasyon oncesi hazirlikta siklikla FSH kullaniimaktadir.
Bu sebeple FSH’nin uygulama sonrasi etkilerinde hangi yolaklarin aktif
oldugu ve bu yolaklarla iligkili miRNA’larin tespiti Gnemlidir. Bu sekilde
granuloza hucrelerinin proliferatif stiregte mi oldugu, yoksa apoptoza giderek
folikulleri atreziye mi goturdugu ya da oosit maturasyonunun gergeklesgip
gerceklesmediginin tespiti periferik kandan ilgili miRNA’lar yoluyla tespit

edilebilecektir. Bu anlamda kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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VI. SONUG VE ONERILER

Calismamizda, 6-8 haftalik geng-erigkin disi Balb-C fareler kullanildi.
Deney grubundaki farelere intraperitoneal olarak 12 saat arayla 4 doz
(10,10,5,5 1U) FSH uygulandi. Sham grubundaki farelere deney grubu ile es
zaman ve hacimlerde SF uygulandi. Kontrol grubuna herhangi bir islem
uygulanmadi. ilk dozdan 48 saat sonra sakrifiye edildikten sonra over doku
ve kan ornekleri alindi. Doku drneklerine histokimyasal ve anti-YAP1, anti-
TEADS, anti-P73, anti-kaspaz3 ve anti-Bax primer antikorlari kullanilarak
avidin-biyotin-peroksidaz ydontemi ile indirekt immunohistokimyasal
boyamalar uygulandi. Ayrica gRT-PCR yontemi ile over dokulari ve kan
orneklerinin miR-129-5p ve miR-145-5p ifadeleri belirlendi.

Over dokularinin histokimyasal olarak degerlendiriimesi hematoksilen
eozin boyasi kullanilarak yapildi. gqRT-PCR analizinde, over dokularinda,
miR-129-5p ve miR-145-5p ifadeleri azalmig olarak tespit edilirken serumda
mir-129-5p ifadesi 35. donguden sonra saptandigi i¢in anlamli olarak kabul
edilmedi ve degerlendirme digi birakildi. miR-145-5p ifadesi serumda
azalmis olarak bulundu. Azalan mir-129-5p ve mir-145-5p ifadeleri kisa sureli
yuksek doz FSH uygulamasi sonrasi over dokusunun prolifere oldugunun bir
kaniti olarak degerlendirildi.

Deney grubu YAP1 ve TEAD3 immunreaktivitesinde, granuloza
hicrelerinde ve stromada anlamli artis saptandi. YAP1 immunreaktivitesi
granuloza hucrelerinin hem sitoplazma hem de ¢ekirdeklerinde gézlendi.
YAP1’in ve TEAD3’Un ¢ekirdek immunreaktivitesi, FSH’nin folikdl
gelisimindeki proliferatif etkisinde hippo sinyal yolaginin aktif rol oynadigini
disunduarda.

Stromadaki YAP1 ve TEAD3 immunreaktivitesindeki artis, folikul
mikrogevresinin, folikilin gelisimini devam ettirebilmek i¢in daha skir6z bir
yapilya donusmus olabilecegi seklinde yorumlandi.

P73 immunreaktivitesinde, deney grubu graniloza hicrelerinde anlamli
bir degisiklik gbzlenmezken stromada azalma saptandi. Bu sonug bize FSH

etkisi altinda p73’Un proapoptotik fonksiyonunun baskilandigini disundardu.
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Bax immunreaktivitesinde ne graniloza hicrelerinde ne de stromal
hicrelerde anlamli bir farklilik saptanmadi.

Kaspaz3 immunreaktivitesinde, deney grubu granuloza hucrelerinde
anlamli bir degisiklik saptanmazken stromada azalma goéruldu. Bu sonug
apoptoza gidis olmadigi yoninde yorumlandi.

Granuloza hcrelerinin Bax ve kaspaz 3 immunreaktivitelerinde gruplar
arasi anlamli bir farklihk olmamasi, yliksek doz FSH uygulamasi sonrasi
erken donemde, granuloza hicrelerinde apoptoza gidis olmadigini
gOstermektedir.

Bu ¢alismada FSH’nin uyardigi antral folikullerin gelisimi sirasinda
granuloza hucrelerinde, YAP1 ve TEADS3 ekspresyonlarinin dnemli rolunin
bulundugu, ovaryum doku Orneklerinde tespit edilen miR-129-5p ve miR145-
5p’deki azalmanin ilgili proteinlerin regllasyonu ile iligkisinin bulunabilecegi

sonucuna varimistir.

86



Vil. OZzET

FSH’NIN FARE GRANULOZA HUCRELERINE ETKIiSININ HIPPO SINYAL
YOLAGI PROTEINLERI (YAP, TEAD VE P73) VE MiKRORNA’LARI
(MiR129-5P VE MiR145-5P) ILE DEGERLENDIRILMESI

Rekombinant gonadotropinler ayni anda birden fazla foliktlin gelisiminin
uyariimasi i¢in yardimli treme tekniklerinde yaygin olarak kullaniimaktadirlar.
Ancak FSH’nin (folikll stimdlan hormon) asiri kullaniminin folikal geligimini
bozduguna dair ¢alismalar mevcuttur. Hormonlar, baytume faktorleri ve
miRNA’lar overdeki hucre proliferasyonunu ve homeostazisi Hippo yolagi
araciligiyla duzenlemektedirler. Bu yolagin Uyelerinden YAP/TEAD hucrelerin
hayatta kalmasi ve proliferasyonu yonunde etki ederken; YAP/P73 apoptoza
gidisi kontrol eder.

Bu calismada YAP1/TEAD3 immunreaktivitesi ve bununla iliskili miR-
129-5p ve p73 immunreaktivitesi ve bununla iligkili miR-145-5p duzeyleri
incelenmigtir. Dogrulama amaciyla kaspaz-3 ve bax immunreaktiviteleri
degerlendirilmigtir. Yiksek doz FSH uygulamasinin graniloza hicreleri
uzerindeki etkisinin Hippo sinyal yolagi Uzerinden degerlendiriimesi ve bahsi
gegen miRNA’lar ile iligkisinin agiklanmasi amaglanmistir.

Balb/c cinsi, 18 adet, 6-8 haftalik digi fareler kontrol, sham ve deney
grubu olarak uge ayrilmistir. Deney grubuna her 12 saatte bir sirasiyla 10-10-
5-5 IU/ml olmak Uzere toplam 4 doz FSH intraperitoneal olarak uygulanmigtir.
Sham grubuna deney grubuna verilen FSH hacmine esit miktarda es zamanli
olarak %0.09 SF yapilmigtir. Fareler son enjeksiyondan 12 sa. sonra sakrifiye
edilmistir. Over dokulari ve kan drnekleri alinarak RT-PCR ve
immunohistokimya teknikleriyle analiz edilmistir.

Over doku kesitlerinin immunohistokimya ile analizinde, graniloza
hicrelerinde YAP1 ve TEAD3 immunreaaktivitesi artarken p73 ve kaspaz-3
immunreaktivitelerinde degisiklik gdzlenmedi. Gruplar arasinda Bax
immunreaktivitesinde anlamli farkhlik yoktu. MiR-129-5p ve miR-145-5p, FSH
uygulamasi sonrasi downregule oldu. P73, Kaspaz3 ve Bax’in graniloza
hicrelerinde degismeyen immunreaktivitesi yiksek doz FSH sonrasi atreziye
gidis olmadigini géstermektedir. YAP1 ve TEAD3 immunreaktivitesinde artis ile
miR-129-5p ve miR-145-5p duzeylerinde gorllen azalma overde proliferatif
surecin baskin oldugunu ve yuksek doz FSH’in bu etkiyi Hippo sinyal yolagi
uzerinden acgiga cikarttigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: FSH, graniloza, Hippo sinyal yolu, miRNA, P73, TEADS,
YAP1
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VIIl. INGILiZCE OZET

EVALUATION OF THE HIGH-DOSE FSH EFFECT ON MICE
GRANULOSA CELLS WITH HIPPO SIGNAL PATHWAY PROTEINS
(YAP, TEAD AND P73) AND MICRORNAS (MIR129-5P AND MIR145-5P)

Recombinant gonadotropins are widely used in assisted
reproductive techniques for the development of many follicles. However, in
cases requiring excessive FSH (follicle-stimulating hormone) use, follicle
development is also impaired. Hormones, growth factors, or miRNAs in
ovaries control cell proliferation and homeostasis by regulating the Hippo
pathway. While TEAD/YAP genes in the pathway allow cells to survive;
YAP/p73 controls progression to apoptosis.

In this study, TEAD3/YAP1 expressions which also associated miR-
129-5p and p73 expression which also associated miR-145-5p levels were
investigated. The expressions of the casp3 and bax apoptosis markers
were also evaluated for confirmation. It was aimed to reveal the effect of
the Hippo pathway on granulosa cells after high-dose FSH administration
and link with miRNA reflections.

Eighteen, 6-8 w Balb/c female mice were divided into three groups
including control, sham, and FSH groups. FSH group were injected by 10-10-
5-5 IU/ml FSH respectively, every 12 hours, 4 doses total. The same amount
of saline was applied to sham group. The animals were sacrificed 12 hr after
the last injection. Ovary tissues and blood were taken for analysis by RT-PCR
and immunohistochemistry technics.

YAP1 and TEAD3 expressions were increased, while p73, caspase-3
expressions weren’t changed in granulosa cells in ovary. There was no
difference in the bax expression among the groups. MiR-129-5p and miR-
145-5p were downregulated in FSH-treated group. The unchanged
expression of p73, caspase-3 and bax in granulosa cells indicates no
progression to atresia following administration of high-dose FSH. The
increase in YAP1 and TEADS3 expressions and the decrease in miR-129-5p
and miR-145-5p revealed that the proliferative process is dominant in the
ovary and high-dose FSH exerts this effect through the Hippo pathway.

Keywords: FSH, granulosa, Hippo signaling pathway, miRNA, P73, TEAD3,
YAP1
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